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ESTUDO COMPARATIVO DA ATIVIDADE BACTERIOLITICA DA CLARA DE OVOS
DE Gallus gallus, GUTTERA SP, Cairina moschata, Anser cygnoides E Phrynofs
geoffraonus

COMPARATIVE STUDY OF BACTERIOLYTIC ACTIVITY OF EGG-WHITES FROM Gallus
gallus, GUTTERA SP, Cairina moschata, Anser cygnoides AND Phrynofs geoffraonus
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi comparar a atividade bacteriolitica presente na clara de ovos de galinha
(GL), gansa (GN), galinha d’angola (GA), pata (PT) e cagado (CG). As zonas de lise observadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida co-polimerizado com M. lysodeikticus, em condigdes desnaturantes, revelaram que todas as claras de
ovos de aves apresentaram esta atividade. As atividades bacterioliticas especificas apresentadas para as claras GL, GN,
GA e PT, monitorando-se a redugdo da turbidez da suspensio de M. lysodeikticus (pH 6,0), foram de 15,60; 2,80; 11,40
e 8,20 U.mg'min’!, respectivamente. A clara CG apresentou somente tracos dessa atividade. Os resultados deste trabalho
evidenciaram que a clara GL constitui a amostra com maior atividade bacteriolitica e que esta, pode estar relacionada ao
maior percentual de lisozima presente nesta amostra. Em pH 9.0, a clara CG apresenta um componente protéico com
atividade bacteriolitica semelhante a demonstrada principalmente pelas claras GL, GA e PT, contudo sua detec¢éo requer

um método com maior sensibilidade.

UNITERMOS: Clara de ovos, Atividade bacteriolitica

INTRODUCAO

A clara de ovos de aves constitui uma fonte
natural de proteinas de comprovado interesse biologico e
tecnoldgico, sem mencionar seu rico poder nutricional. Este
fluido organico € constituido por um complexo protéico, cuja
fung@o principal € nutrir o futuro embrido nos estagios do
desenvolvimento, bem como fornecer componentes
protéicos capazes de funcionar como agentes na defesa
contra patégenos (VACHIER et al., 1995).

Dentre as inimeras proteinas que compdem a clara
de ovos de aves, destaca-se a lisozima ou muramidase. Esta
enzima, definida como 1,4-b-N-acetilmuramidase, tem como
atividade catalitica a hidrolise da ligagdo glicosidica b1®4
que une o residuo glicidico N-acetilmuramico ao carbono-4
do residuo N-acetilglicosamina. Por sua vez, estes residuos
constituem o peptidoglicano que € o principal componente
da parede celular de bactérias (J OLLES e JOLLES, 1984;
IBRAHIM et al., 1996).

A lisozima € utilizada na preservacdo de alimentos
(VACHIER et al., 1995), na industria farmacéutica na

potencializacdo de farmacos (IBRAHIM et al., 1994), em
experimentos que envolvam modelagem molecular
(EVRARD et al., 1998; WEISS et al., 2000) e em biologia
molecular como agente de lise sobre bactérias transformadas
por plasmidios recombinantes (SAMBROOK et al., 1989).

A lisozima apresenta uma ampla distribuicao entre
vertebrados e invertebrados (JOLLES e JOLLES, 1984),
sendo classificada em quatro tipos principais: a lisozima de
plantas Bernier et al. (1971 apud JOLLES e JOLLES, 1984);
a de bacteriofagos Inouye et al. (1970 apud JOLLES e
JOLLES, 1984) e as formas principais denominadas tipos ¢
e g. O tipo ¢ foi encontrado primeiramente na clara de ovos
de galinha, bem como na clara de ovos duas ordens de aves,
Galiformes e Anseriformes Prager et al. (1974 apud
SCHOENTGEN et al., 1982). J4 o tipo g foi purificado da
clara de ovo de gansa (Anser anser) (CANFIELD e
MCMURRY, 1967), cuja distribui¢do encontra-se em nove
diferentes ordens de aves.

A constituicdo protéica da clara de ovos de répteis,
principalmente de cagado, tem sido pouco relatada na
literatura. Gayen et al. (1977) relataram que o conteudo
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protéico da clara de ovos de duas tartarugas de agua doce
(Trionyx gangeticus e Geomyda trijuga trijuga) e uma
tartaruga marinha Caretta caretta, corresponde a 1% para
T. gangeticus e apenas 0,7% para G trijuga trijuga e C.
caretta, comparados aos aproximados 10,6% que constitui
a clara de ovos de galinha. Para 7. gangeticus, do conteudo
protéico correspondente a 1%, apenas 16% ¢ constituido
pela lisozima. A clara de ovos de cagado também constitui
um componente nutricional para o desenvolvimento
embrionario, sendo assim, as proteinas presentes podem ser
semelhantes as encontradas na clara de ovos de aves. Este
trabalho compara as atividades bacterioliticas presentes na
clara de ovos de galinha (Gallus gallus), galinha d’angola
(Guttera sp), pata (Cairina moschata), gansa (Anser
cygnoides) e cagado (Phrynofs geoffroanus) em pH 6,0
e pH 9,0.

MATERIAL E METODOS

Os ovos de pata, gansa e galinha d’angola foram
cedidos por criadores de aves domésticas da regido do
Triangulo Mineiro. Os ovos de galinha foram adquiridos no
comércio local da cidade de Uberlandia. Os ovos de cagado
foram obtidos junto ao setor de répteis da Universidade
Federal de Uberlandia. Bactérias Micrococcus
lysodeikticus liofilizadas, produto da Sigma-Aldrich, USA.
Marcador de peso molecular LMW (Low Molecular
Weight), produto da Amersham Biosciences, USA. Demais
reagentes utilizados de grau analitico.

As claras de 2 ovos de galinha, 3 ovos de gansa, 4
ovos de galinha d’angola, 3 ovos de pata, e 9 ovos de cagado
foram homogeneizadas separadamente e diluidas em dois
volumes de tamp@o bicarbonato de aménio (NH,HCO,) 0,05
mol/L, pH 9,0 e armazenadas a 4°C. Ap6s 24 horas, cada
amostra foi submetida a centrifugagio a 27.000 x g durante
15 minutos a 4°C (centrifuga HIMAC, modelo CR 21
HITACHI) e posteriormente liofilizada (liofilizador
LABCONCO, modelo LYPH-LOCK 1L).

As amostras liofilizadas, cerca de 25 mg, foram
aliquotadas e ressuspendidas em 300 mL de agua destilada.
A solugéo foi centrifugada a 10.500 x g durante 5 minutos a
4°C (centrifuga Sigma Laborzentrifugen, modelo 2K-15).
A dosagem protéica do sobrenadante foi realizada pelo
método do microbiureto conforme descrito por Itzhaki e Gill
(1964), utilizando-se solug¢des padrdes contendo 0,1 a 2,0
mg de soroalbumina bovina como proteina de referéncia.

A atividade bacteriolitica foi realizada por método
eletroforético utilizando-se gel de poliacrialmida (15%) em
presenca do agente desnaturante dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE), conforme Laemmli (1970). O gel de
poliacrilamida foi co-polimerizado com 2,0% (m/v) de
bactérias M. lysodeikticus conforme descrito por Audy et
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al. (1989). Amostras contendo 15 mg de proteinas foram
diluidas em solugdo tampao de amostra [tris-HCI 0,187 mol/
L, pH 7,0, SDS 2,0% (m/v), azul de bromo fenol 1,0% (m/
v) e glicerol 27% (v/v)]. A eletroforese foi realizada a
temperatura ambiente, sob voltagem constante de 200 V,
utilizando-se o sistema de mini-gel (Mini-Protean 3
Electrophoresis Cell, Bio-Rad, USA).

Apds a corrida, uma faixa do gel correspondente
ao marcador de peso molecular (Low molecular weight—
LMW, Amersham Biosciences, USA), foi cortada e corada
separadamente por 15 minutos em coomassie Blue R-250
0,1% (m/v) dissolvido em solugéo fixadora [metanol 50%
(v/v) e acido acético 10% (v/v)] e descorada em solugéo
[etanol 30% (v/v) e acido acético 10% (v/v)]. O restante
do gel foi incubado por 12 horas a 37°C em recipientes
fechados contendo 100 mL de tampdes de renaturagio
(acetato de sodio 0,1 mol/L, pH 6,0 ou tris-HCI 0,1 mol/L,
pH 9,0), contendo triton X-100 1,0% (v/v). Em seguida, o
gel foi corado em solugdo azul de metileno 0,5% (v/v) e
KOH 0,01% (v/v) por 8 horas a 4°C. As zonas de lise foram
visualizadas pela transparéncia do gel opaco em fundo
branco.

A atividade bacteriolitica especifica foi determinada
pelo método turbidimétrico, conforme proposto por Weaver
et al. (1977 apud VACHIER et al.,1995), com base na
redu¢do da densidade optica a 450 nm, de uma suspensdo
de M. lysodeikticus (125 mg de bactérias/mL) em tampao
acetato de sddio 0,1 mol/L, pH 6,0 ou tampao tris-HCI 0,1
mol/L, pH 9,0 para uma absorbancia inicial de 0,65 a 0,70.
Cerca de 50 mg de cada amostra, diluidos em tampao fosfato
de sédio 0,1 mol/L, pH 7,2, foram adicionados a suspensao
de bactérias, para um volume final de reacdo de 2,0 mL. A
redu¢do na densidade optica foi medida utilizando-se um
espectrofotometro (ULTROSPEC 1000, Amersham
Biosciences, Suécia), durante 3 minutos, a temperatura
ambiente. Uma unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para reduzir a turbidez
inicial da suspensdo de M. lysodeikticus em 0,1 unidade
de absorbancia a 450 nm e temperatura ambiente. A
atividade especifica foi representada por U.mg! de proteinas
por minuto.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho descreve a atividade bacteriolitica da
clara de ovos de galinha (GL), gansa (GN), galinha d’angola
(GA), pata (PT), e cagado (CG). A analise dos resultados
da atividade bacteriolitica, apds SDS-PAGE, revelou que
com excegdo da clara CG, todas as claras de ovos de aves
apresentaram atividade bacteriolitica em ambos pHs sendo
capazes de lisar, em maior ou menor intensidade, as bactérias
M. lysodeikticus, em pHs 6,0 e 9,0 (figura 1 A e B).
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Figura 1. Atividade bacteriolitica por método eletroforético das claras de ovos de galinha (GL), gansa (GN), galinha
d’angola (GA), pata (PT) e cagado (CG) em pH 6,0 (A) e pH 9,0 (B). As amostras foram submetidas a SDS-
PAGE (15%) co-polimerizada com M. lysodeikticus. A deteccdo da atividade foi representada pelas zonas
transparentes em gel opaco, apos a incubagdo em tampao de renaturago [acetato de sddio 0,1 mol/L, pH 6,0
+ triton X-100 1,0% (v/v) ou tris-HCI 0,1mol/L, pH 9,0 + triton x-100 1,0% (v/v)]. M - marcador de peso
molecular: fosforilase B—97 kDa., soroalbumina bovina — 66 kDa., ovoalbumina — 45 kDa., anidrase carbonica
—30 kDa., inibidor de tripsina do feijdo de soja — 20,1 kDa. e a-lactoalbumina — 14,4 kDa.

De acordo com a massa molecular observada para
a figura 1 A, as zonas de lise correspondentes a atividade
bacteriolitica em pH 6,0 foram representadas pela lisozima
(L) com cerca de 14,5 kDa. para as amostras GL, GA, PT
e CG, todas pertencentes ao tipo-c de lisozima (JOLLES e
JOLLES, 1984).

Este resultado sugere que tal método permitiu a
observagdo de semelhangas na constituigdo protéica a nivel
de lisozima para grupos de seres vivos pertencentes a taxons
diferentes como aves e répteis, o que poderia refletir uma
proximidade de origem desta enzima em particular.

Jolleés et al. (1977) demonstraram uma relagéo filo-
genética entre a lisozima purificada da clara GL e da clara
de ovos de tartaruga, Trionyx gangenticus, por meio da
analise de sequéncias homologas de aminoacidos localizados
na extremidade N-terminal dessas enzimas.

Matthews et al. (1981) e Grutter et al. (1983) de-
monstraram que a lisozima das claras GL e GN e a expressa
pelo bacteriofago T4 dividem uma proteina ancestral comum
durante a evolucdo. Qasba e Kumar (1997), por meio de
analises de propriedades fisico-quimicas e sequéncias de
aminoacidos, discutiram a homologia para algumas regides
estruturais entre as lisozimas tipo-c da clara de ovos de
aves com a proteina a-lactalbumina presente na glandula
mamaria de mamiferos, trazendo indicios para uma proxi-
midade de origem entre as duas enzimas.

Ainda na figura 1 A, foi observado que a amostra
GN apresentou uma zona de lise correspondente a 20,1 kDa
que ¢é condizente com a massa molecular de um outro tipo
de lisozima, designado tipo-g. (JOLLES e JOLLES, 1984).

Esta enzima ¢ caracterizada por sequéncia de aminoacidos
e propriedades fisico-quimicas, estruturais e cataliticas
distintas daquelas apresentadas pela lisozima tipo-c.
(ARNHEIN et al., 1973; QASBA e KUMAR, 1997). Foi
observado também, uma outra zona de lise com massa
molecular, correspondente a 14,5 kDa, indicando que, a
amostra GN apresenta os dois tipos de lisozima. De acordo
com estudos imunologicos, segundo Arnheim et al. (1972
apud QASBA e KUMAR, 1997), claras de ovos de algumas
aves podem apresentar a lisozima tipos c e g.

A clara CG ensaiada em pH 6,0 (figura 1 A) revelou
apenas tracos de atividade bacteriolitica, contudo em pH
9,0 (figura 1 B), esta foi consideravelmente mais intensa.
Este resultado, apoiado pelas observacgdes apresentadas por
Gayen et al. (1977), sugerem que a menor atividade de-
monstrada pela amostra CG, em relagdo as claras de ovos
de aves, pode estar relacionada ao baixo contetido protéico
que constitui a amostra.

Em pH 9,0 (figura 1 B) foram observadas zonas de
lise adicionais, com massas moleculares superiores a 50
kDa., nas amostras GL, GA, PT e CG. Tais zonas de lise
adicionais podem representar a ovotransferrina, uma pro-
teina carreadora de ion ferro, cuja massa molecular aparente
esta entre 70 a 80 kDa. (DESERT et al., 2001). Estes
resultados estdo de acordo com Valenti et al. (1982 apud
VACHIER et al., 1995) que visualizaram uma atividade de
lise sobre M. lysodeikticus atribuida a ovotransferrina. As
novas zonas de lise encontradas em pH 9,0, também, podem
ser representadas por isoformas da ovotransferrina, as quais
apresentam pequenas diferengas fisicas quanto aos valores
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de pH isoelétrico e ao numero de atomos de Ferro carre-
gados (até trés) conforme relatado por Desert et al. (2001).

Essas zonas de lise poderiam ainda ser consequéncia
da formagdo de agregados protéicos, nos quais a lisozima
estaria presente. Jolles e Jolles (1984) afirmaram que a liso-
zima, por ser uma proteina basica, pode interagir com uma
série de componentes acidos. A enzima poderia estar intima-
mente relacionada a outros componentes como fatores do
complemento e imunoglobulinas, seja de maneira individual
ou como agregados moleculares, potencializando a defesa
de secregdes naturais: saliva, lagrimas, leite, fluido muco-
bronquial e clara de ovos.

Watanabe et al. (1999) e Sun e Hayakawa (2002)
demonstraram que as proteinas da clara GL, quando subme-
tidas a condi¢des extremas de pH ou temperatura, formam
agregados moleculares com diferentes propor¢des de protei-
nas, cuja visualizacdo em SDS-PAGE pode ser representada
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por massas moleculares aparentes superiores a 60 kDa.

A analise da atividade bacteriolitica pelo método
turbidimétrico, em pH 6,0 ou pH 9,0 (figura 2 A e B), revelou
que a clara GL apresentou maior atividade especifica dentre
todas as outras (tabela 01).

Em pH 6.0, a atividade apresentada pelas claras de
ovos representaram a catalise enzimatica promovida pela
lisozima, cuja faixa de pH 6timo para a enzima da clara GL
encontra-se proximo a 5,5 conforme demonstrado por Arima
et al. (1997).

O método turbidimétrico ensaiado em pH 9,0 revelou
uma queda pronunciada nos valores de atividade bacte-
riolitica. A amostra GN em pH 9,0, em relagdo apH 6,0 e a
outras aves demonstrou maior queda de atividade, o que
poderia ser justificado, pela auséncia de atividade bacterio-
litica atribuida a proteinas com migragao eletroforética menor
que a lisozima tipo g (figura 1 B).
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Figura 2: Atividade bacteriolitica das claras de ovos de galinha (GL), gansa (GN), galinha d’angola (GA) pata (PT), e
cagado (CQG) sobre M. lysodeikticus. A suspensio de bactérias foi diluida em tampao acetato de sddio 0,1 mol/
L,pH 6,0 (A) ou tris-HCI 0,1 mol/L, pH 9,0 (B) resultando em solu¢des de absorbancia a 450 nm entre 0,65 a
0,70. O controle representou a observacdo da suspensdo de bactérias na auséncia do volume correspondente
as amostras ou ao tampéo fosfato de sodio 0,1 mol/L, pH 7,2. Cada ensaio foi realizado com cerca de 50 mg de
cada amostra. A atividade foi representada pela redug@o da turbidez da suspensio de bactérias incubada por 3

minutos.

Tabela 1.

Atividade bacteriolitica especifica apresentada pela clara de ovos de galinha (GL), gansa (GN), galinha d’angola

(GA) e pata (PT) sobre M. lysodeikticus, obtida pelo método turbidimetrico, pHs 6,0 e 9.0.

Clara de ovos

Atividade bacteriolitica especifica (U.mg'.min")

GL 15,6 24
GN 2.8 0.6
GA 11,4 1,46
PT 82 1,94
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O ensaio com o método turbidimétrico revelou-se
menos sensivel para detectar alguma atividade para a amos-
tra CG. Gayen et al. (1977) demonstraram que a lisozima
purificada da clara de ovos de Tiyonix gangeticus revelou
atividade bacteriolitica sobre M. lysodeikticus. Contudo, o
mesmo ndo foi encontrado para duas outras espécies de
tartarugas, uma marinha (Caretta caretta) e outra de agua
doce (Geomyda trijuga trijuga). De acordo com os resul-
tados apresentados, principalmente na figura 1 B, foi possivel
identificar somente um componente protéico com atividade
bacteriolitica apds SDS-PAGE, provavelmente uma lisozima
que constitui a clara de ovos de cagado, mas que ¢ expressa
em quantidades muito reduzidas, dificultando sua deteccdo
pelo método turbidimétrico. Audy et al. (1989) enfatizaram
que o método eletroforético tem como principal vantagem a
alta eficiéncia de detecc¢do, permitindo a visualizagdo da
lisozima da clara GL em quantidades inferiores a 0,1 pg, apos
um periodo de 16 horas de incubagéo em solugéo renaturante.
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Assim com base nos resultados apresentados neste
trabalho, as claras de ovos de aves e de cagado sdo consti-
tuidas por um componente protéico, que esta relacionado a
atividade catalisada pela lisozima. A clara GL por sua vez,
constituiu a amostra com maior atividade especifica sobre
M. lysodeikticus, e esta alta atividade pode estar relacionada
ao maior percentual de lisozima encontrada nesta amostra.
A atividade bacteriolitica da clara CG s6 foi observada pelo
método eletroforético em pH 9,0, cuja zona de lise principal
corresponde a lisozima tipo c.
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ABSTRACT: The aim of this work was to compare the bacteriolytic activity present’s in the egg-whites from hen

(GL), goose (GN), guinea fowl (GA), duck (PT) and freshwater turtle (CG). The hydrolysis zones observed in sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis co-polymerized with M. lysodeikticus, on reducing conditions, revealed
that all avian egg whites tested presented this activity. Egg-white from freshwater turtle presented only small amount of
this activity in pH 9,0. Specific bacteriolytic activities (pH 6,0) by using turbidimetric method of egg-whites from GL, GN,
GA and PT were 15,60; 2,80; 11,40 and 8,20 U.mg'min’, respectively. Results this work suggest that GL egg white
revealed higher bacteriolytic activity and those could be related to high percents of lysozyme on this sample. The bacteriolytic
activity CG egg white was possible on electrophoretic method in pH 9,0, whose main lyses zone represents type-c lysozyme.

UNITERMS: Egg-whites, Bacteriolytic activity.
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