V111 Encontro de Pés-Graduacéo e Pesquisa da Universidade Estadual Vale do Acarau-UVA

Tema: Interdisciplinaridade e Inovacéo na Pesquisa e na P6s-Graduagao

PERFIL PROTEICO DE CARNE OVINA DETERMINADO POR ELETROFORESE

Karmem Luanna Portela Ferreira, Ana Sancha Malveira Batista, Ana Marjory Paiva Sousa,
LUcia Betania da Silva Andrade

Resumo

Objetivou-se determinar o perfil proteico do musculo Longissimos dorsi , de cordeiros de trés
genotipos diferentes: Santa Inés, Somalis e Dorper criados a dois sistemas de criagdo: pasto nativo
e pasto cultivado, atraves de analise de Eletroforese SDS-PAGE. Foram utilizados 35 amostras de
carne, sendo 17 de animais criados em pasto nativo e 18 de animais criados em pasto cultivado. Das
amostras provenientes de pasto nativo, 6 eram de cordeiro Somalis, 6 de Dorper e 5 de Santa Inés.
Das as de pasto cultivado, 6 eram de animais Somalis, 6 de Dorper e 6 de Santa Inés . Toda carne
utilizada era oriunda de experimentos realizado na Fazenda Experimental da Universidade Estadual
Vale do Acaral, em Sobral, Ceara. Essas foram trituradas, e em seguida maceradas em solucao
tampao Tris/ HCL/ SDS- Mercaptoetanol, em seguida, foram aplicadas 5 pL de amostra nos pocos
do gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e submetido a corrente elétrica por duas horas. Apos a
corrida, o gel foi corado e as proteinas foram analisadas segundo a mobilidade relativa de acordo
com os pesos moleculares. Os diferentes gendtipos e os sistemas de criacdo nao influenciaram no

perfil proteico das carnes.
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Introducéo

A ovinocultura vem crescendo muito no Brasil, passando de uma atividade de subsisténcia e
tornando-se uma exploracdo empresarial e especializada (Costa, 2007). Essa mudanca pode ser
observada com a expansdo da raca Santa Inés e com a introducdo de algumas racas, como a Dorper
e Somalis, que sdo reconhecidamente exploradas para producdo de carne.

A producdo de carne ovina tem demonstrado um grande potencial, sendo boa alternativa

para melhorar o desenvolvimento rural. No entanto ainda sofre muitas restrigdes, pelos mitos



relacionados as suas caracteristicas organolépticas, que existem especialmente pela falta de
informacOes sobre este produto. Assim, diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de
comprovar que este € um produto de qualidade, rico em proteinas e importante para a alimentacao
do homem moderno.

A qualidade da carne é uma caracteristica complexa influenciada pelo componente genético,
manejo dos animais durante o processo de producgdo, transporte, e ainda, pelo tratamento sofrido
pela carne durante o processo de abate (Santos, 2006). Essa qualidade também é influenciada pela
constituicdo proteica da carne.

Os produtos carneos sdo constituidos por diversos tipos de proteinas, que se dividem em
trés classes: sarcoplasmaticas (mioglobina e enzimas do metabolismo celular); miofibrilares (actina,
miosina, tropomiosina, troponina, proteina C, actininaa, actinina 3, proteina M e paramiosina);
estromaticas (proteinas do tecido conjuntivo — colageno e elastina —). As proteinas miofibrilares
constituem de 50% a 55% do total de proteinas da carne, sendo a miosina (50% a 55%) e a actina
(20% a 25%) as proteinas majoritarias e as principais responsaveis pelas propriedades funcionais
dos produtos carneos (Lawrie, 2005).

Para determinacdo e avaliacdo das proteinas, um método bastante utilizado é a eletroforese
que vem sendo utilizada desde os anos 70, e amplamente utilizada em pesquisas com a finalidade de
identificar fraudes em alimentos, bem como a possivel presenca de proteinas estranhas a
composicdo normal de produtos carneos e lacteos. A eletroforese em gel de poliacrilamida — ou
SDS-PAGE é o metodo mais simples e barato para analisar proteinas. A acrilamida é uma
substancia organica simples que forma gelatinas em largo espectro de concentracdo, permite o
processamento simultdneo de diversas amostras e dispensa a presenca do analista em algumas de
suas etapas. A eletroforese é também empregada com sucesso para identificacdo de espécies de
peixe e caracterizacdo de compostos proteicos, como o concentrado de soro de leite e a avaliacdo
das alteracGes das proteinas miofibrilares que podem ocorrer durante o post mortem dos animais
(Daguer et al. 2010).

A determinacdo do perfil de proteinas da carne ovina é de grande importancia, pois nao
existem informacdes suficientes quanto ao seu valor nutricional, e a eletroforese é uma técnica ideal
para determinacdo deste, pois é de simples utilizacdo, e de facil entendimento. De posse destas
informacGes, serd permitido ao produtor o conhecimento necessario para uma escolha adequada
entre as ragas para comporem seu plantel.

O objetivo deste trabalho foi determinar o perfil proteico do musculo Longissimos dorsi de
cordeiros Santa Inés, Somalis e Dorper, submetidos a dois sistemas de criacdo, pasto nativo e pasto

cultivado.



Metodologia (Material e Métodos)

O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Nutricgdo Animal e de Biologia
Experimental da Universidade Estadual Vale do Acaral, em Sobral, Ceara. Foram utilizadas
amostras de carne ovina de trés gendtipos, submetidos a dois tipos de sistema alimentar: pasto
nativo e pasto cultivado. As carnes eram de cordeiros provenientes da Fazenda Experimental da
Universidade Estadual Vale do Acarad, localizada também em Sobral- CE.

Para as analises foram utilizados um total de 35 amostras de musculo Longissimus dorsi de
cordeiros, com o objetivo de identificar o perfil proteico destas carnes através da utilizacdo da
ELETROFORESE SDS-PAGE.

Dentre as amostras, 12 eram de animais Santa Inés (5 de animais criados a um sistema
alimentar baseado a pasto nativo e 6 com sistema alimentar baseado a pasto cultivado), 12 de
cordeiros Somalis (6 de animais criados a pasto nativo e 6 a pasto cultivado) e 12 de cordeiros

Dorper (6 animais criados em cada pasto avaliado).

Inicialmente, a gordura externa da carne foi toda removida e descartada e, em seguida,
foram armazenadas a uma temperatura de -20°C. Todas as amostras foram utilizadas no prazo
inferior a dois meses. Antes de sua utilizacdo, as carnes foram descongeladas, cortadas em forma de

cubos de aproximadamente 2 cm de aresta, triturada e pesado cerca de 500mg.

As proteinas foram extraidas da amostra de carne triturada e pesada, por macera¢do manual
usando gral e pistilo, com solu¢do tampdo Tris/HCI 50mM e pH 6,8, contendo SDS a 3% e
mercaptoetanol a 1%, na proporcéo de 1:4 (m/v), por 4 minutos. O macerado foi centrifugado por

20 minutos, a 10.000 x g a 4°C. O sobrenadante foi armazenado a -4°C para posterior utilizagéo.

Em cada po¢o do gel de poliacrilamida, foi aplicado 5uL de amostra. Ap6s a corrida, 0S géis
foram retirados das placas e imersos em solucdo corante de comassie blue (solucdo 0,1%), por 24
horas. Em seguida, foram colocadas em solucdo descorante (metanol 30%, acido acético 10% e

H20 60%), para revelacdo das bandas das proteinas.

Cada gel foi retirado da solucdo descorante e colocado em um analisador de imagens
especifico. A identificacdo das proteinas foi realizada através da analise de suas mobilidades

relativas de acordo com os pesos moleculares, que identificaram as fracGes separadas. Através das



diferencas de proteinas entre os trés geis analisados, também foi comparado e identificado a

influencia do gendtipo e do sistema alimentar a qual os animais foram submetidos,.

Resultados e Discussao

Observando a Figura 1, os nameros 1, 2, 3, 4, 5 e 6 sdo de proteinas de carne de cordeiros
Somalis, criados a pasto nativo e as de numero 7, 8, 9, 10, 11e 12 sdo de animais criados a pasto
cultivado. O “M” representa o marcador molecular utilizado com proteinas de pesos conhecidos de
8 a 220 kDa. O perfil protéico determinado por eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) das
amostras foi semelhante, indicando que o sistema de cria¢do, ndo interferiu na composicéo proteica
da carne de cordeiros Somalis.

Observando a Figura 2, os numeros 1, 2, 3, 4 e 5 sdo de proteinas de carne de ovinos Santa
Inés criados a pasto nativo e as de namero 7, 8, 9, 10, 11 e 12 s&o de animais Santa Inés criados a
pasto cultivado. O “M” representa o marcador molecular utilizado com proteinas de pesos
conhecidos de 8 a 220 kDa. Foi verificada semelhanca entre os perfis encontrados, indicando que o
sistema de criacdo ndo interferiu na composicéo proteica da carne de cordeiros Santa Inés.

Na Figura 3, os numeros 1, 2, 3, 4, 5 e 6 referem-se as proteinas de cordeiros Dorper criados
a pasto nativo e as de numero de 7 a 12, daqueles criados a pasto cultivado. Ndo se observa
diferenca no perfil proteico encontrado, assim podemos inferir que o sistema de criacdo nao
interferiu na composicao proteica da carne de cordeiros Dorper. Yokota, et al (2008), também nao
encontraram diferencas significativas nas proteinas da carne de cordeiros quando avaliaram
diferentes niveis de proteina bruta na dieta.

Quanto ao gendtipo, observando as Figuras 1, 2 e 3, € possivel afirmar que ndo houve
influéncia no perfil proteico do Longissimus dorsi, pois as carnes das trés racas apresentaram as
mesmas proteinas. E razoavel ainda, afirmar, observando as figuras, que a carne ovina é realmente
um alimento rico em proteinas, pois o gel apresenta uma grande quantidade. Em estudos feitos por
Souza (2004) também foi obtido um elevado teor de proteinas em carne bovina, identificadas pela
realizacdo de Eletroforese (SDS-PAGE), o que reflete a eficiéncia da metodologia empregada.

Quanto aos pesos, podemos observar nas Figuras 1, 2 e 3 que as proteinas estdo localizadas,
principalmente, na parte superior do gel de poliacrilamida, significando que as proteinas da carne
ovina sdo em sua maioria proteinas pesadas, ja que proteinas de peso mais elevado ndo conseguem

atravessar o gel e se estabilizam na parte superior deste.



Segundo Lawrie(2005) na composicdo dos produtos carneos, existem as proteinas dos
constituintes do tecido animal e aquelas adicionadas intencionalmente. No entanto as constituintes se
dividem em trés classes de proteinas: sarcoplasmaticas (mioglobina e enzimas do metabolismo celular);
miofibrilares (actina, miosina, tropomiosina, troponina, proteina C, actininaa, actinina 3, proteina M e
paramiosina); estromaticas (proteinas do tecido conjuntivo — colageno e elastina —). As proteinas
miofibrilares constituem de 50% a 55% do total de proteinas da carne, sendo a miosina (50% a 55%) e a
actina (20% a 25%) as proteinas majoritarias e as principais responsaveis pelas propriedades funcionais
dos produtos carneos.

E importante ressaltarmos que as proteinas mais expressivas estdo localizadas nas bandas
logo abaixo das proteinas de 220 kDa e um pouco abaixo das de 45 kDa e estas podem ser
identificadas como miosina e actina, respectivamente. Em estudos realizados por Stephan &
Nascimento (2005), na identificacdo do padrdo de identidade de peito de galinha através de
Eletroforese SDS-PAGE, identificaram bandeamento tipico da presenca de proteinas miofibrilares
majoritarias que séo a miosina com peso de 216 kDa e actina com peso de 42 kDa.

A miosina é a mais abundante das proteinas miofibrilares, consistindo de duas subunidades
polipeptidicas pesadas que formam hélice dupla, e quatro leves. Esta é proteina motora, utiliza ATP para
executar movimentos ao longo dos filamentos de actina. Filamentos de actina também chamados de
microfilamentos sdo polimeros helicoidais de duas cadeias. Embora os filamentos de actina estejam
distribuidos por toda a célula, eles estdo mais concentrados no cortex logo abaixo da membrana
plasmética. Esta camada rica em actina controla a forma e os movimentos de superficie da maioria das
celulas animais (Magalhdes, 2002).

Observando as figuras, podemos verificar nas primeiras bandas um aglomerado de proteinas,
pois este estd fortemente corado e ndo estd bem formado, podendo aqui ter varias proteinas. Dentre
estas é possivel identificar o colageno, pois apresenta peso molecular de 300 kDa. Esta € o principal
constituinte das cartilagens e outros tecidos conjuntivos, sendo caracterizado pelo seu elevado
conteddo de glicina, prolina e hidroxiprolina e pela completa auséncia de aminoacidos sulfurados e
de triptofano, tendo o tropocolageno como sua fundamental unidade estrutural (Daguer et al, 2010).

As proteinas encontradas nas bandas entre 30 e 45 kDa das trés figuras, podem corresponder
tanto a fragmentos da cadeia leve de miosina, quanto a troponina T ou subunidades de actina ou de
B- actina, uma vez que os pesos moleculares dessas proteinas se confundem (Daguer et al. 2010).
No entanto, como as proteinas nesta banda estdo bem coradas podem, possivelmente, ser actinas,
pois sdo proteinas majoritarias.

Nas figuras podemos ainda observar abaixo das proteinas de peso molecular 20kDa

proteinas bem coradas, dentre estas podemos identificar a mioglobina, que apresenta peso de 17,5kDa



sendo responsavel pela coloracdo da carne (Caracelli et al.,2007). Em estudos realizados por Daguer et
al, (2009) com suinos, este identificou esta banda fracamente corada , pois a carne suina é mais pobre
que a bovina, ovina e caprinas quanto a presenca desse pigmento.

Verifica-se ainda nas trés figuras, que foram bem identificadas proteinas de pesos, segundo
o marcador molecular, entre 8 e 20 kDa. Dentre estas proteinas, podemos identificar segundo a
mioglobina, que apresenta peso molecular aproximado de 17,5 kDa, sendo esta responsavel pela
coloracdo vermelha dos musculos e pela respiracdo do tecido muscular.

Podemos ainda afirmar que o campo de aplicagdo da eletroforese tem sido amplamente
difundido, devido & simplificacdo de aparelhagem utilizada e também & disponibilidade de meios de
suporte altamente purificados, o que veio diminuir em muito o tempo gasto na separacdo de proteinas
(Marin, et al. 2009)
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Figura 1. Perfil eletroforético das proteinas de carne de cordeiros Somalis obtido por SDS-PAGE
apods extragdo com Tris/ HCL/ SDS- Mercaptoetanol.
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Figura 2. Perfil eletroforético das proteinas de carne de cordeiros Santa Inés obtido por SDS-PAGE
apos extracdo com Tris/ HCL/ SDS- Mercaptoetanol.
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Figura 3. Perfil eletroforético das proteinas de carne de cordeiros Dorper obtido por SDS-PAGE

apos extracdo com Tris/ HCL/ SDS- Mercaptoetanol.

Concluséao (Consideracdes Finais)

Os sistemas alimentares, assim como 0s genotipos ndo interferem no perfil proteico das
carnes de cordeiros Santa Inés, Somalis e Dorper. Contudo, é importante que sejam realizadas
novas andlises com eletroforese bidimensional, para maior detalhamento, identificacdo e
determinacdo das proteinas.
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