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RESUMO

Na busca pela exceléncia sensorial de um produto, as caracteristicas exigidas
pelo consumidor sdo a maciez, a suculéncia e o odor, que estdo diretamente
ligadas a constituicdo proteica do produto, juntamente com os lipideos e os
carboidratos. Atualmente, o consumo de produtos carneos no Brasil encontra-
se em constante crescimento, sendo que os de origem avicola sdo o0s
principais expoentes. Para a andlise da qualidade dos produtos, a avaliacdo da
origem das proteinas musculares € fator de grande importancia e algumas das
técnicas que podem ser citadas para sua avaliacdo e quantificacdo sdo as
técnicas eletroforéticas e densitométricas, muito utilizadas hoje como padrao
para diversas pesquisas em alimentos. Para realizacdo deste trabalho, partiu-
se de que as proteinas musculares de frangos, perus e avestruzes apresentam
diferentes caracteristicas estruturais devido a expressdo génica e suas
estruturas primérias podem ser identificadas por técnicas eletroforéticas e,
através da densitometria, quantificadas. Foram colhidos fragmentos de
musculo peitoral de 10 aves de cada espécie abatidas em frigorificos
inspecionados. Realizou-se a extracéo proteica por maceracao e centrifugacao
dos fragmentos, e posterior submissao a quatro técnicas eletroforéticas sendo
elas a Eletroforese Nativa em Gel de Poliacrilamida, SDS-PAGE Né&o
Denaturante, CELM-GEL® - Filme de Agarose Geral e Isoeletrofocalizagdo em
Phast-Gel. Os resultados obtidos demonstraram a obtencdo de um padrao
proteico para as espécies em estudo, podendo utilizad-las para diferenciacédo
das espécies e com a densitometria demonstrou a ocorréncia de variacdes
quantitativas individuais que ndo comprometeram a padronizacdo especifica
dos eletroferogramas.

Palavras-Chave: SDS-PAGE, Densitometria, proteinograma, frangos de corte,

perus, avestruzes
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ABSTRACT

In pursuit of a sensory product excellence, the characteristics required by
consumers are tenderness, juiciness and smells, and all then linked directly to
protein constitution of the product, along with lipids and carbohydrates.
Currently, the consumption of meat products in Brazil is constantly growing, and
the poultry origins are the main exponents. For the quality analysis of product,
the evaluation of the origin of the proteins muscles is a factor of great
importance and some of the techniques can be cited for their evaluation and
quantification are the electrophoretic and densitometric techniques, widely used
today as a standard for research on all food. For this study, we started with the
muscle proteins of chickens, turkeys and ostriches have different characteristics
due to structural gene expression and their primary structures be identified by
electrophoretic techniques and by densitometry, it is quantified. Fragments from
pectoral muscle were collected front of 10 birds of each species slaughtered in
abattoirs inspected. The protein extraction was carried out by the maceration
and centrifugation the fragments, and subsequent submission to four
electrophoretic techniques with them: the Native Gel Electrophoresis,
Polyacrylamide, SDS-PAGE not Denaturant, CELM-GEL ® - Film Agarose
General and IEF in Phast-gel. The results obtained demonstrate the attainment
of a standard protein for the species under review and may use them for
differentiation of species and densitometry demonstrated the occurrence of
individual quantitative variations did not affect the specific standardization of
electropherograms.

Key-words: SDS-PAGE, Densitometry, muscle protein, broilers, turkeys,
ostriches



1. INTRODUCAO

Os habitos alimentares durante a evolugdo humana adquiriram grande
importancia por interferir na forma de aquisicdo e producdo das fontes
essenciais de nutrientes naturais, elegendo as de facil preparo e acesso como
preferidas pela sociedade. Neste contexto, os alimentos de origem animal
possuem uma visibilidade privilegiada por apresentarem além de grande
fornecimento de proteinas de facil degradacdo, devido ao equilibrio de
aminoacidos essenciais que atendem a exigéncia diaria do metabolismo
humano, uma melhor caracteristica palatavel em relacdo aos alimentos de
origem vegetal. Com a crescente demanda destes alimentos por parte da
populacdo, nota-se que a carne de aves, em constante crescimento, € a mais
consumida no mundo, ultrapassando a carne suina (UBABEF, 2010).

Neste sentido, a cadeia avicola brasileira gerou capitais de ordem de 6,8
bilhbes de dolares, resultantes da exportacdo de mais de 3,8 milhdes de
toneladas de carne. Com este desempenho, o Brasil se aproxima da China,
hoje o segundo maior produtor mundial, cuja producéo de 2010 somou proximo
a 12,6 milhdes de toneladas, abaixo apenas dos Estados Unidos, com 16,648
milhdes de toneladas (UBABEF, 2011).

A atividade ndo se destaca apenas pela rapidez de producédo, mas
também pela série de atividades que engloba, como a prestacdo de servicos
das fabricas de racdes, das empresas fornecedoras de equipamentos para
granjas, dos incubatérios, da cadeia frigorifica, além dos aspectos ligados a
sanidade, tanto do animal como do consumidor, como os laboratérios para
elaboracdo de vacinas, medicamentos e a realizacdo de anadlises fisico—
quimicas e microbiologicas dos produtos finais disponibilizados ao consumidor
(LANA, 2000).

Entre as caracteristicas esperadas para o padrdo de identificacdo dos
produtos carneos, as caracteristicas sensoriais, a maciez, a suculéncia e o
odor sdo as mais exigidas pelo consumidor, e estas estdo diretamente ligadas
a constituicao proteica do produto (TATUM et al., 2000).

No entanto, mesmo o Brasil produzindo alimentos com padrboes de
exceléncia comparaveis aos demais produtores mundiais, ainda existem

problemas que comprometem a qualidade sensorial destes produtos, como a



utilizacdo de matérias primas de baixa qualidade proteica, assim como misturas
de pedacos e/ou retalhos de mais de uma espécie animal para elaboragédo de
derivados. Portanto, a busca por técnicas que identifiquem e previnam tais
problemas é uma exigéncia deste mercado (FIGUEIREDO et al., 2001).

Para que este aprimoramento ocorra, novas técnicas de avaliacdo que
apresentem maior acuracia e repetibilidade sdo necessarias. Com isto, podem
ser apresentadas metodologias biomoleculares para a avaliagdo de qualidade
das proteinas, como as técnicas eletroforéticas e densitométricas, que
identificam e quantificam as proteinas musculares nas amostras, além de
técnicas eletroforéticas de rapida deteccéo e técnicas de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), muito utilizadas hoje como padréo para diversas pesquisas
em alimentos, como alternativas (MAFRA, et al., 2008).

Diante do exposto, considerando-se que a carne de ave possui grande
aceitacdo no mercado e que diferentes espécies sdo produzidas
comercialmente para consumo; também que as proteinas musculares de
frangos, perus e avestruzes possuem diferentes mobilidades relativas e o
consequente interesse tecnoldgico nas caracteristicas proteicas das diferentes
espécies que podem ser utilizadas na elaboracédo de subprodutos, foi notado a
necessidade de suprir a deficiéncia de identificacdo e padronizacdo dos perfis
eletroforéticos padrBes das proteinas musculares das aves de interesse
comercial para posterior utilizacdo para avaliagdo de qualidade de produtos
alimenticios originarios destes animais, assim como em derivados constituidos

de suas misturas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A demanda por alimentos qualitativamente melhores tem se elevado nos
altimos anos exigindo a evolucdo e consequente melhoria dos setores de
producdo animal, industrial e comercial. No que se refere a producdo de
carneos, houve um ligeiro crescimento em producdo de toneladas das trés
principais espécies comerciais carneas mais consumidas no mercado brasileiro
(bovinos, suinos e frangos de corte) no primeiro trimestre de 2011, totalizando
um percentual de 5% em relacdo ao mesmo trimestre de 2010 (um acréscimo
de aproximadamente 230 mil toneladas) (IBGE, 2011).

Deve-se ressaltar uma queda na producdo de carne bovina de 3% no
periodo referido e aumento de aproximadamente 10% na producdo de carne de
frango. Neste sentido, a carne de frangos de corte se apresenta como a de
maior producdo, com mais de 1,0 milhdo de toneladas em relacdo a carne
bovina, segunda colocada (IBGE, 2011).

Assim, o aumento da popularidade do consumo de carnes também se
deve aos novos processamentos que visam a praticidade e a variabilidade do
cardapio das pessoas (COSTA, 2004). Os produtos carneos podem ser
elaborados com diferentes espécies animais ou até associacdes das mesmas,
conforme a necessidade e a caracteristica desejada no produto final. Desta
forma, os produtos carneos de maior aceitacdo sdo os hambdrgueres,
linguicas, empanados e alguns embutidos, sendo que a linguica do tipo frescal
possui grande destaque por sua aceitacdo, comercializacdo e pre¢o mais
sugestivo (OLIVEIRA et al., 2005).

A obtencdo de proteina animal para os consumidores finais €
caracterizada por um sistema complexo, que compreende desde a producédo do
animal ainda na fazenda, até a mesa do consumidor (MATHEUS et al., 2003).
Neste sentido, Felicio (2000) demonstrou que a qualidade da carne e seus
derivados estdo néo so relacionados com as condi¢Bes higiénico-sanitarias de
producdo, mas também ao seu valor nutritivo e das suas caracteristicas
sensoriais. Entretanto, valores de pH, cor, capacidade de retencdo de agua,
perdas por cocgdo e maciez da carne também sdo considerados importantes,

demostrando a evolucéo da pesquisa fisico-quimica destes produtos.



No mercado brasileiro é incomum encontrar produtos derivados de origem
animal com padrbes de identidade fisico-quimico, sejam eles de aves, suinos,
bovinos ou outra espécie animal, 0 que representa uma grande variedade
qualitativa no produto final (FERRAO et al., 1999). A falta desta padronizacéo
ainda prejudica a comercializacdo destes produtos, apresentando-se de forma
oportuna, pesquisas que permitam constatar a porcentagem de carne de cada
espécie animal contida nos derivados disponiveis ao consumidor final, para
além de formar o padréo, confirmar as informagdes contidas nos rotulos.

Entre as caracteristicas esperadas para o padrdo de identificacdo dos
produtos carneos, as caracteristicas sensoriais, a maciez, a suculéncia e o
odor sdo as mais exigidas pelo consumidor (TATUM et al.,, 2000). Estas
caracteristicas sdo basicamente apresentadas pela interacdo de trés
componentes principais, sendo eles a umidade, a gordura e a proteina. Esta
altima pode ser considerada como principal responsavel pelas caracteristicas
funcionais das matérias primas carneas (CAMPBELL-PLATT, 2009).

As caracteristicas sensoriais, como sabor e aroma da carne de aves sao
provenientes do aquecimento, que promove a transformacdo de substancias
lipossoluveis e hidrossoluveis, entre elas as proteinas, além da volatilizacdo de
alguns compostos indesejaveis na carne. Outra caracteristica, como a
palatabilidade, est4 associada com a textura que pode ser afetada por fatores
ante-mortem, como espécie, fatores genéticos, idade, estado de nutricao,
estresse, além de outros fatores post-mortem como a estimulacdo elétrica,
velocidade do resfriamento e pH (SARCINELLI et al., 2007a).

Segundo Gaya & Ferraz (2006), outra caracteristica importante € a cor,
resultado da absorcéo seletiva da luz pela mioglobina e por outros importantes
componentes, como as fibras musculares e suas proteinas, sendo também
influenciado pela quantidade de liquido livre presente na carne e, portanto,

caracterizando a alteragdo visual promovida pelas proteinas.
2.1. Frango
Mundialmente, encontramos mais de 300 racas de galinhas domésticas,

divididas em 3 categorias: aves de postura, aves de corte (aves pesadas, ditas
frangos de corte) e com dupla aptiddo (SARCINELLI et al., 2007b).



A producéo de frangos de corte brasileira tem representado uma das mais
importantes fontes de proteina animal para consumo humano. Uma série de
fatores esta relacionada com esta representacdo e sua evolugdo nos ultimos
anos ocorreu principalmente pela aquisicdo de novos conhecimentos
especificos nas areas de nutricdo, genética, manejo e bem-estar das aves
(DAMASCENO et al., 2010), além da avaliagdo dos indices proteicos que
referem-se diretamente a produtividade.

O inicio desta cultura remete ao final da década de 50, principalmente nos
estados do sudeste evoluindo na década de 70 com intensa reorganizacdo do
complexo de producéo de proteinas animais, se deslocando para a regido sul.
Transcrevendo esta evolugdo em valores, vé-se que em 2001 as exportacdes
ultrapassaram a casa dos bilhdes de toneladas produzidas (GIROTTO; AVILA,
2003).

Segundo dados do IBGE (2011), no 1° trimestre de 2011, o abate de mais
de 1,3 bilhdo de frangos ultrapassou pela primeira vez este patamar desde o
inicio da Pesquisa Trimestral do Abate de Animais em 1997. Realizando uma
comparacao com o correspondente trimestre de 2010, a variacao € positiva em
8,2% e, na comparacdo com 0 4° trimestre de 2010, ha aumento de 3,4% no
volume abatido. Analisando a série histérica produtiva desde 2006, nota-se um
aumento de mais de 300 milhGes de aves abatidas, em valores médios, o que a

mantém como a carne de maior consumo no mercado nacional.

2.2. Peru

A producdo de perus vem apresentando um crescimento acentuado no
segmento avicola de corte brasileiro. Na década compreendida entre os anos
1993-2003, a producdo em toneladas saltou em quase dez vezes, 0 que
consolidou o Brasil como o terceiro maior produtor mundial (MENDES et al.,
2005).

Segundo Pulici et al. (2008) foram abatidos 36,9 milhdes de perus em
2005, representando um crescimento de 5,6% em relacdo a 2004, aléem do que,
a producao atingiu quase 360 mil toneladas, o que representa um crescimento

de 14,2%. Em 2010, as exportacOes totalizaram quase 160 mil toneladas de



carne, sendo quase 50% em industrializados, com o principal mercado
consumidor sendo o europeu (UBABEF, 2011).

Neste periodo notou-se um acréscimo no consumo de subprodutos pelo
mercado nacional, durante todo o ano, e ndo apenas em épocas de
sazonalidade, como por exemplo nas festividades natalinas. Em relacdo a
industrializacdo da carne de peru o aumento foi ainda mais significativo, uma
vez que oferta de produtos atraentes e praticos além da maior participagdo na
elaboracdo de produtos prontos, como as lasanhas, patés e pizzas, a
tecnificacdo e busca por qualidade tornou-se consequéncia (MENDES et al.,
2005), assim como a busca por técnicas de identificacdo de misturas de

carneos em produtos intensificou-se.

2.3. Avestruz

No Brasil a criagdo de avestruzes € uma cultura relativamente nova, com
aproximadamente 16 anos de existéncia. Entre os anos de 2004 e 2005, o
plantel brasileiro evoluiu mais de 90%, levando o total do plantel para quase
335 mil aves. Em 2006, a mudanca embora menor, ainda foi significativa, com
aumento de quase 30%, elevando o total para 426 mil animais, e em 2007, a
marca de 450 mil animais foi superada (MUNIZ, 2007). O abate teve um pico
em 2007, com quase 13,9 mil aves, com resultado superior a 150 toneladas
produzidas, e em seguida apresentou queda, com o abate de 2010 atingindo
proximo de 100 toneladas de carne (PATRICIA, 2010).

Segundo Gameiro; Suzan (2007), a cadeia produtiva do avestruz
apresentou ampla expansdo no pais, apresentando como principal
caracteristica uma subdivisdo em pelo menos trés grandes nichos de mercado
com elevado valor agregado, sendo eles as plumas, o0 couro e a carne. Esta,
quando in natura € classificada e comercializada de acordo com seu tamanho,
maciez e posi¢cao das pecas na musculatura.

A principal caracteristica sensorial, no ponto de vista do consumidor, é a
cor, pois embora seja carne de ave, € fortemente avermelhada, podendo
assumir coloracbes mais arroxeadas, dependendo da alimentacdo e do

procedimento de abate. A tonalidade vermelha mais acentuada se deve ao fato



da mesma possuir um teor elevado de ferro em sua composicdo, mais até que
a carne bovina (CARRER, et al., 2004).

2.4. Eletroforese de Proteinas

Proteinas constituem um dos tipos de macromoléculas biol6gicas mais
abundantes, versateis e complexas dos organismos Vvivos. Sua alta
complexidade refere-se ao fato de que sdo constituidas por diferentes
sequéncias de aminoacidos que podem ou ndo estar modificados, além de
apresentarem uma ampla faixa de tamanho (variando de alguns poucos kDa a
alguns MDa) e estruturas (NEVES, 2010).

Considerando este componente, algumas das técnicas que podem ser
citadas para sua avaliacdo e quantificacdo sdo as técnicas eletroforéticas e
densitomeétricas além de técnicas eletroforéticas de rapida deteccao e técnicas
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) muito utilizadas hoje como padrao
para diversas pesquisas em alimentos (MAFRA, et al., 2008).

A eletroforese em gel de poliacrilamida permite a obtencdo de um perfil
padrdo e especifico para diferentes espécies animais, sendo que este néo €
alterado pela idade, sistema de criacdo e metodologias de abate, no que se
refere a grandes fracoes proteicas (DIERCKX et al., 2004).

De acordo com Canavessi et al. (2000) ha um grande numero de
variaveis que influenciam o padrdo eletroforético das proteinas, sendo uma
delas a espécie animal. Segundo Freitas et al. (2002) a eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS constitui um método eficaz de separacdo dos
componentes moleculares em mistura protéica e sua utilizacdo na deteccéo de
fraudes em produtos carneos é viavel para identificacdo na mistura de carnes
nao citadas no rotulo. De acordo com Egito et al. (2006) € importante detectar a
introduc&o no mercado de produtos rotulados de forma fraudulenta, entretanto,
faltam-se metodologias eficientes para esta pratica.

O principio basico da técnica de eletroforese consiste na migracao de
particulas em um determinado gel durante a aplicacdo de uma diferenca de
potencial sob a influéncia de um campo elétrico. As moléculas sado separadas

de acordo com uma interacdo entre a carga liquida e o seu tamanho, pois as



de menor massa irdo migrar mais rapidamente que as de maior massa. As
moléculas com carga negativa migram para o pélo positivo (anodo) e moléculas
com carga positiva migram para o polo negativo (catodo) (CELMGEL, 1999).
Sa0 necessarios trés componentes principais para realizar uma eletroforese,
sendo eles: o campo elétrico, que é obtido através de uma fonte de corrente
continua, o suporte onde a molécula pode migrar e a propria molécula
carregada (ion). A eletroforese tem sido utilizada como o método de referéncia
para o fracionamento e posterior quantificacdo das fracfes proteicas através da
densitometria (SILVA JUNIOR, 2001).

Na técnica eletroforética em gel de poliacrilamida, pode-se analisar a
proteina em sua forma nativa ou desnaturada, o que dependera das condi¢cdes
empregadas no processo de extragdo das mesmas. No sistema nativo ou nao-
dissociante (PAGE) as proteinas sdo separadas com base em sua carga, o que
também ocorre no método de isoeletrofocalizacdo (IEF). Neste sistema é
formado um gradiente de pH onde as proteinas carregadas eletricamente irdo
mover-se até um pH especifico, onde serdo identificadas com carga efetiva
nula. Esta posicdo € conhecida como o pl (Ponto Isoelétrico da proteina). Em
sistemas denaturantes ou dissociantes as proteinas sao solubilizadas em
tampao contendo um reagente denaturante, sendo o SDS (dodecil sulfato de
sédio) o mais empregado, entretanto, esta técnica pode mesmo apresentando
o SDS, ser ndo denaturante, o que dependera do gradiente de concentracao
deste composto na formulacédo do tampao. A funcdo deste detergente aniénico
(SDS) é interagir com as cadeias peptidicas, denaturando-as e concedendo-
lhes cargas negativas. Assim, ocorrerd migracdo de todas as proteinas em
direcéo ao eletrodo positivo, promovendo a separacéo apenas pelas diferencas
relacionadas as suas massas molares. Neste caso, a técnica é conhecida
como SDS-PAGE (HAMES & RICKWOOD, 1990).

O Gel de agarose € um polissacarideo extraido de algas marinhas
utilizado em concentracdes de 0,5 a 2%, com grande facilidade de preparo,
possuindo ampla capacidade de separacédo e baixa resolucdo, permitindo que
proteinas de alto peso molecular se movam livremente de acordo com sua
carga. E amplamente utilizado para separacdo de proteinas séricas e
plasmaticas (CELMGEL, 1999).



A utilizacdo destas técnicas para produtos alimenticios foi descrita por
Souza et al. (2000) ao detectar e quantificar com sucesso amostras
adicionadas de soro de leite em bebidas lacteas, identificando falhas
produtivas, assim como Egito et al. (2006) utilizaram o método eletroforético
para deteccao da adulteracao do leite caprino com leite bovino, concluindo que
este método era muito eficiente na busca por adulteracdes.

Também foi descrito suas utilizagbes para identificacdo de fraudes em
cortes e produtos carneos, uma vez que a adicdo destes produtos de
substancias ndo carneas e até misturas entre espécies tém-se tornado pratica
cada vez mais comum. Daguer et al. (2009) utilizaram a técnica de SDS-PAGE
para identificar a adicdo de proteinas ndo carneas em lombo suino para
apresentar um padrdo eletroforético, e sua consequente utilizacdo, uma vez
que a legislacao brasileira permite a adicdo desta proteina, mas ha poucas
técnicas para sua fiscalizacéo.

Ainda as proteinas, foram avaliadas através de técnicas eletroforéticas,
duas linhagens de tilapias, a Zanzibar e a do Nilo, onde foram constatadas
diferencas claras entre os perfis proteicos das duas linhagens, além da
identificacdo do hibrido entre elas, o que permitiu a identificacdo de

subprodutos realizados com suas misturas (ORTIZ et al., 1994).
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3. OBJETIVOS

Padronizar os perfis eletroforéticos das proteinas musculares de frangos,
perus e avestruzes empregando diferentes técnicas de eletroforese em géis;

Avaliar a densitometria das fragcbes proteicas, objetivando sua
quantificacdo, com vistas a avaliar possiveis perdas nas fragdes encontradas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local

As analises para determinacdo do perfil eletroforético e a densitometria
foram realizadas no Laboratério de Fracionamento de Proteinas, localizado no
Departamento de Fisica e Biofisica do Instituto de Biociéncias, da Universidade

Estadual Paulista, em Botucatu, Sao Paulo.

4.2. Colheita das amostras

Foram utilizadas 10 amostras do musculo peitoral de cada espécie (as
proteinas musculares de frangos, perus e avestruzes apresentam diferentes
caracteristicas estruturais devido a expressdo génica, mas caracteristicas
semelhantes dentro da mesma espécie). As amostras de frangos de corte
foram obtidas em frigorifico localizado na regido centro-oeste do Parana.

Colheram-se em sequéncia da linha de abate, no momento apds a
evisceracao, com a separagcdo manual completa do peito do animal, de mesmo
lote e, portanto que tiveram 0 mesmo manejo durante a producéo. Inseriu-se
entdo em embalagens plasticas individuais, sendo transportadas até freezers
com set point em -18°C para posterior congelamento em no maximo 45
minutos apds o abate. Somente apds congelamento total (quando as amostras
atingiram o set point), poderiam ser transportadas para o laboratorio de
fracionamento em recipientes térmicos.

Da mesma forma, as amostras de perus, foram obtidas de frigorifico
localizado no centro-sul do Parana, realizando a retirada manual com a
separacao do peito completo do animal, sendo eles de mesmo lote e, portanto
com o mesmo manejo durante a producdo, e inseridas em embalagens
plasticas individuais, sendo transportadas até freezers com set point em -18°C
para posterior congelamento em no maximo 45 minutos apdés o abate. Apds
congelamento total, poderiam ser transportadas para o laboratério de

fracionamento em recipientes térmicos.
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As amostras de avestruz foram colhidas logo ap6s o abate dos animais,
apos o processo de evisceracdo, ainda na linha frigorifica de frigorifico
localizado no sul do estado de S&o Paulo, com retirada de porgbes de
aproximadamente 5 cm?, de 3 porcdes diferentes do peito de cada um dos 10
animais e inseridas em embalagens plasticas individuais, sendo transportadas
até freezers com set point em -18°C para posterior congelamento em no
maximo 45 minutos ap6s o abate. Apdés congelamento total, poderiam ser
transportadas para o laboratorio de fracionamento em recipientes térmicos.

As alteracdes post-mortem dos fragmentos colhidos néo foram levadas
em consideracdo uma vez que as caracteristicas proteicas avaliadas
correspondem as grandes fracdes proteicas de grandes, pois segundo Dierckx

et. al (2004) apenas as pequenas fragdes sao perdidas durante o processo.

4.3. Preparo das amostras para as analises eletroforéticas

Para a extracdo das proteinas foram utilizadas amostras de 500 mg de
musculo peitoral imersas em nitrogénio liquido. Apds o congelamento, 0s
musculos foram inicialmente fatiados, em finas camadas, e posteriormente
macerados em almofariz com adicdo de 2 ml de agua destilada deionizada
formacdo de mistura homogénea e devidamente identificados em frascos tipo
Eppendorf, segundo descrito por Lemos; Moraes (1992). As amostras
resultantes foram centrifugadas em refrigeracdo a 4°C, em 7500 G por 15
minutos. O precipitado foi descartado e o sobrenadante diluido em solucdo de
aplicacdo (constituida de tampao Tris-HCI pH 8,8 na quantidade de 100 ml,
azul de bromofenol na quantidade de 50 mg e glicerol na propor¢cao de 5% do
volume final) na proporc¢ao 1:3 (v/v), e posteriormente armazenados em frascos
tipo Eppendorf, devidamente identificados e congelados a — 80°C, para diluicdo

e utilizacdo nas corridas eletroforéticas.
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4.4. Eletroforese Nativa em Gel de Poliacrilamida, Eletroforese SDS-PAGE
N&o Denaturante, eletroforese CELM-GEL® (Filme de Agarose Geral) e

Isoeletrofocalizacdo em Phast Gel.

Para a determinacdo dos padrbes eletroforéticos das amostras, foram
utilizadas as técnicas de eletroforese Nativa em Gel de Poliacrilamida vertical
alcalina (pH 8,3) em sistema de tampfes descontinuos descrita por Hames;
Rickwood (1990), com algumas alteracdes descritas por Ramos (1992). A
técnica de eletroforese SDS-PAGE néo denaturante foi realizada conforme
descrita em Santos (2006) e a eletroforese CELM-GEL® (Filme de Agarose
Geral) de acordo com protocolo do fabricante (CELM-GEL, 2003) com algumas
alteracdes. Foram também empregados mini-géis em PHASTSYSTEM (GE
HEALTH-CARE) para Isoeletrofocaliza¢cdo segundo instrucdes do fabricante.

Na eletroforese Nativa em Gel de Poliacrilamida Vertical alcalina foram
utilizados géis de empilhamento na concentracdo de 4% e geéis de separacao
na concentracdo de 10%, cujo preparo esta descrito na Tabela 1. Quanto a
SDS-PAGE néao denaturante utilizou-se géis de empilhamento na concentracao
de 4% e géis de separacdo na concentracdo de 10% com adicdo de Dodecil
Sulfato de Sédio (Tabela 2). Em relagdo a CELM-GEL® (Filme de Agarose
Geral) e aos mini-géis da Isoeletrofocalizacdo (gradiente de pH 3 - 9) foram

empregados de acordo com as especificacfes dos fabricantes.



Tabela 1 — Solucdes Utilizadas para preparacao de PAGE 10%

Solucoes

Volumes de solugbes para dois géis

Gel de empilhamento a
4%

Gel de separacao a
10 %

Bis-Acrilamida
(30:0,8)

- Bis - 30g

- Acrilamida — 0,89

- H20 deionizada -
100 mL (g.s.p)

665

3,33 ml

Tris-HCI pH 6,8

- Tris — 6,09

- HCI (AN) — 48mL

- H,0 deionizada -
100 mL (g.s.p)

500 pl

Tris-HCI pH 8,8

- Tris — 36,39

- HCI (IN) — 48mL

- H20 deionizada -
100 mL (g.s.p)

500 pl

Persulfato de aménio
(PSA)

-PSA-1,5¢g

- H,0 deionizada -
100 mL (g.s.p)

34 i

67 ul

TEMED

5ul

10 ul

Uréia 6M

3,8 ml

5,6 ml

Volume final

5ml

10 ml
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Tabela 2 — Solucdes Utilizadas para preparacoes de SDS-PAGE 10%

Solucdes

Volumes de solugbes para dois géis

Gel de empilhamento
a 4%

Gel de separacgao a
10 %

Bis-Acrilamida (30:0,8)

- Bis - 30g

- Acrilamida — 0,89

- Hy0 deionizada - 100
mL (g.s.p)

665 I

3,33 ml

Tris-HCI pH 6,8

- Tris — 6,09

- HCI (IN) — 48mL

- H,0 deionizada - 100

mL (g.s.p)

500 pl

Tris-HCI pH 8,8

- Tris — 36,39

- HCI (1N) — 48mL

- H,0 deionizada - 100
mL (g.s.p)

500 pl

Persulfato de amonio
(PSA)

-PSA-1,59

- H,0 deionizada - 100
mL (g.s.p)

34 ul

67 ul

TEMED

5ul

10 ul

SDS

50ul

100 pl

Uréia 6M

3,8 ml

5,6 ml

Volume final

5ml

10 ml

15
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4.5. Preparacdo para as corridas eletroforéticas

Para a corrida eletroforética PAGE, utilizou-se o conjunto mini-PROTEAN
3 (BIORAD®) onde foram preparados e aplicados os géis na seguinte forma:
3,5 ml do gel separador através de seringa no conjunto de placas e cobertos
com isopropanol até sua total polimerizacdo. Apds, foi removido o isopropanol
através de capilaridade por papel filtro até total secagem. Posteriormente foi
adicionado 1,0 ml de gel empilhador e em seguida o encaixe do molde tipo
pente para formacdo dos pocos de aplicacdo. Em cada poco, foi aplicada a
aliquota de 13 pl de amostra. Finalizado a aplicacdo, a cuba foi conectada a
fonte estabilizadora mantendo o seguinte protocolo: 100 V de corrente inicial
por 10 minutos seguido de 300 V por 150 minutos, mantendo a amperagem
livre.

Ainda no mesmo conjunto, para a técnica de eletroforese SDS-PAGE nao
denaturante foi seguido 0 mesmo protocolo anterior de preparacao de gel, com
a adicdo de SDS na preparacao do gel separador, sendo que quantidades de
amostras utilizadas assim como protocolo da fonte estabilizadora foram
mantidas.

Para elaboracdo CELM-GEL® (Filme de Agarose Geral) foi empregado
um filme de agarose pronto, com instrucbes do fabricante. Na cuba, foram
adicionados 90 ml de tampéo TRIS pH 9,5 refrigerado e 1 pyl de amostra em
cada poco pré-formado com o seguinte protocolo de fonte estabilizadora: 100V
de corrente por 20 minutos, com amperagem livre.

Para a Isoeletrofocalizacdo foram utilizados kits de mini-géis (PhastGel®
GE HEALTH-CARE com gradiente de pH 3 - 9). Apds disposicédo dos géis no
equipamento PHASTSYSTEM (PhastGel® GE HEALTH-CARE), foram
aplicados 3 pl de amostra no suporte de aplicagédo para posterior utilizacdo dos
pentes (cada um com 12 posi¢cOes, sendo que as posicOes laterais foram
descartadas), os quais por capilaridade coletaram aliquotas de 0,3 pl. O
protocolo do equipamento utilizado foi o seguinte: 100 V estabelecidos até que
as amostras adentrem ao gel, com posterior diferenca de potencial de 2000 V

para a separacao das fragOes proteicas, por 20 minutos.
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4.6. Coloracéo e descoloracao

Para as técnicas PAGE e SDS-PAGE, ap0s a remocédo das placas de
vidro dos conjuntos, os géis foram imersos no corante Coomasie Brillant Blue
em solucéo de acido acético conforme instru¢cdes do fabricante por 4 horas.

Apoés a coloracdo, cada um dos géis foram acondicionados em solucao
descorante do Coomasie composta por agua, metanol e acido acético na
proporcdo 1:3:6 em v/v, até a revelagdo das bandas proteicas. Para a
Isoeletrofocalizacdo, os kits de mini-géis foram submetidos a coloracdo e
descoloracéo no proprio aparelho (PHASTSYSTEM) conforme recomendacdes
do fabricante.

Para a técnica dos filmes de agarose, a coloracdo foi realizada
empregando-se Negro de Amido a 0,1 % em solucdo com acido acético a 5 %
e o0 processo de descoloracdo em solucédo de acido acético 5 % até revelacao

das bandas proteicas.

4.7. Analises das Imagens

A captacao das imagens das bandas proteicas foi realizada por meio de
equipamento de foto-documentacdo Image Master VDS, da Pharmacia®. Para
a identificacdo das mobilidades relativas (rf), pesos moleculares e pontos
isoelétricos, bem como na quantificacdo destes valores, em géis PAGE, SDS-
PAGE e filme de agarose, foi utilizado o software Image Master VDS, versao
VDS ELITE 1.0. Para os kits mini-géis, os pontos isoelétricos foram avaliados e
calculados através do mesmo software. O referido software também foi
empregado nas analises densitométricas para a avaliacdo quantitativa de cada

banda proteica, separadas nas diferentes técnicas eletroforéticas.

4.8 Analise Estatistica Descritiva

Para a analise estatistica descritiva das variaveis identificadas como

mobilidade relativa (rf) e densitometria (%) foi utilizado o programa Assistat
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Statistical (SILVA; AZEVEDO, 2009) que reproduz a estatistica descritiva dos
dados calculando a média (X), intervalos de confianca ao nivel de 5% (IC) de
confiangca, desvio padrdao (S) e coeficiente de variagdo (CV%) para a

amostragem.



5. RESULTADOS

5.1. Frangos

de musculo de peito de frangos de corte sdo apresentados através

19

Os resultados das andlises eletroforéticas para proteinas hidrossoluveis

das

imagens realizadas dos diferentes géis assim como a estatistica descritiva

realizada. Para a andlise da eletroforese em gel de agarose, foram analisados

os dados da tabela 3 e da figural.

Tabela 3 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de disperséo
das mobilidades relativas (rf) e valores densitométricos, das proteinas
musculares hidrossolUveis de peito de frango de corte em eletroforese em gel

de Agarose
Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)

Banda X S CV% IC X S CV% IC
rl 0,110 1,03x10%° 1,05x10%* 1,55x10% 30,255 5,00 25,01 0,75
r2 0,190 1,03x10% 1,05x10%* 1,55x10% 13,043 3,38 11,46 0,51
r3 0,260 1,03x10% 1,05x10%* 1,55x10% 5,720 1,65 2,71 0,25
r4 0,295 5,13x10% 2,63x10% 7,74x10** 8,748 1,77 3,15 0,27
5 0,345 5,13x10%  2,63x10%  7,74x10% 2,240 0,69 0,48 0,10
6 0,790 1,03x10% 1,05x10%* 1,55x10% 0,342 0,38 0,14 0,06

(X) Média; (S) Desvio Padrao; (CV%) Coeficiente de variacéo; (IC) Intervalo de
confianca ao nivel de 5% de confianca.

FIGUEIRA, 2011.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de Agarose de proteinas musculares
hidrossoluveis de peito de frangos de corte. (r) bandas proteicas Fonte:
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Com a andlise da figura 1, e observando os dados da tabela 3, foi
possivel encontrar um total de seis diferentes bandas proteicas com suas
mobilidades relativas variando de 0,110 a 0,790. Ainda com relacdo a
mobilidades relativas, tendo em vista a reduzida variacdo individual nas
posicdes determinadas, notaram-se pequenas alteracdes nas médias em
funcao do baixo desvio padrao.

Os resultados densitométricos apresentaram médias variando de 30,255
a 0,342, o que pode também ser representado pela intensidade da coloragéo
das bandas na figura 1 na qual podem ser identificadas com maior intensidade
de coloracdo as bandas rl, r2 e r4, sendo que as bandas r3 e r5 estdo muito
proximas a r4, e a ré encontra-se mais distante e com intensidade de coloracéo
muito baixa. Também em relacdo a densitometria, encontrou-se certa
variabilidade, considerando-se as bandas proteicas detectadas, dado este
facilmente avaliado pela Tabela 3.

Para andlise da eletroforese de proteinas musculares hidrossolaveis de
peito de frangos de corte em gel de Poliacrilamida a 10% de concentragdo no
gel de separacdo num sistema descontinuo de tampdes alcalinos, foram

analisados os dados da tabela 4 e da figura 2.

Tabela 4 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de dispersao
das mobilidades relativas (rf) e valores densitométricos das proteinas
musculares hidrossollveis de peito de frango de corte separadas por
eletroforese em gel de Poliacrilamida a 10% de concentracdo no gel de
separacdo num sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)

Banda X S CV% IC X S CV% IC
rl 0,036 1,13x10° 1,27x10* 1,70x10° 8,608 3,17 10,04 0,48
r2 0,310 1,03x10° 1,05x10* 1,55x10° 3,837 0,72 0,52 0,11
r3 0,525 1,54x10% 2,37x10°% 2,32x10° 10,438 1,74 3,03 0,26
r4 0,860 3,08x10° 9,47x10”  4,64x10° 4,538 0,94 0,89 0,14
r5 0,905 2,56x10% 6,58x10* 3,87x10° 4,405 0,86 0,74 0,13
6 0,945 256x10% 6,58x10* 3,87x10° 3,511 1,04 1,08 0,16

(X) Média; (S) Desvio Padrao; (CV%) Coeficiente de variacéo; (IC) Intervalo de
confianca ao nivel de 5% de confianca.
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Figura 2 - Eletroforese de proteinas musculares hidrossollveis de peito
de frangos de corte em gel de Poliacrilamida a 10% de concentragéo no gel de
separacdo num sistema descontinuo de tampdes alcalinos. (r) bandas
proteicas. Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Com a andlise da figura 2, e observando os dados da tabela 4, foi
possivel encontrar um total de seis diferentes bandas proteicas com suas
mobilidades relativas variando de 0,036 a 0,945. As médias de rf de rl e r2
foram relativamente menores que as demais, e médias de r4, r5 e r6 muito
proximas, o que resultou do fato da proximidade entre as bandas na figura 2.

Ainda com relagcdo a mobilidades relativas, tendo em vista a reduzida
variabilidade individual nas posicdes determinadas, notaram-se grandes
variacbes entre as bandas, mas que néao interferiram na identificacdo das
mesmas. Os resultados densitométricos apresentaram médias variando de
8,608 a 3,511, o que pode também explicar a intensidade de coloracédo das
bandas na figura 2.

Pela analise da figura 2, podem ser identificadas com maior intensidade
de coloragao as bandas rl e r2, sendo que as bandas r3 a r6 apresentaram-se
proximas e de dificil distingdo. As bandas r4, r5 e r6 apresentaram-se com uma
intensidade de coloracdo menor e com certa difusdo. Também em relacédo a
densitometria, encontrou-se certa variabilidade, considerando-se as bandas
proteicas detectadas, dado este facilmente avaliado pela Tabela 4.

Para andlise da eletroforese de proteinas musculares hidrossollveis de
peito de frangos de corte em gel de Poliacrilamida a 10% de concentracao no

gel de separacdo em presenca de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), néo
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denaturante e ndo redutor, em um sistema descontinuo de tampdes alcalinos,

foram analisados os dados da tabela 5 e da figura 3.

Tabela 5 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de dispersao
das mobilidades relativas (rf) e valores densitométricos das proteinas
musculares hidrossoliveis de peito de frango de corte separadas por
eletroforese em Gel de Poliacrilamida a 10% de concentragdo no gel de
separacdo em presenca de Dodecil Sulfato de Sodio, ndo denaturante e nao
redutor, em um sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)

Banda X S CV% IC X S CV% IC
ri 0,320 ~0 ~0 ~0 12,667 2,53 6,38 0,57
r2 0,540 ~0 ~0 ~0 4,893 0,88 0,78 0,20
r3 0,570 ~0 ~0 ~0 1,847 0,35 0,12 0,08

(X) Média; (S) Desvio Padrao; (CV%) Coeficiente de variacao; (IC) Intervalo de
confianca ao nivel de 5% de confianga.

Figura 3 - Eletroforese de proteinas musculares hidrossollveis de peito de
frangos de corte em Gel de Poliacrilamida a 10% de concentragdo no gel de
separacdo em presenca de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), ndo denaturante e
nao redutor, num sistema descontinuo de tampfes alcalinos. (r) bandas
proteicas. Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Com a andlise da figura 3, e observando os dados da tabela 5, foi
possivel encontrar um total de trés diferentes bandas proteicas com suas

mobilidades relativas variando de 0,320 a 0,570. Na analise da tabela, se notou
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uma meédia rf de rl relativamente menor que as demais, e médias de r2 e r3
muito proximas, o que resultou na proximidade entre as bandas na figura 3.

Como nédo houve variacdo individual nas posicbes determinadas, as
medidas de desvio padrdo, coeficiente de variacdo e intervalo de confianca
permaneceram proximos a zero. Os resultados densitométricos apresentaram
médias variando entre 12,667 e 1,847, o que explicou a intensidade de
coloracao das bandas na figura 3.

Através da andlise da figura 3, ainda puderam ser identificadas com maior
intensidade de coloracdo as bandas rl, r2 e r3, embora as bandas r2 e r3
estivessem proximas e com dificil distincdo. Também em relacdo a
densitometria, encontrou-se certa variabilidade, considerando-se as bandas
proteicas detectadas, dado este facilmente avaliado pela Tabela 5.

Para analise da Isoeletrofocalizacdo de proteinas musculares
hidrossoluveis de peito de frangos de corte, foram analisados os dados da

tabela 6 e da figura 4.

Tabela 6 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de disperséo
das mobilidades relativas (rf) e valores densitométricos das proteinas
musculares hidrossoliveis de peito de frango de corte separadas por
Isoeletrofocalizacao.

Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)

Banda X S CV% IC X S CV% IC
rl 0,040 7,25x10™° 5,25x10™ 1,41x10™° 4,138 1,88 3,52 0,37
r2 0,160 2,90x10"" 8,40x10** 5,64x10® 3,662 1,05 1,10 0,20
r3 0,190 2,90x10% 8,40x10°%* 5,64x10"® 2,786 0,97 0,94 0,19
r4 0,220 5,80x10% 3,36x10% 1,13x10" 2,437 0,62 0,39 0,12
r5 0,290 0 0 0 9,573 1,46 2,14 0,28
6 0,400 5,80x10%" 3,36x10% 1,13x10% 1,251 0,38 0,14 0,07

(X) Média; (S) Desvio Padrao; (CV%) Coeficiente de variacéo; (IC) Intervalo de
confianca ao nivel de 5% de confianca.
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Figura 4 - Isoeletrofocalizacdo de proteinas musculares hidrossoluveis de

peito de frangos de corte. (r) bandas proteicas. Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Com a andlise da figura 4, e observando os dados da tabela 6, foi
possivel encontrar um total de seis diferentes bandas proteicas com suas
mobilidades relativas variando de 0,040 a 0,400. Através da analise da tabela,
se notou a média rf de rl relativamente menor que as demais, médias de r3, r4
e r5 muito préximas, e meédia de r6 relativamente maior que as demais, o que
resultou no posicionamento das bandas apresentados na figura 4.

Ainda com relacdo a mobilidades relativas, tendo em vista a reduzida
variagcdo individual nas posicbes determinadas, notaram-se pequenas
variacdes nas medidas de desvio padréo, coeficiente de variacéo e intervalo de
confianca. Os resultados densitométricos apresentaram meédias variando de
4,138 a 1,251, o que explicou a intensidade de coloracdo apresentada nas
bandas na figura 4.

Através da analise da figura 4, identificaram-se com maior intensidade de
coloracéo as bandas rl, r2, r4 e r6, além do que as bandas r3, r4 e r5 estavam
muito proximas e com dificil distingdo. Também em relacdo a densitometria,
encontrou-se certa variabilidade, considerando-se as bandas proteicas
detectadas, dado este facilmente avaliado pela Tabela 6.
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5.2. Perus

Os resultados das andlises eletroforéticas para proteinas hidrossollveis
de musculo de peito de perus foram descritos através das imagens realizadas
dos diferentes géis assim como a estatistica descritiva calculada. Para analise
da eletroforese em gel de agarose, foram analisados os dados da tabela 7 e da

figura 5.

Tabela 7 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de disperséo
das mobilidades relativas (rf) e valores densitométricos, das proteinas
musculares hidrossoluveis de peito de perus em eletroforese em gel de
Agarose

Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)

Banda X S CV% IC X S CV% IC
ri 0,110 1,46x10"" 2,14x10~" 3,12x10™° 23,510 4,29 1842 0,92
r2 0,170 2,93x10"" 8,56x10** 6,24x10™® 16,590 2,35 5,54 0,50
r3 0,220 2,93x10"" 8,56x10** 6,24x10™® 13,800 2,15 4,61 0,46
r4 0,330 ~0 ~0 ~0 3,050 0,42 0,17 0,09
r5 0,690 1,17x10™° 1,37x10%* 2,50x10"" 0,849 0,36 0,13 0,08

(X) Média; (S) Desvio Padrao; (CV%) Coeficiente de variacéo; (IC) Intervalo de
confianca ao nivel de 5% de confianca.
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Figura 5 - Eletroforese em gel de Agarose de proteinas musculares
hidrossoluveis de peito de perus. (r) bandas proteicas. Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Com a andlise da figura 5, e observando os dados da tabela 7, foi
possivel encontrar um total de cinco diferentes bandas proteicas com suas

mobilidades relativas variando de 0,110 a 0,690. Foi demonstrado que as
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médias rf de rl, r2 e r3 estdo proximas enquanto que r4 e r5 encontraram-se
relativamente com valores superiores, exemplificando o posicionamento das
bandas no gel.

Ainda com relacdo a mobilidades relativas, tendo em vista a reduzida
variabilidade individual nas posices determinadas, notaram-se pequenas
alteragbes nas medidas de desvio padréo, coeficiente de variacdo e intervalo
de confianga nas bandas r1, r2, r3 e r5, enquanto que r4 ndo houve variacao
individual nas posicdes determinadas e as medidas de desvio padrao,
coeficiente de variagdo e intervalo de confianca apresentaram-se
aproximadamente igual a zero.

Os resultados densitométricos apresentaram médias variando de 23,510
a 0,849, o que pode ser representado pela intensidade da coloracdo das
bandas na figura 5 onde identificou-se com maior intensidade de coloracédo as
bandas rl, r4 e r5, sendo que as bandas r2 e r3 estavam muito proximas e de
dificil distincdo e as bandas r4 e r5 estavam mais distantes e com intensidade
de coloracdo reduzida. Também em relacdo a densitometria, encontrou-se
certa variabilidade, considerando-se as bandas proteicas detectadas, dado este
facilmente avaliado pela Tabela 7.

Para andlise da eletroforese de proteinas musculares hidrossoluveis de
peito de peru em gel de Poliacrilamida a 10% de concentracdo no gel de
separacdo num sistema descontinuo de tampdes alcalinos, foram analisados

os dados da tabela 8 e da figura 6.
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Tabela 8 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de dispersao
das mobilidades relativas (rf) e valores densitométricos das proteinas
musculares hidrossoluveis de peito de peru separadas por eletroforese em gel
de Poliacrilamida a 10% de concentragdo no gel de separagdo num sistema
descontinuo de tampdes alcalinos.

Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)

Banda X S CV% IC X S CV% IC

rl 0,150 2,93x10"" 8,56x10°* 6,24x10™° 6,727 1,54 2,36 0,33
r2 0,220 2,93x10" 8,56x10%*  6,24x10*° 2,698 0,75 0,57 0,16
r3 0,390 5,85x10"" 3,42x10% 1,25x10"" 13,080 1,38 1,92 0,30
r4 0,550 1,17x10-** 1,37x10% 2,50x10Y 7,290 1,85 3,42 0,39
r5 0,590 ~0 ~0 ~0 3,017 0,83 0,70 0,18
6 0,640 1,17x10™° 1,37x10%* 2,50x10Y 1,229 0,27 0,07 0,06
r7 0,810 2,34x10™® 5,48x10% 4,99x10Y 2,988 0,90 0,82 0,19
r8 0,880 1,17x10™® 1,37x10%* 2,50x10Y 2,716 0,44 0,19 0,09

(X) Média; (S) Desvio Padréo; (CV%) Coeficiente de variagdo; (IC) Intervalo de
confianga ao nivel de 5% de confianca.

AL |
M
1] ]

3

Figura 6 - Eletroforese de proteinas musculares hidrossollveis de peito de
peru em gel de Poliacrilamida a 10% de concentracdo no gel de separacao

num sistema descontinuo de tampdes alcalinos. (r) bandas proteicas. Fonte:
FIGUEIRA, 2011.

Com a andlise da figura 6, e observando os dados da tabela 8, foi
possivel encontrar um total de oito diferentes bandas proteicas com suas
mobilidades relativas variando de 0,150 a 0,880, onde notou-se uma meédia rf
muito préxima entre as bandas r4, r5 e r6, além de rf proximas entre r7 e r8.

Ainda com relacdo a mobilidades relativas, tendo em vista a reduzida

variabilidade individual nas posices determinadas, notaram-se pequenas
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variacfes nas medidas de desvio padréo, coeficiente de variacdo e intervalo de
confianga, sendo que na r5 ndo houve variacdo. Os resultados densitométricos
apresentaram médias variando de 13,080 a 1,229, o que explicou a intensidade
das colora¢des das bandas na figura 6.

Através da analise da figura 6, se identificou com maior intensidade de
coloracdo as bandas r3, r4, r5 e r8. A banda rl, embora possuisse alta
densidade média, apresentou baixa mobilidade e, portanto certa difusdo, ao
mesmo tempo em que tanto a r6 como a r7 ndo sdo perceptiveis por
apresentarem densidade relativamente menor que as demais bandas,
caracterizando uma baixa intensidade de coloracdo. Também em relacdo a
densitometria, encontrou-se certa variabilidade, considerando-se as bandas
proteicas detectadas, dado este facilmente avaliado pela Tabela 7.

Para andlise da eletroforese de proteinas musculares hidrossolaveis de
peito de peru em gel de Poliacrilamida a 10% de concentracdo no gel de
separacdo em presenca de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), ndo denaturante e
ndo redutor, em um sistema descontinuo de tampdes alcalinos, foram

analisados os dados da tabela 9 e da figura 7.

Tabela 9 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de disperséo
das mobilidades relativas (rf) e valores densitométricos das proteinas
musculares hidrossollUveis de peito de peru separadas por eletroforese em gel
de Poliacrilamida a 10% de concentracédo no gel de separacdo em presenca de
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), ndo denaturante e ndo redutor, em um sistema
descontinuo de tampdes alcalinos.

Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)

Banda X S CV% IC X S CV% IC

rl 0,032 7,31x10™° 5,35x10™ 1,56x10™° 8,986 1,44 2,08 0,31
r2 0,130 2,93x10™"" 8,56x10°% 6,24x10™* 3,039 0,52 0,27 0,11
r3 0,310 0 0 0 3,845 0,58 0,34 0,12
r4 0,360 5,85x10™"" 3,42x10% 1,25x10" 1,664 0,22 0,05 0,05
5 0,450 5,85x10™"" 3,42x10%* 1,25x10"" 4,250 0,76 0,58 0,16
6 0,530 1,17x10™ 1,37x10°* 2,50x10"" 6,509 0,80 0,64 0,17

(X) Média; (S) Desvio Padréo; (CV%) Coeficiente de variagdo; (IC) Intervalo de
confianca ao nivel de 5% de confianca.
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Figura 7 - Eletroforese de proteinas musculares hidrossollveis de peito de
peru em gel de Poliacrilamida a 10% de concentracdo no gel de separacédo em
presenca de Dodecil Sulfato de Sddio (SDS), ndo denaturante e ndo redutor,

em um sistema descontinuo de tampdes alcalinos. (r) bandas proteicas. Fonte:
FIGUEIRA, 2011.

Com a andlise da figura 7, e observando os dados da tabela 9, foi
possivel encontrar um total de seis diferentes bandas proteicas com suas
mobilidades relativas variando de 0,320 a 0,530. Foi demonstrada uma média rf
bem distinta entre as bandas, com excec¢ao das bandas r3 e r4 que possuiam
médias de rf proximas, fato esse visualizado na figura 7.

Ainda com relacdo a mobilidades relativas, tendo em vista a reduzida
variabilidade individual nas posicOes determinadas, notaram-se pequenas
variacfes nas medidas de desvio padréo, coeficiente de variacdo e intervalo de
confianca.

Notou-se que r3 néo apresentou variacdo individual nas posicoes
determinadas e as medidas de desvio padrdo, coeficiente de variacdo e
intervalo de confianca permaneceram em zero.

Os resultados densitométricos apresentaram médias variando de 8,986 a
1,664, o que explicou a intensidade de coloracdo com que as bandas se
apresentam na figura 7, onde puderam ser identificadas com maior intensidade
de coloracdo as bandas rl, r2, r3, r4, r5 e r6, sendo que as bandas r3 e r4
encontraram-se proximas e de dificil distingdo. Também em relacdo a
densitometria, encontrou-se certa variabilidade, considerando-se as bandas
proteicas detectadas, dado este facilmente avaliado pela Tabela 9.

Para analise da Isoeletrofocalizacdo de proteinas musculares
hidrossoluveis de peito de peru, foram analisados os dados da tabela 10 e da

figura 8.
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Tabela 10 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de disperséo

das mobilidades relativas (rf) e valores densitométricos das proteinas

musculares hidrossoluveis de peito de peru separadas por Isoeletrofocalizacdo.
Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)

Banda X S CV% IC X S CV% IC
ri 0,074 1,45x10"" 2,10x10°* 2,82x10° 7,175 1,27 1,61 0,25
r2 0,130 2,90x10'" 8,40x10** 5,64x10™® 9,276 3,85 14,82 0,75
r3 0,200 2,90x10Y" 8,40x10%* 5,64x10"® 4,754 1,07 1,15 0,21
r4 0,240 8,70x10Y" 7,56x10* 1,69x10"" 2,152 0,55 0,30 0,11
5 0,260 5,80x10""  3,36x10°* 1,13x10"" 1,563 0,33 0,11 0,07
ré 0,340 1,16x10™° 1,34x10* 2,26x10"" 3,488 0,79 0,63 0,15
r7 0,360 5,80x10"" 3,36x10%° 1,13x10"" 6,251 0,85 0,73 0,17
r8 0,380 5,80x10"" 3,36x10°%3 1,13x10%" 1,227 0,18 0,03 0,04
r9 0,400 5,80x10"Y" 3,36x10%* 1,13x10"" 1,566 0,25 0,06 0,05
rl0 0,440 1,16x10™° 1,34x10% 2,26x10"" 2,639 0,32 0,10 0,06
ril 0,500 ~0 ~0 ~0 0,738 0,20 0,04 0,04

(X) Média; (S) Desvio Padrao; (CV%) Coeficiente de variacéo; (IC) Intervalo de

confianca ao nivel de 5% de confianga.
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Figura 8 - Isoeletrofocalizacédo de proteinas musculares hidrossoluveis de
peito de peru. (r) bandas proteicas. Fonte: FIGUEIRA, 2011.
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Com a analise da figura 8, e observando os dados da tabela 10, foi
possivel encontrar um total de onze diferentes bandas proteicas com suas
mobilidades relativas variando de 0,074 a 0,500.

Foi identificada uma meédia de rf de rl relativamente menor que as
demais, além de médias de r3, r4, r5 e r6 muito proximas, média de r7 e r8
também proximas entre si e demais médias distintas, o que resultou no
posicionamento das bandas apresentados na figura 8.

Ainda com relagdo a mobilidades relativas, tendo em vista a reduzida
variabilidade individual nas posicOoes determinadas, notaram-se pequenas
variacfes nas medidas de desvio padréo, coeficiente de variacdo e intervalo de
confiangca. Na banda rll ndo houve variagcdo individual nas posicoes
determinadas mantendo os valores em zero.

Os resultados densitométricos apresentaram medias variando de 9,276 a
0,738, o que explicou a intensidade de coloracdo com que as bandas se
apresentam na figura 8 onde se identificou com maior intensidade de coloragéo
as bandas r2, r3, r4, r5, r6, r9 e r10, além do que as bandas r5 e r6 estdo muito
proximas e com dificil distincdo. Também em relacdo a densitometria,
encontrou-se certa Vvariabilidade, considerando-se as bandas proteicas

detectadas, dado este facilmente avaliado pela Tabela 10.
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Os resultados das analises eletroforéticas para proteinas hidrossolaveis

de musculo de peito de avestruz, serdo descritas através das imagens

realizadas dos diferentes géis assim como a estatistica descritiva calculada.

Para analise da eletroforese em gel de agarose, foram analisados os dados da

tabela 11 e da figura 9.

Tabela 11 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de disperséo
das mobilidades relativas (rf) e valores densitométricos, das proteinas
musculares hidrossolUveis de peito de avestruz em eletroforese em gel de

Agarose
Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)
Banda X S CV% IC X S CV% IC
ri 0,115 5,13E-03 2,63E-05 7,94E-04 27,637 4,74 22,47 0,73
r2 0,205 5,13E-03 2,63E-05 7,94E-04 16,545 4,24 17,94 0,66
r3 0,255 5,13E-03 2,63E-05 7,94E-04 8,938 3,81 14,51 0,59
r4 0,806 1,54E-02 2,37E-04 2,38E-03 1,583 0,68 0,46 0,10

(X) Média; (S) Desvio Padrao; (CV%) Coeficiente de variacéo; (IC) Intervalo de

confianca ao nivel de 5% de confianca.
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Figura 9 - Eletroforese em gel de Agarose de proteinas musculares
hidrossollveis de peito de avestruz. (r) bandas proteicas. Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Com a analise da figura 9, e observando os dados da tabela 11, foi

possivel encontrar um total de quatro diferentes bandas proteicas com suas

mobilidades relativas variando de 0,115 a 0,806. Depois de analisar os dados,
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constatou-se que a média rf de rl € menor que as demais, r2 e r3 possuem
médias préximas entre si e r4 encontra-se com média relativamente maior.

Ainda com relacdo a mobilidades relativas, tendo em vista a reduzida
variabilidade individual nas posicOes determinadas, notaram-se pequenas
variacfes nas medidas de desvio padréo, coeficiente de variacdo e intervalo de
confianga nas bandas rl, r2, r3 e r4.

Os resultados densitométricos apresentaram médias variando de 27,637
a 1,583, o que pode também ser representado pela intensidade de coloragdo
das bandas na figura 9, onde se identificou com maior intensidade de colorac&o
as bandas rl, r2 e r4, tendo as bandas r2 e r3 muito proximas entre si e de
dificil distincdo e a banda r4 encontrou-se menos densa e portanto com menor
intensidade de coloracdo. Também em relacdo a densitometria, encontrou-se
certa variabilidade, considerando-se as bandas proteicas detectadas, dado este
facilmente avaliado pela Tabela 11.

Para andlise da eletroforese de proteinas musculares hidrossoluveis de
peito de avestruz em gel de Poliacrilamida a 10% de concentragéo no gel de
separacdo num sistema descontinuo de tampdes alcalinos, foram analisados

os dados da tabela 12 e da figura 10.

Tabela 12 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de dispersao
das mobilidades relativas (rf) e valores densitométricos das proteinas
musculares hidrossollUveis de peito de avestruz separadas por eletroforese em
gel de Poliacrilamida a 10% de concentracdo no gel de separacdo num sistema
descontinuo de tampdes alcalinos.

Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)
Banda X S CV% IC X S CV% IC
ri 0,124 5/11E-03 2,61E-05 8,13E-04 4,064 0,96 0,92 0,15
r2 0,250 ~0 ~0 ~0 1,275 0,28 0,08 0,04

r3 0,281 1,11E-02 1,23E-04 1,76E-03 2,213 0,66 0,44 0,11
r4 0,327 1,53E-02 2,35E-04 2,44E-03 1,870 0,48 0,23 0,08
rs 0,389 3,58E-02 1,28E-03  5,69E-03 4,498 1,32 1,73 0,21
ré 0,509 3,58E-02 1,28E-03 5,69E-03 14,783 2,72 7,38 0,43
r7 0,566 5,11E-02 2,61E-03  8,13E-03 9,168 3,42 11,73 0,54
r8 0,569 2,67E-02 7,11E-04  4,24E-03 8,554 1,81 3,26 0,29
r9 0,675 5,14E-03 2,65E-05  8,18E-04 5,443 3,23 10,45 0,51

(X) Média; (S) Desvio Padrao; (CV%) Coeficiente de variacao; (IC) Intervalo de
confianca ao nivel de 5% de confianca.
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Figura 10 - Eletroforese de proteinas musculares hidrossoliveis de
peito de avestruz em gel de Poliacrilamida a 10% de concentracdo no gel de
separacdo num sistema descontinuo de tampdes alcalinos. (r) bandas
proteicas. Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Com a analise da figura 10, e observando os dados da tabela 12, foi
possivel encontrar um total de nove diferentes bandas proteicas com suas
mobilidades relativas variando de 0,124 a 0,675. Com a andlise da tabela,
notou-se uma média de rf muito préximas entre as bandas r2, r3, r4 e r5, além
de rf média préxima entre r6, r7 e r8.

Ainda com relacdo a mobilidades relativas, tendo em vista a reduzida
variabilidade individual nas posi¢cbes determinadas, notaram-se pequenas
variagdes em desvio padréo, coeficiente de variagéo e intervalo de confianga.
Na banda r2 nédo houve variacdo individual nas posi¢cdes determinadas e os
valores de desvio padréao, coeficiente de variacdo e intervalo de confianca
permaneceram em zero.

Os resultados densitométricos apresentaram médias variando de 14,783
a 1,275, o que pode também explicar a intensidade das colora¢des nas bandas
apresentadas na figura 10, onde identificou-se com maior intensidade de
coloracdo as bandas rl, r6, e r8. As bandas r2, r3, r4, r5 possuiam menor
intensidade de coloragéo e a banda r7 apresentou-se de forma difusa, ndo
sendo facilmente perceptivel. Também em relacdo a densitometria, encontrou-
se certa variabilidade, considerando-se as bandas proteicas detectadas, dado

este facilmente avaliado pela Tabela 12.
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Para andlise da eletroforese de proteinas musculares hidrossolUveis de
peito de avestruz em gel de Poliacrilamida a 10% de concentragdo no gel de
separacdo em presenca de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), ndo denaturante e
nao redutor, em um sistema descontinuo de tampdes alcalinos, foram

analisados os dados da tabela 13 e da figura 11.

Tabela 13 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de disperséo
das mobilidades relativas (rf) e valores densitométricos das proteinas
musculares hidrossoluveis de peito de avestruz separadas por eletroforese em
gel de Poliacrilamida a 10% de concentracdo no gel de separacao em presenca
de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), ndo denaturante e nao redutor, em um
sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)

Banda X S CV% IC X S CV% IC
rl 0,065 1,46E-17 2,14E-34 3,12E-18 45,450 5,44 29,65 1,16
r2 0,430 5,85E-17  3,42E-33 1,25E-17 9,373 1,39 1,93 0,30
r3 0,570 1,17E-16 1,37E-32 2,50E-17 2,530 0,44 0,20 0,09
r4 0,830 1,17E-16 1,37E-32 2,50E-17 3,246 0,68 0,47 0,15

(X) Média; (S) Desvio Padrao; (CV%) Coeficiente de variacao; (IC) Intervalo de
confianca ao nivel de 5% de confianca.
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Figura 11 - Eletroforese de proteinas musculares hidrossollveis de
peito de avestruz em gel de Poliacrilamida a 10% de concentragao no gel de
separacao em presenca de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), ndo denaturante
e ndo redutor, em um sistema descontinuo de tampdes alcalinos. (r) bandas
proteicas. Fonte: FIGUEIRA, 2011.



36

Com a analise da figura 11, e observando os dados da tabela 13, foi
possivel encontrar um total de quatro diferentes bandas proteicas com suas
mobilidades relativas variando de 0,065 a 0,830. Notou-se com a avaliacdo da
tabela uma média de rf bem distinta entre as bandas.

Ainda com relacdo a mobilidades relativas, tendo em vista a reduzida
variacdo individual nas posicbes determinadas, notaram-se pequenas
variacbes nas medidas de desvio padréo, coeficiente de variacéo e intervalo de
confianga.

Os resultados densitométricos apresentaram medias variando de 45,450
a 2,530, o que pode também explicar a intensidade de coloragcdo com que as
bandas se apresentaram na figura 11, onde podem ser identificadas com maior
intensidade de colorac&o as bandas rl e r2, sendo que a banda r3 apresentou-
se difusa e fracamente corada e r4 apresentou-se com menor intensidade de
coloracdo. Também em relacdo a densitometria, encontrou-se certa
variabilidade, considerando-se as bandas proteicas detectadas, dado este
facilmente avaliado pela Tabela 13.

Para analise da Isoeletrofocalizacdo de proteinas musculares
hidrossoluveis de peito de avestruz, foram analisados os dados da tabela 14 e

da figura 12.
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Tabela 14 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de disperséo
das mobilidades relativas (rf) e valores densitométricos das proteinas
musculares  hidrossoliveis de peito de avestruz separadas por
Isoeletrofocalizacéo.

Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)
Banda X S CV% IC X S CV% IC
rl 0,061 7,31E-18 5,35E-35 1,56E-18 10,947 5,93 35,15 1,26
r2 0,076 1,46E-17 2,14E-34 3,12E-18 4,756 2,04 4,15 0,43
r3 0,096 1,46E-17 2,14E-34 3,12E-18 4,029 1,56 2,44 0,33
r4 0,170 2,93E-17 8,56E-34 6,24E-18 3,346 1,82 3,31 0,39
r5 0,210 2,93E-17 8,56E-34 6,24E-18 1,004 0,62 0,39 0,13
ré 0,240 5,85E-17 3,42E-33 1,25E-17 1,979 0,96 0,93 0,21
r7 0,270 ~0 ~0 ~0 0,462 0,55 0,30 0,12
r8 0,300 5,85E-17 3,42E-33 1,25E-17 0,621 0,87 0,75 0,19
r9 0,320 5,85E-17 3,42E-33 1,25E-17 1,710 1,21 1,47 0,26
rilo 0,350 5,85E-17 3,42E-33 1,25E-17 1,015 0,84 0,71 0,18
ril 0,370 5,85E-17 3,42E-33 1,25E-17 3,155 2,06 4,24 0,44
ri2 0,380 5,85E-17 3,42E-33 1,25E-17 1,990 0,87 0,76 0,19
rli3 0,410 5,85E-17 3,42E-33 1,25E-17 5,439 2,38 5,68 0,51
ri4 0,470 1,17E-16 1,37E-32 2,50E-17 1,372 0,58 0,34 0,12
r15 0,500 ~0 ~0 ~0 1,306 1,00 0,99 0,21
rlé 0,520 1,17E-16 1,37E-32 2,50E-17 1,753 0,74 0,55 0,16
rl7 0,570 1,17E-16 1,37E-32 2,50E-17 1,928 1,63 2,67 0,35
rl8 0,610 1,17E-16 1,37E-32 2,50E-17 0,670 0,61 0,38 0,13
r19 0,680 1,17E-16 1,37E-32 2,50E-17 1,287 0,77 0,60 0,16
r20 0,840 8,16E-03 6,67E-05 1,74E-03 6,893 2,89 8,36 0,62

(X) Média; (S) Desvio Padréo; (CV%) Coeficiente de variagéo; (IC) Intervalo de
confianca ao nivel de 5% de confianca.
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Figura 12 - Isoeletrofocalizacdo de proteinas musculares hidrossolaveis
de peito de avestruz. (r) bandas proteicas. Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Com a analise da figura 12, e observando os dados da tabela 14, foi
possivel encontrar um total de vinte diferentes bandas proteicas com suas
mobilidades relativas variando de 0,051 a 0,840. Tais fatos foram
demonstrados na tabela 14, na qual as médias de rf entre rl e r3
apresentaram-se muito proximas e entre r4 e r19 também.

Ainda com relacdo a mobilidades relativas, tendo em vista a reduzida
variabilidade individual nas posicOes determinadas, notaram-se pequenas
variacfes nas medidas de desvio padréo, coeficiente de variacdo e intervalo de
confianca. Nas bandas r7 e rl5 ndo houve variacdo individual nas posicdes
determinadas e as medidas de desvio padrdo, coeficiente de variacédo e
intervalo de confianga permaneceram em zero.

Os resultados densitométricos apresentaram médias variando de 10,947
a 0,621, o que representou os graus de intensidade de coloracdo com que as
bandas se apresentaram. Analisando a figura 12, identificou-se com menor
intensidade de coloracao as bandas r5, r7, r8, r10 e rl8, sendo que as demais
bandas apresentaram-se intensamente coradas. Ha de se ressaltar que as

bandas entre r7 e rl8 apresentam certa difusdo, e portanto dificil distincdo
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entre si. Também em relacdo a densitometria encontrou-se certa variabilidade,
considerando-se as bandas proteicas detectadas, dado este facilmente

avaliado pela Tabela 14.
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6. DISCUSSAO

Considerando a eletroforese em gel de agarose, foram observadas seis
bandas proteicas nas amostras de frangos, cinco em amostras de perus e
quatro nas amostras de avestruzes. Avaliando as mobilidades relativas, foi
observado que apenas a banda rl (0,110) foi encontrada tanto nas amostras
de frangos quanto nas amostras de perus (figura 13), o que também foi
demonstrado nos resultados da densitometria (30,255% e 23,510%
respectivamente).

As demais bandas ndo mostraram relacdo nas espécies testadas, uma
vez que nao foram identificadas semelhancas nos diferentes géis testados das
mesmas. A estatistica descritiva demonstrou que a técnica possui acuracia e
repetibilidade, uma vez que os valores de desvios padrdo, coeficiente de
variacdo e intervalo de confianca das mobilidades relativas foram
extremamente baixos.

Com relacédo aos resultados da analise densitométrica, foi encontrada
grande homogeneidade entre as espécies testadas, 0 que garante assim a
existéncia de um padrdo correspondente ao perfil eletroforético obtido e
caracterizado. Os resultados obtidos demonstraram para a obtencdo de um
padrdo protéico para as espécies em estudo pode ser realizado com o

emprego dessa técnica.
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Figura 13 - Eletroforese em gel de Agarose de proteinas musculares
hidrossoluveis de peito de frangos de corte (A), perus (B) e avestruzes (C). (r)
bandas proteicas. Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Tendo como referéncia a técnica de eletroforese nativa em gel de
poliacrilamida, foram observadas seis bandas proteicas nas amostras de
frangos, oito nas amostras de perus e nove em amostras de avestruzes. O
emprego desta técnica demonstrou um maior fracionamento proteico do que o
apresentado em géis de agarose, sendo que nao foi encontrada relacdo entre

as ocorréncias das bandas proteicas das espécies estudadas (figura 14).
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Figura 14 - Eletroforese de proteinas musculares hidrossoluveis em gel de
poliacrilamida a 10% de concentracdo no gel de separacdo num sistema
descontinuo de tampdes alcalinos de peito de frangos de corte (A), perus (B) e
avestruzes (C). Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Este fato foi constatado pela analise dos valores de mobilidade relativa
das bandas na referida técnica, os quais puderam ser observados que em
todas as espécies testadas, encontraram-se valores muito baixos de desvios
padrdo e de coeficiente de variagdo, demonstrando a repetibilidade da técnica
assim como sua acuracia.

O mesmo pode ser descrito sobre os valores referentes a densitometria,
nos quais as diferencas individuais embora tenham sido detectadas,
apresentavam-se com minima variacdo, como demonstrado na estatistica
descritiva. Os resultados aqui obtidos demonstram a empregabilidade dessa
técnica para a obtencdo de um padrao proteico para as espécies em estudo,
com maior diversidade das bandas proteicas em relacdo a técnica
anteriormente citada.

Os resultados obtidos com a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS ndo redutora e néo denaturante
demonstrou a presenca de trés bandas protéicas nas amostras de frangos, seis
nas de perus e quatro nas de avestruzes. Neste sentido, mais uma vez

observa-se a ndo ocorréncia de bandas coincidentes entre as espécies
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testadas (figura 15), conforme os dados de mobilidade relativa demonstraram,

assim como os baixos valores de desvios padréo e coeficiente de variacéo.

A B C

Figura 15 - Eletroforese de proteinas musculares hidrossolaveis de peito
de frangos de corte (A), perus (B) e avestruzes (C) em gel de Poliacrilamida a
10% de concentracdo no gel de separacdo em presenca de Dodecil Sulfato de
Sodio (SDS), ndo denaturante e ndo redutor, num sistema descontinuo de
tampdes alcalinos. Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Apesar da reducdo do numero de bandas reveladas, notou-se também a
formagdo de um padréo eletroforético individual e ndo coincidente entre as
espécies em estudo, o que permite utilizar esta técnica no intuito de diferenciar
as especies.

E por fim, os resultados obtidos na técnica de Isoeletrofocalizacao,
demonstraram a maior variagdo interespecifica quanto as proteinas
musculares. Foram detectadas seis fracdes proteicas nas amostras de frangos,
onze fracbes em amostras de perus e vinte fragcbes nas amostras de
avestruzes.

Com a analise dos resultados de mobilidade relativa observou-se que a
banda r6 em amostras de frangos coincidiu com a banda r9 de perus, além do
que, comparando os resultados obtidos com perus aos obtidos com avestruzes,
observa-se que a banda r4 de perus coincidiu com a r6 de avestruzes, a r8 com

arl2 erll com arl5 (figura 16).
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Figura 16 - Isoeletrofocalizacdo de Proteinas musculares hidrossolaveis
de peito de frangos de corte (A), perus (B) e avestruzes (C). (r) bandas
proteicas. Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Apesar dessas coincidéncias, os padrées eletroforéticos obtidos para as
diferentes espécies foram bem diferentes. De semelhante modo, os baixos
desvios padrdo e coeficiente de variacdo apontam para a repetibilidade dos
resultados obtidos nessa técnica, constituindo-se num perfil eletroforético

padrdo e individual para cada espécie testada.
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7. CONCLUSAO

As técnicas eletroforéticas empregadas revelaram eletroferogramas de
proteinas musculares que, com maior ou menor fracionamento, resultaram em
padrées especificos de proteinas musculares para cada espécie, sendo Uteis
na identificacéo dos tecidos musculares de frangos, perus e de avestruzes.

A densitometria demonstrou a ocorréncia de variagdes quantitativas
individuais que podem ser devidas a perdas proteicas durante a manipulacao
ou ainda alteracdes referente a propria expressao génica individual, mas que

ndo comprometeram a padronizacao especifica dos eletroferogramas.
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RESUMO: Fragmentos de musculatura peitoral de aves de interesse
comercial (frangos de corte, perus e avestruzes) foram submetidos a quatro
técnicas eletroforéticas: Eletroforese Nativa em Gel de Poliacrilamida, SDS-
PAGE Nao Denaturante, CELM-GEL® - Filme de Agarose Geral e
Isoeletrofocalizacdo em Phast-Gel, objetivando identificar a padronizacdo do
perfil eletroforético das proteinas musculares das espécies em estudo
empregando-se os diferentes métodos eletroforéticos e através da
densitometria, avaliar possiveis perdas nas fracdes proteicas encontradas. Os
resultados demonstraram padrées especificos de proteinas musculares para
cada espécie, sendo Uteis na identificacdo dos tecidos musculares de frangos,
perus e de avestruzes, além do que a densitometria demonstrou a ocorréncia
de variacdes quantitativas individuais que identificaram perdas, que néo
comprometeram a padronizacao especifica dos eletroferogramas.

Palavras-chave: SDS-PAGE, Densitometria, proteina muscular, frangos de
corte, perus, avestruzes.

Introducéo

Os héabitos alimentares durante a evolucdo humana adquiriram grande

importancia por serem fontes essenciais de nutrientes naturais, com facil
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preparo e acesso a classes menos favorecidas da sociedade. Neste contexto,
os alimentos de origem animal possuem uma visibilidade privilegiada por
apresentarem além de grande fornecimento de proteinas de facil degradacéo,
devido ao equilibrio de aminoacidos essenciais que atendem a exigéncia diaria
do metabolismo humano, uma melhor caracteristica palatavel em relacdo aos
alimentos de origem vegetal. Com a crescente demanda destes alimentos por
parte da populacdo, nota-se que a carne de aves, em constante crescimento, €
a mais consumida no mundo, sendo que no Brasil, a carne de frangos de corte
se apresenta como a mais produzida, com mais de 1.000.000 de toneladas em
relacdo a carne bovina, segunda colocada (UBABEF, 2010; IBGE, 2011).

Em relacdo a outras espécies de interesse comercial, Pulici et al. (2008)
apresenta que foram abatidos 36,9 milhdes de perus em 2005, representando
um crescimento de 5,61% em relacéo a 2004, além do que, a producéo atingiu
359,2 mil toneladas, o que representa um crescimento de 14,21%, e em 2010,
as exportacOes totalizaram quase 160 mil toneladas de carne, sendo quase
50% em industrializados, com o principal mercado consumidor sendo o
europeu (UBABEF, 2011). No caso de avestruzes, o abate teve um pico em
2007, com 13.870 aves, com resultado superior a 150 toneladas, entretanto
entrou em queda e segundo estimativas dos criadores, o abate de 2010 seria
proximo de 100 toneladas (PATRICIA, 2010).

Entre as caracteristicas esperadas para o padrdo de identificacdo dos
produtos carneos, as caracteristicas sensoriais, a maciez, a suculéncia e o
odor sdo as mais exigidas pelo consumidor, e estas estdo diretamente ligadas
a constituicdo proteica do produto (TATUM et al., 2000). Neste sentido, as
proteinas constituem entdo, um dos tipos de macromoléculas biolégicas mais
abundantes, versateis e complexas dos organismos vivos. Sua alta
complexidade refere-se ao fato de que sdo constituidas por diferentes
sequéncias de aminoacidos que podem ou ndo estar modificados, além de
apresentarem uma ampla faixa de tamanho (variando de alguns poucos kDa a
alguns MDa) e estruturas (NEVES, 2010). Considerando este componente,
algumas das técnicas que podem ser citadas para sua avaliacdo e
quantificacdo sao as técnicas eletroforéticas e densitométricas (MAFRA, et al.,
2008).



53

A utilizacdo de tais técnicas para a identificacdo de fraudes em cortes e
produtos carneos € cada vez mais utilizada, uma vez que a adicdo destes
produtos de substéncias ndo carneas e até misturas entre espécies tém-se
tornado pratica cada vez mais comum. Daguer et al. (2009) utilizaram a
técnica de SDS-PAGE para identificar a adicdo de proteinas ndo carneas em
lombo suino para apresentar um padrdo eletroforético, e sua consequente
utilizagdo, uma vez que a legislacéo brasileira permite a adicdo desta proteina,
mas ha poucas técnicas para sua fiscalizacao.

A eletroforese em gel de poliacrilamida permite a obtencdo de um perfil
padrdo e especifico para diferentes espécies animais, sendo que este ndo €
alterado pela idade, sistema de criacdo e metodologias de abate e periodos
post-mortem, no que se refere a grandes fragOes proteicas (DIERCKX et al.,
2004).

Segundo Freitas et al. (2002) a eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo SDS constitui um método eficaz de separacdo dos componentes
moleculares em mistura protéica e sua utilizacdo na deteccdo de fraudes em
produtos carneos é viavel para identificacdo na mistura de carnes nao citadas
no rotulo.

O objetivo deste trabalho foi identificar a ocorréncia da padronizagdo do
perfil eletroforético das proteinas musculares das espécies de aves de
interesse comercial empregando-se diferentes meétodos eletroforéticos e ainda

através da densitometria, avaliar possiveis perdas nas fracfes encontradas.

Material e Métodos

Foram utilizados como amostragem, 30 fragmentos de musculatura
peitoral de aves de interesse comercial, sendo 10 de cada espécie em estudo
(frangos de corte, perus e avestruzes), abatidos em frigorificos inspecionados
do Parana e Sao Paulo. Para os fragmentos de frangos e perus, foram
removidos por¢cdo completa do peitoral das aves, e posteriormente coletados
os fragmentos. Nos fragmentos de avestruzes, foram retirados 3 porcdes
distintas do musculo peitoral logo apds a evisceracdo dos animais, sendo que
cada porcdo continha em média 25 cm? (removidos através de gabaritos

quadrados com laterais de 5 cm). Todas as amostras foram colhidas em
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sequéncia de abate, com animais de mesmo lote e, portanto mesmo sistema
de criacdo dentro de cada espécie em estudo. As amostras, depois de
colhidas, foram acondicionadas em embalagens individuais, identificadas e
transportadas a freezers com set point a -18°C para congelamento. As
alteracbes provocadas pelo post-mortem dos animais ndo foram levados em
consideragdo, uma vez que as porgcbes proteicas em estudo nao seriam
afetadas (DIERCKX et al., 2004). Para a extracdo proteica foram utilizadas
amostras de 500 mg de fragmentos musculares imersos em nitrogénio liquido.
Apoés o0 congelamento, os musculos foram fatiados e macerados em almofariz
contendo 2 ml de agua destilada deionizada, segundo técnica descrita por
Lemos; Moraes (1992). As amostras resultantes foram centrifugadas em
refrigeracdo a 4°C, com 7500 G por 15 minutos. O precipitado foi descartado e
0 sobrenadante, diluido em solucédo de aplicacdo (constituida de tampéao Tris-
HCI pH 8,8 na quantidade de 100 ml, azul de bromofenol na quantidade de 50
mg e glicerol na proporcao de 5% do volume final) na proporgéo 1:3 (v/v) e
congelado a — 80°C, para posterior diluicido e utilizacdo nas corridas
eletroforéticas.

Para a execucdo da eletroforese PAGE foi empregado o conjunto mini-
PROTEAN 3 (BIORAD®) conforme instrugdes do fabricante e técnica proposta
por Hames; Rickwood (1990) com alteracOes realizadas por Ramos (1992),
sendo aplicado em cada poco aliquota de 13 ul de amostra, conectando a cuba
a fonte estabilizadora, mantendo o seguinte protocolo: 100 V de corrente inicial
por 10 minutos seguido de 300 V por 150 minutos, mantendo a amperagem
livre. Para a SDS-PAGE né&o denaturante foi seguido o mesmo protocolo
anterior, com a adicdo de SDS na preparacado do gel separador, sendo que
quantidades de amostras utilizadas assim como protocolo da fonte
estabilizadora foram mantidas. Para a eletroforese em gel de agarose foi
empregado um filme de agarose pronto, de acordo com as especificagbes do
fabricante (CELM-GEL, 1999), adicionando 90 ml de tampéao TRIS pH 9,5
refrigerado e 1 pl de amostra em cada poco, com o seguinte protocolo de fonte
estabilizadora: 100V de corrente por 20 minutos, com amperagem livre. Para
utilizacdo dos kits mini-géis de Isoeletrofocalizacdo (gradiente de pH 3 - 9),
foram dispostos o0s geéis prontos diretamente no equipamento, e

posterioremente foram aplicados 3 pl de amostra no suporte de aplicacdo para
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posterior utilizacdo dos pentes (12 posices, sendo que as posicles laterais
foram descartadas), os quais por capilaridade coletam aliquotas de 0,3 pl. O
protocolo do equipamento PHASTSYSTEM (PhastGel® GE HEALTH-CARE)
utilizado foi o seguinte: 100 V estabelecidos até que as amostras adentrem ao
gel, com posterior diferenca de potencial de 2000 V para a separacdo das
fracOes proteicas, por 20 minutos.

A coloracao do gel foi feita realizando a imerséo no corante Coomasie
Brillant Blue em solucéo de acido acético conforme instrucdes do fabricante por
4 horas para as técnicas de PAGE e PAGE-SDS. Apoés a coloracédo o gel foi
acondicionado em solucdo descorante do Coomasie (agua/metanol/acido
aceético 1:3:6, v/v) até a revelacdo das bandas proteicas no gel. Para a técnica
de agarose, a coloracéo foi realizada empregando-se Negro de Amido a 0,1 %
em solucdo com acido acético a 5 % e o processo de descoloracdo em solucao
de acido acético 5 % até revelacdo das bandas proteicas.

Os kits mini-géis foram submetidos a coloragéo e descoloragéo no préprio
aparelhno (PHASTSYSTEM) conforme recomendacbes do fabricante. A
captacao das imagens dos géis foi realizada por meio de equipamento de foto-
documentacdo (Image Master VDS Pharmacia) com identificacdo das
mobilidades relativas, pesos moleculares e pontos isoelétricos.

Para quantificacdo das mesmas, o software do fotodocumentador (VDS
ELITE 1.0) realizou as analises densitométricas, realizando a avaliacao
quantitativa de cada banda proteica, separadas nas diferentes técnicas

eletroforéticas.

Resultados e Discusséo

Considerando a eletroforese em gel de agarose, foram observadas seis
bandas proteicas nas amostras de frangos, cinco em amostras de perus e
quatro nas amostras de avestruzes. Avaliando as mobilidades relativas, foi
observado que apenas a banda rl (0,110) foi encontrada tanto nas amostras
de frangos quanto nas amostras de perus (figura 1), o que também foi
demonstrado nos resultados da densitometria. As demais bandas n&o
mostraram relacéo nas espécies testadas, uma vez que néo foram identificadas

semelhancas nos diferentes géis testados das mesmas. A estatistica descritiva
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demonstrou que a técnica possui acuracia e repetibilidade, uma vez que os
valores de desvios padréo, Coeficiente de variagao e intervalo de confianca das
mobilidades relativas foram extremamente baixos. Com relacdo aos resultados
da andlise densitométrica, foi encontrado grande homogeneidade entre as
espécies testadas, o que garante assim a existéncia de um padréo
correspondente ao perfil eletroforético obtido e caracterizado. Os resultados
obtidos demonstraram para a obtencdo de um padrdo protéico para as

espécies em estudo pode ser realizado com o emprego dessa técnica.

a4 1

A B C

Figura 1 - Eletroforese em Gel de Agarose de Proteinas musculares

hidrossoluveis de peito de frangos de corte (A), perus (B) e avestruzes (C).
Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Tendo como referéncia a técnica de eletroforese nativa em gel de
poliacrilamida, foram observadas seis bandas proteicas nas amostras de
frangos, oito nas amostras de perus e nove em amostras de avestruzes. O
emprego desta técnica demonstrou um maior fracionamento proteico do que o
apresentado em géis de agarose, sendo que nao foi encontrada relacao entre
as ocorréncias das bandas protéicas das espécies estudadas (figura 2). Este
fato foi constatado pela analise dos valores encontrados de mobilidade relativa
das bandas na referida técnica. Observou-se também que tanto nas amostras
de frango, como nas de perus e de avestruzes, foram encontrados valores

muito baixos de desvios padréo e de Coeficiente de variagcdo, demonstrando a
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repetibilidade da técnica assim como sua acuracia. O mesmo pode ser descrito
sobre os valores referentes a densitometria, nos quais as diferencgas individuais
embora tenham sido detectadas, apresentavam-se com minima variagdo, como
demonstrado na estatistica descritiva. Os resultados aqui obtidos demonstram
a empregabilidade dessa técnica para a obtencdo de um padréo protéico para
as espécies em estudo, com maior diversidade das bandas proteicas em

relacdo a técnica anteriormente citada.

—
——
e E A
Figura 2 - Eletroforese de Proteinas musculares hidrossoltveis em gel de
poliacrilamida a 10% de concentracdo no gel de separacdo num sistema

descontinuo de tampdes alcalinos de peito de frangos de corte (A), perus (B) e
avestruzes (C). Fonte: FIGUEIRA, 2011.

Os resultados obtidos com a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS n&o redutora e nao denaturante
demonstrou a presenca de trés bandas protéicas nas amostras de frangos, seis
nas de perus e quatro nas de avestruzes. Neste sentido, mais uma vez
observa-se a nao ocorréncia de bandas coincidentes entre as espécies
testadas (figura 3), conforme os dados de mobilidade relativa demonstraram,
assim como os baixos valores de desvios padréo e Coeficiente de variacao.

Apesar da reducdo do numero de bandas reveladas, nota-se também a
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formacdo de um padrédo eletroforético individual e ndo coincidente entre as
espécies em estudo, o que permite utilizar esta técnica no intuito de diferenciar

as espécies.

A B C

Figura 3 - Eletroforese de Proteinas musculares hidrossollveis de peito
de frangos de corte (A), perus (B) e avestruzes (C) em Gel de Poliacrilamida a
10% de concentracdo no gel de separacdo em presenca de Dodecil Sulfato de
Sadio (SDS), ndo denaturante e nao redutor, num sistema descontinuo de
tampdes alcalinos. Fonte: FIGUEIRA, 2011.

E por fim, os resultados obtidos na técnica de Isoeletrofocalizacéo,
demonstraram a maior variacdo interespecifica quanto as proteinas
musculares. Foram detectadas seis fracdes proteicas nas amostras de frangos,
onze fracdoes em amostras de perus e vinte fragbes nas amostras de
avestruzes. Analisando-se os resultados de mobilidade relativa, observou-se
gue a banda r6 em amostras de frangos coincidiu com a banda r9 de perus,
além do que, comparando os resultados obtidos com perus aos obtidos com
avestruzes, observa-se que a banda r4 de perus coincidiu com a r6 de
avestruzes, a r8 com a rl2 e rll com a rl5 (figura 4). Apesar dessas
coincidéncias, os padrdes eletroforéticos obtidos para as diferentes espécies
foram bem diferentes. De semelhante modo, os baixos desvios padrdo e
Coeficiente de variacdos apontam para a repetibilidade dos resultados obtidos
nessa técnica, constituindo-se num perfil eletroforético padrao e individual para

cada espécie testada.
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Figura 17 - Isoeletrofocalizacdo de Proteinas musculares hidrossolaveis
de peito de frangos de corte (A), perus (B) e avestruzes (C). Fonte: FIGUEIRA,
2011.

Conclusdes

As técnicas eletroforéticas empregadas revelaram eletroferogramas de
proteinas musculares que, com maior ou menor fracionamento, resultaram em
padrdes especificos de proteinas musculares para cada espécie, sendo Uteis
na identificacdo dos tecidos musculares de frangos, perus e de avestruzes.

A densitometria demonstrou a ocorréncia de variacdes quantitativas
individuais que provavelmente por perdas proteicas durante a manipulacao ou
ainda alteracbes referentes a propria expressdo génica individual nao

comprometeram a padronizacao especifica dos eletroferogramas.

Referéncias



60

CELMGEL, Eletroforese em Agarose Geral, 1999. CELM - Cia Equipadora de
Laboratorios Modernos, 1999. 24p. Disponivel em:<
http://hp.br.inter.net/ezequiel.araujo/eb/arquivos/agarose%20geral.pdf> Acesso
em: 17 set. 2011.

DAGUER, H., STEPHAN, M. P., BERSOT, L. S. Perfil eletroforético de lombo
suino adicionado de proteinas ndo carneas. Ciéncia Rural, Santa Maria, v.40,
n.2, p.434-440, 2009.

DIERCKX, S.M.; RAMOS, P.R.R.; BORTOLOZZI, J .Identificacdo das proteinas
musculares de suinos submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida com
Sodium Dodecil Sulfato (SDS). Archivos Latinoamericanos de Produccion
Animal, v.12, n.1, p.8-11, 2004.

FREITAS, A.S.; LOPES, A.B.; STEPHAN, M.P.; CORNEJO, F.E.P.; FURTADO,
A.A.L. Composicdo quimica e protéico-molecular da farinha de residuos de
camarao-sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri). Boletim do Centro de
Pesquisa de Processamento de Alimentos, v.20, n.1, p.111-120, 2002.

HAMES, B.D.; RICKWOOD, D. Gel Electrophoresis of proteins: A practical
approach. 22 ed., New York: IRL Press, 1990. 383p.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE).
Indicadores IBGE: Estatistica da Producao Pecuéaria. Comissdo Especial de
Planejamento, Controle e Avaliagdo das Estatisticas Agropecuarias
(CEPAGRO), Brasilia, DF, 2011. 32p.

LEMOS, A.L.S.C., MORAES, M. A. C. Identificagdo eletroforética de peixes de
agua doce (Familia Pimelodidae) de valor comercial. Alimentos e Nutricdo —
Brazilian Journal of Food and Nutrition, v.4, p.57-63,1992.

MAFRA, I., FERREIRA, I. M. P. L. V. O., OLIVEIRA, M. B. P. P. Food
authentication by PCR-based methods. European food research and
technology, v. 227, Issue 3, p. 649-665, 2008.

NEVES, R. C. F. Desenvolvimento de metodologias analiticas para estudo
metaloprotedmico do cobre em plasma, tecido muscular e hepético da
Tilapia do Nilo. 2010. 115f. Tese (Doutorado em Zootecnia)-Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu,
2010.



61

PATRICIA, T. Avestruz como opcéo de investimento. Acritica.com , Manaus,
p.[s.n], 21 jun. 2010. Disponivel em:<
http://acritica.uol.com.br/manaus/economia_avestruz_criacao_mercado_0 284
371564.html >. Acesso em: 9 out. 2011

PULICI, R., ALVES, F. R., GAMEIRO, A. H. Aceitacdo e segmentacao do
mercado de produtos derivados de peru. In: XLVI Congresso da Sociedade
Brasileira de Economia, Administracdo e Sociologia Rural, 2008, Rio Branco —
Acre, Brasil. Apresentacéao Oral... Rio Branco, 2008.

RAMOS, P. R. R. Polimorfismo bioquimico de proteinas séricas do leite de
vacas da raca holandés, puras por cruzamento, variedade malhada de
preto.1992. 131f. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas)-Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 1992.

TATUM, J. D.; SMITH, G. C.; BELK, K. E. New approaches for improving
tenderness, quality, and consistency of beef. Journal of Animal Science, v.77,
p. 1-10, 2000.

UNIAO BRASILEIRA DE AVICULTURA (UBABEF). Relatério anual
2009/2010: Anuario da Avicultura Brasileira, 2010. 32p. Disponivel em:
<http://www.abef.com.br/uba/exibenoticiauba.php?notcodigo=2041>.  Acesso
em: 13 mar. 2011

UNIAO BRASILEIRA DE AVICULTURA (UBABEF). Relatério anual 2011:
Anuario da  Avicultura Brasileira, 2011. 72p. Disponivel em:
<http://www.abef.com.br/ubabef/exibenoticiaubabef.php?notcodigo=2761>.
Acesso em: 14 ago. 2011.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
	SUMÁRIO
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	5. RESULTADOS
	6. DISCUSSÃO
	CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS
	ARTIGO CIENTÍFICO

