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1.RESUMO

Junto ao Laboratério de Fracionamento de Proteinas, desenvolveu
atividades aplicando técnicas eletroforéticas (gel de agarose, eletroforese nativa em gel
de poliacrilamida) em amostras de musculos de aves de interesse comercial (frangos,
perus e avestruzes), tendo como co-orientador o Prof. Paulo Tadeu Figueira da
Faculdade de Medicina Veterinaria, PUC/PR - Toledo, onde desenvolveu atividades de
andlise de géis de eletroforese. Aplicou as técnicas de eletroforeses citadas em amostras
de musculos e soro sanguineo (em andamento) de tilapias (Oreochromis niloticus), bem
como desenvolveu atividades de andlises computacionais (VDS — PHARMACIA) e
estatisticas (ASSISTAT) nos dados obtidos, resultando na participacdo em 7 congressos
com apresentacdo de trabalhos. Cursou a disciplina de Genética, como aluno especial,
junto a turma de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas, num total de 8 créditos, sendo

aprovado com média 7,2.

2.INTRODUCAO

2.1. Aves de Interesse Comercial

Na demanda de alimentos de origem animal, a carne de aves € ainda a mais
consumida do mundo. A crescente receptividade do mercado externo ao produto
nacional exerce influéncia no sistema de producdo e de qualidade, aumentando a
eficiéncia da cadeia produtiva, principalmente a industrial. Nesse sentido, o Brasil conta
com a produc¢do de frangos, perus e mais recentemente, avestruzes. A eletroforese de
proteinas pode ser empregada como ferramenta na identificacdo do produto, desde que
ndo haja alteracdo na constituicao protéica devido ao pés-mortem.

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 aptidao (SARCINELLI et al., 2007).

A producdo 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 aquisi¢do de novos conhecimentos especificos nas dreas de
nutri¢do, genética, manejo e bem-estar das aves (DAMASCENO et al., 2010).

O inicio desta cultura remete ao final da década de 50, principalmente nos

Estados do Sudeste evoluindo na década de 70 com intensa reorganizagao do complexo



de producgdo de proteinas animais, se deslocando para a regidao Sul. Transcrevendo esta
evolucdo em valores, vé-se que em 2001 as exportagdes ultrapassaram a casa do bilhdo
de toneladas produzidas (GIROTTO; AVILA, 2003).

Segundo dados do IBGE (2011), no 1° trimestre de 2011, o abate de 1,306
bilhdes de frangos ultrapassou pela primeira vez o patamar dos 1,3 bilhdes desde o
inicio da Pesquisa Trimestral do Abate de Animais em 1997. Realizando uma
comparacdo com o correspondente trimestre de 2010, a variacdo € positiva em 8,2% e,
na comparacdo com o 4° trimestre de 2010, hd aumento de 3,4% no volume abatido.
Analisando a série histdrica produtiva desde 2006, nota-se um aumento de mais de 300
milhOes de aves abatidas.

A producdo de perus vem tendo 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, o 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 5,61% em relacdao a 2004, além do que, a produgdo
atingiu 359,2 mil toneladas, o que representa um crescimento de 14,21%.

Neste periodo notou-se um acréscimo no consumo de subprodutos pelo
mercado nacional, durante todo o ano, e ndo apenas em épocas de sazonalidade. Em
relacdo a industrializa¢do da carne de peru, com aumento da oferta de produtos atraentes
e praticos e com maior participacdo na elaboragdo de produtos prontos, muito
solicitados pelo consumidor brasileiro, como as lasanhas, patés e pizzas, a tecnificagdo e
busca por qualidade tornou-se consequéncia (MENDES et al., 2005).

Em 2010, as exportagdes totalizaram quase 160 mil toneladas de carne,
sendo quase 50% em industrializados, com o principal mercado consumidor sendo o
europeu (UBABEF, 2011).

No Brasil a criacdo de avestruzes é 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 13.870 aves, com
resultado superior a 150 toneladas, entretanto entrou em queda e segundo estimativas

dos criadores, o abate de 2010 atingiu préximo de 100 toneladas (PATRfCIA, 2010).



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

A principal caracteristica sensorial, no ponto de vista do consumidor, € a
cor, pois embora seja carne de ave, é fortemente avermelhada, podendo assumir
coloragdes 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 composi¢@o, mais até que a carne bovina (CARRER, et al., 2004).

2.2. Peixes

A piscicultura no Brasil teve um desenvolvimento considerdvel nos ultimos
anos. Isto é fato, pois tanto institui¢des publicas, como privadas, mostraram grande
interesse no cultivo de peixes. Sdo criagdes de facil manejo e muito lucrativas. Destaca-
se ainda que os peixes brasileiros possuem excelente sabor, carne aprecidvel e
apresentam vantagens na aclimatacido quando de seu emprego em piscicultura comercial
(SERODIO, 1997).

Sendo a carne do peixe uma rica fonte de proteinas a baixo custo de
producdo, bem como ser de féacil aquisicdo pela populacdo, muitos pesquisadores
dedicaram-se ao estudo do manejo e criacdo de peixes. A musculatura esquelética € a
principal reserva de proteinas no organismo, este tecido € altamente ativo no
desdobramento de certos aminodcidos, bem como na sintese de outros (SCHRODER, et
al, 1973).

Constatando-se o grande avancgo da piscicultura, muitos estudos vém sendo
desenvolvidos com o objetivo de melhorar geneticamente algumas espécies de peixes
através do processo de hibridacdo, explorando o vigor de hibrido ou heterose
(SERODIO, 1997).

Portanto, a introdug¢do de espécies exéticas tem demonstrado excelentes
resultados na producdo de carne de pescado. Dentre elas, as tildpias tiveram uma
producdo mundial superior a 2 milhdes de toneladas, motivando o aumento de sua
producgdo no Brasil.

Na darea nutricional a eletroforese vem sendo usada para comparagdo e
identificacdo tanto de carnes frescas, como congeladas e cozidas, visando o controle de

qualidade e de pureza de origem em diferentes espécies animais (FIGUEIRA, 2011).



Para algumas espécies de peixes pode ocorrer polimorfismo das proteinas
do musculo esquelético, mas em outras espécies, estas proteinas podem se apresentar
monomorficas, além de serem espécies-especificas, sendo assim muito utilizadas tanto
na identificacdo de espécies quanto em estudos evolutivos (HARPER et al, 1982).

Até o momento, ndo se encontraram trabalhos relacionando o
comportamento de proteinas musculares durante a transformacdo de musculatura em
carne, conhecido como periodo pds-mortem. Fica a divida se o padrido eletroforético
obtido de fragmentos de musculos permanece inalterado ou pode passar por alteracoes
decorrentes do tempo de armazenamento.

O presente trabalho teve como objetivos:

1. Comparar técnicas eletroforéticas de Géis de Agarose e de Poliacrilamida a fim
de avaliar sua aplicabilidade na identificacdo e quantificagdo das proteinas
musculares de frangos de corte e, empregando Eletroforese em Gel de Agarose,
obter de um padrdo eletroforético de proteinas musculares de frango, peru e
avestruz, bem como buscar uma possivel correlacdo entre os referidos padrdes e

os comportamentos relacionados a expressao protéica através da densitometria.

2. Empregar Eletroforese em Gel de Agarose, para se investigar possiveis
alteracdes no padrdo eletroforético ou degradacdo em proteinas musculares de

tildpias no decorrer do tempo, relacionando-as entre si.

3. METODOLOGIA

3.1. Local

As andlises para determinacdo dos padrdes eletroforéticos e densitométricos
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.

3.2. Colheita das amostras

Foram utilizadas 10 amostras do musculo peitoral de cada espécie (frango,
peru e avestuz). As amostras de frangos de corte foram obtidas em frigorifico localizado
na regido centro-oeste do Parand, em sequéncia da linha de abate, e inseridas em
embalagens plésticas individuais, sendo transportadas até freezers com set point em -

18°C para congelamento. Da mesma forma, as amostras de perus, foram obtidas de



frigorifico localizado no centro-sul do Parand, realizando a retirada manual com a
separacdo do peito completo do animal, inseridas em embalagens plasticas individuais,
sendo transportadas até freezers com set point em -18°C para congelamento. As
amostras de avestruz foram colhidas logo apds o abate dos animais, ainda na linha
frigorifica de frigorifico localizado no sul do estado de Sao Paulo, com retirada de
porcdes de aproximadamente 5 cm?, de 3 por¢Oes diferentes do peito de cada um dos 10
animais e inseridas em embalagens pldasticas individuais, sendo transportadas até
freezers com set point em -18°C. As alteracdes post-mortem dos fragmentos colhidos
nao foram levadas em consideracdo uma vez que as caracteristicas proteicas avaliadas
serdo as mesmas encontradas em produtos cdrneos disponiveis diretamente no mercado
consumidor.

As amostras de musculos de tildpias foram obtidas de exemplares cedidos
pelo Departamento de Producdo Animal — FMVZ — UNESP — Botucatu. De trés
exemplares, foram empregadas dez amostras seriadas de fragmentos musculares
expostas a temperatura ambiente, com intervalo de tempo de dez minutos. Dos
exemplares restantes coletaram-se 10 amostras de musculos, seriadas, a cada sessenta
minutos, sendo a ultima coletada apds 24 horas de exposi¢do. As amostras foram
obtidas mediante uso de bisturi, maceradas em &4gua deionizada e inibidores de
proteases, (2/1 V/M) e centrifugadas sob refrigeracdo. Uma vez obtidas, foram
transportadas até freezers com set point em -18°C. O sobrenadante foi dosado quanto a

proteinas totais pelo Método de Biureto sendo padronizada a dilui¢ao de 5 ug/ulL.

3.3. Preparo das amostras para as andlises eletroforéticas

Para a extragdo das proteinas musculares foram utilizadas amostras de 500
pg de musculo peitoral imersas em nitrogénio liquido. Apds o congelamento, os
musculos foram macerados em 2 ml de dgua destilada deionizada em almofariz e
devidamente identificados em frascos tipo Eppendorf, segundo descrito por Lemos;
Moraes (1992). As amostras resultantes foram centrifugadas em refrigeracio a 4°C, com
7500 RPM por 15 minutos. O precipitado foi descartado e o sobrenadante, diluido em
solucdo de aplicagdo na proporcdo 1:3 (v/v), sendo armazenado em frascos tipo
Eppendorf, devidamente identificados e congelados para diluicdo e utilizagdo nas

corridas eletroforéticas.



3.4. Eletroforese Nativa em Gel de Poliacrilamida, eletroforese CELM-GEL® (Filme de
Agarose Geral)

Para a determinacdo dos padrdes eletroforéticos das amostras foram
utilizadas as técnicas de eletroforese Nativa em Gel de Poliacrilamida vertical alcalina
(pH 8,3) em sistema de tampdes descontinuos descrita por Hames; Rickwood (1990),
com algumas alteracdes descritas por Ramos (1992). A técnica de eletroforese CELM-
GEL® (Filme de Agarose Geral) de acordo com protocolo do fabricante (CELM-GEL,
2003) com algumas alteragdes.

Na eletroforese Nativa em Gel de Poliacrilamida Vertical alcalina foram
utilizados géis de empilhamento na concentracdo de 4% e géis de separagdo na
concentracdo de 10% (Tabela 1). Em relacio a CELM-GEL® (Filme de Agarose Geral)

foram empregados de acordo com as especificagdes dos fabricantes.

3.5. Preparacdo para as corridas eletroforéticas

Para a execucdo da Eletroforese Nativa Vertical foi empregado o conjunto
mini-PROTEAN 3 (BIORAD®) conforme instrucdes do fabricante. As quantidades das
solucdes utilizadas na elaboracdo dos géis, bem como seus componentes estao descritos
na Tabela 1.

No conjunto mini-PROTEAN 3 (BIORAD®) foram preparados e aplicados
os géis na seguinte forma: foram dispensados 3,5 ml do gel separador, através de
seringa, no conjunto de placas e cobertos com isopropanol até sua total polimerizagao.
Ap0s, foi removido o isopropanol através de capilaridade de papel filtro até secagem.
Posteriormente, se adicionou 1,0 ml de gel empilhador e, em seguida, o encaixe do
molde tipo pente para formagao dos pogos de aplicacdo. Em cada poco, foi aplicada a
aliquota de 13 pl de amostra. Finalizada a aplica¢do, 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.

Para a elaboracio CELM-GEL® (Filme de Agarose Geral) foi empregado
um filme de agarose, 90 ml de tampao TRIS pH 9,5 refrigerado e 1 pl de amostra em
cada poco, e o seguinte protocolo de fonte estabilizadora: 100V de corrente por 20

minutos, com amperagem livre.



Tabela 1 — Solu¢des Utilizadas para preparagao de Gel de poliacrilamida.

Volumes de solugdes para dois géis

Solugdes
Gel de empilhamento a 4% Gel de separacdo a 10 %

Bis-Acrilamida (30:0,8)

- Bis - 30g

- Acrilamida — 0,8g 665 ul 3,33 ml
- H,0 deionizada - 100

mL (g.s.p)

Tris-HCI pH 6,8

- Tris — 6,0g

- HCI (IN) — 48mL 500 pl -

- H,0 deionizada - 100

mL (q.s.p)

Tris-HCI pH 8,8

- Tris — 36,3g

- HCI (IN) — 48mL - 500 pl
- H,0 deionizada - 100

mL (g.s.p)

Persulfato de amdnio

(PSA)

-PSA - 1,5¢g 34 ul 67 ul
- H,0 deionizada - 100

mL (g.s.p)

TEMED Sul 10 pl

Agua 3,8 ml 5,6 ml

Volume final 5 ml 10 ml

3.6. Coloragao e descoloracdo

Apoés a remocdo das placas de vidro, os géis foram imersos no corante
(Coomasie Brillant Blue em solu¢do de dcido acético conforme instru¢des do
fabricante) por 4 horas. Apds a coloracdo o gel foi acondicionado em solugdo

descorante do Coomasie (dgua/metanol/acido acético 1:3:6, v/v) até a revelacdo das



bandas proteicas no gel. Os géis de agarose foram corados com Negro de Amido a 1%
numa solucdo de dacido acético a 5%. A descoloracdo foi feita empregando-se a
submersdo em dacido acético a 5% por 5 minutos. Acompanhada por desidratacdo por
calor. Posteriormente os géis foram imersos novamente em acido acético a 5% até sua

transparentizacao.

3.7. Anélises das Imagens

A captacdo das imagens das bandas foi realizada por meio de equipamento
de foto-documentacdo (Image Master VDS Pharmacia) para identificacdo das
mobilidades relativas bem como na quantificacdo das mesmas.

Para a andlise dos géis da eletroforese Nativa, foram calculadas as medidas
das mobilidades relativas (Rf) de cada banda de proteina. Para os mini-géis, os pontos
isoelétricos foram avaliados através do programa de computador Image Master VDS
(GE HEALTH-CARE). O referido programa também foi empregado nas andlises
densitométricas para a avaliacdo quantitativa de cada banda proteica, separadas nas

diferentes técnicas eletroforéticas.

3.8. Analise Estatistica

Para a andlise estatistica das varidaveis Mobilidade Relativa (Rf) e
Densitometria (%) foi utilizado o programa Assistat Statistical (SILVA; AZEVEDO,
2009) que reproduz a estatistica descritiva dos dados calculando a média, limites de
confianca inferior e superior da média (95%), desvio padrao (s) e variancia (s?) para a
amostragem. O mesmo programa foi aplicado para andlise de variancia e de comparagao
de médias.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Eletroforese em Géis de Agarose e de Poliacrilamida de Proteinas Musculares de

Frangos de Corte

As bandas proteicas tiveram suas mobilidades relativas estimadas e
quantificadas pelo método densitométrico, com o emprego do fotodocumentador VDS —
Pharmacia® (Image Master). Os dados quantitativos apresentados na tabela 2 e 3 foram

analisados com estatistica descritiva segundo BERQUO et al. (1980).



Tabela 2 — Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de posicdo das
mobilidades relativas (1f) e valores densitométricos, das proteinas musculares

hidrossoldveis de peito de frango de corte em eletroforese em gel de Agarose.

Mobilidade Relativa (1f) Densitometria (%)
Banda Media  Desvpad Var Intcon0.5  Media Desvpad Var Intcon(.5
rl 0.110 1.03x10%  1.05x10™  1.55x10™  30.255 5.00 2501 0.75
12 0.190 1.03x10%  1.05x10™ 1.55x10% 13.043 3.38 11.46  0.51
13 0260  1.03x107  1.05x10™ 1.55x10” 5720 1.65 271 0ps
4 0.295 5.13x10%  2.63x10"  7.74x10™ 8,748 1.77 3.15 027
5 0.345 5.13x10%  2.63x10%  7.74x10™ 2240 0.69 0.48  0.10
16 0.790 1.03x10%  1.05x10™ 1.55x10% 0342 0.38 0.14  0.06

Tabela 3 - Estatistica descritiva, medidas de tendéncia central e de posicdo 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 concentracdo no gel de separacdo num sistema descontinuo de

tampdes alcalinos.

e

Mobilidade Relativa (rf) Densitometria (%)
Banda Media Desvpad Var Intcon0.5 Media Desvpad Var  Intcon(.5
1l 0,036 1.13x10°  1.27x10%  1,70x10°  8.608  3.17 10.04 048
2 0.310 1.03x10°  1.05x10*  1.55x10°  3.837 0.72 0.52 0.11
13 0.525 1.54x10°  2.37x107  2.32x10° 10438 1.74 3.03 026
4 0.860 3.08x107  9.47x10"  4.64x10°  4.538  0.94 0.89 0.14
15 0.905 2.56x107  6.58x107%  3.87x10° 4405  0.86 0.74  0.13
16 0.945 2.56x10°  6.58x10*  3.87x10°  3.511  1.04 1.08  0.16

Na tabela 2 s3o identificados seis diferentes bandas protéicas com
mobilidades relativas variando de 0,11 a 0,79 com reduzida variacdo individual e
pequenas alteragdes nas medidas de desvio padrdo, varidncia e intervalo de confianga.
Os resultados densitométricos tiveram médias variando de 30,255 a 0,342, o que pode
ser representado pela intensidade da coloracdo das bandas. As bandas com maior
intensidade de coloracdo foram rl, 12 e r4, sendo que as bandas r3 e r5 encontravam-se
muito proximas a r4, e r6 encontrava-se mais distante e com intensidade de coloragdo
muito baixa. Também em relacdo a densitometria encontrou-se certa variabilidade tendo
relagdo provavelmente com a expressdo dessas proteinas.

Para andlise da eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 1), os dados
foram apresentados na Tabela 3, com a presenca de seis diferentes bandas protéicas com

mobilidades relativas variando de 0,036 a 0,945. As médias de rf de rl e r2 foram
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relativamente menores que as demais, e médias de r4, r5 e r6 ficaram muito préximas.
Notaram-se pequenas variacdes nas medidas de desvio padrdo, variancia e intervalo de
confianga. Os resultados densitométricos apresentaram médias variando de 8,608 a
3,511. Foram identificadas com maior intensidade de coloracdo as bandas r1 e r3, sendo
que as bandas r4 a r6 apresentaram-se préximas e de dificil distin¢c@o. As bandas r4, 15 e
r6 apresentaram-se com uma intensidade de coloragdo menor e com certa difusdo.

Foi encontrada variabilidade por conta da provavel expressdo diferenciada
das proteinas separadas. As pequenas variacoes de rf encontradas nas técnicas
demonstram que ambas t€m repetibilidade e acuricia na andlise pretendida, entretanto o
gel de poliacrilamida apresentou maior diferenca entre os valores de rf o que facilita a
identificacdo das mesmas além de ter apresentado melhor resolucido. As diferencas de
quantificacdo densitométrica entre as técnicas podem ser explicadas pela forma de
separacdo diferencial entre os tipos de gel, pois a agarose é separada pela formagao de
tineis helicoidais enquanto que a poliacrilamida forma poros propriamente ditos
promovendo a separacdo por cargas, massas molares e configuracdo espacial. Até o
momento ndo se encontraram artigos empregando as técnicas aqui apresentadas para a
caracterizacdo do proteinograma de proteinas musculares de francos sendo que a
maioria dos trabalhos utiliza a técnica de SDS-PAGE onde as proteinas sdo separadas

em seus mondmeros e fracionadas apenas em fun¢do da massa molecular.
Figura 1 - Eletroforese de Proteinas musculares hidrossoliveis de peito de frangos de

corte em Gel de Poliacrilamida a 10% de concentracdo no gel de separacdo num

sistema descontinuo de tampdes alcalinos.
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Com os dados aqui apresentados, ambas as técnicas sdo passiveis de uso na
determina¢do do proteinograma de mioproteinas em frangos sendo que a eletroforese
em gel de poliacrilamida mostra uma resolu¢@o superior. Considerando-se que os géis
de agarose apresentam maior facilidade de manuseio e maior rapidez na obtencdo dos
resultados, provavelmente teriam maior aplicacio na necessidade de verificar a
composi¢do protéica de possiveis produtos quanto a pureza (uma vez que podem ocorrer
misturas de espécies na elaboragdo de derivados). Novos trabalhos devem ser
desenvolvidos empregando-se a SDS-PAGE e a focalizagao isoelétrica para uma melhor

comparacao de métodos.

4.2. Padroes Eletroforéticos em Gel de Agarose de Proteinas Musculares de Frangos,

Perus e Avestruzes

Foram obtidos os seguintes padrdes: frango (FR), seis bandas, peru (PR),
cinco bandas e avestruz (AV), quatro bandas cujos rfs médios podem ser vistos na
Figura 2.

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose de fragmentos de musculos de Frangos (FR),

Perus (PR) e Avestruzes (AV) com os correspondentes Rfs médios.

FR PR AV

0,10 0.11
011

018 0,17

0,22 0,20
0.25 025
0,29 : 0.33

0,34

0,69

078 082

Observou-se maior proximidade de rfs nas bandas rl, r2 e r3 entre as
espécies estudadas. Seus resultados densitométricos sdo apresentados na Tabela 4. As
bandas rl entre as espécies tiveram coeficientes de FRXAV 95,68%; FRxPR 96,27% e
AVxPR 90,93%, todas com p<0,01 (Tabela 5). As bandas r2 e r3 ndo apresentaram
correlagdes significativas. A andlise destas bandas pelo teste Tukey mostrou diferencas
significativas entre as espécies (F=12,63 p<0,01), e na interacdo espécies e bandas

(F=65,14 p<0,01) (Tabela 6).
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Tabela 4 — Resultados densitométricos médios das bandas rl, r2 e r3 separadas por
eletroforese em gel de agarose, de fragmentos de musculos de frangos (FR), Perus (PR)

e Avestruzes (AV).

DENSITOMETRIA
BANDAS FR PR AV
R1 28,43 23,51 29,50
R2 12,24 16,59 15,45
R3 4,39 13,80 11,67

Tabela 5 — Teste de Correlacao entre os resultados densitométricos da banda R1 entre

Frangos (FR), (PR) Perus e Avestruzes (AV).

CORRELACAO COEFICIENTE (r) SIGNIFICANCIA

FR X AV 0,9568 ok
FR X PR 0,9627 ok
AV X PR 0,9093 ok

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

Tabela 6 - Analise de Variancias dos resultados densitométricos obtidos em eletroforese
em gel de agarose de proteinas musculares de aves de interesse comercial.

FV GL SQ QM F
TRATAMENTO 2 29885 14942 12.63 **
BLOCOS 1 135 135 0,lns

TRAT. X BLOC 2 1540,82 770,41 65,14 **
RESIDUO 54 638,65 11,82
TOTAL 59 2479.68

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
ns ndo significativo (p > .05)

4.3. Eletroforese em Gel de Agarose e Possiveis Alteragdes no Padrdo Eletroforético ou

Degradacdo em Proteinas Musculares de Tildpias

Encontrou-se um padrao eletroforético de 3 bandas com rfs de: r1 0,19; r2

0,38 e r3 0,86 (Figura 3) o qual ndo se alterou no decorrer do tempo. Foram encontradas
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concentracdes de: r1 19,14%; r2 36,11%; 13 16,34%. Nao foram observadas diferencas
significativas nas concentragdes relativas das bandas protéicas em relagdo ao tempo de
exposicao (F=1,61).

Houve diferenca estatistica entre as concentragdes das bandas (r2>rl=r3)
com F=91,30 p<0,01 (Tabela 7). Os dados concordam com resultados obtidos por
Figueira 2011 que empregou metodologia semelhante, obtendo padrdes para musculos
de aves de interesse zootécnico. Daguer et al., 2009 informou que técnicas
eletroforéticas podem ser empregadas na andlise de misturas protéicas na identificacao
de fraudes comerciais de produtos de origem animal, o que € corroborado pelo presente
trabalho.

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose de fragmentos de musculo de tildpia, com Rfs

médios correspondentes.

Rfs

R1 . 0,19

R2 - 0,38

R3 . 0,86
+

Tabela 7 - Anadlise de Variancias dos resultados densitométricos das bandas rl, 12 e r3,

detectadas por eletroforese em gel de agarose de amostras de fragmentos musculares de

tilpias.
FV GL SQ QM F
TRATAMENTOS 9 362,81 40,31 1,61 ns
BLOCOS 2 4575,12 2287,56 91,30 **

TRAT. X BLOC 18 459,67 25,54 1,02ns
RESIDUO 30 751,64 25,05
TOTAL 59 6149,24

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
(R2>R1=R3)
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O Teste de Correlacdo mostrou que existe correlacdo significativa entre as
bandas R1 e R3 coletadas nos intervalos de 10 minutos conforme mostrado na Tabela 8.
N3ao se observou correlagdo significativa entre os dados densitométricos das amostras
colhidas a cada sessenta minutos. A diferenga da concentragao superior da banda r2 que
se manteve durante todo o processo, € uma caracteristica da espécie. A Regressao na
Andlise de Variancias entre as varidveis rl e r3 resultou em valor significativo, ao nivel

de 1% de probabilidade, gerando uma regressao de quarto grau com a seguinte equagao:
Y = 16,71 - 0,0032x + 0,0016x> - 0,00002x” + 0,0000001x*
Tabela 8 - Teste de correlagdo dos resultados densitométricos das bandas rl, 12 e 13,

detectadas por eletroforese em gel de agarose de amostras de fragmentos musculares de

Til4pias.

BANDAS MOB. REL. % CORREL. COEF. CORR. (R) SIG

R1 0,19 15,22 R1xR2 0,1379 p>0,05
R2 0,38 45,19 R1 X R3 -0,6530 P<0,05
R3 0,84 19,35 R2 xR3 0,3143 p>0,05

5. CONCLUSOES

Considerando as espécies de aves estudadas, pode-se concluir que a
expressdo protéica da banda rl € igual para as trés espécies, ocorrendo variagdes nas
bandas 12 e r3. Este dado mostra uma possivel conservacio de proteina interespecifica,
denotando um provéavel compartilhamento genético. As variagdes podem significar
sinais evolutivos e de melhoramento genético entre as espécies testadas. A eletroforese
nativa de proteinas em gel de poliacrilamida revelou padrdes bem estabelecidos entre as
espécies, também podendo ser empregada para a caracterizacdo de padrdes
eletroforéticos de proteinas musculares.

Quanto a musculatura de tildpias, considerando a metodologia empregada,
constatou-se que nao ocorrem alteracdes no padrdao eletroforético decorrentes de
possiveis alteracdes bioquimicas pds-mortem na transformacdo do misculo em carne,

passiveis de serem identificadas pela eletroforese em agarose.
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Os dados aqui apresentados demonstram que mesmo a exposicdo a
temperatura ambiente por tempo prolongado, ndo € suficiente para provocar alteracoes
bioquimicas nos padrOes eletroforéticos detectados com a eletroforese em gel de
agarose. A exposi¢do a temperatura ambiente a cada 10 minutos demonstrou pequenas
alteracdes nos resultados densitométricos, envolvendo principalmente as bandas R1 e
R3. A correlagdo (-0,6530) informa que possiveis processos de alteracdes bioquimicas
do pés-mortem, resultem num comportamento inverso das bandas citadas. Isto pode
estar ocorrendo pela degradacdo de uma fracdo protéica com conseqiiente acimulo de
produtos na outra. O teste de regressdo resultou numa equacdo de quarta ordem que

pode ser considerada preditora do comportamento das varidveis analisadas.
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