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RESUMO

Na busca por obtencdo de proteinas animais para alimentagdo humana, foi estabelecida uma
rede de préticas interligadas, que se iniciam no momento da alimentagdo do animal na
propriedade até o momento do consumo humano. Dentro destas praticas, a que se refere ao
post mortem do animal e seu acompanhamento pode ser relacionada como essencial para
formacdo de um produto de qualidade. Para tanto, os aspectos fisico-quimicos inerentes a
matéria-prima sao fundamentais e sua formagao esta diretamente relacionada com a qualidade
da proteina resultante no processo. Para avaliar as caracteristicas proteicas de um alimento,
uma técnica muito utilizada € a de eletroforese, na qual se podem conferir as propriedades
destas proteinas e seus perfis, inclusive identificando de qual espécie advém. O presente
trabalho teve como objetivo especifico identificar e caracterizar as perdas de fracdes proteicas
que acontecem no post mortem pela avaliacio da mobilidade relativa e anélise densitométrica
das proteinas do Pectoralis major de frangos de corte. Foram utilizadas amostras carneas de
Pectoralis major de 5 frangos de corte, abatidos em laboratério, com colheitas realizadas com
intervalos de 30 minutos, totalizando 6 colheitas. Apds extragdo proteica das amostras,
sucedeu-se a corrida eletroforética em SDS-PAGE 10% e identificacdo das bandas proteicas
fracionadas, realizou-se extragdo de imagem do gel em fotodocumentador e ANOVA em
programa estatistico para tabulacdo de resultados. Com a andlise dos dados, conseguiu-se
constatar que durante o processo de resolu¢do do rigor mortis, no postmortem ocorre perda
significativa de fracOes proteicas, tendo maior concentragdo em protefnas com maior
resultado em densitometria. Pode-se analisar também que, devido a utilizacdo de aves de
mesmo lote, sexo, manejo e peso semelhante, ndo houve alteracdes significativas na
mobilidade relativa, comprovando esta ser uma caracteristica especifica e diferenciadora de
cada espécie. Pode-se concluir que o processo metabdlico da transformagdo de muisculo em
carne promove alteracdes na constitui¢do nutricional do produto cirneo no que se refere a
proteinas, entretanto, a mobilidade relativa das fragdes nao € alterada pelo processo.
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EVALUATION OF PROTEIN LOSS IN POST MORTEM OF BROILER BY
ELECTROPHORETIC METHOD

ABSTRACT

In the quest for obtaining better animal protein for human consumption, was established a
network of interconnected practices, which begin at the time of feeding the animal on the
property until the time of human consumption. Within these practices, in relation to the
animal post-mortem and your monitoring, can be related as essential to the formation of a
quality product. Therefore, the physical-chemical aspects inherent in raw material are
fundamental, and this formation is directly related to the quality of the resulting protein in the
process. To evaluate the characteristics of a protein of a food, one of the techniques widely
used is the electrophoresis, in which we can check the properties of these and their profiles,
including identifying what species arises. This study aimed to identify and characterize the
specific loss of protein fractions that occur in post mortem by evaluating the relative mobility
and densitometric analysis of proteins from Pectoralis major of broiler. Meat samples were
used for 5 broilers slaughtered in a laboratory, with samples taken at intervals of 30 minutes,
totaling six harvests. After extraction of protein samples, succeeded to run electrophoresis in
10% SDS-PAGE and identification of protein bands fractionated held extraction gel image in
Image Capture VDS and your ANOVA in statistical program, for tabulation of results. With
the analysis of the data, it was possible to see when during the process of resolution of rigor
mortis, in the post mortem occurs one significant loss of protein fractions, with higher loss in
protein with greater density. You can also analyze that because the use of broilers of the same
batch, sex, and weight, with management similarly, no expected significant changes in
relative mobility, because this proving to be a specific characteristic and distinctive for each
species. It can be concluded that the metabolic process in the processing of meat muscle
causes changes in nutritional constitution of the meat product with respect to proteins;
however, the process does not alter the relative mobility of the fractions.

Keywords: SDS-PAGE, densitometry, relative mobility.

EVALUACION DE LA PERDI]}A DE PROTEINAS EN POST MORTEM EN POLLOS
POR METODO ELECTROFORETICO

RESUMEN

En la busqueda de la obtencion de una mejor proteina de origen animal para el consumo
humano, se establecié una rede de practicas interconectadas, las cuales comienzan en el
momento de la alimentacién de los animales en la propiedad hasta el momento del consumo
humano. Dentro de estas practicas, en relacion con el animal post- mortem y su seguimiento,
se puede relacionar como esencial para la formacion de un producto de calidad. Por lo tanto,
los aspectos fisico - quimicas inherentes a la materia prima son fundamentales, y esta
formacion estd directamente relacionada con la calidad de la proteina resultante en el proceso.
Para evaluar las caracteristicas de una proteina de un alimento, una de las técnicas utilizadas
es la electroforesis, en el que se puede comprobar las propiedades de éstos y de sus perfiles,
incluyendo la identificacion de lo que surge especie. Este estudio tuvo como objetivo
identificar y caracterizar la pérdida especifica de las fracciones de proteinas que se producen
en la post mortem mediante la evaluacion de la movilidad relativa y andlisis densitométrico de
las proteinas del pectoral mayor de pollos de engorde. Las muestras de carne se utilizaron
para 5 pollos de engorde sacrificados en un laboratorio, con muestras tomadas a intervalos de
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30 minutos, un total de seis cosechas. Después de la extracciéon de muestras de proteinas,
logrado para ejecutar electroforesis en 10 % SDS - PAGE vy la identificacién de la imagen
fraccionado celebrada de extraccién de gel en la captura de la imagen VDS y su programa
estadistico ANOVA en bandas de proteina, para la tabulaciéon de los resultados. Con el
andlisis de los datos, fue posible ver cuando durante el proceso de resolucion del rigor mortis,
en el post mortem se produce una pérdida significativa de fracciones de proteina, con una
mayor pérdida de proteina con una mayor densidad. También puede analizar que debido a que
el uso de pollos de engorde de un mismo lote, el sexo, y el peso, con la gestion de manera
similar, no hay cambios significativos esperados en la movilidad relativa, por esta
demostrando una caracteristica especifica y distintiva para cada especie. Se puede concluir
que el proceso metabdlico en el procesamiento de la carne muscular causa cambios en la
constitucion nutricional del producto de carne con respecto a las proteinas, sin embargo, el
proceso no altera la movilidad relativa de la fracciones.

Palabras clave: SDS-PAGE, densitometria, movilidad relativa.
INTRODUCAO

A qualidade se tornou um item imprescindivel para o consumo, o que demonstra que
apenas a producao eficiente e competitiva de alimentos de origem animal ja ndo é o foco dos
consumidores (1). Neste sentido, podemos relacionar qualidade da carne com as condig¢des
higi€nicas e sanitdrias, alto valor nutritivo do produto, das caracteristicas organoléticas da
mesma além da acessibilidade do mercado consumidor.

Entretanto, valores de pH, cor, capacidade de retencdo de dgua, perdas por coc¢do e
maciez da carne também sio considerados importantes, e referem-se diretamente na qualidade
das proteinas constituintes do produto cdrneo, demonstrando a evolucdo da pesquisa fisico-
quimica destes produtos (2).

Para podermos realizar a obtenc¢do de proteina animal para alimentacdo, estabelece-se
uma complexa rede de operagdes destinadas a produgdo, abate, desossa, distribuigdo,
armazenamento € preparacdo para o consumo humano (3,4). Na constitui¢do dos animais,
podemos citar que cerca de 30 a 40% do peso vivo consiste de musculo esquelético sendo
constituido de feixes de células muito longas, cilindricas e multinucleadas, com diametros que
variam de 10 a 100um, denominadas fibras musculares esqueléticas (4).

Podemos afirmar que o tipo de fibra, assim como a drea onde ela se localiza, ird
interferir nas propriedades histoquimicas e bioquimicas da carne, e consequentemente na sua
qualidade, principalmente pelos efeitos que sofrem pelo metabolismo no antes e depois do
abate (5). De todos os cortes carneos extraidos das aves de interesse comercial citadas, o que
possui maior valor agregado é o peito (Pectoralis major), sendo comercializado tanto in
natura como em derivados processados (1).

Nas ultimas décadas, a avicultura de corte brasileira tem apresentado elevado
desenvolvimento tecnolégico. Em quaisquer aspectos que se analise, confronta-se com uma
evolucdo de dados e informacdes que apontam para um grande dinamismo do setor.

A avicultura se desenvolveu a partir do final da década de 50, na Regidao Sudeste,
principalmente em Sao Paulo. Na década de 70, a atividade se deslocou para a Regiao Sul,
periodo em que houve profunda reorganizacdo do complexo de carnes no Brasil (6).

Os sistemas industriais modernos de criacdo de frangos caracterizam-se pela alta
concentracdo de aves por unidade de drea. Esta pritica é necessdria devido a intensa
competitividade dos mercados doméstico e internacional. Nos Estados Unidos, no ano de
2004, o lucro médio liquido por quilograma de carne de frangos de corte processada —
excluindo o frango comercializado inteiro — foi de aproximadamente 2 centavos de dolar (7).
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Ap6s o abate dos animais, uma série de modificagdes bioquimicas e estruturais se inicia
dando origem a um processo denominado “conversdo do musculo em carne”. O processo de
conversao do musculo, com diferentes graus de degradagcdo enzimadtica e desnaturacdo de
proteinas, pode resultar em marcantes variacoes nas propriedades da carne, como a
capacidade de retengdo de dgua, cor e firmeza da carne fresca; maciez, sabor e suculéncia da
carne preparada para consumo, e capacidade de emulsificagdo das matérias primas,
rendimentos de processo e cor dos produtos processados.

Segundo Roca, as modificacdes bioquimicas e estruturais ocorrem simultaneamente e
sao dependentes dos tratamentos ante-mortem, do processo de abate e das técnicas de
armazenamento da carne (8).

Em relacdo aos processamentos ocorridos nos produtos carneos, desde o abate ao
tratamento ocorrido em todo processo pds abate, determinard a qualidade do produto final (8).
Ap6s o abate, o tecido muscular fica privado de oxigénio, tendo que realizar para obtencado de
ATP (adenosina trifosfato) o processo fermentativo. Neste sentido, as reservas de glicogénio
muscular continuam a ser degradadas, gerando queda de pH pela produ¢ao e nao retirada do
acido latico. Com esta reducao de pH, a glicélise serd inibida, cessando a producdo de ATP de
modo que a separagdo do complexo actina-miosina ndo ocorre mais, gerando a perda da
plasticidade e estabelecimento do rigor mortis (8). Deste momento até o relaxamento da
musculatura, ocorrerd a resolucdo do rigor mortis.

A eletroforese tem sido utilizada como o método de referéncia para o fracionamento e
posterior quantificagdo das fra¢des proteicas pela densitometria (9).

A utilizacdo de eletroforese para estudo de perfil proteico tem sido utilizada para
caracterizacdo de varios alimentos proteicos (9), desde a forma in natura (1) até a processada
(1,9). Esta técnica também tem sido utilizada para identificacdo de espécies de peixes ou
frutos do mar (2) o que a torna muito Uutil para aspectos relacionados com legislagao.

O principio bésico da técnica de eletroforese consiste na migracao de particulas em um
determinado gel durante a aplicagdo de uma diferenca de potencial sob a influéncia de um
campo elétrico. As moléculas sdo 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 polo positivo (anodo) e
moléculas com carga positiva migram para o pélo negativo (catodo) (1).

Segundo Freitas e colaboradores (10), a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
SDS (Dodecyl Sulfato de Sédio) para padronizagdo das bandas proteicas por meio da
organizacdo das cargas elétricas presentes nas proteinas, constitui um método eficaz de
separagdo dos componentes moleculares e mistura proteicas. A utilizacdo desta técnica na
deteccao de fraudes em produtos carneos pode ser de grande importancia, principalmente no
que se refere a identificar misturas de carnes nao citadas no rétulo (10).

Neste sentido, o presente trabalho objetivou caracterizar por meio da avalia¢do
densitométrica e de mobilidade relativa, obtidas pela técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida com adi¢do de SDS, das perdas de fracdes proteicas do musculo peitoral de
peito de frangos de corte durante o processo de resolucao do rigor mortis.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 5 amostras do musculo peitoral (Pectoralis major) de frangos de corte.
As amostras foram colhidas de aves abatidas em laboratério, para que nao sofressem os
processamentos inerentes ao processo comum de abate, que influenciariam as caracteristicas
bioquimicas musculares (como o processo de escalda, depenagem e resfriamento) pela técnica
de desnucamento, de acordo com o procedimento aceito pela IN 49, do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) para abate de animais para experimentacao
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em laboratérios, de acordo com o Bem Estar Animal, aprovado pelo Comité de Etica e
Experimentacdo Animal (CEUA) da UNESP (Universidade Estadual Paulista) com o nimero
de protocolo 109/2012 de 21 de maio de 2012.

De cada ave, foi removida uma por¢do muscular de aproximadamente 2 cm?, sendo
posteriormente identificadas e embaladas da seguinte forma: 1 aliquota logo apds o término
da sangria do animal e consequente 6bito do animal, e mais 5 aliquotas subsequentes a cada
30 minutos, totalizando 2 horas e 30 minutos, sendo congeladas em nitrogénio liquido no
momento da colheita, e depois foram transportadas ainda congeladas, até o laboratdrio de
fracionamento de proteinas do Instituto de Biociéncias (IBB), da UNESP, na cidade de
Botucatu, estado de Sdo Paulo.

Para a extragdo das proteinas, foram pulverizadas em almofariz, 500 mg de amostras
juntamente com 2 mL de &4gua destilada deionizada e devidamente acondicionadas e
identificadas em frascos tipo Eppendorf uma a uma. Posteriormente, foram centrifugadas em
refrigeragdo a 4°C, com 7500 G por 15 minutos. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante, diluido em solu¢@o de aplicagdo na propor¢ao 1:3 (v/v), sendo armazenado em
frascos tipo Eppendorf, devidamente identificados e congelados a — 80°C, para posterior
utilizac¢do nas corridas eletroforéticas.

Para a determinacdo dos padroes eletroforéticos das amostras, foi utilizada a técnica de
eletroforese Nativa em Gel de Poliacrilamida vertical, alcalina (pH 8,3), em sistema de
tampdes descontinuos, com dodecyl sulfato de sédio (SDS-PAGE) descrita por Hames &
Rickwood (11) com algumas alteracdes descritas por Ramos (12), tendo sido utilizado géis de
empilhamento na concentracdo de 4% e géis de separacdo na concentragdo de 10%.

Foram preparados e aplicados os géis na placa da seguinte forma: 3,5 mL do gel
separador foram aplicados por meio de seringa no conjunto de placas e cobertos com dgua
deionizada até sua total polimerizagao. Apds, foi removida a 4gua por capilaridade com papel
filtro até secagem. Posteriormente, foram adicionados 1,0 mL de gel empilhador e, em
seguida, o encaixe do molde tipo pente para formacdo dos pogos de aplicagdo. Foram
aplicadas aliquotas de 16 uL. de amostra em cada poco de aplicacdo. Finalizada a aplicagdo, a
cuba foi conectada a fonte estabilizadora, mantendo o seguinte protocolo: 100 V de corrente
inicial por 10 minutos seguidos de 300 V por 120 minutos. Considerando a eletroforese
Nativa para a identificacdo das fragdes proteicas de acordo com suas mobilidades relativas,
foram empregados os padrOes de proteinas musculares puras da espécie em estudo,
padronizada por Figueira (1).

Apo6s o término da corrida, ocorreu a remocao das placas de vidro, sendo o gel imerso
em solucdo corante (Coomasie Brillant Blue em solu¢do de dcido acético conforme instrucoes
do fabricante) por 4 horas. Apds a coloragdo, o gel foi acondicionado em uma solucao
descorante do Coomasie (dgua/metanol/acido acético 1:3:6, V/V) até a revelagcdo das bandas
proteicas no gel.

Para a andlise dos géis da eletroforese Nativa, foram calculadas as medidas das
mobilidades relativas (Rf) de cada banda de proteina além da densitometria, por meio de
imagem obtida no equipamento VDS, e andlise no software VDS, da Pharmacia, fabricado
pela LG eletronics versdao 3.0. Os resultados obtidos, depois de analisados no programa
estatistico StatPlus:mac de AnalystSoft — programa de andlise estatistica Versdao 2009, tendo
como referéncia para discussdo dos resultados as médias, variancias e desvios padrdes das
medidas da densitometria e das mobilidades relativas de cada banda, relacionando com o
tempo de post mortem.
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RESULTADOS

Depois de realizadas as corridas eletroforéticas nas amostras de frangos de corte, os
resultados para proteinas hidrossoliiveis do musculo Pectoralis major, estdo representados
pela selecdo de somente um dos géis realizados (figura 1), da demonstracdo de selecdo de
bandas (figura 2) e da densitometria (figura 3), para que ndo ocorresse a repetitividade de
imagens apresentadas.

B TRy

Figura 1. Exemplo de SDS-PAGE 2 10% de Pectoralis major de frangos de corte de uma das
amostras, apresentando aplicagdes relacionada aos tempos 0 (a); 30"(b); 60"(c); 90"(d);
120"(e) e 150"(f).

Figura 2. Exemplo de Seleﬁo de bandas roteicés f;raanélise de Mobilidade Relativa (Rf) e
Densitometria de uma das amostras de frangos, sendo cada selecdo relativa ao tempo de
coleta, na sequéncia.

Figura 3. Imagem gréfica da densitometria realizada para cada amostra de animal analisada,
confirmando a presenca de 13 bandas proteicas significativas.
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Em relacdo a avaliagdo estatistica, foi realizado um teste ANOVA (Teste de variancia)
de um fator simples, uma vez que a Unica varidvel buscada seria a densitometria, que como
hipétese, poderia apresentar-se alterada no post mortem, por ser um dado quantitativo
proteico. Isso ocorre pelo fato de que como todas as amostras provém de frangos de corte de
mesma linhagem, e com pesos e manejos semelhantes, a variagdo da Rf ndo seria levada em
consideracdo, visto que apenas a expressao génica poderia alterar significativamente seus
valores. Os dados analisados da densitometria (calculados individualmente em cada uma das
amostras testadas, e a seguir realizado média simples para cada banda proteica, relacionada
com cada momento da coleta) podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1. Dados da Anova comparando média e desvio padrao das fracdes proteicas (dados
médios, realizados através da andlise individualizada de cada gel).

Banda Densitometria
fragdes proteicas %
R1 0,584+0,149
R2 1,373+0,171
R3 0,710+0,289
R4 3,714+0,555
RS 3,204+0,819
R6 4,521+0,678
R7 3,484+0,652
RS 8,025+1,360
R9 2,357+0,679
R10 2,204+0,406
R11 3,539+0,478
R12 2,400+0,350
R13 0,873+1,156
CV% (Médio) 20,23

DISCUSSAO

Com a andlise dos resultados obtidos com as corridas eletroforéticas para proteinas
hidrossoliveis de musculo de peito de frangos de corte e a andlise dos dados de mobilidade
relativa e densitometria, foi possivel avaliar a apresentacdo de um perfil eletroforético
caracteristico da espécie, o que vai em encontro com o descrito por Figueira (1), em todos os
géis analisados. A apresentacdo de 13 bandas proteicas em todas as etapas de coleta e a
diferenca estatistica sem significincia das mobilidades relativas vem corroborar com a
demonstrac@o de que as andlises tratavam da mesma espécie. Pela analise das imagens obtidas
dos diferentes géis produzidos (5 no total, compreendendo um para cada individuo utilizado),
foi possivel ressaltar a separagdo das fragdes proteicas de forma homogénea, variando apenas
na intensidade das bandas nos momentos diferentes das coletas.

Com as coletas sendo realizadas em periodos continuos, em intervalos de 30 minutos
cada, pode-se concluir que existe uma diferenca significativa na constituicado percentual das
fracdes formadoras das proteinas sarcoplasmdticas, o que também comprova a pesquisa
realizada por Dierckx et al. (2) que pesquisaram a perda de fra¢des proteicas no post mortem,
porém, em outra espécie, a suina, mas que em termos de metabolismo muscular, conforme
citado por Sarcinelli et al. (13), as alteragcdes metabdlicas coexistem nas mais diversas formas
musculares das diferentes espécies, de forma padrdo, alterando apenas devido ao gendtipo
individual, as suas caracteristicas organolépticas. Com a andlise da ANOVA, foi possivel
perceber que ocorre alteracdo na densitometria em todas as fragdes proteicas, sendo notada
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mais significativamente nas bandas r5, 16, 17, 8, r9 e r13, onde a variacdo ultrapassou o limite
de variabilidade calculado, levando a média total das demais bandas para uma alteracao
significativa. Também pode ser avaliado pela mesma andlise que as diversas ocorréncias
metabdlicas que se iniciam no momento da morte do animal at€ o término das coletas
realizadas foram mais intensas no intervalo que reflete o periodo entre 60’’e 90’°, onde
visualmente as aves apresentavam caracteristicas macroscOpicas mais proeminentes do rigor
mortis, o que desapareceria nos 30°" seguintes, dados que demonstram que neste momento
ocorre um aumento momentaneo da densitometria das fragdes proteicas para uma posterior
estabilizacao.

Mesmo com o numero reduzido de amostras, com o ndmero inicial de 10 aves, para
diminui¢ao do impacto sobre o bem estar dos animais, uma vez que em teoria um n (nimero)
amostral alto ndo alteraria o resultado da andlise, pois se tratava de individuos da mesma
espécie, com manejo, sexo e peso semelhantes, e neste sentido, ndo alteraria o padrdo
eletroforético, foi possivel identificar as alteragdes ocorridas na quantidade relativa das
fracdes, o que foi em consonancia com a literatura pesquisada. Um contrassenso com este
trabalho € a falta de literatura especifica para aves de interesse comercial relacionando perdas
proteicas a qualidade dos produtos finais destinados ao consumidor final, uma vez que o
alimento advindo desta matéria-prima € de facil acesso socioecondmico e grande
popularidade e, portanto, o tema deveria ser mais pesquisado, pois possui uma infinidade de
op¢oes de continuidade de pesquisa. Neste sentido, o presente trabalho representa um elo
entre a qualidade dos produtos carneos de origem avicola e o metabolismo que ocorre durante
o processamento da mesma. Uma melhora significativa no trabalho seria realizar um maior
nimero de coletas, adicionando pelo menos mais 60’ de intervalos (realizando mais uma
coleta aos 180°" e outra aos 210’’°, para confirmacdo da estabilizacdo das densidades das
fracdes proteicas avaliadas). Outra parte que poderia ser adicionada ao presente trabalho seria
a utilizacdo de padrdes comerciais para identificacdo de cada fracdo proteica demonstrada
para que a andlise fosse mais especifica, identificando se a maior perda seria em porcoes
maiores ou menores.

CONCLUSAO

Com base nos argumentos apresentados e nos resultados analisados, é possivel
comprovar que existem perdas significativas de fragdes proteicas durante o post mortem de
aves de interesse comercial, principalmente no que se refere a densidade das fracOes presentes
nas proteinas sarcoplasmaticas. Por outro lado, ndo foi possivel demonstrar variagdes nas
mobilidades relativas das fragdes de forma intra-espécie, o que estd de acordo com a literatura
pesquisada. Entretanto, mesmo apresentando significativas perdas de fracdes proteicas, ndao
foi possivel identificar quais seriam estas por¢des, deixando espago para que novas pesquisas
sejam realizadas utilizando padrdes comerciais de identificacdo de tais fracdes pesquisadas.
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