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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA FRACIONAMENTO DE PROTEINAS E
METALOPROTEINAS EM CARNE BOVINA. Esta tese teve como principal objetivo o
fracionamento de metaloproteinas em amostras de carne bovina. Para isso,
inicialmente foi proposto um método para extragdo de proteinas nas amostras de
interesse utilizando extrator em meio alcalino tamponado e o emprego de
surfactantes. Apds otimizagcdo foram observados aproximadamente 85 % de
eficiéncia de extragédo e d.p.r. < 5%, demonstrando ser eficiente e reprodutivel, além
de ser um método simples e rapido. A seguir foram avaliadas as condi¢des
experimentais de analise para o fracionamento das metaloproteinas. Foram
empregadas cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a eletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE) como técnicas fisico-quimicas de separagdo e
espectrometria de massa e de emissao Optica com plasma de argdnio indutivamente
acoplado (ICP-MS e ICP OES, respectivamente) como métodos de deteccdo. Os
analitos monitorados foram Ca, Cu, Fe, Mg e Zn, contudo, o Mg nao foi detectado
em nenhuma das condicdo estudadas. Para a obtencdo de uma condicdo de
compromisso de deteccdo para os outros 4 elementos, optou-se por utilizar
condigdes de plasma menos energéticas em ICP-MS (“cool” plasma), como forma de
se evitar interferéncias isobaricas provindas do plasma quando da determinacio dos
elementos Ca e Fe. Por fim, amostras de carne com diferentes periodos de
maturagcdo foram avaliadas por PAGE e HPLC-ICP-MS. Aproximadamente 17
bandas protéicas puderam ser observadas por PAGE, sendo a banda de 43 kDa a
mais intensa. Alguns picos foram detectados para cada elemento por cromatografia
liquida por exclusdo de tamanho. Todos os elementos apresentaram pelo menos
uma fragdo acima do volume morto da coluna. O Fe e o Zn, além dessa fracao,

apresentaram também uma fragcdo de 17 e 27 kDa, respectivamente.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF METHODS FOR FRACTIONATION OF PROTEINS AND
METALLOPROTEINS IN BEEF. This thesis aimed the fractionation of
metalloproteins in beef samples. To this purpose initially it was proposed a method
for extraction of proteins using the sample extractor in buffered alkaline medium and
surfactant solutions. After optimization were observed approximately 85% extraction
efficiency and r.s.d. < 5%, showing the efficiency, reproducibility, simplicity and
velocity of the method. After that, the experimental conditions for the fractionation of
metalloproteins were evaluated. High performance liquid chromatography (HPLC)
and polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) were used for physical-chemical
separation and mass spectrometry and optical emission inductively coupled argon
plasma (ICP OES and ICP-MS, respectively) as detection methods. The analytes Ca,
Cu, Fe, Mg and Zn were evaluated; however, Mg was not detected in any condition
of the study. To obtain a condition of appointment of detection for the other four
elements, it was chosen to use less energy plasma conditions in ICP-MS (cool
plasma), in order to avoid isobaric interference emanating from the plasma when the
determination of the elements Ca and Fe. Finally, samples of meat with different
maturation stages were analyzed by PAGE and HPLC-ICP-MS. Approximately 17
protein bands could be observed by PAGE and the band of 43 kDa was the more
intense. Some peaks were detected for each element by HPLC size exclusion. All
items showed at least a fraction above the dead volume of the column, Fe and Zn,

and this fraction, also showed a fraction of 17 and 27 kDa respectively.



Xii

Sumario

T INTRODUGAOD ..ottt et eeteeteeaeeaeeaeenens 3
2 OBUETIVOS ...ttt ettt et nt e et e e enbe e e abee e e eneeas 7
3 REVISAO DA LITERATURA ..ottt 9
3.1.Care DOVING ... 9
3.2 Qualidade da carne boVING...........coooeeiiiiiieee 10

3.3 Processos bioquimicos que ocorrem no tecido muscular apds a parada de

(o (oW F=Tor= Lo IR ST o o [UT 1 == SO 10
I |V (U] = o= Lo PRSPPI 12
3.5 Mudancgas proteoliticas ocorridas durante a maturagao da carne bovina ........... 14
I Y =) =[] o] o] (=Y [ =< TS 15
3.7 ESPECIACAD QUIMICA ...uueeiiiiie ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e e e eaaeeeeeens 17
3.8 MEtOdOS A€ SEPArAGAD .....vvuuiiie e et 19
3.8.1 Cromatografia liquida por exclusdo de tamanho .................cooovviiiiciinnen. 19
3.8.2 Eletroforese €m gel........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 20
3.9 MEtodos de DEIECCAOD ......cvvuiiiiiii et 22
3.9.1 Espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP
L@ SR RRSRRRRRRRRRRN 22
3.9.2 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado ................ 23
3.10 Preparo d€ @mOSIIa..........uuiiiiiiiiii ettt e 26
4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ..cooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
B I g1 (0 =T o) == T PRSP 29

4.2 REAGENTES ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et ettt et e eeeeeeeeees 32



G I Y 0 L0 ] (= SRR 33
4.4 Determinacéo dos teores totais dos ions metalicos ..........ccooeveeiiiiiiiiiiiiineeeienees 33
4.5 Analises cromatografiCas ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeee et 34
4.5.1 Sistema SEC-UV ... .. 34
4.5.2 Sistema SEC-ICP-MS / SEC-ICP OES..........ouuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeees 35
4.6 Determinacao de Proteina...... ... 35
4.6.1 Proteina Bruta..........oooooiiiiie e 35
4.6.2 Método de Bradford .............oeiiiiiiii e 37
4.7 Extrac@o da fase lipidiCa ........ueeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 38
4.8 EletroforeSe €M Gl ..... oo oo 38
5 RESULTADOS E DISCUSSAOD. ..o 43
5.1 Avaliacéo do procedimento de exXtragao ...........coeuuveiiiiieeeiiieeiicee e 43
5.1.1 Avaliacdo da concentragao da solugcao tampao..........ccceeevevveeeeieiiiieeeeeennnnnn. 43
5.1.2 Planejamento fatorial fracionario ................uueiiiiiiiiiiiicce e 45
5.1.3 Avaliacdo do emprego de surfactantes............ccoooooieriiiiiiiie e 49
5.1.4 Pré-fracionamento da amostra .............coooviiiiiiiiii i, 52
5.1.5Variagao do PH ... 52
IV \V/ [ (oTe [0 X3 e [SIST=T o T= T = T~ Lo 1PN 54
5.2.1 Calibracdo da coluna cromatografica...........cccccvvvviiiiiiiiiiiiiiie 54
SIRC Y 1= (oTe [0 10 [N B L= =T o o= o RS 57
ST I O 1 [ SRR 57
TR T2 = o T 58
TR TR T o ] o] - 59
B.314 ZINCO ... 60
TR TR T |V = o 1= Y- (o 1SR 61
5.3.6 CondiCA0 A€ COMPIOMISSO ...covvvuiiiiieeeiiieiiieee e e e et e e e e e e e e e 61
5.4 Analises de amostras com diferentes periodos de maturagdo...........cccccccuueennn... 62

5.4.1 SDS-PAGE ... 63



Xiv

5.4.2 DETERMINAGAO DOS TEORES TOTAIS DOS ELEMENTOS....................
5.4.3 SEC-HPLC-ICP-MS ... . e

6 CONCLUSOES

7 REFERENCIAS






Introducao




Introducéo 3

1 Introducao

As proteinas desenvolvem fungdes determinantes no organismo humano.
Dentre elas destacam-se: estrutural, catalisadora dentre muitas outras. O papel
central ocupado por elas € evidenciado no fato de que a informagao genética é, em
ultima instancia, expressa como proteinas (Lehninger, 1984).

A carne bovina € uma das principais fontes de proteina animal na nutricdo
humana. A proteina encontrada na carne € nutricionalmente completa, sendo de
6tima qualidade, principalmente por conter aminoacidos essenciais. Estima-se que
100 g de carne magra - coxao-mole, por exemplo, depois da cocgado contém entre 20
e 30 g de proteina, o que corresponde a aproximadamente 50% das necessidades
diarias do ser humano adulto (SIC, acesso 01/07/11).

As proteinas também desempenham um papel importante nas propriedades
organolépticas (caracteristicas percebidas pelos sentidos) da carne. E bem sabido
que o perfil proteico esta intimamente relacionado com a maciez e a coloragado da
carne bovina.

Muitas proteinas, como as enzimas ribonuclease e a quimotripsina, contém
apenas aminoacidos e nenhum outro componente quimico; sao consideradas
proteinas simples ou apoproteinas. Entretanto, algumas proteinas contém
componentes quimicos em adicdo aos aminoacidos, chamadas proteinas
conjugadas ou holoproteinas. A parte ndo-aminoacido de uma proteina conjugada é
geralmente chamada de grupo prostético. As proteinas conjugadas sao classificadas
com base na natureza de seu grupo prostético; por exemplo: lipoproteinas contém
lipideos, glicoproteinas contém moléculas de agucares, metaloproteinas contém um
metal ou semi-metal especifico. Geralmente um grupo prostético desempenha um
papel importante na funcado biolégica da proteina (Lehninger, 1984). Nessa tese
serdo estudadas as metaloproteinas.

A forma quimica como determinado elemento ocorre em matrizes complexas
determina o seu comportamento bioldégico (biodisponibilidade, toxicidade,
essencialidade). Por exemplo, a absorcdo do ferro por humanos é mais efetiva
quando ele esta ligado no anel porfirinico de proteinas como hemoglobina e
mioglobina. O estado de oxidag&o do cromio determina sua toxicidade, o crémio no
estado de oxidacao (lll) € um micronutriente para humanos enquanto o Crémio no
estado de oxidagao (VI) e uma espécie carcinogénica. Esses exemplos ilustram a

importancia de se realizar estudos onde espécies individuais de cada elemento sao
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determinadas em conjunto com os teores totais. Este tipo de analise é conhecido
como analise de especiagao (Martino et. al., 2002).

Na carne bovina esses estudos se tornam importantes, visto que ela contém
uma concentracdo elevada de elementos como Fe, Zn, Mg, Ca, Cu. Além disso,
alguns desses elementos se encontram em uma forma bastante biodisponivel na
carne (por exemplo, o Fe ligado a proteinas porfirinicas) e outros participam em
processos bioquimicos que determinam algumas propriedades organolépticas (por
exemplo o Ca que participa das quebras proteoliticas como cofator da enzima
calpaina). Em vista disso, a especiacao desses elementos pode levar a melhoras
tanto nutricionais quanto da qualidade organoléptica do produto final.

Para realizacdo de analises de especiagdo, fundamentalmente sao
necessarios processos de separagcao e detecgdo, sendo que sido de extrema
importancia a escolha de técnicas de separacao eficientes e um sistema de
deteccao bastante sensivel. Cromatografia liquida e espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado tanto quanto eletroforese em gel e espectrometria
de absorgédo atdbmica com forno de grafite tém sido empregadas com grande éxito
para esse fim (Gémez-Ariza, 2004).

O preparo da amostra é outro parametro muito critico neste tipo de analise,
visto que € necessaria a extracdo dos analitos de interesse sem que as interacdes
deles com outros constituintes da amostra sejam afetados. Por isso, essa variavel
deve ser cuidadosamente avaliada e processos brandos devem ser preferidos.

Considerando a importancia econémica crescente para o Brasil do mercado
da carne bovina, sua importancia nutricional, a influéncia que o perfil proteico tem na
qualidade da carne de bovinos, além da escassez de trabalhos relacionados a
minerais ligados a esta fragdo nessa matriz, esse trabalho se propde a estudar uma
condicdo de compromisso para determinagcdo das metaloproteinas de Ca, Cu, Fe,
Mg e Zn e fazer um estudo de uma possivel relagdo desses compostos com

propriedades organolépticas da carne, mais especificamente a maciez.
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2 Objetivos

Os objetivos dessa tese séo:

- Propor um meétodo de extracdo simples, brando e eficiente de proteina para
amostra de carne de bovinos;

- Avaliar as condigdes para detecgédo simultanea dos elementos Ca, Cu, Fe, Mg e Zn
por espectrometria de massas ou espectrometria de emissao Optica com plasma
acoplado indutivamente;

- Avaliar o perfil das metaloproteinas em amostras de carne com diferentes periodos
de maturacao e buscar alguma diferenga no perfil de metaloproteina decorrente das

quebras proteoliticas de diferentes periodos de maturacgao.
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3 Revisao da Literatura

3.1 Carne bovina

Uma alimentacdo saudavel é muito importante para o funcionamento e bem
estar do organismo. Doengas crbnicas incluindo cancer, doengas cardiovasculares,
diabete tipo 2, obesidade e sindromes metabdlicas estdo intimamente relacionadas
com uma nutricdo pobre e dieta inapropriada. Dietas balanceadas contendo frutas,
vegetais, leite, fibras dietéticas, carne bovina, peixe e aves podem reduzir os riscos

dessas doencgas (Bovell-Benjamin et. al., 2009).

A carne bovina € um importante componente para uma dieta saudavel. Ela é
praticamente desprovida de carboidratos e de fibras dietéticas. Entretanto € um
alimento nutricionalmente denso devido a alta quantidade de proteinas associada a
um baixo valor caldérico. Também constitui uma excelente fonte de lipidios
essenciais, de vitaminas do complexo B (principalmente B12) e de minerais como
ferro e zinco numa forma altamente assimilavel pelo organismo (SIC, acesso
01/07/11).

Apesar do elevado valor nutricional, analisando-se os dados do consumo per
capita mundial de carne bovina durante os ultimos anos, percebe-se que no periodo
de 1995 a 2004 houve uma redugéo geral no consumo. Essa redugdo deveu-se a
inumeros fatores, sendo alguns exemplos o0 pregco elevado do produto,
preocupagdes quanto a seguranga do alimento e mudangas nos proprios habitos
alimentares, tais como o crescente posicionamento de organizagées né&o
governamentais (ONGs) contra a producgao intensiva de carne, preocupadas com o
bem-estar animal (Barcellos, 2007).

Contudo, no periodo de 2005 a 2006 o consumo de carne bovina voltou a
aumentar mundialmente em fungao principalmente do aumento da renda da
populacdo. Além disso, paises emergentes do oriente como China e Coréia do Sul
também elevaram o consumo doméstico desse produto em fungdo das mudangas de
habitos alimentares e na renda dos consumidores (Barcellos, 2007).

O Brasil € um importante mercado exportador e consumidor de carne bovina.
De acordo com a USDA (United States Department of Agriculture) os brasileiros sao
grandes consumidores desse alimento chegando a consumir até o dobro da
quantidade de carne por habitantes/ano quando comparados com paises europeus,

por exemplo. Quanto a exportacéo, de janeiro a dezembro de 2006 a quantidade de
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carne exportada foi de 2,5 milhdes de tonelada, totalizando US$ 4 bilhdes. Segundo
dados do ICONE (Instituto de Estudos do Comércio e Negociag¢des Internacionais)
(2006) o rebanho brasileiro vem crescendo 2,7% ao ano e a tendéncia segue em
alta (Barcellos, 2007).

Em vista dessa grande importancia nutricional e comercial que a carne bovina
desempenha mundialmente, torna-se importante que além da busca pelo
crescimento produtivo seja realizada uma criteriosa avaliagdo de qualidade no

produto final.

3.2 Qualidade da carne bovina

Diversos parametros sdo avaliados para determinar a qualidade da carne
bovina, sendo que suculéncia, sabor e maciez sdo as variaveis primarias quando se
trata dos padrbes procurados pelo consumidor (Breidenstein & Carpenter, 1983).
Dentre essas variaveis, a maciez exerce um papel fundamental, por ser o atributo
mais procurado pelo consumidor, além de ser influenciado por uma complexa gama
de fatores como a idade dos animais abatidos, o manejo pré e pds-abate, o estado
nutricional e a raca dos animais.

Para se entender melhor os processos que determinam a maciez na carne, é
necessario que se fagca uma distincdo entre os termos musculo e carne. A carne,
embora reflita grandemente a natureza quimica e estrutural do musculo, difere-se
dele por uma série de alteragdes bioquimicas ocorridas no musculo por ocasido da
morte do animal (Lawrie, 2005).

A conversdo do musculo em carne pode ser dividida em quatro etapas
principais: manejo pré-abate, sangria e evisceragao, processos bioquimicos
resultantes da parada de circulagdo sanguinea e por fim condicionamento ou
maturag¢ao da carne. Contudo, nesta revisdo apenas os dois ultimos serédo descritos

devidos a sua importancia para o trabalho desenvolvido.

3.3 Processos bioquimicos que ocorrem no tecido muscular apés a
parada de circulacdo sanguinea

Com a morte do animal e a parada de circulagdo sanguinea, ocorrem
mudancas no tecido muscular, entretanto, os tipos especificos de metabolismo de

seus diferentes musculos continuam a ocorrer sob controle local.
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Para se entender esta etapa, é necessaria uma pequena revisdo sobre o
sistema muscular. Os musculos do sistema contratil sdo formados basicamente por
células musculares denominadas miofibrilas (Leningher, 1984). As miofibrilas s&o
compostas essencialmente de miofilamentos sendo 2 deles de maior importancia,
filamento espesso e filamento fino. Os miofilamentos sdo divididos em bandas,
banda | com propriedades isotropicas e banda A com propriedades anisotrépicas
conforme esta ilustrado na figura 3-1. Como pode ser observado, a banda A, mais
escura é segmentada por uma regido mais clara denominada banda H e a banda |
mais clara € segmentada por uma regidao mais escura, denominada banda Z (Toldra,
2010). Cabe ainda ressaltar a presenga nas miofibrilas de uma organela,
denominada sarcomero, onde estao contidos todos os elementos necessarios para o

ato da contracdo em nivel molecular.

Banda Banda Banda Sanda
H Z A | ‘ : D

Z-Sarcémero-Z Miofibrila
Figura 3-1. Representacdo estrutural da miofibrila (Fonte: Conn & Stumpf, 1980)

Quanto a composi¢ao, o filamento fino compde a banda | e é formado
majoritariamente pela proteina actina, a banda A é composta pelo filamento
espesso e é formada majoritariamente pela proteina miosina. A miosina € uma
proteina carregada negativamente com ponto isoelétrico de 5,3 e massa molar de
cerca de 500 kDa. Consiste de uma calda em alfa-hélice e uma cabega globular que
interage com a actina no filamento fino. Cada molécula de miosina consiste de duas
cadeias pesadas de aproximadamente 220 kDa e dois grupos de cadeias leves de
14 e 20 kDa. A actina é uma proteina globular (actina-G) que polimeriza para formar
flamentos (actina-F). A actina-G tem aproximadamente 42 kDa. Ha
aproximadamente 400 moléculas de actina por filamento fino (Toldra, 2010).

A contragcdo muscular se da em cada sarcomero pelo deslizamento do
filamento espesso nos espagos entre os filamentos delgados, provocando o

encurtamento de toda a fibra muscular. Todo esse processo € realizado através da
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hidrolise do ATP por uma enzima ligada a cabecga globular da miosina que esta
regularmente espagada ao longo do filamento espesso. Os processos de contragao
e relaxamento muscular sdo controlados pela concentragdo de Ca?* no citosol.
Quando o nervo motor estimula a fibra muscular, tibulos membranosos liberam Ca?*
que se liga a uma proteina reguladora chamada troponina. Enquanto o ion Ca®*
estiver presente no citosol muscular, a troponina permanece ativa. O relaxamento
muscular ocorre quando os impulsos nervosos cessam e o Ca®* for transportado do
sarcoplasma por acdo da bomba de calcio (Leningher, 1984).

Apds a morte do animal, embora o musculo ndo esteja se contraindo de modo
ativo, a energia esta sendo consumida para manter a temperatura e a integridade
das células. Com a interrupg¢ao do fornecimento de O, para os musculos, as enzimas
do citocromo ndo podem operar a resintese do ATP e com isso ocorre a queda da
energia armazenada e a formagao de actomiosina, provocando a inextensibilidade

do musculo (rigor-mortis). (Lawrie, 2005).

3.4 Maturacao

A etapa de maturagao é o processo final de transformacédo do musculo, sendo
esse um prolongamento dos processos bioquimicos que ja vem ocorrendo apés a
parada de circulacdo do sangue. Pode ser mantido por até 14 dias em baixas
temperaturas e sob vacuo, visando uma carne com maior maciez.

Na auséncia de crescimento microbiano, a manutencdo da carne nao-
processada acima do ponto de congelamento da agua € conhecida como
“‘condicionamento” ou “maturagcédo” e tem sido associada ao aumento da maciez e
depuracdo do sabor. Durante as primeiras 24 a 36 horas post mortem, a
circunstancia dominante € a glicolise, onde o musculo passa a utilizar a via
anaerobica, para obter energia para um processo contratil desorganizado, nesse
processo ha transformagdo de glicogénio em glicose, e como a glicdlise é
anaerobica, gera lactato que propicia a queda do pH.(Lawrie, 2005 e Embrapa Gado
de Corte, acesso 16/02/12). Esta queda do pH tem um papel determinante nesta
etapa de maturacéo.

As principais enzimas presentes no processo de maturagao sido as calpainas
e catepsinas capazes de hidrolisar as proteinas miofibrilares (Andriguetto et. al.,
20006).
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As catepsinas sdo proteases acidas usualmente localizadas nos lisossomos,
células fagocitoticas e reticulo sarcoplasmatico. No musculo de bovinos, com o
decréscimo do pH e temperatura durante o armazenamento post-mortem ocorre o
rompimento da membrana lisossomatica e a liberagao das catepsinas, sendo que as
catepsinas B, D, L e H degradam algumas proteinas durante o processo de
maturagdo. Todavia a sua contribuicdo € muito pequena para o processo de
maturagao (Toldra, 2010).

As calpainas s3o cisteinas proteases dependentes de Ca?*. Atualmente, pelo
menos 15 calpainas diferentes sdo conhecidas em mamiferos, mas u e a m-calpaina
sdo as mais relevantes na maturagdo. Calpaina | ou p-calpaina requerem
concentracdes de Ca?* na faixa de pmol L™ (10-50 pmol L™). Calpaina Il ou m-
calpaina s&o ativadas pelas concentragdes de 0,3-1,0 mmol L™ de Ca*. Ambas
calpainas estdo localizadas no sarcoplasma e concentradas ao redor da linha Z,
ligadas ao seu inibidor, calpastatina. (Toldra, 2010, Conn & Stumpf, 1980)

Ambas p-calpaina e m-calpaina apresentam menor taxa de atividade diante
de substratos de proteinas miofibrilares em pH e forca ibnica similares aos
encontrados nos musculos post-mortem. Alteracbes de pH e forga ibnica podem
causar algumas mudangas conformacionais que tornam o substrato mais susceptivel
a clivagem pelas calpainas. Diante disso, alguns estudos mostram que as p-
calpainas sao ativadas quando o pH decai de 6,8 para aproximadamente 5,7,
enquanto que as m-calpainas sao ativadas em pH em torno de 5,7 (Lonergan et. al.,
2010, Andriguetto et. al., 2006).

Por causa de sua limitada especificidade, a pu- e a m-calpaina ndo degradam
as proteinas para os seus constituintes aminoacidos, nem degradam as principais
proteinas miofibrilares, como a miosina e a actina. Um papel hipotético para as
calpainas no musculo é a protedlise especifica das proteinas do citoesqueleto (titina
e nebulina) e os filamentos intermediarios (desminina) para iniciar a degradacao da
proteina miofibrilar. Apdés o desprendimento dos miofilamentos da miofibrila, essa
fica suceptivel a agdo de proteossoma e lisossoma para a completa degradacgao até
aminoacidos (Lonergan et. al., 2010, Andriguetto et. al., 2006).

Por fim, a calpastatina completa o complexo sistema das calpainas. Essa
enzima inibe a agdo das capainas, diminuindo a degradagdo das proteinas
miofibrilares e reduzindo a maciez da carne. A calpastatina € degradada no musculo

post-mortem, sendo que a taxa de degradacdo e inativagdo desta enzima esta
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intimamente relacionada a protedlise e a maciez observada na carne (Lonergan et.
al., 2010, Andriguetto et. al., 2006).

3.5 Mudancas proteoliticas ocorridas durante a maturacdo da carne
bovina

As principais mudancgas durante a maturacdo da carne que proporcionam uma
maior maciez provém de mudancas proteoliticas ocorridas na estrutura miofibrilar e
proteinas correlatas. Algumas proteinas sdo pegas chave neste processo.

A actina e a miosina sao as duas proteinas mais abundantes na miofibrila,
apesar de nao sofrerem grandes alteragdes nas suas estruturas, mesmo pequenas
mudangas na extensdo ou forga da ligagdo cruzada entre elas podem afetar o
acesso das enzimas proteoliticas ao substrato (Lonergan et. al., 2010).

A titina, maior proteina encontrada em mamifero com aproximadamente 3000
kDa, é a terceira proteina mais abundante na miofibrila e integra a linha Z no
filamento espesso. Sua fungdo € manter o alinhamento sarcomérico durante a
contragdo muscular. No musculo post-mortem, a degradagéo da titina pode causar o
enfraquecimento da estrutura miofibrilar e conseqlentemente a diminuicdo da
integridade muscular. Os produtos de degradagao da titina sdo principalmente duas
outras proteinas de aproximadamente 2400 e 1200 kDa (Lonergan et. al., 2010).

A nebulina é outra mega proteina (600-900 kDa) que se estende a partir da
linha Z até a extremidade dos filamentos finos. Ela é altamente inextensivel, sendo
denominada régua molecular. Apesar de a nebulina parecer relacionada com a
maciez da carne, o motivo ainda ndo é comprovado (Lonergan et. al., 2010).

A troponina T é um substrato para a p-calpaina. A sua degradagdo em
polipeptideos de 28 e 30 kDa esta fortemente relacionada com a for¢ca de
cisalhamento (método objetivo para determinagcdo da maciez da carne onde, por
meio de um texturbmetro € medida a forca necessaria para o cisalhamento de uma
secao transversal de carne, sendo que quanto maior a forca dispensada, menor a
maciez apresentada pela carne) . Uma possivel explicagdo para isso seria que a sua
fragmentacao levaria a quebra do filamento fino na banda |, possivelmente levando a
fragmentacao da miofibrila e de um modo geral a perda de integridade muscular.
Outra explicagado seria mudangas nas interagdes entre os filamentos fino e espesso
devido a sua degradac&o. Contudo sua participagdo no processo de maturagdo néo

€ completamente entendida (Lonergan et. al., 2010).
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A dismina circunda a linha Z da miofibrila e intermedia suas conexdes com
outras estruturas, incluindo sarcolema (membrana celular). E possivel que a
degradagdo do elemento estrutural que conecta os principais componentes
(miofibrila) do musculo e ainda a camada periférica das miofibrilas a membrana
celular poderia afetar o desenvolvimento da maciez. O maior produto de degradacéao
da dismina que ¢€ frequentemente visto na carne € um polipeptideo de
aproximadamente 38 kDa (Lonergan et. al., 2010).

A filamina possui uma massa molar de aproximadamente 245 kDa e sua
concentragcdo é muito pequena (aproximadamente 1% do total da proteina
muscular). Como a filamina pode estar associada com filamentos intermediarios na
linha Z, sua degradagao poderia quebrar ligagdes importantes para miofibrila. Um
estudo mostrou que a filamina é degradada para formar um produto de
aproximadamente 240 kDa (Lonergan et. al., 2010, Lonergan et. al., 1996).

Como pode ser visto, proteinas e minerais, o Ca em particular, ttm um papel
fundamental no processo de transformac&o do musculo em carne, além de estarem
intimamente relacionados com a maciez do produto final. Entretanto, o numero de
trabalhos nesta area ndo é muito extenso. Ao realizar-se uma pesquisa na base de
dados “Web of Science” com as palavras “proteins, meat and profile” obteve-se 803
respostas. Utilizando-se “protein, beef and profile”, obteve-se 397. Para combinacao
de palavras “protein, meat and speciation” e “protein, beef and speciation”, 23 e 12
resultados foram apresentados, respectivamente. Levando-se em conta as mesmas
palavras mas substituindo o verbete protein por metalloprotein nenhum resultado é

encontrado (Web of Knowledge, www.isiknowledge.com).

3.6 Metaloproteinas

Analisando a tabela periddica, podem ser listados cerca de 25 elementos que
sdo requeridos pela maioria dos sistemas biolégicos (Crichton, 2008). Alguns deles
sao encontrados em concentragao razoavelmente elevadas em carne de bovinos.
Matos et. al. (2009), relataram concentragcbes de alguns minerais em cortes
comerciais de carne de bovinos: Ca (139 - 211 mg kg™), Cu (1,4 - 3,1 mg kg™'), Fe
(67,8 - 94,4 mg kg"), Mg (792 - 1025 mg kg™), Mn (2,0 - 2,9 mg kg™") e Zn (121 - 180
mg kg™).

Mais de 30% de todas as proteinas exploram um ou mais minerais para

desempenhar sua funcido especifica e 40% de todas as enzimas contém cations
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metalicos. Dos 20 aminoacidos presentes em proteinas, apenas um pequeno grupo
tem potencialidade de ligar-se a esses cations metalicos. A cisteina ¢é
frequentemente encontrada como ligante de Fe e Cu. Histidinas podem se ligar a
metais em duas posicdes, e tem grande preferéncia por Cu®*. Oxigénios
carboxilados do aspartato ou do glutamato ligam preferencialmente metais alcalinos
e alcalino-terrosos como o Ca®". O Fe* também tem uma grande afinidade por
esses grupos, além de fenolato da tirosina ou grupos sulforados como os da
metionina (Crichton, 2008, Gomes & Wittung-Stafshede, 2011).

Contudo, ainda que as caracteristicas das proteinas resultem em uma certa
seletividade por metais especificos, a afinidade por cations metalicos parece seguir
uma ordem de preferéncia compativel com a série de Irving-Williams para ions
bivalentes (Mn < Fe < Co < Ni < Cu > Zn). (Gomes & Wittung-Stafshede, 2011, Irving
& Williams, 1953). Segundo Garcia et. al. (2006), as proteinas geralmente interagem
fracamente com os ions monovalentes K* e Na*, moderadamente com alcalino-
terrosos como Ca** e Mg2+ e por fim, devido as caracteriscas apresentadas
(densidade, pequeno raio atdmico entre outras) os metais de transigdo como Cu?,
Fe?*, Mn?** e Mo*" estdo fortemente coordenados no sitio proteico, sendo por isso
encontrados em maior quantidade ligados as essas estruturas. Essas informacgdes
podem ser sumarizadas na tabela 3-1, onde a correlagdo entre a forga de ligagao,
mobilidade e fungdo de alguns metais com moléculas organicas séo apresentadas
(Crichton, 2008).

Tabela 3-1 Forca de ligagao, mobilidade e fungao de ions metalicos em moléculas

organicas
lon metalico Ligacéo Mobilidade Funcéo
Na*, K Fraca Alta Contra-ions
Mg**, Ca?* Moderada Semi-movel Estrutural
Zn?* Moderada/forte Intermediaria  Acido de Lewis, estrutural
Fe, Cu, Mn e Mo* Forte Baixa Transporte de oxigénio e

reacdes redox

* carga ndo mencionada, ja que varia com o estado de oxidagao (fonte: Crichton, 2008).

Esforcos e avancos tém sido feitos para entender as metaloproteinas,
principalmente levando em consideragao sua estrutura e a fungao do sitio metalico

além da implicagao biologica dessa interagcéo (Garcia et al., 2006). Por exemplo, ja é
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bem sabido que a absor¢do do ferro heme, constituinte da hemoglobina e da
mioglobina ocorrem mais eficientemente na dieta em fungcdo de que este fica
protegido dentro do anel porfirinico e ndo reage com fatores inibidores a sua
absorgao (Azevedo & Chasin, 2003).

O zinco é outro elemento, segundo Wedekind et. al. (1992), que tem maior
biodisponibilidade quando ligado a compostos orgéanicos. Segundo este trabalho, ha
uma maior biodisponibilidade da zinco-metionina em relagdo ao sulfato de zinco e
oxido de zinco devido a como a forma organica se comporta na presenca de
possiveis agentes inibidores como fitato e fibras. Segundo Fairweather-Tait & Hurrel
(1996), a biodisponibilidade de Zn pode variar de 5 a 50% dependendo da dieta,
sendo que mesmo em refeicdes ricas em fitato, a presenca de proteina animal
aumenta sua absorgéo.

O cobre e 0 magnésio também tém sua absorgdo aumentada em uma dieta
rica em proteinas (Fairweather-Tait & Hurrell, 1996). Estudos mostram que no caso
do Cu, proteinas de origem animal tém um efeito ainda mais significante na sua
biodisponibilidade do que a proteina de origem vegetal (Lonnerdal, 1996).

A concentracido de elementos traco em alimentos, amostras ambientais ou
bioldgicas na legislacado internacional € regulada em fungao dos teores totais dos
elementos (Berg & Larsen, 1999, Fairweather-Tait, 1999), no entanto, a forma como
o elemento se encontra na matriz de interesse, na carne bovina por exemplo, pode
acrescentar algumas informagdes interessantes tanto a respeito de caracteristicas
organolépticas, visto que a interacdo do calcio com proteinas parece estar
intimamente relacionada com a maciez da carne bovina, quanto sobre a

biodisponibilidade de alguns elementos.

3.7 Especiacao quimica

A atividade analitica de identificar e/ou quantificar uma ou mais espécies
quimicas individuais em uma amostra € denominada analise de especiagdo. Pode
ser importante em diversos campos de pesquisa, tais como ambiental, geoquimico,
bioquimico, toxicolégico e nutricional. O nivel estrutural de cada elemento quimico é
de extrema importancia e a determinagdo da composicdo nuclear (isotdpica),
eletrébnica ou estado de oxidacdo, de complexos e compostos inorganicos,
compostos organometalicos, organicos e complexos macromoleculares devem ser

levadas em consideragéo (Templeton, 2000).
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A abundancia isotopica de um elemento pode variar por muitas razdes,
incluindo decaimento radioativo e separagcado fisica. Is6topos podem ter
comportamento bioldgico diferente, os sais de ’Li por exemplo sdo usados como
droga contra doengas depressivas enquanto sais de ®Li devido a diferencas nas
taxas de transporte celular ndo apresentam atividade para esse tipo de doencga. Ja o
estado de oxidagao afeta profundamente a toxicidade de determinados elementos.
Enquanto o Cr (lll) € importante na dieta de humanos e animais por estar
relacionado com o metabolismo de glicose, lipideos e proteinas, o Cr (VI) é téxico,
carcinogénico e mutagénico (Templeton, 2000, Matos et. al., 2008).

A distribuicdo de um elemento entre diferentes compostos inorganicos pode
afetar sua bioacessibilidade ou seu transporte devido a determinadas propriedades
como cargas, solubilidade e coeficiente de difusdo. Como exemplo, pode-se citar o
sulfato de bario, que é usado como contraste artificial aos procedimentos de exames
radiograficos do sistema digestivo, enquanto que o carbonato de bario pode se
tornar soluvel no estémago devido a formacéo de cloreto de bario. Esse entra na
corrente sanguinea e interfere em diversos processos metabdlicos, sendo por isso
considerado téxico (Templeton, 2000, Gongalves, 2007).

Compostos organometalicos sao definidos como compostos contendo ligagao
covalente entre carbono e outros elementos diferentes de H, C e alguns gases,
sendo metais e semimetais os ligantes mais comuns neste tipo de compostos. A
alquilagdo desses elementos geralmente aumenta sua toxicidade No caso do
mercurio, por exemplo, o Hg (ll) afeta rins de mamiferos e é corrosivo para sitios de
absor¢cdo via mucosa. Entretanto o metilmercurio € potencialmente mais tdxico,
sendo um agente teratogénico, atigindo o sistema nervoso central. O arsénio por
outro lado tem sua toxicidade diminuida nas formas alquiladas, os compostos
inorganicos sao aproximadamente 100 vezes mais toxicos do que as formas
parcialmente metiladas (MMA e DMA) (Barra et. al., 2000).

Outro grupo importante de compostos a serem separados por especiagao sao
as macromoléculas. Estes compostos sdo o maior nivel estrutural ao qual as
analises de especiagao sao consideradas. Em analises ambientais, por exemplo,
acidos humicos e fulvicos e particulas coloidais sdo consideradas por proporcionar
meios para transporte e disponibilidade de elementos como Cd, Cu e Pb. Estudos da
interacdo entre metais de transicdo e moléculas de DNA atraem atencdo de

pesquisadores devido a importancia no desenvolvimento de enzimas de restricao
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sintéticas, drogas quimioterapéuticas e agentes marcadores. As metaloproteinas,
além do que foi abordado anteriormente sdo responsaveis por muitos processos
metabdlicos como expresséo e regulagdo genética, fungdes cataliticas, transporte e
armazenamento, entre outras. (Templeton, 2000, Garcia, 2006, Arockiasamy et. al.,
2009).

Para o estudo de especiacdo, € frequente a utilizacdo de técnicas
cromatograficas de separagéo e é imperativa a utilizagcdo de um sistema sensivel de
detecgcdo. Dois tipos de acoplamentos separador-detector sdao usualmente
considerados: (a) acoplamentos on-line de técnicas com colunas de separagao, tais
como cromatografia liquida (LC, Liquid Chromatography) ou eletroforese capilar,
acoplado a detectores tais como espectrometria éptica de emissdo com plasma de
argénio induzido (ICP OES, Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry) ou espectrometria de massa com plasma de argénio induzido (ICP-
MS, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) e (b) separacgao off-line por
gradiente de eletroforese em gel ou isoelétrica e deteccdo pelas técnicas
anteriormente citadas ou ainda por espectrometria de absorcao atdémica por forno de
grafite (GFAAS, Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry) (Gémez-Ariza
et. al., 2004).

3.8 Métodos de Separacéo

3.8.1 Cromatografia liquida por exclusdo de tamanho

Uma das maiores vantagens da cromatografia liquida € a grande flexibilidade
de mecanismos de separagdo, com o0 uso de diferentes fases mobveis e
estacionarias, abrangendo quase todas as solugbes necessarias para separagao de
espécies de diversos elementos. Diferentes técnicas de separagao por cromatografia
liguida podem ser utilizadas, tais como cromatografia liquida por exclusdo de
tamanho (SEC, Size Exclusion Chromatography), troca iénica (IEC, lonic Exchange
Chromatography), entre outras. O tipo de cromatografia a ser empregada vai
depender da polaridade, solubilidade e massa molar das diversas espécies de
interesse (Michalke, 2002).

Em cromatografia por exclusdo de tamanho a retengcédo do soluto depende do
tamanho molecular e ndo da massa molar. Neste tipo de separagao, moléculas de
tamanho muito grande ndao conseguem penetrar nos poros da fase estacionaria,

sendo excluidas e arrastadas pela fase movel, através da coluna em um tempo
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minimo de analise. As moléculas que sao suficientemente pequenas, migram por
todos os poros da coluna, tendo um tempo de retengao maximo, e por consequéncia
um tempo de residéncia muito maior na coluna, sendo essas as ultimas a chegar ao
detector. As moléculas médias tém penetracdo parcial nos poros, utilizam parte do
volume do poro disponivel e conseguem ser separadas das primeiras e assim
sucessivamente, em func¢ao dos diferentes tamanhos (Collins et. al., 2006).

Muitas vantagens s&o atribuidas a esse método, a massa molar de um
composto pode ser caracterizada nesse sistema de calibragdo cromatografico; € um
método brando de separacado, portanto normalmente n&o resulta em perdas de
espécies ou alteragcdes na coluna. Além disso, por ndo depender especificamente de
interagcdes quimicas entre a coluna e o soluto para separacgao, a escolha do eluente
nao é tao critica. Entretanto esse método de separacédo € mais comumente aplicado
em analises de fracionamento. (Michalke, 2002).

As analises de fracionamento sdo um tipo particular de analise de especiagao
onde um grupo de analitos é classificado de acordo com uma propriedade fisica (ex.
tamanho, solubilidade) ou quimica (ex. reatividade) (Templeton, 2000).

Um exemplo de aplicagdo da cromatografia de exclusao por tamanho pode
ser encontrado no trabalho de Nascimento e colaboradores (2010), que utilizaram
detectores de absorgdo molecular (UV) e absor¢cédo atémica (GFAAS) para avaliar a
que fragdes protéicas os elementos Cu e Fe se encontravam ligados em amostras
de castanha. Com o trabalho os autores puderam concluir que nas amostras
estudadas o Fe estava ligado principalmente a duas fragdes de massa molar 9,2 e

28,2 kDa. Por outro lado, o Cu nio pode ser determinado pelo sistema utilizado.

3.8.2 Eletroforese em gel

Outra técnica bastante empregada para analise de fracionamento por
tamanho é eletroforese em gel. Trata-se de uma técnica que esta relacionada a
migracao de particulas carregadas em um determinado meio, sob a influéncia de
uma diferenga de potencial (Silva Jr., 2004). Em proteinas, a espécie carregada
pode ser produzida pela ionizagdo do grupo acido carboxilico, protonagéo do grupo
amino ou ainda pelo revestimento uniforme da proteina com um surfactante
aniénico, como dodecilsulfato de sddio (SDS, do inglés Sodium Dodecyl Sulfate). O
SDS liga-se a maior parte das proteinas em quantidades aproximadamente
proporcionais a massa molar da proteina, aproximadamente uma molécula de SDS

para cada dois residuos de aminoacido. O SDS ligado contribui com uma carga
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liguida negativa, tornando a carga intrinseca insignificante e conferindo a cada
proteina uma raz&o carga/massa semelhante, o que viabiliza a separagdo por
tamanho. Além disso, a conformagao nativa da proteina é alterada quando o SDS se
liga conferindo a todas as proteinas uma conformacéo semelhante (Lehninger,
1984).

Em eletroforese, a espécie carregada se move em meio liquido, o qual é
suportado por uma substéncia inerte (papel ou gel semi-sélido). O liquido serve
como meio condutor para a corrente elétrica gerada por uma fonte de energia e
aplicada no sistema por meio de eletrodos (Garcia, 2006).

Eletroforese em gel de poliacrilamida é considerada a técnica mais adequada
para separagao de proteinas (Mounicou & Lobinski; 2008). A poliacrilamida, que é o
suporte nesse caso, € obtida por meio da polimerizagcdo da acrilamida monomeérica,
usando N,N’-metil bisacrilamida e fatores como tipo de iniciador, concentracdes,
pureza dos reagentes e temperatura, bem como a concentragdo de monémero e a
de oxigénio e porosidade devem ser considerados. A escolha apropriada da
concentragédo de acrilamida é fundamental para se obter uma boa resolugdo no gel.
Outros fatores como pH e tipo de tampao também sao importantes para a resolugao
(Garcia et al., 2006). A eletroforese em gel de poliacriamida - PAGE
(Polyacrylamide Gel Electrophoresis) tem sido utilizada para resolver o problema de
resolugdo na separagdo de proteinas. Portanto, um grande numero de protocolos
para géis e tampdes, bem como de condi¢cbes de separagao tém sido empregados.

Do ponto de vista da eletroforese, as propriedades mais importantes das
proteinas sdo o tamanho e a carga. Assim, as proteinas terdo velocidades de
migragao diferentes, dependendo das condi¢bes eletroforéticas e serdo separadas
umas das outras por esta técnica (Garcia et al., 2006).

Tabilo et. al. (1999), utilizaram SDS-PAGE (10% poliacrilamida) para
avaliarem o perfil de degradacé&o protéica de presuntos de variada qualidade
curados durante 12 meses a seco. As bandas eletroforéticas foram reveladas com
coomassie brilliant blue. Segundo os resultados dos autores, durante o processo de
coracdo as bandas relativas a a-actinina e miosina quase desapareceram nas
amostras, sendo que houve um aparecimento de outras duas no lugar de massa
molar de 150 e 85 kDa. Titina, nebulina e troponina T também tiveram uma grande

reducdo durante o processo. Produtos de quebra entre 40 e 14,4 kDa também
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apareceram. Os autores ainda inferem que os fragmentos 150 e 85 kDa podem ser

usados como marcadores ha otimizagao do processo de texturizagao.

3.9 Métodos de Deteccao

3.9.1 Espectrometria de emissédo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES)

O plasma é um gas parcialmente ionizado onde co-existem elétrons livres e
ions positivos em movimento, podendo ser formado quando gas argdnio passa por
uma tocha de quartzo e é aplicada uma descarga elétrica por uma bobina de Tesla.
A partir dai, os elétrons livres sdo acelerados por um campo eletromagnético
alternado, colidem com atomos e transferem sua energia para o gas. Os plasmas de
argonio apresentam densidades eletrdnicas de aproximadamente 10" elétrons por
cm® e temperaturas entre 6000 e 10000 K. A solugdo que é introduzida num ICP
OES é previamente transformada em aerossol por um nebulizador comumente
pneumatico, sendo que uma pequena fragdo desse aerossol (em geral menor do
que 5%) é selecionada por uma camara de nebulizagédo e chega até o plasma. Neste
ponto, processos de dessolvatagdo, dissociacdo de moléculas, atomizagao e
excitagdo dos atomos ocorrem. Quando os atomos ou ions excitados retornam ao
estado fundamental a radiacdo emitida é conduzida através do sistema o6ptico do
equipamento e convertida em impulso elétrico por meio de um detector de estado
solido. Dessa forma é obtido o espectro atdbmico dos elementos (Trevizan, 2007;
Montaser & Golightly, 1992).

Devido a alta temperatura do plasma, esses sao usados quase que
exclusivamente como emissao atdbmica.

Esta técnica possui varias vantagens, como a relativa facilidade de manuseio,
seu carater multielementar, além de possuir uma grande facilidade de acoplamento
com técnicas de separagao como cromatografia liquida de alta eficiéncia, o que é um
grande atrativo para a realizagdo de analises de especiagcao. Contudo, a elevada
sensibilidade requerida acaba por limitar o uso do ICP OES para esse tipo de
analise. Em fungao disso, espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS) tem sido cada vez mais empregada para especiagao, visto que

proporciona todas as vantagens do ICP OES além de elevada sensibilidade.
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3.9.2 Espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado

A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) é
uma técnica poderosa para a determinagao de elementos tragco particularmente em
eluatos cromatograficos quando em analise de especiagédo quimica (Michalke, 2002).
O principio de operagao basico da técnica requer que a amostra, em geral na forma
liquida, seja bombeada até um nebulizador onde é convertida em um aerossol fino
por meio de um fluxo de gas argbnio. As menores gotas do aerossol, que
representam de 1 a 2% da amostra, sdo entdo separadas das gotas maiores na
camara de nebulizacdo. O aerossol resultante € transportado até o plasma de
argdnio. No plasma s&o geradas particulas carregadas. Assim que sao geradas, séo
carregadas até o espectrometro de massa por via de uma regido de interface, que é
mantida a baixa pressdo de 1-2 torr com uma bomba mecanica. Essa interface
consiste de dois cones metalicos, chamados de cone amostrador e skimmer, cada
um com um pequeno orificio (0,6-1,2mm) que permitem a passagem dos ions. Uma
vez que os ions atravessem com sucesso a regidao de interface, vao diretamente
para a camara de vacuo principal, focalizados por meio de uma série de lentes
eletrostaticas chamadas de lentes Opticas, que também tem por funcédo parar os
fotons gerados no plasma e consequentemente diminuir o sinal de fundo das
analises. Nessas lentes sao aplicadas diferencas de potenciais especificas para
manter o ion de interesse no centro do feixe de ions, diminuindo assim a perda
devido a repulsdo gerada entre ions de mesma carga. O feixe de ions contendo
todos os analitos € entdo direcionado ao dispositivo de separagcao de massas, que
opera em baixa pressao (aproximadamente 10-6 torr), obtida com a utilizacdo de
uma bomba turbomolecular (Thomas, 2008).

Existem muitos analisadores de massa, sendo o quadrupolo um dos mais
comuns e baratos. Todos os analisadores tém o mesmo propdsito, que € o de
permitir que o ion de interesse de massa e carga definida alcance o detector,
filtrando interferentes e ions da matriz que nao interessem a analise. Por fim, os ions
sdo convertidos em um sinal elétrico com um detector de ions, sendo o mais comum
atualmente o detector de dinodo discreto (Thomas, 2008).

Muitas sdo as vantagens proporcionadas pela utilizagdo do ICP-MS. Limites
de detecgdo da ordem de ng kg™ sdo alcancados devido a geracdo de uma grande

quantidade de ions positivos no plasma. Esses limites podem ainda ser melhorados
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com a utilizagdo de camaras de reacgao ou colisdo para eliminagao de interferéncias,
sendo que com essa possibilidade os limites podem chegar a ordem de pg kg'1. A
faixa analitca de trabalho pode variar de ng kg' até mg kg', reduzindo a
manipulagdo da amostra e minimizando potenciais erros. Como ja dito
anteriormente, a técnica ICP-MS é multielementar e rapida, tal qual ICP OES, um
analisador quadrupolo pode determinar cerca de 30 elementos em poucos minutos
(Thomas, 2008).

Contudo, pouca ou nenhuma técnica é livre de interferéncias. Em ICP-MS,
essas sao classificadas em trés grandes grupos: isobaricas, de matriz e fisica
(Thomas, 2008).

As interferéncias isobaricas sdo as mais sérias, principalmente causadas por
espécies poliatbmicas ou moleculares e sao produzidas pela combinacédo de dois ou
mais ions como associagdes do gas usados na nebulizagdo/geragao do plasma (Ar)
e componentes da matriz no solvente. Por exemplo, a combinacéo “°Ar*°CI* de gas
argdnio com acido cloridrico provindo da matriz pode interferir no isétopo 75 de As;
ou 6xidos formados por concomitantes da amostra combinados com H*, '*0O* ou
'®*OH* esse tipo de interferéncia é mais comum na zona fria do plasma préxima a
regido de interface e sdo mais sérias na presenca de elementos refratarios que
formam espécies moleculares mais facilmente. ions de dupla carga também s&o
dependentes das condi¢cdes do plasma e causam sobreposi¢cdes espectrais em ions
com a metade de sua massa. Por fim, interferéncias isobaricas causadas por
elementos de mesma razdo massa carga como nos isétopos °V, *°Cr e °°Ti
(Thomas, 2008).

As interferéncias de matriz sdo basicamente de trés tipos. A mais simples é
chamada efeito de transporte da amostra e é causada basicamente pelo impacto da
amostra na formagao do aerossol no nebulizador ou na selecdo do tamanho das
gotas na camara de nebulizagdo. O segundo tipo é causado quando a amostra afeta
a ionizacdo da descarga do plasma. Neste tipo de interferéncia o sinal € suprimido
devido as variagdes nas concentracbes de componentes da matriz, podendo
provocar alteracbes nas caracteristicas do plasma entre a leitura das amostras e
curva de calibragdo ou entre amostras distintas. Por fim a interferéncia causada pelo
efeito de carga - espago. Nesse caso os ions de menores massas tendem a ficar na

parte externa do feixe de ions, na maioria positivos. Portanto, quando em presenca
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de ions de maior massa sao repelidos, provocando perda de sinal e por
consequéncia diminuicdo de sensibilidade analitica (Thomas, 2008).

Diversas sdo as formas de tentativas de correcdo para interferéncias.
Remocédo da matriz por precipitagdo ou métodos cromatograficos, quando a
concentracao de sais € alta, equagdes matematicas de corregdes para interferéncias
isobaricas ou poliatdmicas menos severas (Thomas, 2008).

Utilizagdo de condigdes instrumentais mais brandas, buscando um plasma
menos energético visando uma menor concentragdo de ions de dupla carga,,
espécies atomizadas ou interferentes poliatbmicos de gases presentes no plasma
(“Cool” plasma) pode ser considerado para determinacdo de Ca (*°Ar*,*°Ar'H*), Fe
(*°Ar'°0*), Se (*°Ar*°Ar ), As (*°Ar*°CI*), Cr (*°Ar'?C"), entre outros (Thomas, 2008).

Células de colisdo e reagado utilizam determinados gases inertes para
promover colisdes ou reagdes com ions-moléculas para remover interferéncias
poliatdmicas e moleculares antes de entrarem no analisador (Thomas, 2008). Essas
células podem estar presentes fisicamente no aparelho, como a célula de reagcao
dindmica (DRC, do inglés Dinamic Reaction Cell), presente antes do analisador e
apos as lentes ibnicas onde os gases sao inseridos para promover a reagao ou
colisdo com os interferentes, ou como a interface de colisao e reag¢ao (CRI, do inglés
Colision Reaction Interface), onde os gases podem ser inseridos na interface entre o
plasma e o0 analisador de massas através do sampler ou skimmer. O equipamento
utilizado nesta tese era equipado com CRI.

Por fim, as interferéncias de matriz sdo classicamente compensadas por
padronizacao interna (Thomas, 2008).

Pereira et. al. (2010), avaliaram a utilizagdo de interface de coliséo e reagao
(CRI, colision reaction interface) para eliminacdo de interferéncias espectrais em
analises de Se e As por ICP-MS. Foi observado no trabalho que a introdugao de H,
através do skimmer € o meio mais efetiva para determinagao desses elementos. Os
autores obtiveram boas recuperacdes em materiais de referéncia certificado de ostra
e mexilhdo nas condi¢des descritas utilizando fluxo de H, de 80 mL min™.

Patterson et. al. (1999), utilizaram ICP-MS com analizador quadrupolo
operando em condi¢cédo de “cool” plasma, poténcia de radiofrequéncia do plasma de
650 W, para analisar isétopos estaveis de Ca em amostras biolégicas enriquecidas
com **Ca e **Ca. Segundo os autores, a utilizagdo desse artificio promove a redugao

de interferéncias poliatdmicas (*°’Ar'H*, '2C'®0,") e interferéncias de dupla carga
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87Sr, possibilitando assim a medida dos diferentes isétopos de Ca sem necessitar de
um equipamento de maior resolugcdo. Contudo € enfatizado no trabalho que apesar
da contribuicdo do “cool” plasma para essa determinacdo, ainda ha a necessidade
de uma amostra “clean”, ou seja, com a menor interferéncia da matriz possivel, visto
que a utilizacdo deste artificio para analise nao elimina completamente as
interferéncias.

Fialho et. al. (2011) otimizaram um método para analise de ®**Cu com principal
interferéncia isobarica *°Ar**Na em ICP-MS utilizando “cool” plasma em conjunto
com a CRI. A melhor condicdo apresentada foi com poténcia de radiofrequéncia de
0,8 kW, profundidade amostral de 8,5 mm e fluxo de 20 mL min”' de H, na CRI
através do skimmer. Em todos os materiais de referéncia testados, as condicbes
propostas foram mais eficientes quando comparadas ao método padrdao ou com

apenas a utilizacao da CRI.

3.10 Preparo de amostra

O preparo da amostra é outro parametro bastante critico em especiagao, visto
que € necessaria a extracdo dos analitos de interesse sem que ligagdes ou
interacbes entre esses analitos e outros constituintes da amostra sejam afetadas.
Para esse fim, em geral sucessivas extragdes quimicas da amostra sao realizadas
com diversos extratores, sendo esses selecionados para proporcionar um aumento
na capacidade de extragdo (Arruda, 2007). Portanto, uma relagdo entre preparo de
amostra eficiente e procedimentos de extragcdo brandos, para manter a integridade
dos analitos é imperativo, especialmente em se tratando de biomoléculas.

Para analises de metaloproteinas, estas devem ser extraidas da matriz
biolégica livres de qualquer substancia que poderia causar interferéncia nas técnicas
analiticas e mantidas em solucédo durante todo o processo de separag¢ao. Para isso,
em primeiro lugar a ruptura da célula é realizada. Em matrizes sélidas, moagem ou
homogeneizacdo mecéanica sdo empregadas para esse fim. A extracdo é usualmente
realizada com uso de solugdo tampédo contendo surfactante, agentes redutores e
inibidores de proteases, de acordo com a amostra a ser analisada (Sussilini, 2007).

Wani et. al. (2008) otimizaram o método de extracdo de proteinas em
amostras de semente de melancia utilizando o método de superficie de resposta.
Quatro variaveis foram avaliadas neste trabalho, temperatura 40-60°C, concentragéo

de NaOH 0,03-0,15 g L™, tempo de extracdo 5-25 min e razdo entre volume de
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extrator e massa de amostra 30:1 - 70:1 (vim). Agitagdo magnética foi empregada.
Os autores realizaram uma etapa de filtragdo apds cada experimento. A
concentragdo de proteina extraida foi determinada pelo método de Lowry. As
condicdes otimizadas nesse trabalho foram de 15 min de extracdo, com solugdo 0,12
g L' NaOH (70:1, v:m) & 40 °C. O rendimento obtido foi de 81,52 g de proteinas/100
g de amostra. Os valores de proteina total da mistura ndo foram apresentados.

Park & Bean (2003), propuseram um meétodo de extracdo de proteinas em
sorgo. Para isso eles avaliaram varios fatores, tipo e concentragdo de agente
redutor, tipo e concentracado de surfactante, concentracédo e pH da solucédo tampao e
razao massa de amostra solvente. As conclusbes mais relevantes apresentadas
pelos autores foram que o surfactante aniénico (dodedilsulfato de sodio) foi mais
eficiente no processo de extracdo do que o zwitterionico ou catibnico e solucdes

basicas sao mais eficientes do que as neutras ou acidas.
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4 Procedimento Experimental

4.1 Instrumentacao

Os seguintes equipamentos foram empregados durante o desenvolvimento
desta tese:

Espectrdmetro de emissdo Optica com plasma de argbnio acoplado
indutivamente (ICP OES) com visdo radial (Varian Vista RL, Australia), empregado
para a determinacdo de teores totais de calcio, cobre, ferro, magnésio e zinco. Os
parametros instrumentais estao descritos na Tabela 4-1.

Espectrdmetro de massas com plasma de argbnio acoplado indutivamente
(ICP-MS) com analisador quadrupolo (Varian820-MS, Australia). Os parametros
instrumentais estdo descritos nas Tabelas 4-2 e 4-3. Sistema de focalizacdo com
analisador e plasma em arranjo de 90°. Interface CRI composta por cones
modificados que permitem a introdugéo de gases H; e He.

Forno de micro-ondas com cavidade (Multiwave®, Anton Paar GmbH,
Austria).

Sistema de propulsdo de fluidos a altas pressbées (Varian, Prostar 210,
Australia).

Injetor comutador para cromatografia liquida com alga de amostragem 100 uL
(Rheodyne, 9725i, EUA).

Coluna de exclusao por tamanho Superdex 75 10/300 GL (Tricorn, Inglaterra).

Seringa para cromatografia liquida de 250 uL.

Espectrofotdmetro de absor¢do molecular UV-VIS (Femto, 700 plus, Brasil).
Cubeta para analise em fluxo com janela de quartzo caminho éptico de 1 cm.

Computador Pentium 233 com software do equipamento para aquisicdo dos

dados cromatograficos por UV.
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Cuba de vacuo (Agilent, EUA).

Filtros para seringa (Millipore, Millex-HV 0,45 um, EUA)

Bomba de vacuo (Fisatom, 825 T, Brasil)

Agitador micro placas (Marconi, MA 562, Brasil)

Liofilizador (microModulyo, EUA).

Moinho criogénico (Marconi MA 775, Brasil).

Centrifuga (Fanem 206-R, Brasil).

Sistema para destilagdo de acido em sub-ebulicdo (Marconi, Brasil).
Fonte de energia para eletroforese (Amersham Biosciences, EUA)

Célula de eletroforese (Bioamerica, modelo D7C2-24DNBA,EUA)

Tabela 4-1 Parametros empregados na analise por ICP OES

30

Parametros Instrumentais ICP OES (visao radial)
Poténcia da radio frequéncia (kW) 1,3
Vaz&o do nebulizador (L min™, 0,6
Vaz&o do gas do plasma (L min™") 15
Vazao do géas auxiliar (L min™") 1,5

Nebulizador V-Groove
Camara de nebulizagao Sturman Master

Altura de observagédo mm 15

Comprimento de onda (nm) Ca (Il) (A = 396,847 nm)

Cu (I) (A = 327,395 nm)

Fe (1) (A =238,204 nm)
Mg (1) (A = 280,270 nm)
Zn (1) (A = 213,857 nm)
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Tabela 4-2 Parametros empregados na analise por ICP-MS condigdes normais

Parametros Instrumentais

ICP-MS

Poténcia da radio frequéncia (kW)
Vaz&o do nebulizador (L min™,
Vazéo do gas auxiliar (L min™")
Vazao do Sheath gas (L min™")

Nebulizador
Camara de nebulizagao
Pontos por pico
Tempo de residéncia (us)
Skimmer
Vazao Hy (mL min™)
Vaz&o He (mL min™)
Temperatura da camara de nebulizagdo (°C)

Tipo de varredura

1,4
0,93
0,93
0,19
Seaspray
Scott type
5
100 000 Se, 50 000 outros
Ni
80
80
2
Peak Hopping
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Tabela 4-3 Parametros empregados na analise por ICP-MS condi¢des de cool

plasma

Cool Plasma 1

Cool Plasma 2

Poténcia da radio frequéncia (kW) 0,7 0,65
Vaz&o do nebulizador (L min™, 0,98 1,07
Vazdo do gas auxiliar (L min™) 0,93 0,93
Vazdo do Sheath gas (L min™) 0,19 0,19

Nebulizador Seaspray Seaspray
Camara de nebulizagao Scott type Scott type
Pontos por pico 5 5
Tempo de residéncia (us) 100 000 Se, 50 000 100 000 Se, 50 000
outros outros
Skimmer Ni Ni
Vaz&o H, (mL min™) 80 80
Vaz&o He (mL min™) 80 80
Temperatura da camara de ) 5

nebulizagdo (°C)

Tipo de varredura Peak Hopping Peak Hopping

4.2 Reagentes

Todos os materiais (vidrarias, ponteiras, frascos, etc) utilizados para a
realizagéo do trabalho foram descontaminados em banho de HNO3 10% (v v'') por
24 h. Agua ultrapura (resistividade de 18,2 MQcm), obtida de um sistema de
purificacdo de agua Milli-Q plus (Millipore, Estado Unidos) foi empregada para todas
as diluicdes, preparo de amostras e limpeza de vidraria. Os padrées foram
preparados a partir de solu¢des estoque individuais contendo 1000 mg L (Tritisol®,
Merck, Alemanha) de Ca, Cu, Fe, Mg e Zn. Acido nitrico HNO3; (Merk, Alemanha)
destilado abaixo do ponto de ebulicdo e perdéxido de hidrogénio (H»O;) (Merck,
Alemanha) foram utilizados como agentes oxidantes na digestao das amostras.

Fosfato de sodio dibasico (Synth, Brasil), Tris-(hidroximetil)Jaminometano
(USB, EUA), Dodecilsulfato de sodio (Vetec, Brasil), Brometo de cetiltrimetilamonio
(Vetec, Brasil) e Triton X-100 (J. T. Baker, EUA), foram utilizados nos estudos

cromatograficos. Para preparo dos tampdes, o pH era aferido utilizando HNO3 (1% m
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v’ ou NaOH (1% m v'") (Vetec, Brasil) e um potenciémetro (Tecnal Tec-2, Brasil)
com eletrodo combinado de pH (Analion V631-5, Brasil).

Para a calibracdo da coluna de exclusao por tamanho, padrbes de diferentes
massas molares (GE Healthcare, EUA), Blue Dextran (2000 kDa), Ovalbumina (43
kDa), Anidrase Carbénica (29 kDa), Cianocobalamina (1,4 kDa), foram empregados.

Antes de qualquer injegcdo na coluna cromatografica as amostras ou padrdes
eram filtrados com filtros 0,45 ym com auxilio de uma cuba originalmente utilizada
para SPE e bomba de vacuo para evitar que qualquer sélido ou suspensao fosse
injetada na coluna cromatografica e comprometesse seu empacotamento. Para
evitar interferéncia entre as analises sucessivas, tampao de corrida era injetada na

coluna entre uma analise cromatografica e outra.

4.3 Amostras

Para a otimizacdo dos métodos de extracao foram utilizadas amostras de rim
de bovino fornecido pelo laboratério de carnes da Embrapa Pecuaria Sudeste e
amostra comercial de contra-filé (Longissimus dorsi) comprada em mercado local de
Sao Carlos, SP, sendo que a mesma amostra comercial de contra-filé também foi
utilizada para otimizacao das condicdes de detecgcao de ICP-MS e ICP OES. Por fim,
amostras de contra-filé de animais da raca Wagyu com diferentes periodos de
maturagdo foram fornecidas pelo laboratério de carnes da Embrapa Pecuaria
Sudeste para posteriores estudos sobre periodos de maturacdo e aplicagdes dos

métodos desenvolvidos.

4.4 Determinacao dos teores totais dos ions metéalicos

As amostras de carnes trituradas foram liofilizadas por 24 horas e
posteriormente pulverizadas em moinho criogénico usando recipiente imerso em
nitrogénio liquido (SPEX), sendo que foi aplicado o seguinte programa para a
moagem (dividido em 3 ciclos): Etapa 1. pré-congelamento: 4 min; Etapa 2.
moagem: 2 min, intercalados por ciclos de recongelamento de 2 min. Os teores
totais foram determinados nas amostras empregando forno com radiagdo micro-
ondas para mineralizagdo das amostras. Aproximadamente, 100 mg das amostras
de interesse e de material certificado de referéncia (NIST 8414-Bovine Muscle
Powder) e Bovine Liver (NIST 1577b), foram utilizados.

Volumes de 1,0 mL de H;0, (30% m/m) e 2,0 mL HNO;s (7 mol L") foram

utilizados nas digestdes. Apos realizadas as digestdes, as amostras foram diluidas
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para 10 mL com agua ultrapura e os teores de calcio, cobre, ferro, magnésio e zinco
foram determinados por ICP OES. Na Tabela 4-4 estad descrito o programa de
aquecimento utilizado durante a digestao e na Tabela 4-1 as condigdes utilizadas no
ICP OES.

Tabela 4-4 Programa de aquecimento em forno de micro-ondas com cavidade

Etapas Poténcia (W) Tempo (min)
1 300 2,0
2 0 3,0
3 650 4,0
4 850 5,0
5 1000 5,0
6 Vent. 15,0

4.5 Andlises cromatograficas

4 5.1 Sistema SEC-UV

Para a calibragcdo da coluna cromatografica de exclusao por tamanho foi
utilizada detecgao por absorgao no ultravioleta com comprimento de onda 290 nm
(UV). O sistema consistiu de uma bomba de propulsdo de fluidos em alta pressao,
injetor comutador tipo Reodhyne, coluna cromatografica, espectrofotometro de
absorcao no UV equipado com cubeta de fluxo com janela 6ptica de quartzo e um
computador, onde foi instalado o software do equipamento para aquisicdo das
medidas de absorbancia em fungédo do tempo.

Com a utilizagdo de uma seringa (250 pL) a alga (100 pL) do injetor
comutador na posigao amostragem era preenchida com um padrao de massa molar.
Quando o injetor era comutado para posigao injecéo, o padrao de massa molar era
colocado no percurso do eluente e bombeado pelo sistema de propulsao de fluidos.
Dessa maneira a solucdo de padrao era bombeada através da coluna
cromatografica onde esta migrava pelos poros da coluna. Apds sair da coluna o
padrao era transportado até o detector, onde era obtido um sinal de absorbancia.
Esse sinal era adquirido continuamente a partir do momento da inje¢do do padrdo no
eluente até sua completa transposi¢cado pelo detector, segundo a segundo. Dessa

forma era obtido um sinal de linha de base préoximo a zero quando havia s6 o
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eluente passando pelo caminho o6ptico, ou seja do inicio da analise até instantes
antes da chegada do padrao ao detector, e um pico de absorbancia quando havia o
eluente em conjunto com padrao padréo passando pelo caminho éptico do detector.
O tempo de aquisicao desse pico era considerado o tempo de retengdo do padrao
de massa molar na coluna. Esse processo foi repetido para todos os padrdes.

ApoOs a aquisicdo dos dados os cromatogramas foram gerados utilizando o
software Origin 8.0 (OriginLab, EUA). Devido as limitagcbes de pressao
recomendadas pelo fabricante da coluna cromatografica, a pressao do sistema era
mantida no maximo de 15 bar. Para o inicio de trabalho com a coluna cromatografica
era passado um fluxo de agua por 90 min e posterior condicionamento de 90 min
com tampao de corrida e ao final das analises era feita a limpeza com 90 min com
agua e em seguida 90 min com alcool metilico (20% v v'), meio no qual a coluna

era mantida.

4.5.2 Sistema SEC-ICP-MS / SEC-ICP OES

Para analise das metaloproteinas foi avaliada a detecg¢ao por ICP-MS e ICP
OES. O sistema utilizado foi basicamente 0 mesmo descrito no item anterior, exceto
a deteccdo. Apds a separacao pela coluna a amostra era transportada até o
nebulizador dos ICPs avaliados, onde ocorria a nebulizacido da amostra, transporte
até o plasma, os processos de atomizagao e ionizagado que normalmente ocorrem no
plasma e a aquisicdo do sinal. O sinal era adquirido continuamente a partir do
momento da injegdo nos modos “time scan” para o ICP OES e “Peak Hopping” para
o ICP-MS, tal qual quando utilizado o espectrofotdbmetro de absorcido no UV. O
software utilizado para a aquisicdo de sinal foi o Vista (Varian, Australia) versao ICP
OES ou ICP-MS, de acordo com a deteccdo que estava sendo avaliada. Apds a
aquisicdo dos dados os cromatrogramas eram gerados utilizando o software Origin
8.0 (OriginLab, EUA). Neste sistema nao foram injetados padrbes, mas apenas

extratos das amostras.

4.6 Determinacao de Proteina

4.6.1 Proteina Bruta

A determinacdo de proteinas geralmente é realizada com base na
determinacdo de nitrogénio total, feita pelo processo de digestdo Kjeldahl
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2004). Esse método, idealizado em 1883, tem sofrido
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numerosas modificagcdes e adaptagdes, porém sempre se baseia em trés etapas:
digestédo, destilagdo e titulacdo. A matéria organica € decomposta e o nitrogénio
existente é finalmente transformado em amoénia. Como o teor de nitrogénio das
diferentes proteinas corresponde a aproximadamente 16% do teor total de
nitrogénio, normalmente é considerado o fator empirico 6,25 para transformar a

massa de nitrogénio obtida em proteina.

Digestdo — A matéria organica existente na amostra € decomposta com acido
sulfurico e uma mistura catalisadora, normalmente K;SO4:CuSO,4 (10:1). Sulfato de
potassio € adicionado para elevar a temperatura de ebulicdo e sulfato de cobre é
adicionado para favorecer a decomposi¢cdo da matéria organica.

Destilagdo — A aménia é liberada do sal amoniacal pela reagdo com hidroxido de
sodio e recebida numa solucdo de acido bdrico de volume e concentracao
conhecidos formando borato de aménio (NH4H2BO3).

Titulagdo — Determina-se a quantidade de nitrogénio presente na amostra titulando-
se o NH4H2BO3; na presencga de indicador com uma solucéo conhecida de H,SO,.
Digestdo- 0,100 mg da amostra é pesada e transferida a um tubo de digestao de
300 mL. A seguir sao adicionados 1,5 g de mistura catalisadora e 2,5 mL de acido
sulfurico (H2SO4) concentrado. Em seguida os tubos sdo transferidos a um bloco
digestor, elevando gradativamente a temperatura até atingir 400°C, temperatura na
qual é mantida por aproximadamente 3 horas, ou até que as paredes internas dos
tubos estejam perfeitamente limpas, ou que a fumaca branca de SO, (diéxido de
enxofre) praticamente desaparega. A digestdo se completa quando a solugéo é
transformada na coloragcédo verde agua transparente. A seguir os tubos contendo a
solugdo das amostras séo retirados do bloco digestor e transferidos para suporte
adequado, onde sao deixados esfriar.

Destilag&o - apds o esfriamento, os tubos s&o conectados ao sistema de destilagéo
semi-automatico, cujo condensador esteja previamente conectado a um frasco tipo
Erlenmeyer de 250 mL contendo 10 mL de solucdo de 1% mv™' de H3BOs e solugdo
indicadora (solugdo 0,1% m v de verde de bromocresol e solugéo 0,1 % m v de
vermelho de metila). A amostra sdo adicionados 25 mL de solugdo 40% m v~ de
NaOH, sendo a seguir iniciada a destilagdo até que o volume destilado seja de

aproximadamente 50 mL.
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Titulacdo - o destilado coletado é titulado com solugéo padronizada 0,1 mol L™ de
H2SO4.

A porcentagem de nitrogénio e porcentagem de proteina bruta das amostras
sdo calculadas a partir das seguintes expressdes:

% N=((2*14 * 0,1 *100)/ 100) * ( V H2SO4 — V branco) (1

Onde:

14 = equivalente do nitrogénio

0,1 = concentracéo do acido

100 = 100% (para expressar o resultado em porcentagem)

100 = massa utilizada (em miligrama — 0,100g * 1000)

V H,SO,4 = volume de acido consumido até o ponto de viragem (em mL)

V Branco = volume de acido consumido até o ponto de viragem do branco (em mL)

% Proteina bruta = %N * 6,25 (2)

4.6.2 Método de Bradford

Para determinacido da concentracio total de proteinas nos diferentes extratos
da carne foi empregado o método de Bradford (1976). Para isso, as proteinas da
carne eram extraidas de acordo com cada método avaliado. Em seguida era
realizada uma diluicdo 1:5 do extrato com o proprio extrator, para que este se
encontrasse na faixa linear de calibracdo. Por fim, uma aliquota de 100 ul era
retirada e adicionada a 1,00 mL do reagente de Bradford (Coomassie Brilhant Blue
G-250 (CBG) em meio de alcool metilico e &cido fosférico (85 % v v') obtidos
comercialmente (Thermo Scientific, EUA).

A ovoalbumina foi utilizada para calibracdo do espectrofotémetro. As solugcdes
de referéncia foram preparadas a partir de uma solugao estoque de ovoalbumina
5000 mg mL™ em meio de agua ultrapura. Todas as curvas foram compatibilizadas
com o extrator e faixas de concentragdes diferentes foram utilizadas dependendo
dos reagentes empregados na extracdo. Quando apenas tampdes eram
empregados nas extracdes, curvas de (50 — 500 mg L") eram utilizadas. Em
contrapartida, devido aos maiores valores de sinal de fundo quando surfactantes
eram adicionados foi necessario aumentar a faixa de concentracido dos padroes
(1000 — 5000 mg L"). Nessas ultimas também foi retirada a etapa de diluigdo do

extrato.
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4.7 Extracdo da fase lipidica

A extragcdo da fase lipidica foi realizada de acordo com o procedimento
descrito por Gongalves (2007) baseado no trabalho de Kannamkumarath e
colaboradores (2005). O processo consiste na agitagdo de 2,0 g de amostra moida
com uma mistura cloroférmio-metanol 2:1 (10 mL) por 5 min e posterior separagao
do sobrenadante do residuo da amostra. Esse processo era repetido por 3 vezes e
na ultima o extrato era filtrado. O residuo da amostra que ficava retido no filtro era
seco em estufa 37°C por 24h, moido em almofariz com pistilo e realizada as

extracdes de proteinas.

4.8 Eletroforese em gel

A formacgdo do gel por polimerizacdo da acrilamida ocorreu no interior do
sistema esquematizado na figura 4.1. A mistura reacional incluiu acrilamida (N,N’-
metilenebisacrilamida) que funciona como cross-linker, 15 uL persulfato de amoénio
(10% m v'1) usado como peroéxido iniciador (a reagao de polimerizagao da acrilamida
€ catalisada pela presengca de radicais livres) e 5 ub TEMED (N,N,N’,N’-
tetramethylethylenediamine) que atua como catalisador da reagdo. A exposi¢cao ao
ar foi evitada durante a polimerizagdo do gel de concentracdo por meio do encaixe
do pente. A concentracdo da acrilamida nos géis determina a velocidade de
migracdo e a capacidade de separagdo das proteinas. Num gel de densidade
uniforme a distancia de migracdo de uma proteina é inversamente proporcional ao
logaritmo da sua massa molecular. Nesse trabalho foi utilizada concentragado de

acrilamida 15% (m m™) (e-escola, Instituto Superior e Técnico, acesso 01/09/11).
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Figura 4-1 Representagdo do sistema de eletroforese em gel. (fonte: e-escola,

Instituto Superior e Técnico, acesso 01/09/11 ).

A segquir, foi preparado o gel de empilhamento, da seguinte maneira: foram
misturados 1,25mL de acrilamida/Bis e 1,875 mL de tampéao do gel de empilhamento
6,06g de TRIS, 75 uL SDS (10% m v™'), com pH ajustado para 6,8 em 100 mL de
solugdo. Entéo, filtrou-se em papel-filtro a mistura e em seguida, adicionou-se 37,5
uL de persulfato de aménio e 15 uL de TEMED. Colocou-se os pentes e aguardou-
se novamente 40 minutos para a completa polimerizagao.

Posteriormente, os pentes foram retirados com cuidado e onde os dentes dos
pentes estavam encaixados formaram-se pequenas cavidades (pogos), as quais
foram usadas para a aplicagao das aliquotas das amostras.

A solugédo de corrida (3,75 g de TRIS, 18,25 g de glicina em 250 mL de
solugédo e em seguida diluida 5 vezes) foi colocada cuidadosamente nos pogos com
0 auxilio de uma pipeta. Em seguida, um volume de aproximadamente 40 uL dessa
solucao foi retirada de cada pocgo utilizando-se de uma seringa para a posterior
injecdo da amostra. Dessa maneira, o gel estava pronto para a analise eletroforética
(Bossu, 2009).

Para o preparo das amostras foram misturados 32 uL dos extratos de carne
com solugcdo 8 uL de 2-mercaptoetanol. O reagente 2-mercaptoetanol atua como
agente redutor, quebrando as ligagdes dissulfidricas presentes em grande parte nas
proteinas. Isso se torna necessario para facilitar o acesso do desnaturante as partes
internas das proteinas, além de permitir a separagdo de cadeias polipeptidicas

mantidas por esta ligagdo covalente (SILVA Jr., 2001).
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Em seguida, aplicou-se 40 uL das amostras nos pogos da eletroforese em gel
SDS-PAGE. Os mesmo preparos feitos com a amostra foram realizados com a
solucdo padrdo. Essa solugdo era comercial e continha os seguintes padrbes
protéicos: a — Lactalbumina (14 kDa), Inibidor Tripsina (20 kDa), Anidrase Carbdnica
(29 kDa), Ovalbumina (43 kDa), Albumina (66 kDa) e Fosforilase b (97 kDa).

Volumes restantes de tampao de corrida e eletrodos foram vertidos dentro da
cuba, nas partes interna e externa. A tampa do conjunto foi encaixada, atentando
para a conexdo dos eletrodos e os fios destes ligado a fonte. Depois de seguir os
procedimentos citados acima, utilizando-se uma fonte de energia aplicou-se uma
voltagem de 100 V e amperagem de 23 a 24 mA por 4 horas e 30 min. A finalizagéao
da corrida foi indicada pela linha frontal que migra a frente das proteinas e formada
pelo azul de bromofenol, presente no tampao de amostra. Dessa forma, quando a
linha frontal estava ao final do gel fracionador, foi desligada a fonte elétrica (Bossu,
2009).

Apos a corrida, para a revelagao das bandas no gel, essas foram coradas em
solucado de azul brilhante de Comassie. O preparo dessa solugdo consistiu numa
primeira etapa na mistura de 0,5 g de azul brilhante de Comassie 3,75 mL de H,SO,4
em solucdo aquosa total de 500 mL. Em seguida, essa solugao foi filtrada em papel
filtro. Ap6s, foi adicionado ao filtrado 55,6 mL de uma solugdo KOH (10 mol L™)
juntamente com acido tricloroacético (7,34 mol L") e a solucéo resultante foi agitada
por 2 horas.

Por fim, os géis foram lavados com agua deionizada e armazenados em

glicerol 10% (v/v) e metanol 10 % (v/v) em solugéo total de 100 mL (Bossu, 2009).
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5 Resultados e Discussao

5.1 Avaliacéo do procedimento de extragéo

Para a realizagcdo das andlises de fracionamento, foi necessario
primeiramente aperfeicoar os parametros inerentes a extragdo. Para isso, foram
avaliados a concentracao e tipo da solucdo tampao, tempo de extracado, volume de
extrator, influéncia da centrifugacéo e temperatura, o emprego de surfactantes e por
fim o pH da solucéo extratora. O emprego de surfactantes e o pH foram avaliados
por ultimo por que foi buscada uma condicdo simples, branda e eficiente, pois

variagdes nesses dois fatores poderiam prejudicar a estrutura do analito.

5.1.1 Avaliacédo da concentracdo da solucdo tampao

O primeiro fator que foi avaliado no procedimento de extragcdo foi a
concentracdo da solugdo tampao. Esse experimento teve por objetivo observar a
influéncia que o aumento da concentragao da solugao tampao ocasionaria no perfil
protéico extraido utilizando um sistema cromatografico com SEC-UV (item 4.5.1).
Para isso o sistema foi mantido na faixa da neutralidade (pH 7,0), visando uma
menor influéncia no experimento.

Os experimentos foram realizados usando tampao fosfato na faixa de
concentragdo de 0,75 — 5,00 mmol L™ e tampao tris-HNO3 (1,00 — 10,0 mmol L™).
Uma solucdo de ovalbumina (5 g L") era preparada em cada meio avaliado. A
solucdo estudada também era usada para acondicionar a coluna cromatografica.
Cada condicdo avaliada foi medida duas vezes. Os resultados apresentados sao as
médias dessas medidas. Os cromatogramas obtidos sdo mostrados nas figuras 5-1
(tris-HNO3) e 5-2 (fosfato).
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Figura 5-1 Cromatogramas de ovalbumina obtidos com tampao tris-HNO3 pH 7,0

com concentracdes crescentes. (a) 0 - 5,00 mmol L™; (b) 7,50 - 25,0 mmol L™
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Figura 5-2 Cromatogramas de ovalbumina obtidos com tampao fosfato pH 7,0 com

concentracdes crescentes (0,75 - 5 mmol L™).

Como pode ser observado na figura 5-1 (a), o aumento da concentragao da
solugédo tampéao provoca o alargamento dos picos cromatograficos para as solugdes
2,50 e 5,00 mmol L'1, quando comparadas a solucdo 1,00 mmol L. Esse
alargamento ocasiona também uma pequena diminuicdo da intensidade do sinal

analitico. A partir da concentragdo de 7,50 mmol L' (figura 5-1 (b)), o pico
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cromatografico ganha definigdo novamente. Entretanto ha uma diminuicdo mais
acentuada do sinal analitico e o aparecimento de um segundo pico, o qual
intensifica sua separacao e intensidade com a elevacédo da concentragao da solucéo
tampao. Uma possivel explicagdo para essas observagdes seria a degradacgao
protéica a partir da concentracdo de 7,50 mmol L. Quando agua ultra-pura foi
testada também houve diminuicdo do sinal analitico e aparecimento de um pequeno
pico no tempo de 16 min (fig 5.1 (a)). Esse pico também pode ser referente a
degradacgao da molécula de ovalbumina, decorrente da variagédo de pH da solugéo.

Quando o tampéo fosfato foi avaliado, o comportamento observado foi o
mesmo apresentado pelo tampao tris-HNO3. Contudo, a concentracao de 2,5 mmol -
! ja apresenta produtos de degradacgéao.

Baseado no que foi apontado na discussdo anterior e em estudos
preliminares de Park & Bean (2003), que concluiram que a concentragao da solugao
tampao nao apresentaria efeito significativo na extragdo de proteinas, a
concentragdo de 1,00 mmol L™ foi selecionada para a realizagdo dos experimentos

posteriores.

5.1.2 Planejamento fatorial fracionario

ApOs os testes iniciais com as concentragdes da solugao tampao foi realizado
0 processo de otimizagdo da extracdo de metaloproteinas. Para isso foram utilizadas
amostras de rim bovino liofilizadas e moidas em moinho criogénico. Buscando a
otimizagdo de extragcao das metaloproteinas, através da completa extracao ou da
fracdo proteica ou do grupo prostético, em todos os experimentos realizados foram
determinadas a concentragdo de proteina extraida pelo método de Bradford (1976)
e a concentragcdo dos elementos de interesse por ICP OES. Para avaliagcdo dos
resultados, os valores extraidos foram comparados com as concentracdes totais
determinadas, digeridas por micro-ondas quanto a concentragao total dos minerais e
teor de proteina bruta estimado pelo método de Kjeldahl. Para esses experimentos,
a amostra de rim foi selecionada em virtude do seu alto teor de minerais, facilitando
a sua determinacdo por ICP OES. Contudo os resultados encontrados para as
determinacdes de minerais ndo foram satisfatérios, sendo suas recuperacdes muito
baixas, por isso os experimentos posteriores foram executados principalmente com

os dados de proteinas totais.
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O primeiro passo foi a realizacdo de um planejamento fatorial fracionario 2°
sendo duas das variaveis estudadas, tipo de tampédo e uso de centrifugagao,
qualitativas. O uso dessas variaveis levou a escolha de uma ou outra opgéo, sem
opgoes intermediarias como, por exemplo, o uso de tampao tris ou tampao fosfato,
composicoes intermediarias (misturas) ndo foram avaliadas. Na tabela 5-1 esta
esquematizado o planejamento empregado. Como descrito anteriormente, os
extratores utilizados foram tampao tris-HNO3 e fosfato na concentragdo 1,00 mmol L
' e pH 7,00.

Tabela 5-1 Planejamento fatorial fracionario 2°

Experimento  Tempo (min) Volume (mL)  Temperatura Tampéao Centrifugagao
(’C) (9)
1 -1 -1 -1 -1 1
2 -1 -1 1 -1 -1
3 1 1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1 1
5 1 -1 1 -1 1
6 1 1 1 1 1
7 -1 1 -1 -1 -1
8 1 -1 -1 -1 -1
9 1 -1 -1 1 -1
10 1 1 -1 1 -1
11 1 -1 1 1 -1
12 -1 -1 1 1 1
13 -1 1 1 -1 1
14 1 -1 -1 1 1
15 -1 1 -1 1 1
16 -1 1 1 1 -1
17 -1 -1 -1 -1 1
18 -1 -1 1 -1 -1
Nivel (-) 15 5 Ambiente Tris-HNO; -

Nivel (+) 60 15 35 Fosfato 3000
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A variavel centrifugacdo foi avaliada para verificar possiveis perdas de
analitos devido a sedimentagcdo causada pela forga centrifuga relativa gerada pela
rotacdo. Além disso, optou-se por avaliar temperaturas relativamente baixas para
que fossem evitadas possiveis mudancas estruturais nas proteinas extraidas por
meio de desnaturacdo por temperatura. Com os resultados obtidos nos
experimentos foi gerado um grafico normal de efeitos (figura 5-3). Para avaliar os
resultados, no grafico normal de efeitos, considerou-se como relevante as variaveis
mais distantes da origem no eixo dos efeitos, sendo essas as que mais influenciam
na resposta analitica. Com isso, ficou evidente que apenas as variaveis tipo de
tampao (4) e volume de extrator (2) foram significantes, assim como sua interagcao
(24). E possivel observar ainda que os niveis mais altos dessas duas variaveis

proporcionam uma melhor extragao das proteinas.
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5-3 Grafico de efeitos. Variaveis: 1 (tempo), 2 (volume), 3 (temperatura), 4 (tampao)

e 5 (centrifugacéo).

Apesar de a interagao entre as variaveis tempo - centrifugacéo (15), tempo -
temperatura (13) e centrifugacdo - tipo de tampao (45) apresentarem valores de
efeito relativamente elevados, admitiu-se, j4 que os efeitos principais dessas
variaveis possuem valores muito baixos, que essas interagcdes também n&o sao

significantes. Isso pdde ser confirmado apds rearranjar o planejamento fatorial
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fracionario 2°' em um planejamento fatorial completo 22 com 4 replicatas,
observando a concordancia entre as replicatas de cada experimento com erro
relativo percentual variando entre 2,66 e 10,58%. A figura 5-4 mostra as médias das
recuperagdes de cada experimento do planejamento 22 com seus respectivos

desvios padréo.

16

14 T

12 B Menor volume + tampSo
fosfato

10

B Menor volume + tamp3o tris

Maior volume + tampdo tris
E -4
B Maior volume + tampdo
4 fosfato
2 -
D -

Figura 5-4 Representacao grafica do planejamento fatorial rearranjado 2 avaliando

Recuperagao (%)
oo

as variaveis tipo de tampao e volume do extrator.

Os valores de recuperagao das proteinas em comparagdo com o método de
Kjeldahl variaram entre 6 e 13%. Analisando-se, por meio do teste-t para duas
meédias no nivel de 95% de confianga, a variavel tipo de tampao e mantendo-se a
variavel volume constante, observou-se que nao ha diferenca significativa quando
avalia-se os experimentos de menor volume de extrator (barras azul e vermelha),
todavia nos experimentos de maior volume (barras verde e roxa) foi observado
diferenca significativa, o que condiz com o grafico de efeitos onde a interagdo entre
a variavel volume e tipo de tampao teve um elevado efeito positivo na extragao.

Realizando-se o0 mesmo teste para a variavel volume mantendo-se o tipo de
tampéao constante, observou-se diferenga significativa para o tampao fosfato (barras
roxa e azul). Nao foi possivel avaliar os experimentos realizados com tampé&o tris
(barras vermelho e verde) devido ao resultado do teste F, no qual os desvios padréao

das medidas ndo sdo comparaveis.
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A partir desses resultados, foram selecionadas para os testes seguintes as
condigbes: Tampao fosfato (1,00 mmol L™, pH 7,00), volume 15 mL, tempo 15 min,
temperatura ambiente e uma etapa de centrifugagéo a 3000 rpm por 10 min. Apesar
de ser clara a tendéncia de melhores valores de extragao para maiores volumes de
extrator, optou-se por ndo se trabalhar com essa variavel para evitar maiores
diluicbes da amostra e dificultar posteriores determinagdes de minerais.

Outra observacéao pertinente nesta etapa foi a formacdo de uma emulsédo nos
extratos de todos os experimentos, que impossibilita posteriores analises
cromatograficas, provavelmente devido a alta concentragéo de lipideos presentes na

amostra (aproximadamente 46 % (m m™)).

5.1.3 Avaliagcdo do emprego de surfactantes

Buscando uma melhor homogeneidade do extrato e maior eficiéncia de
extracdo, sem aumentar a diluicdo da amostra, decidiu-se avaliar o emprego de
surfactantes, conforme proposto por Park & Bean (2003). Os autores estudaram
entre outras variaveis a influéncia da concentracdo e o tipo de surfactante na
extracdo de proteinas. Os surfactantes avaliados foram: catiénico: brometo de cetil
trimetil amonio (CTAbr, do inglés Cetyl Trimethyl Ammonium — Bromide), aniénico:
Dodecilsulfato de sédio (SDS, do inglés Sodium dodecilsulfate) e anfotero: SB 3-12
(SB, do inglés Sulfobetaine) e a amostra foi sorgo. Os autores concluiram que o
dodecilsulfato de sodio foi o surfactante mais eficiente para extragdo de proteinas na
amostra estudada.

Surfactantes sado compostos pertencentes a uma classe denominada
anfifilicas, ou seja, contendo uma parte hidrossoluvel e outra hidrofobica (em geral
uma cadeia carbdnica). Sado usualmente utilizados como detergente, sabao,
produtos de limpeza e higiene pessoal. Eles alteram a tenséo superficial em virtude
do aglomeramento de suas moléculas na interface entre dois meios imisciveis, por
exemplo, agua e oleo, onde a parte hidrofilica fica na fase aquosa e a parte
hidrofobica na fase oleosa (Previdello et. al., 2006).

Os surfactantes podem ser classificados de acordo com sua parte hidrofilica
(cabega polar), podendo ser catibnica (ex.: brometo de cetiltrimetilaménio (R-
N*(CH3)3Br)), aniénico (ex.: dodecilsulfato de sédio (CH3(CH2)11SO4Na®)), ndo
idnico (ex.: triton X-100 (C14H220(C2,H40),)) ou ainda anfétero (ex.: 4- (dodecildimetil
aménio) butirato (CH3(CHz)11N"(CH3)2(CH)3COQ")). Quando esses se encontram em
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baixas concentragdes no meio, estdo na forma de mondémeros, onde conforme
descrito anteriormente a cabeca polar fica na fase polar e a cadeia carbdnica na fase
apolar. Quando a sua concentragdo € aumentada até uma concentracido limite
denominada concentragdo micelar critica (CMC) ha o aglomerado desses
mondémeros geralmente 50 — 100 moléculas onde, em meio aquoso, a cabega polar
fica voltada para fora as cadeias carbbnicas para o centro. A esse aglomerado é
dado o nome de micela (Previdelo et. al., 2006, Bezerra & Ferreira, 2006).

Além da tensdo superficial, outras propriedades do sistema podem ser
alteradas, tais como densidade, viscosidade e pressdo osmotica. Essas
modificagdes podem ser vantajosas devido, dentre outros aspectos, ao aumento da
solubilidade de substancias em diferentes solventes, sendo essa a caracteristica
esperada neste trabalho (Bezerra & Ferreira, 20006).

A partir disso, foram avaliados 3 surfactantes: anibénico - dodecilsulfato de
sodio, catibnico - brometo de cetiltrimetilaménio e ndo - ibnico - Triton X-100 em trés
concentracdes diferentes, sendo a primeira metade do valor da concentragao micelar
critica (CMC), a prépria CMC e o dobro do valor da CMC. As concentragdes usadas

para cada experimento estdo apresentadas na tabela 5-2

Tabela 5-2 Parametros adotados para o estudo com surfactantes

> CMC* CMC 2 CMC

mmol L™ mmol L™ mmol L™
SDS 4,00 8,00 16,0
Triton X-100 0,12 0,247 0,48
CTABr 0,47 0,94~ 1,88

- CMC - Concentragéo micelar critica
Previdello ET. AL., 2006
Goheen & Matson, 1989

Os resultados encontrados mostraram uma melhora bastante significativa. Os

valores variaram de 6,10 a 34,5%. Os resultados sdo mostrados na figura 5-5.
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Figura 5-5 Avaliagdo do emprego de surfactantes no processo de extragao de

proteinas

ApOs a realizacdo dos experimentos esperava-se que os resultados na CMC
e acima fossem semelhantes visto que a partir da CMC ocorre a formacao de
micelas no sistema. Contudo como pode ser observado, apenas para o surfactante
Triton X-100 (barras vermelhas), apresenta comportamentos semelhantes na CMC e
acima dela. Quanto ao Dodecilsulfato de sédio (barras azuis), os resultados
indicaram extragdes bastante semelhantes, abaixo da CMC e na CMC, sendo que
na segunda condigdo foram observados os resultados mais representativos desse
experimento (34,5%). Quando a CMC é ultrapassada a concentragado de proteinas
extraidas diminui bruscamente. O CTABr foi o surfactante que apresentou piores
resultados dentre todos, sendo que a melhor condi¢cdo foi abaixo da CMC. Estes
comportamentos apresentados para o SDS e CTABr podem indicar diferencas nas
CMC encontradas na literatura e a experimental devido a variagdes de temperatura
ambiente, ja que os valores utilizados nesse trabalho ndo foram determinados
experimentalmente. Desta forma, ha a possibilidade dos valores considerados CMC
nao serem 0s mesmos nessas condicdes em que 0s experimentos foram
desenvolvidos, o que poderia explicar o comportamento do SDS.

Apesar de o surfactante SDS ter apresentado melhores resultados para a
extracdo, a solugdo resultante apresentou a formagdo de suspensdo, ainda
possivelmente devido ao alto teor de lipideos presente na amostra, o que

impossibilita a utilizagdo em analises cromatograficas. Em fungao disso, foi realizada
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uma pré-extragcao da fase lipidica e nesta amostra livre de gordura foi avaliada a
melhor condigdo encontrada até o momento (Tamp&o fosfato (1,00 mmol L', pH
7,00), tempo 15 min, temperatura ambiente e uma etapa de centrifugagdo a 3000

rpm por 10 minutos + SDS (8 mmol L"), volume final da solucdo de 15 mL).

5.1.4 Pré-fracionamento da amostra

Nesta etapa foi avaliada além da amostra de rim uma amostra de contra-filé
bovino. A fase lipidica foi extraida conforme descrito no item 4.7. Os resultados
obtidos mostraram uma recuperacao de 40 £+ 3% para as amostras de rim. Esses
resultados ndo mostraram grande diferengca em relagdo a analise anterior, sem a
etapa de pré-fracionamento. Isso evidencia que a adicao desta etapa néo influi na
eficiéncia de extragdo. Entretanto, o extrato fica inteiramente homogéneo, sem a
formacado de emulsdo, facilitando a completa separagao da fase aquosa do residuo
da amostra sdlida por centrifugagdo, o que possibilita posteriores analises
cromatograficas, quando necessarias. As amostras de contra-filé apresentaram
resultados de proteina extraida muito superiores aos obtidos pela amostra de rim (65
t 6%). Em virtude dos melhores resultados obtidos pela amostra de contra-filé,
optou-se por continuar o estudo com essa amostra.

Por fim, foram realizados experimentos avaliando-se diferentes valores pH da

solugao tampao.

5.1.5 Variacao do pH

Park e Bean (2003) concluiram que o melhor meio para extragdo de proteinas
em amostra de sorgo foi tampao alcalino e surfactante anidénico (SDS). Em virtude
disso foi realizado um ultimo experimentos alterando-se o pH da solugao extratora
tampdes com pH 8, 9 e 10 foram avaliados. As condi¢des utilizadas foram as
mesmas sumarizadas no final do item 5.1.3 e a amostra de contra-filé foi utilizada

livre de fase lipidica. Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 5-6.
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Figura 5-6 Efeito do pH do tampéao fosfato sobre processo de extragdo de proteinas.
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Como pode ser observado na figura 5-6, houve uma grande melhora na
extragdo de proteinas com solugdes alcalinas com valores ao redor de 85% de
recuperacao quando comparado com Kjeldahl. Comparando-se os pHs 8, 9 e 10 por
meio do teste t para comparagdo de médias ao nivel de 95 % de confianga, nao
houve diferenca significativa entre as analises.

Nascimento e colaboradores (2010), fizeram extracdo de proteinas em
amostras de castanhas livres de gordura, utilizando solugdo de NaOH (1 mol L)
com posterior precipitacdo com solucdo de HCI até pH~4, separacido e
ressolubilizacdo em tampéao tris-HCI (pH 7,5). Utilizando esse método de extragao,
apresentaram uma recuperagao de 12% quando comparado com o valor total de
proteina presente na amostra determinado por analise elementar CHNS.

Sun et. al. (1999), propuseram um método de extracdo de proteinas em
gérmen de trigo livre de gordura por meio de um sistema de micela reversa, formado
por bis (2 etil hexil) sulfosuccinato de sddio, iso-octano e solugdo de KCI. Micelas
reversas sao formagdes espontdneas e reversiveis de agregados esféricos de
moléculas anfifilicas em solugdo apolar. Na presenga de agua, solubilizada, o
centros polares presentes nesses agregados sao capazes de solubilizar enzimas e
outras substancias. Utilizando a metodologia direta (forward), onde a proteina é
solubilizada no centro das micelas reversas, foi obtida uma recuperacdo de 37%

comparado com o teor total na amostra. Sun et. al. (2008) utilizaram a metodologia



Resultados e Discusséao 54

indireta (backward), onde utiliza-se a fragdo residual da solugao contendo as
micelas, os autores obtiveram uma recuperacéo de aproximadamente 80%.

Pickardt et. al. (2009), otimizaram método de extragdo para amostras de
farelo de girassol com solugdes levemente acidas (pH 6) e alta concentragao salina
e obtiveram recuperagdes de 76 - 83% de recuperagéo.

Comparando com os recentes trabalhos apresentados na literatura, o método
proposto mostra-se, simples, brando e eficiente. Resumindo, o método otimizado
neste trabalho para extragdo de proteinas em amostra de carne bovina foi agitagao
de 0,1 g de amostra livre de gordura por 15 min com tampao fosfato 1,00 mmol L™
(pH 8) + SDS (8 mmol L™, volume final da solugdo de 15 mL, temperatura ambiente
e uma etapa de centrifugacdo a 3000 rpm por 10 min. Nesta etapa ndo foram
obtidos os perfis proteicos.

Ap0bs otimizada a extragao, iniciou-se a calibragdo da coluna cromatografica e

otimizagao dos parametros eletroforéticos de analise.

5.2 Métodos de separacao

5.2.1 Calibrac&o da coluna cromatogréafica

O sistema cromatografica esta descrito no item 4.5.1. Inicialmente foi utilizado
o detector espectrofotométrico monitorando-se o comprimento de onde de 290 nm.
O primeiro passo para a calibragdo da coluna cromatografica foi a determinagdo do
volume morto da coluna. Para isso foi injetado na coluna um padrao de Blue Dextran
de massa molar de 2000 kDa. Como esse padrdao tem massa muito elevada, é
completamente excluido da coluna, e por isso sai no seu tempo de retengédo minimo.
Através desse valor minimo de tempo de retencdo € possivel calcular o volume
morto da coluna. A figura 5-7 traz o cromatograma obtido para o Blue Dextran. A
partir da vazdo do eluente (0,6 mL min™”) e do tempo deste padrdo é possivel

calcular o volume morto da coluna.
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Figura 5-7 Cromatograma com detecgao espectrofotométrica para padréo de Blue

Dextran.

Como pode ser observado na figura 5-7, o tempo de retencdo minimo da
coluna é de aproximadamente 780 s, portanto o volume morto da coluna levando-se
em consideracdo a vazdo de 0,6 ml min”' é de 7,8 mL. Essa informagdo é
importante, pois traz a faixa de separagédo da coluna, ou seja, todos os compostos
fora da faixa de analise da coluna que possuem uma menor ou nenhuma interagao
com ela sairdo neste tempo minimo de analise de 780 s ndo havendo separagao
cromatografica entre esses compostos.

Apos a determinagao do volume morto da coluna foram injetados trés padrdes
de diferentes tamanhos na coluna. Os padrbes utilizados foram ovalbumina (43
kDa), anidrase carbdnica (29 kDa) e cianocobalamina (1,4 kDa). As injecdes foram
feitas separadamente e em duplicata. O cromatograma de cada padrao e do blue

Dextran foram plotados juntos e estdo apresentados na figura 5-8
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Figura 5-8 Cromatograma com detecgao espectrofotométrica para calibragcédo da

coluna.

De posse dos tempos de retengdao de cada padrao foi obtida uma curva de
calibragdo para a coluna gerando-se o logaritmo da massa molar em fungao do
tempo de retengédo de cada padrao. A curva obtida juntamente com sua equacgao da

reta e o coeficiente de correlagao linear estdo apresentados na figura 5-9.
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Figura 5-9 Curva de calibragédo da coluna de exclusao por tamanho utilizando os
padrées Ovalbumina (43 kDa), Anidrase Carbodnica (29 kDa) e Cianocobalamina (1,4
kDa)
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Comparando-se os valores do coeficiente angular da reta obtida (-0,0013)
com valores da literatura, observa-se uma boa concordancia com os trabalhos de
Vieira (2007) (-0,0025) e Harrington et. al. (2001) (-0,0056). Um aspecto importante
nesta etapa foi a determinacéo da faixa de separacéo por SEC. Como o padrao de
ovalbumina teve um tempo de retencdo muito proximo ao do tempo de retengao
minimo da coluna, admitiu-se que a faixa de trabalho confiavel para sequéncia do
trabalho seria de 1,4 - 43 kDa.

5.3 Métodos de Deteccéo

Os resultados para escolha dos parametros da detecg¢ao serdo apresentados
para cada elemento a ser estudado. Para a escolha foi aplicada a extracéo
otimizada em uma amostra de contra-filé comercial e o extrato foi injetado no

sistema cromatografico descrito no item 4.5.2.

5.3.1 Calcio

O calcio foi o unico elemento que apresentou sinal quando o ICP OES foi
utilizado como detector. Ndo foi possivel sua determinagcdo com a utilizagdo de
nenhum dos isétopos utilizando o ICP-MS nas condigcdes padrao do equipamento
(tabela 4.1) devido as grandes interferéncias provindas de Ar. A utilizagdo de CRI
nao se mostrou uma alternativa viavel também devido a elevada perda de sinal dos
analitos. Contudo com as condi¢des de “cool” plasma foi possivel a sua detecgao. As
duas condi¢des de “cool”’ plasma foram adaptadas de uma nota técnica da Varian
(Georgetis et. al., 2009). Na nota, a primeira condigao (tabela 4.3) foi descrita para
analise de Ca e a segunda para analise de Fe. Observa-se que a primeira condic¢ao,
mesmo o isétopo “?Ca que é menos abundante pode ser detectado no ICP-MS,
entretanto na condigdo 2 sé foi possivel detectar o “°Ca, que é o mais abundante.
Isso pode ser explicado pelo fato de que a condic&o 2 utiliza uma menor poténcia de
radio-frequéncia, gerando um plasma menos energético, € uma maior vazao de
nebulizagdo, diminuindo o tempo de residéncia do analito na zona mais energética
do plasma, isso faz com que a concentracdo do analito na forma idénica diminua e,
por consequiéncia, provoque perda de sensibilidade. Como o isétopo “*Ca é o menos
abundante nao ha sensibilidade para monitora-lo na condi¢gao de “cool plasma” 2. Os

cromatogramas obtidos em cada uma das condi¢cdes sao apresentados na figura 5-
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10. E possivel observar na figura que o elemento na amostra esta ligado a

compostos acima da faixa de calibragdo da coluna, ou seja, esta acima de 43 kDa.
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Figura 5-10 Resultados obtidos para Ca utilizando SEC em uma amostra de contra-
filé de bovinos: (a) ICP OES, (b) ICP-MS condi¢ao padrao, (c) ICP-MS “cool” plasma
condicao 1, (d) ICP-MS “cool” plasma condigao 2

5.3.2 Ferro

O ferro também sofre interferéncia de moléculas poliatdmicas de Ar. O is6topo
mais abundante do *°Fe sofre interferéncia de *“°Ar'®0, que sdo os is6topos mais
abundantes de Ar e O, presentes copiosamente no plasma. Em virtude disso, o
“‘cool” plasma também é uma alternativa bastante atrativa para a determinagao de
Fe. A figura 5-11 mostra os cromatogramas obtidos para o *°Fe. E possivel observar
que utilizando as duas condi¢cdes de cool plasma foi possivel determinar o Fe, sendo
que a condi¢ao 2 tem uma linha de base menor portanto, uma maior eficiéncia na
retirada de interferentes, contudo uma menor sensibilidade também, tudo isso em
virtude das mesmas caracteristicas do plasma discutidas no item anterior. Com a

alta interferéncia das moléculas poliatbmicas de Ar provenientes do plasma
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(condicao padrao) resultou em uma elevada linha de base e com isso na perda de 2
possiveis picos cromatograficos presentes no tempo de 910 e 1170s, mostrando
apenas o pico mais abundante que sai no tempo de residéncia minimo da coluna. A

baixa sensibilidade impossibilitou a deteccédo de Fe por ICP OES.

—
s01 (&) —— Fe 259,940 () Fe
2,0x10°

401 2,0x10°
304 1,9x10°

1,9x10°4

cls)

20
1,8x10°4

Sinal

1,8x10°4

0d 1,7x10°

Intensidade de Emissao

1,6x10°4

T T T T T ) T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500
Tempo (s) Tempo (s)

56

25000 2000
20000+ 1500 4
15000 10004

10000

Sinal (c/s)
Sinal (c/s)

500
5000

T T T T T )
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1(;00 1 5'00 ZObO 25'00
Tempo (s) Tempo (s)

Figura 5-11 Resultados obtidos para Fe utilizando SEC em uma amostra de contra-
filé de bovinos: (a) ICP OES, (b) ICP-MS condi¢ao padrao, (c) ICP-MS “cool” plasma
condicao 1, (d) ICP-MS “cool” plasma condicao 2.

5.3.3 Cobre

Apesar de o cobre ser o mineral estudado que se encontrava em menor
concentracdo na carne de bovinos (1 - 5 mg kg™') (Matos et. al., 2009) , foi possivel
detecta-lo em todos os modos de anadlise por ICP-MS. No modo normal de
determinacdo (b) ha uma saliéncia por volta de 1750 s, podendo ser um pico.
Todavia, devido a um deslocamento da linha de base fica impossivel de se ter
certeza. Nao ha muita diferengca nas duas condi¢des de cool plasma. No ICP OES
nao se obteve sinal devido a baixa sensibilidade. Os resultados apresentados para o

Cu estdo na figura 5-12 para o is6topo mais abundante ®*Cu.
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Figura 5-12 Resultados obtidos para Cu utilizando SEC em uma amostra de contra-
filé de bovinos: (a) ICP OES, (b) ICP-MS condi¢ao padrao, (c) ICP-MS “cool” plasma
condigéo 1, (d) ICP-MS “cool” plasma condigéo 2

5.3.4 Zinco

Por fim, o zinco foi o elemento que mostrou os melhores resultados. Assim
como o cobre, pébde-se detecta-lo em todas as condi¢des utilizadas no ICP-MS, a
condicdo normal de operagdo mostrou resultados muito bons e picos muito
definidos. Apesar da perda de sensibilidade nos modos de “cool” plasma, ainda sim
os picos obtidos foram muito bem definidos e separados. Novamente, entretanto,
nao foi possivel a utilizagdo do ICP OES devido a baixa sensibilidade. Os resultados

obtidos estao apresentados na figura 5-13.
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Figura 5-13 Resultados obtidos para Cu utilizando SEC em uma amostra de contra-
filé de bovinos: (a) ICP OES, (b) ICP-MS condi¢des padrao, (c) ICP-MS e “cool”

plasma condigao 1, (d) ICP-MS e “cool” plasma condigao 2.

5.3.5 Magnésio

O elemento Mg também foi avaliado nas mesmas condi¢gbes descritas acima.
Contudo ndo foi possivel a sua determinagcdo em nenhuma das condigdes.
Provavelmente este elemento n&o esteja ligado ou esteja ligado em concentragdes
muito baixas a fragcado protéica da carne, apesar da sua elevada concentracdo nessa

matriz.

5.3.6 Condi¢c&o de compromisso

Como pdde ser observado, O ICP OES s6 permite a determinacdo de Ca. A
condi¢cado padrao do plasma, apesar de muito boa para o zinco, apresenta severa
variacdo de linha base para Fe e Cu, o que provoca a perda de picos menos
intensos e a linha de base é tao intensa para o Ca que ndo houve possibilidade de

detecgao nesta condicdo. As duas condigcdes de “cool” plasma possibilitaram a
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detecgao de todos os elementos de interesse, apesar de a condi¢do 1 apresentar
melhores intensidades de picos, para quase todos os elementos, a condigao 2
apresenta menor linha de base, todavia essas caracteristicas devem ser
consideradas com cuidado pois as condicbes do equipamento podem mudar
severamente em dias diferentes. Na continuagao do trabalho sao apresentados os

resultados obtidos com a condigéo 2.

5.4 Andlises de amostras com diferentes periodos de maturacao

Nesta etapa do trabalho foi feita a aplicagdo do procedimento desenvolvido
para amostras de tecido bovino com diferentes periodos de maturacdo. Para isso
foram utilizadas duas amostras, amostra 1 com trés periodos diferentes de
maturacao (0, 7 e 14 dias) e amostra 2 com dois periodos (0 e 7 dias). Esse estudo
foi realizado de modo que a maturagéo fosse a unica variavel nas amostras, ou seja,
as amostras eram provenientes da mesma regido, os animais eram da mesma raga
(Wagyu) e o corte utilizado foi o mesmo (contra-filé). As amostras, assim como os
resultados de forca de cisalhamento foram fornecidas pelo laboratério de carne da
Embrapa Pecuaria Sudeste. Na tabela 5-3 € apresentada a for¢ca de cisalhamento e
os teores de proteinas totais para cada uma das amostras em cada periodo. A forca
de cisalhamento € uma medida inversamente proporcional a maciez, portanto é
possivel observar que as amostras a partir de 7 dias de maturagédo apresentam uma
aumento substancial de maciez, o teor de proteina total, por outro lado, ndo se

alterou no periodo.

Tabela 5-3 Forga de cisalhamento e teor de proteinas nas amostras estudadas

Amostra Forca de cisalhamento Proteina total (%)
(kgf cm™)
1 -0 dias 5,84 85,2 £0,5
1 -7 dias 2,55 854 +0,4
1 — 14 dias 2,23 88,9 +1,8
2 -0dias 8,30 854 +0,4

2 — 7 dias 3,16 84,7 £0,6
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As amostras foram preparadas conforme pré-estabelecido no capitulo 5.1.
Analises de SDS-PAGE e HPLC-ICP-MS foram realizadas com os extratos. O
procedimento de SDS-PAGE esta descrito no item (4.8). O sistema cromatografico
utilizado foi apresentado no tem (4.5.2). As condi¢oes do ICP-MS utilizadas foram as

de “cool” plasma 2.

5.4.1 SDS-PAGE
Antes de realizar as analises por HPLC-ICP-MS foi feita uma analise

exploratoria por SDS-PAGE. A elevada diluigao final da amostra (extragéo + analise
eletroforética + digestdo das bandas) impossibilitou a detec¢do dos minerais nesta
etapa mesmo por ICP-MS. Por isso, neste capitulo sera apresentado apenas o gel
obtido nas analises eletroforéticas. Esta analise foi realizada em duplicata, e foi
obtida uma boa concordéancia entre as replicatas.

Dezessete bandas foram numeradas no gel. A figura 5-14 mostra a foto do gel
de eletroforese e na tabela 5-4 estdo listados os tamanhos estimados para cada
banda. Os produtos de degradagdo de cerca de 28 - 30 kDa provenientes da
troponina T parecem estar presentes. Em todas as amostras, ha diversas bandas
protéicas nesta faixa como pode ser observado. Outro produto de degradagé&o que
cai numa faixa rica em bandas eletroforéticas € o polipeptideo de 38 kDA
proveniente da dismina. Pode ser observada ainda uma banda com tamanho

estimado de 17 kDa, possivelmente a mioglobina.
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Figura 5-14 (a) Foto do gel com a analise das amostras e curva de calibragao,

revelado com Coomassie Blue. (b) replicata
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Tabela 5-4 Proteinas encontrada nas amostras de carne

Banda Tamanho estimado
(kDa)
1 97
2 64
3 59
4 47
5 41
6 40
7 37
8 35
9 32
10 30
11 27
12 25
13 21
14 19
15 17
16 14,7
17 13,5

5.4.2 DETERMINACAO DOS TEORES TOTAIS DOS ELEMENTOS

Apos a caracterizacado do perfil protéico por eletroforese foram determinados
os teores totais dos elementos de interesse utilizando-se ICP OES. Os valores

encontrados estao apresentados na tabela 5-5
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Tabela 5-5 Teores totais dos elementos de interesse em amostras com diferentes

periodos de maturagao

Ca Cu Fe Mg Zn
(mg kg™
1-0 dias 185+ 3 3,46 £ 0,02 72,1+15 1260 + 2 128 + 4
1-7 dias 178 £ 5 2,65+0,11 785+06  1272+35 125+ 6
1— 14 dias 177 £5 3,70 £ 0,21 81,4+05 1204 £85 127 £ 6
2 _ 0 dias 157 £ 1 2,36 £ 0,63 71,5+£13 1186 £ 41 112+£2
2 _ 7 dias 3192 3,83+0,18 69,3+45 1159 £ 47 116 £ 4

Como pode ser observado os valores encontrados estdo bastante
condizentes com os encontrados por Matos e colaboradores (2008) apontados no
item 3.6. As variagdes entre as amostras e os periodos de maturagdo sado baixas
para a maioria dos elementos, contudo a amostra 2 apresentou no periodo de 7 dias
de maturagdo aproximadamente o dobro da concentracdo de Ca em relagcdo a
mesma amostra com 0 dias de maturagdo. Como é bastante documentado, a
importancia do Ca no mecanismo das calpainas na etapa de maturagcado da carne,
seria bastante coerente este resultado, contudo a amostra 1 nao apresentou o
mesmo comportamento, com isso faz-se necessario um numero maior de
experimento, com uma quantidade maior de amostras para tirar-se uma concluséo

significativa.

5.4.3 SEC-HPLC-ICP-MS

Por ultimo, analises cromatograficas foram realizadas. Os resultados estdo

separados para cada elemento analisado.

5.4.3.1 Célcio
Os cromatogramas obtidos para o calcio estdo na figura 5.15. A maior parte

do Ca ligado a fragdo protéica € eluido junto com o volume morto da coluna,
portanto esta ligado as proteinas com massa igual ou maior a 43 kDa. E bem
documentado na literatura que o calcio se liga a moléculas de troponina no sistema
contratil (Martins, 2009). Segundo Sgarbieri (1996), as troponinas sdo compostas por

trés subunidades, troponina C (TnC) , troponina | (Tnl) e troponina T (TnT) e tem
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massa molar de 72 kDa, sendo que a TnC é o principal sitio ligante do Ca**. Como
ja apontado no capitulo 3.5 o residuo de TnT de aproximadamente 28 - 30 kDa,
possivelmente bandas 10 ou 11 na corrida eletroforética, € um dos produtos de
degradagdo que aparecem nas mudangas proteoliticas e que esta fortemente
relacionado com a forga de cisalhamento da carne. Levando isso em consideragao,
a massa molar da troponina resultante, TnC + Tnl, somaria aproximadamente 42 -
44 kDa, podendo corresponder as bandas 4 ou 5 da corrida eletroforética e ainda
bastante concordante com os resultados obtidos na analise cromatografica. Isso
poderia ser um forte indicio de que o Ca** ligado & proteina nas amostras estudadas
tenha o tamanho de aproximadamente 43 kDa. Quanto ao perfil dos diferentes
periodos de maturacdo, assim como as analises eletroforéticas, os perfis de

metaloproteinas de Ca n&o apresentaram diferenca.
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Figura 5-15 Resultados obtidos para *°Ca utilizando SEC-ICP-MS: (a) amostra 1-0
dias de maturagao, (b) amostra 1-7 dias de maturagao, (c) amostra 1-14 dias de

maturagao, (d) amostra 2-0 dias de maturagéo (e) amostra 2-7 dias de maturagao.

5.4.3.2 Ferro
Os cromatogramas obtidos para o Ferro estdo na figura 5-16. Assim como o

Ca, a maior parte do Fe da fragao protéica é eluido junto com o volume morto da
coluna, portanto esta ligado as proteinas com massa maior ou igual a 43 kDa.
Contudo ha um pico menos intenso porém ainda bem definido no tempo de 1150 s,
correspondente a fragao de tamanho de 17 kDa, correspondente a banda 15 da

corrida eletroforética. Esse pico ja era esperado visto que parte do ferro encontrado
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no sistema contratil esta ligado a proteina sarcoplasmatica mioglobina, de massa
molar de aproximadamente 17,5 kDa. Essa proteina tem 153 residuos de
aminoacidos, formada de globina e de um radical heme que se liga ao Fe, sendo
que o Fe ligado ao radical heme €& muito absorvivel pelo corpo humano. Uma
possibilidade para o pico de maior massa seria que esse ferro estivesse presente
ligado a hemoglobina (66,5 kDa). A hemoglobina tem uma massa molar de cerca de
66,5 kDa, formado por quatro subunidades cada qual ligada a um grupo porfirinico
com um atomo de Fe préximo do centro (Smith, 1990). Essa hipdtese pode ser
sustentada pela fracdo de 66,5 kDa presente na analise eletroforética. Além disso,
diferencas de magnitude de sinal foram observadas, sobretudo na amostra 2 onde
houve uma redugao acentuada de aproximadamente 1/3 do sinal do pico de maior
massa. Uma possivel explicagdo para isso seria variagdo na quantidade de sangue
presente nas amostras intramuscular ou devido a diferengca na lavagem. Essa
informacdo pode ser outra evidéncia de que este pico seja proveniente da
hemoglobina. Quanto ao perfil ferro-protéico em diferentes tempos de maturagao,

nao houve diferencas sistematicas entre as amostras.
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Figura 5-16 Resultados obtidos para *°Fe utilizando SEC-ICP-MS: (a) amostra 1-0

dias de maturagao, (b) amostra 1-7 dias de maturagao, (c) amostra 1-14 dias de

maturacao, (d) amostra 2-0 dias de maturacao (e) amostra 2-7 dias de maturacgao.
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5.4.3.3 Cobre
Também o cobre esta ligado completamente a fracdo de 43 kDa ou maior

(figura 5-17). Quase nenhuma diferenca pode ser notada entre os diferentes
periodos de maturacdo de cada amostra. Gomez - Ariza e colaboradores (2006),
estudando perfil de metaloproteinas em amostras de castanha de diversas
localidades da Espanha encontraram em apenas uma amostra proveniente de Cadiz
cobre ligado a uma fragdo acima da faixa mencionada neste trabalho, o Cu estava
ligado a fragdo de 70 kDa. Naozuka et. al. (2010), estudaram o perfil de Cu soluvel
em agua em amostras de castanha do Para, semente de copuassu e polpa de coco.
Pelos cromatogramas apresentados no trabalho foi possivel observar um unico pico
de Cu acima de 43 kDa em amostras de polpa de coco e castanha do Para, sendo
esta fracado correspondente a 60 kDa. Szpunar e colaboradores (1999) descrevem a
albumina (64,5 kDa) como umas das proteinas mais abundantes no plasma
sanguineo e devido a essa abundancia e pequeno tamanho uma grande gama de
metais como Ca, Cu e Zn sao transportados por ela. Em vista disso, e como ha uma
banda protéica estimada nas analises eletroforéticas em 64 kDa, € possivel que
parte dessa banda seja relativa a albumina e parte do cobre presente nessa amostra
esteja ligado a ela. Contudo para essa hipdtese ser plausivel haveria uma
sobreposi¢ao entre as bandas 64 e 66,5 kDa referentes a hemoglobina e albumina
(Gomez-Ariza et. al., 2006).
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Figura 5-17 Resultados obtidos para ®*Cu utilizando SEC-ICP-MS: (a) amostra 1-0
dias de maturagao, (b) amostra 1-7 dias de maturagao, (c) amostra 1-14 dias de

maturacao, (d) amostra 2-0 dias de maturacao (e) amostra 2-7 dias de maturacgao.

5.4.3.4 Zinco
Por fim, os resultados referentes ao perfil de Zn estdo apresentados na figura

5-18. O Zn, assim como o Fe foi separado em duas fragdes distintas, a primeira elui
juntamente com o volume morto da coluna, ou seja, assim como para todos os
outros elementos ha uma fragdo de Zn ligada as proteinas de 43 kDa ou maiores. A
hipotese descrita para o Cu sobre a albumina poderia ser extrapolada para o Zn,
entdo essa banda de menor intensidade poderia ser o Zn ligado a albumina (64
kDa). O segundo pico, em geral de maior intensidade esta ligado a uma fragédo de
tamanho estimado de 27 kDa. Essa fracao pode ser confirmada por eletroforese em
gel (banda 11). Alguns trabalhos fazem fracionamento de Zn em diferentes
amostras. Naozuka e colaboradores (2010) mostraram que para as amostras de
castanhas do Para, polpa de coco e semente de copuassu o0 zinco esta presente
ligado as fragdes de baixa massa molar, em geral abaixo de 10 kDa. A unica fragao
identificada acima dessa massa foi 16 kDa em amostras de polpa de coco,
mostrando como ja era esperado um comportamento muito diferente entre as
metaloproteinas vegetais e animais. Bossu (2009), em diferentes tipos de leite,
bovino, soja, cabra e ovelha, encontrou o zinco ligado a diferentes bandas protéicas,
variando de 24 kDa para leite bovino UHT e leite de ovelha, até 32 kDa para leite

bovino in natura e UHT, ovelha e cabra e 39 kDa apenas para leite de soja. Santos e
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colaboradores (2011) encontraram Zn ligado a 6 fragdes proteicas em amostra de

by

plasma de tilapia do Nilo sendo duas delas com tamanhos parecidos a primeira

fracdo encontrada neste trabalho (24,8 e 31,5 kDa) e quatro fragdes com tamanho

acima de 43 kDa sendo uma delas de tamanho 64,4 kDa e pl 4,9 correspondente a

albumina, condizente com o que foi proposto nesse trabalho. Quanto ao perfil das

amostras de acordo com o periodo de maturagdo, ndo houve diferenca entre as

amostras, assim como nos outros elementos.
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Figura 5-18 Resultados obtidos para ®*Zn utilizando SEC-ICP-MS: (a) amostra 1-0

dias de maturagao, (b) amostra 1-7 dias de maturagao, (c) amostra 1-14 dias de

maturagao, (d) amostra 2-0 dias de maturagéo (e) amostra 2-7 dias de maturagao
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6 Conclusodes

De acordo com os resultados apresentados, o método proposto € eficiente
para extragcdo de proteinas, bastante simples, rapido e brando conforme a
necessidade para esse tipo de analise. A utilizacdo do ICP-MS para determinacao
simultdnea de Ca, Cu, Fe e Zn foi possivel apenas quando condi¢cbes de “cool”
plasma foram empregadas. O Mg também foi avaliado, contudo possivelmente
devido a baixa concentracdo desse analito na fragao protéica nao foi detectado em
nenhuma das condigbes avaliadas. Somente o Ca foi detectado quando o ICP OES
foi utilizado como detector.

As amostras avaliadas com diferentes periodos de maturagdo néo
apresentaram nenhuma diferenca mensuravel na faixa de separagéo estudada tanto
por SEC-ICP-MS quanto por SDS-PAGE. Devido a alta diluicido final, nao foi possivel
quantificar os minerais nas bandas eletroforéticas, por isso para essa técnica foram
apresentados apenas o0s resultados quanto ao perfil protéico. Contudo as
informacdes das duas analises foram uteis para confirmar e propor algumas
hipéteses sobre o perfil de metaloprotéinas.

O Fe e o Zn apresentam dois picos cromatograficos. A possibilidade
levantada nesta tese, de acordo com os resultados encontrados e recorrendo a
literatura € que o Fe estaria ligado na carne majoritariamente as duas proteinas
mioglobina (17 kDa) e hemoglobina (64 kDa). O Zn estaria ligado a albumina (64
kDa) e a uma outra fragdo de 27 kDa. O Cu, assim como o Zn estaria ligado a
albumina (64 kDa), enquanto o Ca estaria ligado a troponina de 43 kDa, proteina
intimamente relacionada ao processo de maturacdo da carne. Todavia mais
experimentos sdo necessarios para provar essas hipoteses, visto que a maioria dos

elementos apresentou picos fora da faixa de calibragcado estudada.
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