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Introducao

Uma linha de pesquisa baseada em processos nao
convencionais de processamento de alimentos, na qual
estao incluidos processos nao térmicos, deu origem a
tecnologia capaz de preserva-los por meio de
tratamento a alta pressao. Esta tecnologia consiste em
submeter o alimento a pressoes elevadas que chegam
a atingir 800MPa. Estes valores diferenciados de
pressao sao responsaveis pela inativacao de
microrganismos e de enzimas dos alimentos,
proporcionando uma extensao da vida-de-prateleira do
produto. Dessa maneira, de acordo com Cheftel (1995)
e Barbieri (2005), a conservacao das caracteristicas
dos alimentos tem uma melhora bastante acentuada.
Trata-se de processo bastante rapido que utiliza
poucos segundos e nao envolve aquecimento muito
alto. As temperaturas de processamento podem nao
ultrapassar 60°C e, portanto, alteracdes nas
caracteristicas como, cor, aroma e sabor sdo muito
menores do que em processos convencionais (Barbosa-
Cénovas & Rodriguez, 2002; Barbieri, 2005). Estas
pressoes hidrostaticas podem alterar a estrutura
tercidria e quaternaria das proteinas, o que
conseqglientemente pode causar a inativacao de muitas
enzimas (Heremas, 1982). Segundo Heremas (1982),
as proteinas tendem a se desnaturar, dissociar ou
precipitar irreversivelmente a pressdes que variam
entre 106 MPa e 318 MPa.

O musculo é o principal componente da carne, sendo
este composto por trés classes de proteinas:
sarcoplasmaticas, miofibrilares e estromaticas. As
proteinas sarcoplasmaticas sao sollveis em agua e
representam 30-35% da proteina total da musculatura
esquelética. As miofibrilares se caracterizam por
serem solUveis em solucdes de alta concentracao de
sais e de perfazerem 52-56% de toda proteina
muscular. As estromaticas sao insollveis em solventes
aquosos e perfazem o total de 10-15% de toda
proteina muscular (Sgarbieri, 1996). Quando se
caracteriza as proteinas quanto a sua funcao bioldgica,
dentro dos nove grupos encontrados (estruturais,
transporte, defesa, hormonais, fatores de crescimento,
proteinas cataliticas, contrateis, receptoras e de
transferéncia de elétrons), destaca-se que a miosina e
a actina pertencem ao grupo das proteinas contrateis
que compoem o tecido muscular. A eletroforese em
gel de poliacrilamida é uma técnica que permite a
identificacdo de massa molecular de cadeias
polipeptidicas separadas apds aplicacao de uma
corrente elétrica. Através da comparacao da distancia
percorrida por uma molécula protéica de massa
molecular desconhecida com outras de padrées com
massa molecular conhecida pode-se estimar a massa
molecular das diferentes cadeias polipeptidicas
visualizadas no gel ap6s coloracdo com uma agente de
cor especifico para proteina.
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Adaptacdo de método de extracdo e caracterizacdo das proteinas extraidas de presunto submetido a alta pressdo

O objetivo deste estudo foi de adaptar um método de
extracao de proteinas de presunto submetida a
esterilizacao em duas diferentes condicoes de alta
pressao (200 e 400 MPa) e obter um padrao de
identificacao das cadeias polipeptidicas, apds
separacao e caracterizacao por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecilsulfato de sddio (SDS-
PAGE) como agente desnaturante.

Eletroforese de proteinas

Para o presente estudo foi utilizado o sistema de
eletroforese da Biorad e a metodologia de preparacao
dos géis descrita por Laemmli (1970). Para o gel de
corrida foi utilizada acrilamida na concentracao de
12% e 4% no gel de aplicacdo da amostra. A corrida
foi realizada durante sete horas sob tensao de 100V.
Os marcadores de alta massa molecular foram obtidos
a partir dos seguintes padrdes de proteinas (em kDa):
200-miosina ; 116-B-galactosidase; 97-fosforilase b;
66-soralbumina ; 45-ovalbumina. Os marcadores de
baixo peso molecular foram obtidos a partir dos
seguintes padrdes de proteinas (em kDa): 97-
fosforilase b; 66—soralbumina ; 45-ovalbumina; 30-
anidrase carbonica; 20-inibidor de tripsina; 14,4-
lisozima. As proteinas dos géis foram coradas com o
reagente de cor “coomassie blue R250”, durante uma
noite, e descoradas com solucao de metanol/acido
acético/agua (40: 10: 50), durante trés horas.

Preparacao da amostra de extrato protéico
de presunto para andlise das cadeias
polipeptidicas em eletroforese (SDS-PAGE)
e resultados

Para este estudo foram utilizados pedacos de presunto
previamente submetidos a dois diferentes niveis de
pressao (200 e 400MPa). Utilizou-se 10g deste
material e 30mL de solucdo extratora contendo
tampao fosfato 20mM e KCI 0,45M para a extracao
em blender, durante 2 minutos. Apds esta
homogeneizacao o extrato bruto foi centrifugado a
3000rpm e, posteriormente, desengordurado com 2
volumes de éter de petrdleo. Apds a separacao das
fases em funil de decantacao, foram retirados 10mL
da fase aquosa e adicionados 20mL de acetona. O
“pellet” protéico obtido foi centrifugado a 3000rpm e,
posteriormente, ressuspendido em 5mL do mesmo
tampao utilizado para a extracdo. Desta amostra, duas
vezes concentrada, foram retirados 30iL e aplicados
em gel de poliacrilamida, utilizando-se as condicdes e
padroes conforme descrito acima. Este procedimento
foi uma adaptacao do método descrito por Chang-Lee
(1990), aplicado para extracao de proteinas de surimi.
O que diferencia os dois trabalhos sao as seguintes
modificacdes: a) utilizacdao tampao fosfato contendo ja
a alta concentracao de sal (KCI 0,45M), o que permite
a extracdo conjunta de proteinas sarcoplasméticas e
miofibrilares; b) inclusao da etapa de
desengorduramento; c¢) inclusdo da etapa de
concentracao das proteinas.

Os resultados sao mostrados na Tabela 1 e ilustrados
na Fig. 1.

Tabela 1. Valores de massa molecular das cadeias polipeptidicas separadas por eletroforese SDS-PAGE, com suas

respectivas intensidades de coloracao.

Massa Molecular 200 MPa 400 MPa
(kDa)
Tempo de exposicao a alta pressao (min.) | Tempo de exposicéo a alta presséao (min.)

5 15 5 15
198 X X X X
58 Y Y X X
44 Y X Y X
42 Y X Y X
38 z z z z
36 z z z z
30 X Y X Y
25 Y Y X X
20 Y Y X X
17 Y X A A

X- fracamente corada, Y- fortemente corada, Z- coloracao extra forte, A- auséncia de cadeia polipeptidica



Adaptacdo de método de extracdo e caracterizacdo das proteinas extraidas de presunto submetido & alta pressdo

Na Fig. 1 pode-se observar o gel de poliacrilamida
contendo cadeias polipeptidicas que variaram em
numero e intensidade de coloracao, de acordo com o
tratamento utilizado (Tabela 1). As proteinas de
massas conhecidas (padroes) foram aplicadas, em
paralelo, e submetidas a corrida com outros quatro
extratos contendo proteinas desconhecidas. Estes
extratos foram provenientes dos tratamentos de 200
MPa (5 e 15 minutos) e de 400 MPa (5 e 15 minutos).
Através da comparacao da distancia de migracao das
proteinas desconhecidas com as de massa conhecida
pbde-se calcular a massa das proteinas presentes nos
quatro extratos. As proteinas miofibrilares que se
caracterizam por serem sollveis em solucdes de alta
concentracao de sais e de se apresentarem em maior
concentracdo em tecido muscular (52-56%), foram
observadas nos extratos em estudo, na seguinte

forma: a) uma banda fracamente corada de 198 kDa
(Fig. 1 e Tabela 1), que representa a cadeia pesada de
miosina; b) trés bandas que variam em intensidade de
coloracao de acordo com o tratamento, 25, 20e 17
kDa que representam as cadeias leves de miosina; c)
duas bandas intensamente coradas de 38 e 36 kDa
que possivelmente representam cadeias de actina.

Observa-se que a mudanca de intensidade de cor das
cadeias polipeptidicas, junto com a auséncia de
aparecimento de algumas bandas variou de acordo
com o tratamento de alta pressao e com os tempos de
aplicacao. Esta mudanca pode ser decorrente da
desnaturacao da proteina que possivelmente se tornou
insoltvel, o que impossibilitou a sua extracao.
Resultados similares foram obtidos em tilapia
submetido a alta pressao (Ko & Hsu, 2002).
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Fig. 1. Perfil eletroforético das proteinas extraidas de presunto submetido a diferentes pressoes e tempos. (A: 200
MPa, 5 min; B: 200 MPa, 15 min.; C: 400 MPa, 5 min; D: 400 MPa, 15 min.)

Consideracoes Finais

Esta metodologia pode ser (til para futuros estudos de
padrao de identificacdo de presuntos submetidos a alta
pressao. O método se mostrou adequado ao tipo de
matriz utilizada e também se diferenciou de outros
descritos na literatura que utilizam outros tampdes e
auséncia de etapa de desengorduramento. O método

se mostrou rapido e preciso e, com isto, péde-se
observar bandeamentos tipicos de proteinas
miofibrilares. Como esperado, pode-se concluir que na
pressao de 400 MPa houve maior desnaturacao das
proteinas em relacdo ao tratamento de 200 MPa. Esta
evidéncia foi caracterizada pelo bandeamento menos
intenso no tratamento de 400 MPa.
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