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Cachara

Pintado

Introdugao

O pintado (Pseudoplatystoma coruscans) e o cachara
(Pseudoplatystoma fasciatum) séo peixes de agua
doce que apresentam carne saborosa, com baixo teor
de gordura e auséncia de espinhas intramusculares,
tornando-os adequado aos mais variados preparos e
processos (TAVARES, 1997). O hibrido do cruzamento
entre esses dois peixes vem sendo comercializado
devido ao alto nivel de producéo e facil manuseio,

em relagdo aos peixes originarios de linhagem pura
(CREPALDI et al., 2006).

O processamento do peixe em forma de filé tem
possibilitado a comercializagdo do pescado de forma
mais higiénica com aumento de vida util e incremento
de sua qualidade. Assim, agregando valor ao material
in natura e obtendo-se um produto diferenciado e
competitivo oferecendo novas opg¢des ao consumidor.

O residuo do processo de filetagem do peixe

gera a carne mecanicamente separada (CMS),
também chamada de polpa. Partindo dessas duas
matérias-primas, semi-elaboradas, pode-se preparar
formulagbes de alto valor nutricional e grande
palatabilidade (RAGHIANTE, 2010).
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De modo geral, o pescado é consumido
principalmente como fonte de proteinas, estas podem
ser divididas em trés grupos, baseando-se em sua
solubilidade. Cerca de 10 a 20% das proteinas
presentes no musculo do peixe sao proteinas
sarcoplasmaticas (solUveis em agua) encontradas
principalmente no plasma celular. Aproximadamente
70 a 80% séo proteinas estruturais e recebem a
denominacao de miofibrilares, que se caracterizam
por sua solubilidade em solugdes salinas e por serem
formadoras das miofibrilas (actina e miosina). Cerca
de 2 a 3% das proteinas estruturais sao insolluveis
em solugdes salinas e formam o tecido conectivo
(colageno), sendo designadas como estromaticas
(KUHN; SOARES, 2002).

A atividade proteolitica em pescado tem sido descrita
por diversos autores pela facilidade de degradagéo
do tecido muscular dos mesmos durante seu
armazenamento (CHANG-LEE et al., 1989; JIANG et
al., 1990; PEREZ-BORLA et al., 2002). Entretanto,
as técnicas comumente utilizadas sdo demoradas e
geram um resultado questionavel devido a utilizagao
do substrato proteico oriundo de outra matéria-prima,
como no caso da hemoglobina (CHANG-LEE et al.,
1989).
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Outra problematica esta relacionada ao método
utilizado para quantificar os teores de proteinas
hidrolisadas (PEREZ-BORLA et al., 2002). O método
colorimétrico de Lowry et al. (1951) utilizado por
Pérez-Borla et al. (2002) é também questionavel
devido a pouca sensibilidade deste para cadeias
polipeptidicas de baixa massa molecular, ao contrario,
a leitura a 280nm tem alta sensibilidade até mesmo
para aminoacidos aromaticos livres.

A identificagdo dos peixes na auséncia de suas
caracteristicas externas, quando somente polpas ou
filés estdo disponiveis, torna-se dificil sensorialmente.
Neste caso, a técnica de eletroforese além de
caracterizar o pescado quanto a sua integridade
proteica, permite também realizar sua identificagao
através do perfil de massa molecular.

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar
o padrao de identidade proteica do filé e da

CMS de peixe hibrido do pantanal, bem como o
desenvolvimento de metodologia de analise da
atividade proteolitica, visando sua aplicagao no
controle de qualidade destes produtos in natura e
processados.

Preparo do Extrato Proteico de Filé e
Polpa (CMS) para Analise por Eletroforese

Como matéria-prima foi utilizado o filé e a CMS de
peixe hibrido de cachara e pintado, proveniente do
pantanal, fornecidos pela empresa Mas & Terra de
Mato Grosso do Sul. Para a extragao das proteinas

do filé e da CMS foram realizadas duas extragoes
consecutivas utilizando 10g de amostra em 30mL

de tampéo-fosfato (K,HPO,/KH,PO, 20mM pH7,5)
homogeneizadas em blender por 2min e centrifugadas
a 4000rpm por 15min a 4°C. O sobrenadante foi
filtrado em tecido de algodao sendo as fragdes
proteicas identificadas como E1-sarcoplasmatica e
E2-sarcoplasmatica, de acordo com a ordem das
extragdes. Homogeneizou-se o precipitado resultante
da segunda extracdo com 30mL de tampao fosfato
(K,HPO,/ KH,PO, 20mM + KCI 0,45M pH7,5) em
blender por 2min, centrifugou-se a 4000rpm por 15min
e 4°C. Para melhor efeito da solubilizagao foi realizada
a diluicado de 1:5. O sobrenadante foi filtrado em tecido
de algodao, sendo a fragao proteica identificada

como E3-miofibrilar (CHANG-LEE et al., 1990). O
perfil proteico da fragao insoluvel (estromatica) néo

foi caracterizado pela impossibilidade de coloca-lo

em solugdo, condicao requerida para analise por
eletroforese.

Padrao de Identidade Obtido por
Eletroforese SDS-PAGE

Para este estudo foi utilizado o sistema de eletroforese
da marca Biorad e a metodologia de preparagao dos
géis descrita por Laemmli (1970). Para o gel de corrida
foi utilizada acrilamida na concentragao de 15% e no
gel de aplicagao na concentracdo de 4%. A corrida foi
realizada durante 7h sob uma tenséo de 100V.

Os marcadores de alto peso molecular foram obtidos
a partir dos seguintes padrdes de proteinas (em kDa):
miosina 202,44; B-galactodisdase 116,58; albumina de
soro bovina 98,08 e ovalbumina 47,11. Os marcadores
de baixo peso molecular foram obtidos a partir dos
seguintes padrdes de proteinas (em kDa): fosforilase
B 105,20; albumina de soro bovino 84,17; ovalbumina
50,44; anidrase carb6nica 36,81; inibidor de tripsina
de soja 29,06 e lisozima 20,49. As proteinas dos géis
foram coradas com o reagente de cor “coomassie
blue R250”, durante uma noite, e descoradas com
uma solugcéo de metanol/acido acético/agua destilada
(40: 10: 50) por 3h. As amostras foram analisadas em
duplicata.

Metodologia para Estudo da Atividade
Proteolitica de Filé e Polpa (CMS)

5g de amostra (filé/CMS) foram homogeneizadas

em 30mL de solugéo tampao de extragéo (KClI
0,6M+NaHCO, 0,003M pH7,0) em blender por 2min.

A amostra foi filtrada em filtro de algodao. Apds a
filtrac&o, foram retirados 10mL do extrato bruto obtido
e adicionado 10mL de solugéo tampao (citrato 0,2M +
fosfato 0,2M) em dois diferentes pH 3,4 e 6,2. Para o
pH 8,5 foi utilizada a solugao-tampao de tris-HCI 0,2M.
Em seguida, as amostras foram incubadas em estufa
durante 20h a 37°C. A reacao foi finalizada através

da adigdo de 6mL de TCA 10% para 6mL de amostra
dos trés diferentes niveis de pH para os tempos TO

e T20. As amostras foram deixadas na geladeira
durante uma noite, entdo centrifugadas a 12000rpm
por 5min a temperatura ambiente (20°C) e filtradas em
papel de filtro para posterior leitura (PEREZ-BORLA
et al., 2002). A leitura foi feita em espectrofotdmetro
na faixa do ultravioleta no comprimento de onda de
280nm. Utilizou-se como padrao a tirosina (332mM) e
efetuou-se as diluicdes de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0mL da
solucdo em 5mL de agua destilada para construcao da
curva padréo (CHANG-LEE et al., 1989), as analises
foram realizadas em duplicata.
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Avaliagcao do Padrao de Identidade

Os bandeamentos presentes no perfil eletroforético
para os extratos de proteinas sarcoplasmaticas

(E1 e E2) derivados do filé e da polpa foram
semelhantes, como esperado (Figura 1). Observou-
se uma grande quantidade de bandas com massas
moleculares variando na faixa de 25 e 187kDa. As
bandas observadas na fragdo sarcoplasmatica E2
apresentaram menor intensidade que as bandas
presentes na fragcao sarcoplasmatica E1, tanto para
o filé como para a polpa como esperado, ja que E2
representa a repeticdo da extracao realizada em
E1, mostrando a grande concentracao de proteinas
sarcosplasmaticas ainda presentes apds a primeira
extracdo. Verificou-se um bandeamento triplo
(massa 26, 28 e 30kDa) nas extragdes E1 e E2
(sarcoplasmaticas), mas ausentes na extragao E3
(miofibrilar), o que confirma serem estas proteinas
sarcoplasmaticas (Figura1).

POLPA-AMOSTRA
E1 E2 E3

FILE AMOSTRA
E1 E2 E3

o4
e —189 kDa

e

.

cadeia
pesada
miosina

4

' ——47kDa
|
|

— 34 kDa
cadeia leve
miosina
—30 kDa
—28 kDa
—26 kDa

Figura1: Perfil eletroforético das proteinas presentes nas
amostras de polpa e filé de peixe hibrido do pantanal, sendo
E1 e E2 as extragbes das fragbes sarcoplasmaticas e E3 a
extragdo da fragao miofibrilar.

Quanto a fragcdo miofibrilar (E3), pode-se observar
similaridades para ambas as amostras observando-
se um bandeamento tipico da cadeia pesada de
miosina (189kDa) e da actina (47kDa). A polpa
apresentou maior intensidade de bandas no extrato
miofibrilar em relagado ao filé, apesar da similaridade
de bandeamento.

Estes fatores se mostram positivos por indicarem
similaridade nutricional entre a polpa e o filé de peixe

hibrido do pantanal. Resultados similares foram
obtidos para filé e polpa de tilapia (STEPHAN et al.,
2008).

Avaliacao da Atividade Proteolitica do Filé
e CMS

Na Figura 2 pode-se observar a atividade proteolitica
nas amostras de polpa e filé de peixe hibrido do
pantanal. A quantificagc&o foi realizada pelo método
de deteccgédo de tirosina em ultravioleta (CHANG-LEE
et al., 1990) e o preparo de amostra foi descrito por
Pérez-Borla et al. (2002).

Analisando o grafico a baixo (Figura 2) observou-

se que em pH 6,2 (levemente acido), mais proximo
da neutralidade e consequentemente melhor para

a atividade bioldgica, obteve-se a maior atividade
proteolitica. A melhor condi¢ao de atividade proteolica
foi igual nos dois casos. A polpa apresentou atividade
4 vezes maior que a observada para o filé. Isto indica
o maior potencial de degradacédo da CMS em relacao
ao filé. Este resultado é esperado ja que a superficie
de exposi¢cao da CMS ao meio é maior. Futuros
ensaios serao realizados em temperaturas proximas
a de processamento visando sua possivel aplicagao

industrial.
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Figura 2: Efeito do pH na atividade proteolitica em filé e
polpa (CMS) de peixe hibrido do Pantanal.

A modificagéo realizada no método de quantificagao
de atividade proteolitica tornou-o mais rapido por
usar como substrato proteico as proteinas do tecido
muscular do préprio pescado ao invés de usar
hemoglobina como substrato, como realizado por
Chang-Lee et al. (1989). Pode-se verificar através
dos resultados presentes na Figura 2 o aumento da
atividade proteolitica, decorrente da auto-hidrolise
das proteinas. Logo, utilizou-se um estudo de
atividade autolitica, ou seja, as enzimas presentes
na propria amostra (fragéo sarcoplasmatica) sao as
que hidrolisaram as proteinas constituintes do tecido
muscular do pescado. Outra modificagao realizada
pelo método foi a quantificagdo da hidrélise através
da leitura em ultravioleta (280nm), tornando-o mais
rapido.
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Conclusao

O perfil eletroforético da polpa de peixe hibrido

do pantanal e de filé apresentaram caracteristicas
semelhantes indicando sua similaridade nutricional.
Estes resultados revelaram o potencial de utilizacéo
desta matéria-prima como alternativa alimentar

ao filé, podendo ser empregada industrialmente

na produgéao de alimentos, agregando maior valor
econdmico a este co-produto da filetagem de pescado.
Entretanto, o estudo da atividade proteolitica mostrou
maior susceptibilidade de degradacéo da polpa em
relacdo ao filé, indicando a necessidade de maiores
cuidados durante a manipulagado, armazenamento e
processamento desta matéria-prima.
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