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Introdução 
 
A eletroforese SDS-PAGE é uma técnica bem difundida 
e bastante útil para separação de proteínas (LAEMMLI, 
1970). O gel preparado é constituído por uma matriz 
polimérica de acrilamida com ligações cruzadas de 
N, N-metil-bis-acrilamida que, quando preparado em 
diferentes concentrações, permite uma modificação da 
rede entrecruzada formada durante sua polimerização. 
Quanto maior a concentração de acrilamida menores 
serão os poros formados na malha do gel. Entretanto, o 
uso desta técnica se limita à caracterização de proteínas 
com massa molecular superior a 10kDa. A necessidade 
de identificação de cadeias peptídicas de baixa massa 
molecular, entre 1 a 100kDa, permitiu o desenvolvimento 
de uma técnica alternativa em que há a substituição 
do tampão glicina pela tricina (SCHÄGGER; JAGOW, 
1987). A tricina tem uma carga negativa maior do que 

a glicina o que permite que esta molécula migre mais 
rapidamente no gel. Esta também tem uma maior força 
iônica o que causa uma movimentação maior deste 
íon em relação à proteína. Esta característica permite 
que proteínas de baixa massa molecular sejam mais 
facilmente separadas em gel com menor percentual de 
acrilamida.  

Algumas propostas têm sido estudadas buscando 
estimular o consumo de carne de pescado no Estado 
do Rio de Janeiro, pela elaboração de produtos 
agroindustriais alternativos a partir da utilização de carne 
mecanicamente separada (CMS), subproduto gerado 
após a filetagem do pescado. O objetivo deste trabalho 
foi implantar a técnica de eletroforese tris-tricina para a 
identificação de possíveis peptídeos formados durante o 
processamento de croquete formulado à base de CMS 
de tilápia.
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Preparação do croquete de CMS de tilápia

A carne mecanicamente separada de tilápia foi adquirida 
da Cooperativa Regional de Psicultores e Ranicultores 
do Vale do Macacu e Adjacências (RJ). O processo 
de separação da polpa (carne) e carcaça (resíduos) 
se deu em despolpadeira de pescado e o material foi 
transportado congelado até a Embrapa Agroindústria 
de Alimentos onde foi armazenado em câmara de 
congelamento à -18°C. Os croquetes de CMS de tilápia 
foram preparados conforme a seguinte formulação: CMS 
de tilápia (65,7 %), sal de cozinha (2,1 %), glutamato 
monossódico (3,9 %), coentro fresco (0,3 %), cebola 
desidratada (0,4 %), azeite de oliva (3,9 %), suco de 
limão (0,4 %), leite de vaca integral (11,5 %), farinha de 
trigo (11,8 %). As amostras foram empanadas usando 
ovo e farinha de rosca e, posteriormente, congeladas. 
O processo de fritura se deu em fritadeira elétrica 
utilizando-se óleo de soja a 210°C por 2 min.

Extração das proteínas de CMS in natura, 
croquete de tilápia frito e não frito

O preparo dos extratos proteicos de CMS in natura, 
croquete frito e não frito foi realizado segundo a 
metodologia descrita por Stephan et al. (2011), em três 
etapas consecutivas utilizando a mesma amostra. Para 
a primeira extração foram utilizadas 10 g de amostra 
em 30 mL de tampão-fosfato (K2HPO4/KH2PO4 20 
mM pH 7,5), homogeneizadas em blender por 2 min 
e centrifugadas a 4000 rpm por 15 min a 4oC. Para a 
segunda extração repetiu-se o procedimento anterior 
utilizando o precipitado obtido na centrifugação anterior. 
Na terceira extração homogeneizou-se o precipitado 
resultante da segunda extração com 30 mL de tampão 
fosfato (K2HPO4/KH2PO4 20 mM + KCl 0,45M pH 7,5) 
em blender por 2 min e centrifugou-se a 4000 rpm por 
15 min e 4oC. As proteínas do croquete frito e não frito 
foram extraídas também com solução carbonato (0,05 
M de Na2CO3, 12 % de sacarose, 1 % SDS e 6 M de 
ureia) nas mesmas condições descritas para a primeira 
extração.

Identificação de peptídeos utilizando o 
método de eletroforese SDS-PAGE Tris-
tricina

Para o presente estudo foi utilizado o sistema de 
eletroforese da marca Bio-Rad e a metodologia de 
preparação dos géis descrita por Schägger e Jagow 
(1987). Para polimerização do gel de corrida foram 
utilizadas soluções de dois monômeros (acrilamida / 
bis) em três diferentes concentrações: a) 4 % e 3 % 
no gel de aplicação da amostra b) 10 % e 3 % para 
o gel de espaçamento c) 16,5 % e 3 % para o gel 

de separação. As amostras foram preparadas para 
aplicação solubilizando-se 100 µL do extrato em 200 µL 
de tampão (4 % SDS, 12 % glicerol, 50 mM de Tris, 2 
% β-mercaptoetanol, 0,01 % azul de Coomassie G250 
em pH 6,8). A corrida foi realizada em duas etapas: a 
primeira de 15 h sob uma tensão de 38 V e a segunda, 
de 8 h, sob uma tensão de 100 V. Para identificação 
dos peptídeos foi utilizado o padrão de massa molecular 
ultra baixa, com as seguintes proteínas (em kDa): 
triose-fosfato isomerase (26,625); mioglobina (16,950); 
α-lactalbumina (14,437); aprotinina (6,512); insulina 
β-oxidada (3,496); bacitracina (1,423).O gel foi colocado 
em solução fixadora (50 % metano, 10 % ácido acético) 
por 1 h. Após este período foi colocado em solução 
corante (0,025 % de azul de Coomassie G250 em 
ácido acético 10 %) por 2 h. O descoramento do gel 
foi realizado em solução descorante (ácido acético 10 
%) por 2 h, trocando a solução a cada 30 min. O gel 
foi lavado com água destilada e seco no sistema de 
secagem de gel de eletroforese (marca Bio-Rad, modelo 
583) por 2 h. 

Avaliação do perfil de peptídeos das 
amostras de CMS in natura e dos croquetes

Na Figura 1, pode-se observar a separação dos 
peptídeos extraídos nas amostras de CMS de tilápia in 
natura, croquete cru e croquete frito, utilizando o gel de 
Tris-tricina. Os resultados obtidos para CMS in natura 
foram utilizados como modelo comparativo para as 
análises das amostras de massa crua e frita. No perfil 
das duas primeiras extrações (tampão fosfato) realizadas 
na amostra de CMS in natura, pode-se observar a 
presença das proteínas sarcoplasmáticas. Na terceira 
extração (fosfato/KCl) , pode-se observar as proteínas de 
maior massa molecular, retidas no gel de espaçamento 
e algumas outras proteínas miofibrilares presentes no 
gel de corrida. O mesmo não ocorre para as amostras 
de croquete cru e frito, observando-se uma menor 
intensidade das bandas no gel. Dentre os tampões 
estudados, o tampão carbonato foi o que permitiu uma 
melhor extração dos peptídeos e proteínas presentes 
nas amostras proporcionando uma melhor visualização 
das bandas de diferentes massas molares. 
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Figura 1.  Perfil de peptídeos presentes nas amostras de CMS de tilápia in natura, croquete cru, croquete frito e do 
padrão de massa molecular ultra baixa (PUB).

No processo de preparo do croquete a CMS de tilápia 
foi submetida a tratamento térmico (cozimento) e depois 
homogeneizada aos demais ingredientes da formulação. 
O efeito da temperatura na modificação das proteínas 
sarcoplasmáticas e miofibrilares de peixes e carnes tem 
sido observado (LARREA et al., 2006; RAGHUNATH et 
al., 1995). Isto provavelmente explica porque os tampões 
fosfato e fosfato/KCl não foram eficazes na extração dos 
peptídeos no material processado. Desta forma, devido 
ao alto grau de desnaturação das proteínas durante o 
tratamento térmico, foi necessária a utilização do tampão 
carbonato.

A técnica de eletroforese SDS-PAGE Tris-tricina 
implantada gerou resultados satisfatórios para a 
separação e caracterização dos padrões de peptídeos 
na faixa de 1-26 kDa (ultra baixa), como observado 
na Figura 1. Logo, este procedimento permitiu a 
identificação separação e caracterização dos peptídeos 
na faixa de massa molecular ultra baixa. O perfil 
de proteínas encontradas nas amostras in natura e 
processada foi similar, mantendo-se a integridade 
nutricional da carne nos produtos. Deve-se ressaltar que 
estudos têm mostrado a modificação desta técnica para 
caracterização de inibidores de proteases na faixa de até 
490 Da (LE; KATUNUMA, 2004).
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Conclusão

O tampão carbonato foi o que melhor permitiu a extração 
dos peptídeos do croquete de CMS de tilápia. Não 
foi observada hidrólise dos peptídeos presentes na 
CMS após o tratamento térmico e fritura do croquete. 
Isto indica a integridade proteica da CMS e de suas 
características nutricionais, mostrando o potencial valor 
industrial deste coproduto. A técnica de eletroforese 
SDS-PAGE Tris-tricina foi implantada e perfeitamente 
adequada para a análise de peptídeos na faixa de 1-26 
kDa. 
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