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Resumo: Com o objetivo de identificar e caracterizar a composi¢do das proteinas miofibrilares (miosina,
actina e a-actina) do musculo Longissimos dorsi refrigerados e sem refrigeragdo de cordeiros submetidos
a diferentes niveis de proteina bruta na racao (12, 15, 18 e 21%), foi conduzido um trabalho com 24
amostras do referido musculo que foram ainda divididas em duas partes, assim de cada amostra utilizou-
se um pedaco que foi resfriado por 24 horas e outro por 7 dias da carne de Ovinos submetidos a
diferentes niveis de proteina na dieta. Ndo foram encontradas diferencas significativas quanto ao
conteudo das maiores proteinas do tecido muscular de ovinos, relacionados ao nivel de proteina da ragéo
nem quanto aos tempos de resfriamento.
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Protein profile of the muscle Longissimus dorsi from lambs finished with different protein levels

Abstract: With the aim of identifying and characterizing the composition of the Myofibrillar proteins
(myosin, actin and o — actin) of refrigerated and no refrigerated muscle Longissimus dorsi of lambs
submitted to different levels of raw protein in the ration (12, 15, 18 and 21%), this work was ran with 24
samples of the referred muscle were removed and these were still divided in two parts, so, it was used a
piece from each sample which was freezed for 24 hours and another one for seven days from the ovine
meat submitted to different level of protein in the diets. No significative difference about the content of
the biggest proteins of the ovine muscle tissue related to the level of ration protein nor to the refrigeration
time were found.
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Introducéo

A ovinocultura vem se consolidando no agronegécio brasileiro. A producdo de cortes
diferenciados ¢ uma alternativa para pequenos e médios produtores para o aumento da renda na
propriedade (Ojima, 2006). O fator considerado muito importante no retorno a compra da carne ¢ a
maciez. Esta depende do contetido de proteinas do musculo, do estado e interagdo entre diferentes
componentes musculares, ¢ também do tecido conjuntivo ¢ miofibrilas. No Longissimus dorsi a maior
degradagdo das proteinas miofibrilares é responsavel pela melhora na maciez da carne (Koohmaraie,
2002). Tem sido demonstrado que algumas proteinas componentes da miofibrila mudam durante o post-
mortem dos animais, incluindo a tinina, nebulina ¢ a actina. Muitos métodos tém sido empregados
atualmente para se determinar o grau de protedlise sofrida pelas proteinas miofibrilares. Um dos métodos
considerados mais eficientes nesse sentido ¢ a eletroforese. Uma variante do método tradicional ¢é a
eletroforese Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE) que amplamente utilizada para analise qualitativa de
proteinas ¢ suas subunidades ¢ tem demonstrado ser um método eficaz para a determinagdo do peso
molecular. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar as mudangas na
composi¢do das proteinas miofibrilares (miosina, actina, a-actina) do musculo Longissimus dorsi
refrigerado e sem refrigeragdo de cordeiros submetidos a dietas com diferentes niveis de proteina bruta.



Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Escola Superior de Agronomia de Paraguagu Paulista e no
Laboratorio de Biofisica da Unesp de Botucatu. Foram utilizadas 24 amostras do musculo Longissimus
dorsi de cordeiros Dorper X Santa Inés, alimentados com dietas contendo 12, 15, 18 € 21% de proteina
bruta (PB). Apos o abate dos animais as carcacas foram resfriadas em camaras frigorificas por 24 horas e
entéio desossadas e coletadas as amostras do misculo Longissimus dorsi na regido da 12* a 13* vértebra.
Uma amostra foi imediatamente levada ao processo de eletroforese enquanto a outra permaneceu
resfriada a aproximadamente 4° C para degradacdo das estruturas das miofibrilas. Para o procedimento de
eletroforese cada amostra foi pesada em balanga de precisdo, processadas e em seguida centrifugadas a
10.000 rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos em centrifuga refrigerada a 0°C. O sobrenadante
foi retirado e acondicionado em microtubos para posterior dilui¢ao e utilizagdo na corrida eletroforética.
Cada amostra foi diluida com solucdo tampao (glicerol, SDS e B-mercaptoetanol) na proporgdo de 1:1.
em microtubos contendo 30 pl de amostra e 30 ul da solugdo tampao que em seguida foram levados para
aquecimento em banho-maria para desnaturagdo das proteinas. O gel de poliacrilamida (SDS_PAGE) foi
preparado a uma concentragdo de 7,5% e aplicado em cada uma das placas para polimerizagdo. Cada
amostra foi aplicada nos pogos formados no gel que foi submetido a corrente elétrica por duas horas.
Apds a corrida os géis foram retirados das placas e imersos em solugdo corante de comassie blue
(solucdo 0,1%), por 24 horas. Em seguida foram colocadas em solug¢do descorante (metanol 30%, acido
acético 10% e H,O 60%), para revelagdo das bandas das proteinas durante 24 horas. Cada gel foi retirado
da solucdo descorante e colocado num analisador de imagens especifico. Foram analisadas as
mobilidades relativas de acordo com os pesos moleculares, que identificam as fra¢des separadas. Foi
realizada a andlise de varidncia para experimentos inteiramente casualizados em esquema fatorial 2 x 4
para verificacdo do efeito do tempo de maturacdo e das concentragdes protéicas na dieta sobre as
mudangas no musculo Longissimus dorsi por meio do procecidento GLM do SAS .

Resultados e Discusséo
A tabela 1 mostra o conteudo de trés grandes fragdes protéicas do musculos Longissimus dorsi de

ovinos.

Tabela 1. Médias de proteinas microfibrilares (actina, o-actina, miosina) de acordo com os niveis
protéicos da dieta.

Tempo de Resfriamento

Proteinas % PB na racao 1 dia 7 dias médias
Cadeia Pesada da Miosina 12 32,5 31,9 322A
15 27,1 27,5 273 A
18 26,5 28,1 273 A
21 24,5 25,1 24,8 A
Médias 27,5 a 28,15a
o-actina 12 49 6,1 55A
15 52 3,6 44 A
18 4,1 29 35A
21 54 4,9 52A
Médias 49a 44 a
Actina 12 11,3 10,9 1,1 A
15 12,5 11,1 11,2A
18 9,87 11,5 10,7 A
21 12,3 11,9 12,1 A
Médias 11,5a 114a

Meédias seguidas por letras maitisculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente quanto aos niveis de fornecimento
de proteina na ragdo e letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente quanto aos tempos de resfriamento
(P>0,05) pelo teste Tukey.



\

As bandas relativas a actina e miosina parecem inalteradas apds a maturagdo. Estes dados
concordam com a observa¢do de Hopkins & Thompson (2001) que trabalhando com ovinos, relataram
auséncia de protedlise dessas proteinas em condi¢cdes resfriadas e maior degradacdo em temperaturas
proximas a 37°C, principalmente em pH acido. Nao foi observada degradacdo da proteina a-actina. A
extracdo em agua empregada neste experimento permitiu evidenciar modificagdes em outras proteinas
que podem estar envolvidas no processo de maturagdo da carne.

A figura 1 mostra as fragdes peptidicas das amostras do musculo Longissimus dorsi de ovinos
submetidos a diferentes niveis de fornecimento de proteina na ragao e resfriadas por 24 horas ou 7 dias.

Figura 1. Eletroferograma das proteinas do musculo Longissimus dorsi de ovinos de dois diferentes
grupos genéticos, refrigerados ou ndo refrigerados, submetidos a eletroforese (13%) denaturante na
presenga de SDS'*.

1-  padrao de peso molecular; 2 — 12% de proteina bruta na ragdo, carne resfriada por 24 horas; 3 — 12% de proteina bruta na
ragdo, carne resfriada por sete dias; 4 — 15% de proteina bruta na ragdo, carne resfriada por 24 horas; 5 — 15% de proteina
bruta na ragdo, carne resfriada por 7 dias; 6 — 18% de proteina bruta na rag@o, carne resfriada por 24 horas; 7 — 21% de
proteina bruta na ragao, carne resfriada por 24 horas; 8 — 21% de proteina bruta na ragdo, carne resfriada por 7 dias;

2-  rl, 12,13, r4 até r19 sdo todas as bandas observadas no gel, representando as fragdes peptidicas do musculo Longissimus dorsi
de ovinos.

3-  R7 - posigdo estimada para o aparecimento da cadeia pesada da miosina (MHC); R9 — posigéo estimada para o aparecimento
da o-actina; R 14 —posi¢do estimada para o aparecimento da actina.

Cada um dos géis empregados neste estudo continha a representacdo de todos os niveis protéicos
fornecidos na rag¢ao e para cada um dos niveis o tempo de resfriamento da amostra (24 horas ou 7 dias).
Tal disposicao foi usada para se evitar possiveis diferengas no padrdo de migracdo das bandas, devido a
diferencas no gel empregado, criando um efeito de gel que ndo era interessante neste estudo. Foi feita
analise considerando cada gel como um bloco, mas ndo havia efeito de gel. Apesar da auséncia de
diferencas significativas no conteudo das fracdes protéicas do musculo estudado foi feito um pool de
cada porcentagem de fornecimento de proteina na ragdo que demonstrou diferentes degradagdes devido
aos tempos de resfriamento.

Conclusdes

Nao houve diferenca significativa nas proteinas miofibrilares (miosina, actina e o-actina) da carne
de cordeiros submetidos a diferentes niveis de proteina bruta na dieta. H4 mudanga de comportamento
das bandas quando resfriadas por sete dias, apesar da auséncia de diferengas significativas quanto ao
conteudo de proteina para as maiores proteinas do musculo ovino, em relagdo aquelas resfriadas por
apenas 24 horas. Mais estudos devem ser realizados no sentido de se identificar as proteinas envolvidas
na estrutura do musculo e sua possivel degradacdo durante o processo de resfriamento post-mortem.
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