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ELETROFORESE DAS PROTEINAS DO MUSCUILO DOS CAMARDES Penaeus
schmi tti (Burkenroad) E Xiphopenaeus kroyeri (Heller)

José Heriberto Meneses de Lima

I - INTRODUGRO

Na. exploracé@o comercial de crustéceos marinhos do
litoral brasileiro, destacam-se os camardes ndo so pelo !
seu alto valor econdmico como também pelo seu valor alimen
tar.

A regigo Norte do Brasil (drea compreendida desde
o Cabo Orange até a desembocadura do Rio Parnaiba) tem nos
camardoes os seus mais importantes recursos pesqueiros, a-
presentando enormes possibilidades para o desenvolvimento!
da pesca de camarces da familia Penaeidae (Paiva, 1970).

Segundo dados estatisticos publicados pela  FAO,
durante o ano de 1970, o Brasil classificou-se em 8¢ lugar
entre os produtores mundiais deste crustdceo, totalizando'
36,700 toneladas (Iwai, 1973; citado por Geromel et al.,,
1974) .

A exportag@o de crustdceos € bastante significati
va para a economia brasileira, pelo carreamento de divisas
que representa. O estabelecimento de normas rigidas de con
trole de qualidade se afigura de fundamental importancia !
por se constituir elemento primordial para a manutencdo e
ampliacgdo deste mercado, sabidamente exigente com relacao
a produtos importados.

Os métodos atualmente utilizados na avaliagao da
qualidade do pescado, sejam de natureza fisica, quimica ou

bioldgica tém sido alvo de critica por ndo apresentarem u-
ma aplicacaéo satisfatoria quanto ao real estado de conser—



vagéo. Fato de primordial importéncia para a indistria da
pesca, em especial para firmas que trabalham no processa-!
mento do pescado pois lhes permitiria predizer com alto
grau de precisdo a aceitabilidade de seus produtos elabora
dos.

A gualidade do pescado tem sido definida como 0
conjunto dos atributos sensoriais da carne do pescado que,
no seu todo contribuem para a sua comestibilidade ou pala-—
tabilidade, podendo ser julgados tanto no produto cru (pe-—
la aparencia, odor e textura) como no cozido (pela aparen-
cia, odor, textura e sabor) usando-se para tanto, métodos!
sensoriais descritivos ou classificatdrios (Geromel etal.,
1974) .

Entre os métodos utilizados na avaliag8o da quali
dade do pescado os testes organolépticos sfo os mais difun
didos e mais frequentemente utilizados. S&o prdticos, ndo
necessitando o uso de equipamentos especiais de laboratd-!
rio, e fornecem resultados imediatos. Nao obstante, tém-se
revelado bastante subjetivos e ndo fornecem resultados sa-
tisfatdrios quando empregados na avaliagﬁo.qualitativa do
pescado em fase incipiente de deterioracgao.

O conhecimento das limitagoes inerentes ao uso
dos sentidos tem avidenciado a necessidade de se determi-'
nar um padrao objetivo e quantitativo wom o qual se possa
comparar os resultados subjetivos dos testes sensoriais.

A busca de métodos de avaliacdo gque fossem objeti
vos e quantitativos e mostrassem correlacao com o estado
de frescor do pescado motivou o surgimento de varios tes—
tes de avaliagao do frescor., Arias (1973) cita serem bas-
tante numerosos os trabalhos sobre determinacao do grau de
frescor do pescado fundamentados em assinalar indices qui-
micos ou.bacteriolégicos que permitem em um determinado mo
mento estabelecer o estado de conservacao do pescado.

. 5 . . . - o
Entre os indices guimicos mais utilizados estao a
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TMA, BVT e a tirosina., Todos tém mais ou menos suas limita
gcoes. A TMA apresenta entre outros o incoveniente de ser
formada por reducdo do O-TMA e este variar com as espécies
marinhas (Torres, 1963),

Morga (1975) estudando o conteldo de N-TMA e N-

BVT em Macrodon ancylodon e sua aplicagé@o na determinag&o!

do grau de frescor desta espécie ndo obteve resultados coe
rentes em nenhuma das faixas de deterioragéo para os valo-—
res de N-TMA e N-BVT determinados,

As determinagoes microbioldgicas, quando efetua-!
das isoladamente, podem falsear a realidade, uma vez gue
nem sempre um elevado numero de bactérias presente em  um
pescado signifique um estado de deteriorizacéo.

As mudancas do pH s8o bastante seguras no pescado
armazenado em condigOes constantes desde a sua captura,mes
o pescado que sofre diferentes tipos de tratamento pode a-—
presentar o mesmo grau de decomposigf@o com diferentes valo
res do pH (Botelho, 1960).

Portanto, embor, seja grande o numero de testes u
tilizados na avaliagado do estado de frescor do pescado, 0S
mesmos, face aos seus resultados, tém se mostrado de apli-
cacao bastante limitada.

Numerosas pesquisas tem sido realizadas no senti-
do. de encontrar um fator especifico Util que sirva como 11
dicador geral do estado de frescor de camaroes. Foram in-
vestigadas substéncias tais como o Indol, & TMA, SVR e 4&-
cidos voléteis, juntamente com contagem bacterianas em pla
cas ou por métodos indiretos (Geromel, et al.,, 1974).

A contagem bacteriana e os valores de TMA, &cidos
voléteis e outros constituintes do misculo de cemardes n&o
s8o suficientemente sensiveis na deteccao de sua qualidade.
Tendo somente se revelado Uteis na determinacdo do inicio!
da deterioragao (Fieger & Friloux, 1954;,Bailey et al., !
1956,, citados por Bethea e Ambrose, 1961).



A dosagem de TMA no musculo ndo apresenta condi—
goes de aplicabilidade como teste de qualidade para o cama
réo sete basbas conservado em gelo (Castro, 1975).

Os estudos visando o desenvolvimento de métodos '
que fossem aplicaveis de maneira generalizada na estimacao
do grau de frescor do pescado tem conduzido os investigado
res da tecnologia do pescado a outros campos de investiga-—
¢cado e & utilizag@o de modernas e sofisticadas técnicas de
anglise, atualmente disponiveis.,

A aplicagao da eletroforese no estudo do fraciona
mento de proteinas d¢ pescado é relativamente recente e na
atualidade vem adquirindo ume maior importéncia & medida !
que 820 introduzidos melhoramentos nas técnicas e apare— !
lhos utilizados. Esta técnica vem sendo empregada com Su-
cesso no estudo de proteinas musculares e hemoglobina do
pescado pare fins de identificacgao de espécies e em estu~!
dos de hibridizagao (Tsuyuki et al., 1965).

Varios investigadores a tém utilizado em estudos
de identificagao de subpopulagoes marinhas (Sindermann, '
1964) e na identificacao de espécies, gue por apresentarem
bastantes caracteres em comum s8o de dificil classificacao
pelos métodos taxondomicos usuais, baseados, principalmente,
na observagao dos caracteres meristicos e morfométricos !
(Gonzdlez et al., 1974).

Esta técnica tem sido utilizada, desde 1962, pe-
los servigos oficiais dos Estados Unidos da América na i-
dentificagédo de espécies de pescado utilizadas na elebora-
cao de diversos produtos da industria pesqueira, como tes-—
te para prevenir fraudes pela substituica@o como espécies !
de menor valor comercial (Lane et al., 19663 Bechtel e Al-
ves, 1973).

Arias (1973) empregando a eletroforese de disco !

no estudo de extratos proteicos de pescado aventou & possi

bilidade da utilizacfo desta técnica como método analitico
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na avaliagaéo do grau de frescor do pescado.

As deficiéncias constatadas nos estudos relaciona
dos com os padroes de gualidade para produtos pesqueiros '
motivaram-nos & realizacao deste trabalho, com o qual espe
ramos de algum modo contribuir com conhecimentos que possi
bilitem uma melhor avaliag@o do estado de frescor do pesca
doe.

No presente trabalho realizamos estudos eletrofo-
réticos de proteinas musculares de duas espécies de cama-—
roes da familia Penaeidae, conservados em gelo., Tivemos !
por objeto vArificar se as modificagoes porque possam  as
proteinas do musculo do pescado durante os processos de de
composicio enzimdtica e bacteriana produzem modificagoes !
nos padroes eletroforéticos das duas espécies estudadas, e
procurar estabelecer relagoes coerentes entre os diagramas
obtidos e o estado de conservaggo do pescado, visando a re
comendacao de tal método como possivel indicador do grau !
de deterioracdo do pescado. Este trabalho tem portanto, ca
rater preliminar, e visa, unicamente, fornecer os primei-'
ros subsidios para padroes gque poderao posteriormente ser

estabelecidos.,
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II — MATERTIAL E METODOS

Para & execugao do presente trabalho foram utili-

. 1. s b4 r -
zados extratos protéicos &d musculo de duas especies de ca
maroes da familia Penaeidae, o camarfo branco Penacusg

schmitti (Burkenroad) e o camarao sete barbas Xiphopenaeus

froyeri (Heller), identificados de acordo com Boschi(1963).

O material foi capturado por redes de arrasto de
preie em frente ao Municipio de Fortaleza, durante o perio
do de setembro a novembro de 1976.

Os trabalhos foram desenvolvidos em duas etapas.
Inicialmente procurou-se estabelecer os padroes eletroforé
ticos de.cada espécie no seu estado fresco pPara posterior!
comparacao dos mesmos Com oS diagramas obtidos de camaroes
submetidos & estocagenm em gelc., Nesta primeira fase foram
analisadas 34 amostras do camerao branco e 22 amostras do
camarao sete barbas, sendo as amostras de cada espécie i-
gualmente distribuidas entre os sexos.

Na segunda fase de nossos experimentos, individu-
os inteiros de cada espécie, formando dois lotes, foram '
conservados em caixa esotérmica, contendo gelo britado, du
rante 15 dias, Aqui, tal como na fase anterior, as amos- !
tras de cada espécie foram distribuidas entre os sexos.

Ne preparagéo dos extratos os camarces foram des—
cabecados, descascados, eviscerados e desveiados. Em segui
de. foram homogeneizados com agua destilada na proporcao de
1,0 grema de musculo caudal para 1,0 ml de dgua destilada.
O homogenato foil centrifugado a 3,000 rpm, em centrifuga !
refrigerada . International modelo HP-20, por 20 minutos &
temperatura de aproximadamente 0°C. O sobrenadante obtido!
foi conservado em congelador a -10°C, até o momento da sua
aplicagéo.

Dos cameroes conservados em gelo foram, igualmen—

te, obtidos estratos aquosos apdés 3, 6, 8, 10, 13 e 15 di-
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as de estocagem nestas condigoes,

Foi utilizada como meio de suporte para eletrofo-
rese, membrana de acetato de celulose de 170 x 25 mm. Como
tampao foi usado o barbitone acetato BR 1llg, pH 8,6 e for-
ca iodnica 0,1, preparado segundo instrucoes do Menual O-
xoid (1973). ‘

Em cada corrida foram distendidas de 3 a 4 faixas
na cuba, sendo determinado de 6 a 8 eletroforegramas, em
corrente elétrica de 200 volts, durante 30 minutos.

Ags etapas referentes a coloragéo, descoloragéo,dg
sidratacgo e diafanizacdo das faixas foram feitas segundo’
reoomendagSes do Laboratdrio Chemetron (Milano - Itélia).

Posteriormente foram realizados experimentos com
os extratos protéicos de cada expécie sendo submetidos &s
condicoes ambientais. Estes extratos foram analigzados logo
apds sua obtencg@o e com 12, 24, 36 e 52 horas de permanén-—
cia em temperatura ambiente. Antes de cada aplicagao os ex
tratos foram sentrifugados, nas mesmas condigges acima des
critas, para eliminacao do precipitado formado.

Ag curvas densitométricas correspondentes aos ele
troforegramas foram obtidas com densitometro Instrumenta-'
tion Laboratory modelo 377, em comprimento de onda de 520

nm,
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III - RESULTADOS E DISCUSSEO

A diferenciacdo entre os padroes eletroforéticos'
de varias especies € feita tomando-se por base a distribui
cdo de intensidades de coloracdo e as diferencas de mobili
dade das zonas protéicas de cada espécie (Jones, 1970).

Os padroes eletroforéticos, tanto em faixas de
acetato de celulose, como os perfis densitométricos, 580

apresentados nas figuras 1 e 8. A espécie Xiphopenaeus v

kroyeri (Heller) apresentou cinco bandas, enquanto gque a

eS§écie Penaeus schmitti (Burkenroad), apresentou somente'
tres bandas.

Ambas as espécies apresentaram uma zona protéica'
fortemente corada, com mobilidade eletroforética quase i-!
déntica, ao lado de outras menos coradas e com diferentes'’
velocidades de migracao.

Nao foram observadas diferencas entre sexos nas
espécies estudadas, confirmando a inexisténcia, de relagao
de dependéncia dos modelos eletrofordticos com os sexos. !
(Bastos et al., 19753 Tsuyuki et al., 1965a; Tsuyuki et
8l.y 19650H),

Foram observadas modificacoes tanto de ordem qua-—
litativa como quantitativa nos eletroforegramas das espéci
es estudadas (figuras 1 a 14),

Os eletroforegramas das proteinas musculares do
camardo sete barbas experimentaram modificagSes_a paebiy ?
do 62 dia de estocagem em gelo, embora desde o 32 dia haja
evidéncia de diminuigaéo na intensidade de coloragdo das
fracoes.

As fragoes protéicas de menor mobilidade eletrofo
rética (as duas primeiras) foram mais afetadas, tendo  se
verificado seu total desaparecimento nos extratos proveni-

entes de camarao com 8 dias de estocagem em gelo. Nestes,
também foi observada uma acentuada diminuigao do pico cor-



09

respondente a ultima fragao (figura 11), A reducdo para a-
penas 3 fragoes protéicas perdurou até o final do experi-!
mento (figuras 12, 13,e 14). Embora o perfil densitométri-
co ndo revele, a indicio, na faixa de acetato de celulose,
de uma nova fracdo contigua & frag8o intensamente corada,'
no extrato oriundd de camaréo com 10 dias de estocagem.(fi
gura 12), B possivel que tenha havido um desdobramento da
fragao intensamente corada, originando essa nova fragﬁo,

Nos eletroforegramas do camardo branco o numero '
de fracoes permaneceu inalterado, durante todo o experimen
to, muito embora tenha-se verificado uma progressiva redu-—
cao na frag2o protéica de maior velocidade de migracgo (fi
gura 1 a 7). Esta redugao comegou a ser evidenciada a par-
tir do 39 dia de estocagem de camarces em gelo.

Para ambas as espécies a fracdo protéica mais in-
tensamente corada foi menos afetada. Aquela correspondente
a0 camarso branco permaneceu praticamente constante (figu-—
ras 1 a 7), enquanto gue para o camarao sete barbas, houve
uma progressiva redugao a partir do 10¢ dia de estocagem '
em gelo (figuras la a 14),

Nos extratos de camardo sete barbas, mantidos &
temperatura ambiente, os eletroforegramas (figuras 15 a 19
foram semelhantes & agueles oriundos do camardo conservado
em geloe.

Os'eletroforegramas dos extratos do camarao bran-
co, mantidos & temperatura ambiente, mostraram modifica-— '
goes com o tempo de permanéncia nesta condigdo. A partir !
de 12 horas, houve uma redugao da 32 fragao (figura . 21)
quando comparada com aquela do extraté fresco (figura 20).
A partir de 24 horas, nfio foi mais debectada a 28 fragdo '
(figura 22).

Os resultados destes experimentos confirmam ague-

les obtidos por Arias (1973), que de forma andloga, anali-

sando extratos protéicos do musculo de Merluccius merluc-—




cius e Pagellus erythrinus, por meio de eletroforese de

disco, verificou modificagoes nos modelos eletroforéticos!
destas espécies, observando serem as fracgoes protéicas de
menor mobilidade eletroforética as mais rapidamente altera
das. -Concluiu, ainda, serem estas modificagoes resultantes
dos processos de degradacgac enzimdtica e bacteriana das
proteinas musculares do pescado.

Segundo Fieger e Nocak (1968), no camarao conser-—
vado em gelo reconhece-se 3 fases na perda de sua qualida-
de: l-nos primeiros 7 dias hd perda de seu sabor adocicado
caracteristico; 2-de 8 a 14 dias, o produto apresenta-se !
completamente sem sabor; 3-mais de 14 dias, deterioragfo !
répida, acompanhada de odores e sabores estranhos,

Em todas estas faixas de deteriorag@o foram obser
vadas modificacgoes nos eletroforegramas do camarao sete
barbas.

As modificagoOes nos eletroforegramaes poderao cons
titulr ume medida do grau de frescor do pescado desde dque
seja possivel estabelecer uma relag&o entre o grau de dete
rioracao, medido pelas alteragges produzidas nos eletrofo-
regramas e uma tabela de caracteres organolépticos do pes-—
cado em exame., Para tanto sugerimos a realizacdo de novos
estudos visando a obtencdo de medidas exatas do grau de al

teracao do pescado,
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IV — CONCLUSOES

1.- Os modelos eletroforéticos estabelecidos para
individuos em perfeito estado de conservagao, em suporte !
de acetato de celulose, através de perfis densitométricos!'
das fragoes protéicas, apresentaram 5 fragoes protéicas pa

o camarao sete barbas e 3 para o camarao branco.

2 — Ambas as espécies apresentaram uma zona forte
mente corade, com mobilidade eletroforética aparentemente!’

idéntica, ao lado de outbras menos coradas.

3 — Nao foi observada relacao de dependéncia dos

modelos eletroforéticos com 0S Sex0S.

4 - 0s eletroforegramas de camaroes estocados em
gelo apresentaram resultados distintos daquelesrobtidos :

com camaroces em perfeito estado de conservacao.

5 - As: fragcoes protéicas de menor mobilidade ele-
troforética foram mais afetadas pela estocagem em gelo,ten

do—-se observado o total desaparecimento das mesmas.

6 — Em ambas as espécies a fracao protéica mais
fortemente corada foi pouco afetada, permanecendo pratica-—
mente constante no camarao branco e apresentando uma certa

reducdo no camarao sete barbas, no final do experimento.

7 — Os resultados com camarces estocados em gelo
foram confirmados com extratos protéicos conservados en

temperatura ambiente,
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V - SUMMARY
This paper is concerned about the study of conser

vation state of shrimp by eletrophoresis, using the speci

es Penacus schmitti (Burkenroad) and Xiphopenaeus kroyeri

(Hellex),

They have been treated directly with ice during !
15 days.

The extraxts were taken from muscles flesh with
distilled water on the proportion of 1:l.

The runnings were hold with the cellulose acetate
at 220 volts, during 30 minutes, with the buffer of barbi-
tone - acetate, which came from the Oxoid ILaboratoty (Mila
no - Italy) - code BR 1llg, pH 8,6.

From the electrophoregrams we have concluded:

1 — Penaeus schmitti (Burkenroad) and Xiphopenaeus

kroyeri (Heller) showed three and five bands of proteins
respectively.

2 — Both species showed & intensively stainning '
zone, together with less stainning ones.

3 - Sex of the species are independent of the
electrophoretic patterns obtained.

4 - Electrophoretic patterns were affected in
qualitaty and in quantitaty during the time on ice,

5 - Por the specie Xiphopenaecus kroyeri (Heller):

the proteins fractions of lowest electrophoretic mobility
were more affected, noting a total disappearing of these
with a progressive reduction of others.

6 — The specie Penaeus schmitti (Burkenroad), the

nunber of fractions showed to be constant being the pro-
teins bands more anodic having a little reduction.

7 - In both species the intensively stainning zo-
ne was barely affected.

8 — The experiments with extracts kept at room
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JENEEREES.

Figura 2 - Perfil densitometrico das fragoes protei
cas separadas poOT ele“rofofese em faixas de acestato
de celulopse de extrato do camarao Peneasus schmitti
(Rurkenroad), conservado em gelo durante trés dias.
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Figura 13 - Perfil densitometrico das fragoes proteicas
separadas por eletrcforese em faixas de acetateo de cely
lose de extrato do camarao Xiphopenaeus Kroveri (Heller),
conservado er oelo durante treze dias.
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