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Synopsis 

Effects of diffepent positions of sampling and diffepent pepiods of ppesepvation of 
the samples at -15°C on the genepal ppotein electpophepogpams of skeletic muscle 
of Mi~opogo~i~ 6un~ie~ wepe analysed and the conditions of extpaction and 
electpophopesis of the ppoteins wepe established. Extpaction and ppesepvation 
poweps of foup solutions" distilled watep" sodium chlopide 0.9%" phosphate buffep pH 7.5 
~=O.05 (Connell" 1953) and glycepol- EDTA-Tpis pH 8.7 . {Scopes" 1968)" wepe compaped. 
The electpophopesis conditions wepe investigated using cellulose acetate membpanes 
with six diffepent buffep systems and stapch gel with thpee diffepent buffep 
systems . Samples of muscle collected fpom diffepent positions did not show 
diffepences eithep in the numbep of bands op in theip pelative migpations in the 
electpophepogpams. Altepations in the electpophepogpams wepe noted accopding the 
pepiod of sample ppesepvation. The gpeatest extpaction and ppesepvation poweps 
wepe found with the solution glycepol-EDTA-tpis pH 8.7. In the buffep systems 
used" the maximum numbep of nine bwtds was obtained in cellulose acetate membpanes 
as well as in stapch gelo The êest sepaPation of the ppoteins in cellulose acetate 
membpanes was found with Tpis-glycine buffep pH 8.:3 (Tpis O._0495M" glycine O. 38:36M) " 
and in stapch gel with gel buffep constituted by Tpis" EDTA and bopic acid" pH 8.6 
(Huehns" 1968) and electpode buffep constituted by bopic acid and sodium hydpoxid 
(Smithies " 1955). 

D~S~I-ipto rs: Electrophoresis, Protefns, Muscle, Methodü!ogy, South coast - Brazi I I 

Southeast coast - Brazi I, Cananêia - SP, ,\l{·L~OP(1g(lllia .\ 1ultll,ieJt.{ , 
Sciaenidae. 

Dt.;~critor es: Eletrotorese, Proteínas, Müscul0, Metoduluqia, Costa sul - Brasi I, 
Costa sudeste - Brasil, Cananéia - SP , 1!<'C'!.O!)li:]Ollia6 6u'n!{(, '1.< , 
Sciaenidae. 

Introdução 

Método s eletroforéticos têm proporciona­
do um grande avanço no estudo de popula­
ções de peixes, permitindo detectar 
produtos de diferentes genes alélicos 
através das bandas constituídas por 
proteínas de diferentes mobilidades. A­
través da análise de freqüências gênicas 

(*) Trabalho realizado com apoio fi­
nanceiro da FAPESP - Fundação de 
Amparo ã Pesquisa do Estado de 
são Paulo (Proc. 74/816, Proc. 
75/387 e Proc. 76/262). 

(**) Aluna do Curso de P5s-Graduação 
do IOUSP. 

(>'<**) Atualmente no INPA - Instituto 
Nacional de Pesquisas da Ama-
~ . 
zon~a. 
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obtidas de dados eletroforéticos, tem 
sido realizada com base genética a deli­
mitação de populações conespecíficas de 
peixes, mesmo de alto-mar, onde há gran­
de potencial de intercruzamentos (Sick, 
1965a, b; Fuj ino & Kang, 1968; de Ligny, 
1969; Fujino, 1969, 1971, 1976; Numachi, 
1972; Utter et al., 1972; Utter et al., 
1974; Morgan & Ulanowicz, 1976). 

Amostras de músculo esqueletico têm 
sido amplamente utilizadas em estudos de 
delimitação de populações de peixes, a­
través de metodos eletroforeticos. Es­
sas amostras, ao contrário do sangue, 
têm a vantagem de poderem ser coletadas 
de animais congelados e de animais de 
qualquer tamanho (de Ligny, op. ~.; 
Howlet & Jamieson, 1971). Além disso, a 
coleta das amostras de músculo e simples, 
requerendo poucos instrumentos, como 
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pinça e bi sturi ou tesoura e, para o seu 
transporte, podem ser guardadas até mes­
mo em sac os plásticos . 

Po r ou t ro lado, o uso do músculo exi­
ge um e s tudo detalhado sobre sua posição 
no cor po do animal onde as amostras se­
rão col etad as, o método de preservação e 
as condições para extração e eletrofore­
se. Múscul os de diferentes regiõ~s do 
corpo de pe ixes apresentam variaçoes na 
largura dos miótomos, na concentração de 
DNA e de íons (Love, 1970) e nas taxas 
de reações b ioqu ímicas (Amano et al., 
1953; Kawabata , 1953; Amlacher, 1961). 
Ao contrário do músculo de aves e mamí­
feros, o de peixes é bastante susceptí­
vel ã deterioração durante preservação 
por longo tempo a -15°C (Connell, 1975). 

Neste trabalho , corno primeira parte 
do estudo populacionàl de M. 6~niehi da 
costa SE-S do Bras i l através de eletro­
ferograma s do mú sculo esquelético, in­
vestigou-se os efeitos da posição de co­
leta e do período de preservação das a­
mostras sobre os eletroferogramas, assim 
corno se procurou a s melhores condições 
para extração e eletroforese das proteí­
nas. 

Material e métodos 

O material utilizado, amostra de músculo 
esquelético, foi coletado de exempl ares 
de M. 6~»iehi capturados em Cananeia 
(SP). ~ara amostrar o músculo, removeu­
se a pele da reg i ão acima da linha late­
ral e recortou- s e a amostra com o bistu­
ri. As amostras foram colocadas em tu­
bos de plastico neutro com tampa e trans­
portada~ em bujões de nitrogênio líquido 
do local de amostragem ao laboratório em 
são Pa~lo, onde foram mantidos em conge-

° - - - o lador a - 15 C a t e sua maceraçao e ana11-
se eletroforética. 

Com o intuito de determinar a posição 
mais adequada de coleta das amostras de 
músculos, for am comparados os eletrofe­
rogramas e as concentrações protéicas 
totais de amostras coletadas de diferen­
tes pos i çõ es no corpo do peixe. Para 
tanto, util izou-se 8 peixes (Tab. 1), 
s endo que, d e cada um, foram coletadas 
amostras de 4 posições acima da linha 
lateral, no flanco direito do animal, 
indicadas na Figura 1. A extração das 
proteína s foi realizada com glicerol­
EDTA-Tris pH 8,7 (Scopes, 1968), na pro­
porção 1 :3 (peso:volume), e a análise 
e letrof orét ica desenvolvida em membrana 
de ac e tat o de celulose, com o sistema de 
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Tabela 1. 

Exemplar 

( n . ) 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

Dados dos 8 exemplares de M. 
6~iehi uti I izados no experi­
mento para determinação da po­
sição mais adequada de coleta 
de amost ra de músculo esquelé­
tico 

Comprimento 

tota l (m m) 

247 

256 

262 

226 

233 

2 07 

2 06 

2 07 

Se xo Estádio de 

maturidade 

9 

9 
Ô 

9 

9 

9 

<;> 

'" 

A 

B 

B 

B 

B 

A 

B 

A 

A Ima tu ro 

B Em matu r ação 

Figo 10 Esquema i ndicando as diferentes 
posições de coleta de amostras 
de mú s cul o esquelético de M. 
6~niehio 

tampão 5 da Tabela 2, sob voltagem cons­
tante de 300 V, durante 20 mino A V1-
sualização das bandas de proteínas ge­
rais foi obtida com Ponceau S (0,05 g 
em 100 ml de ácido tric loroacetico 5 ia). 
A concentração protéica t otal (g/dl) dos 
extratos foi medida através da reação de 
biureto (Gornall ~ ai ., 1949). 

Foi realizado um experimento para ve­
rificar se diferentes per íodos de pre­
servação das amostr a s a -15°C afetam os 
eletroferogramas e a concentração total 
dos extratos. Neste experimento, cole­
tou-se amostra de múscul o da posição I 
do corpo de 7 peixes (Tab. 3). Cada a­
mostra foi dividida em t r ê s subamostras, 
as quais foram transpor tadas em bujões 
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Tabela 2. Resumo dos resultados obtidos de eletroforese em membranas de 
aceta to de celulose com diferentes sistemas de tampão 

Identificação Tampão Composição Condições de Numer o de Comprimento do Observação 

do tampão el.etroforese bandas (* ) eletroferograma (* *) 

Sistema 1 Tris-gl icina pH 9,5 T r i 5 0,1 '63 H 300 V 8-9 78,56<0,74 

9 I i c i na 0,30 1 O H 30 min (32 ) 

Sistema 2 Tr is -gl icina pH 9,5 Sistemas 1 e 3 300 V 8-9 27,58± I,02 Oi mi nuição no compri-

no ánodo e Barbi tal- 30 min (64 ) menta dos eletrofero-

EOTA pH8,6 nocâtodo gramas com as vezes de 

uso do tampão 

Sistema 3 Barbital-EDTA pH 8,6 K i t da Corn i n9 AC I 300 V 18,81±O,76 

Electrophoresis 30 mi n (J 2) 

Systems 

Sistema 4 Fosfato pH 8,0 5,3 ml de fosfato 20 niA 16,75 ±O,30 

de 5 õd i o monobãs i co 60 m i n (J 2) 

O,2M e 94,7 m l de 

fosfato de sódio 

dibãsico O,2M 

Sistema 5 Tris-gl teina pH 8,3 T r i 5 0,0495 M 30 O V 37,50±2,76 

9 I i c i na 0,3836 M 30 min (4 ) 

Sistema 6 T r i 5 - 9 1 j c i n fi pH 8.3 T r i 5 0,0388 M 300 V 8-9 23,50±I,59 

9 1 i c i na 0,30' O ~. 30 min (4 ) 

(*) Bandas coradas por Ponceau S. 

(**) :R" Mêdia ± intervalo de r:o nfiança a nível de significância 5 %. do comprimento, em mm. desde 8 orfgem 

do eletroferograma até o centro da banda mais próxima ao ânodo . Entre parêntesis, encontra-se o 

nümero de eletroferogramas. 

Tabela 3. Dados dos 7 exemplares de M. 
6unnie~ uti I izados no expe­
rimento sobre os efeitos do 
perfodo de preservação das 
amostras de músculos esque­
léticos a -15°C 

Exemplar Comprimento Sexo Estádio de 

(n . ) total (mm) maturidade 

33 610 
'" 

B 

34 615 9 B 

35 610 9 D 

36 710 Q B 

37 680 9 D 

38 685 9 B 

39 64 O ? B 

B Em maturação 

D Esgotada 

de nitrogenlo líquido para são Paulo, 
onde foram preservadas em congelador a 
-15°C. Uma das subamostras foi macerada 
e analisada eletroforeticamente após 10 
dias, a segunda, após 20 dias, e a ter­
ceira, após 35 dias. A extração, anâli­
se eletroforética e a visualização das 

proteínas foram realizadas conforme o 
processo descrito para o experimento so­
bre a amostragem de músculo esquelético 
de diferentes posições. A medida e con­
centraçio protéica total (g/dl) dos ex­
tratos foi feita utilizando-se refratô­
metro Atago para proteínas. 

As condições de extração das proteí­
nas de músculo esquelético foram estabe­
lecidas através de experimento, visando 
selecionar uma solução com maior poder 
de extração de proteínas e maior po­
der de preservação dos extratos. Para 
tanto, coletou-se amostra da posição I 
do corpo de 8 peixes (Tab. 4), sendo ca­
da amostra dividida em 4 subamostras pa­
ra serem maceradas na proporção 1:3, com 
4 soluções de extração diferentes: âgua 
destilada; cloreto de sódio 0,9%; tampão 
fosfato pH 7,5, ~=0,05 (Connell, 1953); 
glicerol-EDTA-Tris pH 8,7 (Scopes, 1968). 
A maceração foi realizada em macerador 
elétrico. a 4500 rpm durante 1 min, com 

° temperatura entre O a 5 C. O macerado 
foi centrifugado a 3500 rpm, durante 
15 min; o sobrenadante foi coletado e 
submetido a nova centrifugação a 10000 
rpm, por 15 min, obtendo-se assim o 
extrato protéico. A concentração pro-
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Tabela 40 Dados dos 8 exemplares de M. 
t~nie~ util izados nos expe­
rimentos para seleção da solu­
ção de ext ração e das cond i ções 
de eletroforese das proternas 
do músculo esquelético 

Ex emp 1 a r 

(n . ) 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

A Imaturo 

Comprimento 

total (mm) 

227 

197 

235 

338 

l87 

194 

265 

276 

B Em maturação 

Sexo 

9 

9 

9 
Ô 

9 

9 

9 

9 

Estádio de 

maturidade 

B 

A 

B 

B 

A 

A 

B 

B 

téica total (g/dl) foi medida em refra­
tômetro Atago para proteínas. 

Para verificar o poder de preserva­
ção dos extratos obtidos com as diferen­
tes soluções, foram comparados a concen­
tração proteica total e os eletrofero­
gramas dos extratos recem-preparados 
com os obtidos de mesmas amostras após 
sua conservação por 7 dias em congela­
dor a -15°C. Os eletroferogramas foram 
obtidos em membrana de acetato de celu­
lose com o s is tema de tampão 1, referido 
na Tabela 2 (Tris-glicina pH 9,5). 

Visando comparar diferentes meios de 
suporte, realizou-se eletroforese em 
membrana de acetato de celulose 
Cellogel (Chemetron, de dimensões 5,7 x 
14,0 cm) e gel de amido preparado com 
amido hidrolisado da Sigma, de concen­
tração 16% e de dimensões 20,5 x 10,0 x 
0,4 cm. 

Em membrana de acetato de celulose, 
os extratos preparados com cada uma 
das 4 soluções de extrato foram anali­
zados eletroforeticamente com os siste­
mas de tampão 1, 2, 3 e 4 (Tab. 2). 
Para comparar dois tampões Tris-glicina 
pH 8,3 de diferentes concentrações, os 
extratos preparados com glicerol-EDTA­
Tris pH 8,7 foram, tambem, analisados 
com os sistemas 5 e 6 (Tab. 2). 

Neste trabalho, as bandas de proteí­
nas gerais separadas em membrana de a­
cetato de celulose foram coradas com 
Ponceau S e, posteriormente, lavadas 
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em 6 banhos sucessivos de ácido acetico 
5%. A transparentização das membranas 
foi realizada segundo as instruções da 
Chemetron. Os eletroferogramas das mem­
branas transparentizadas foram analisa­
dos em densitômetro Atago, com filtro 
500 nm, e estimou-se a concentração re­
lativa (%) de cada banda proteica. 

As bandas proteicas principais foram 
designadas por algarismos romanos na se­
qüência de aparecimento, a partir da or i­
gem em direção ao anodo (Fig. 2). índi­
ces arábicos, seguindo tambem a ordem 
crescente em direção ao ânodo, foram u­
tilizados para indicar os componentes 
das bandas principais. 

A análise da variação qualitativa nos 
eletroferogramas baseou-se no número e 
na mobilidade das bandas. Para estimar 
a mobilidade de cada ba~da, calculou-se 
sua distância relativa atraves da ex­
pressão d=a/b (Fig. 2), onde a é a dis­
tância entre a projeção da origem sobre 
a linha de base das curvas densitometri­
cas e a projeção do pico da curva cor­
respondente à banda em questão sobre a 
mesma linha, e b e a distância entre a 
projeção da origem sobre a linha de base 
das curvas densitometricas e a projeçao 

Origem 

T iii ::1: li:; ': ':i j( !:; in l;~ L:;;' :';' ;";; .{ 
.j.;f, 'l.:1. .j}?í ~ 1rHH!iH fi j : T; U ljj: ;:ij ~ii~:J ;11: 

:ti ' :l# i .liUJ',i Iffl t i I' :1. ~tii l! 4: "Li ;~~ ~ Ui 
:tti! ,; 1 F ti,; ; ~ ; !H lBJIH:; ;iJ l'HI \ffi:i,il 

!,' '~' " tlf11l:T;~! +1 ri ;:1::,. :;::;:: i:f ~:jH 

12 TI. ll2 m N v VI W 

I 

a distân~ia da banda 11 1 

b distânçia padrão 

a 
Distância relativa = b 

+ 

Banda s 

Fig. 2. Curva densitométrica de um ele­
troferograma de proteínas gerais 
de músculo esquelético de M. 
t~ni~, mostrando as bandas 
principais e seus componentes e 
o método para o cálculo da dis­
tância relativa da banda 111. 
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do pico da curva correspondente ã banda 
IV sobre a mesma linha. Considerando-se 
que a banda IV se apresentou distinta em 
todos os eletroferogramas, a distância b 
foi tornada corno padrão para cada eletro­
ferograma, na estimativa das distâncias 
relativas. 

Em gel de amido, extratos preparados 
com cloreto de sódio 0,9% e com glicerol­
EDTA-Tris pH 8,7 foram analisados ele­
troforeticamente com os sistemas de tam­
pão 4, 7 e 8 citados na Tabela 5. Os 
extratos foram aplicados ao gel atraves 
de tiras de papel de filtro (1,2 x 0,4 em) 

embebidas de extrato, e analisados sob 
amperagem de 45 mA durante 150 min, a 
4°C. Depois da eletroforese, o gel foi 
cortado em 3 camadas, sendo a superior 
de 0,1 em, a central de 0,2 em e a infe­
rior de 0,1 em. A camada central foi 
corada com Nigrosina (Nigrosina saturada 
em metanol: agua:acido acetico 5:5:1) e, 
a seguir, lavada em metanol:agua:acido 
acetic~ 5:5:1. 

Na comparação de valores numericos, 
foi sempre considerado o nível de signi­
f icância de 5%. 

Tabela 5. Sistemas de tampão util izados em eletroforese em gel de amido 16% 

Identificação 

do tampão 

Sistema 4 

(contínuo) 

Tampão 

Fosfato pH 8,0 

Composição 

5,3 ml de fosfato de sódio monobá­

sico 0,2 M e 94,7 ml de fosfato de 

sódio dibásico 0,2 M 

Sistema 7 

(descontínuo) 

Gel: Tris-EDTA-ácido bórico 

pH 8,6 (Huehns, 1968) 

Tris 0,90 .M, EDTA 0,02 M, ácido bó­

rico 0,50 M 

Cuba: ácido bórico-hidróxido 

de sêdio (Smithies, 1955) 

Acido bórico 0,3 M, hidróxido de 

sódio 0,06 M 

Sistema 8 Gel: ácido bórico-hidr ó x i do Acido bórico 0,03 M, hidróxido de 

(descontínuo) de sódio (Smithies, 1955) sódio O, O 1 2 M 

Cuba: ácido bórico-hidró x ido 

de só d i o (Sm i t h i e s, 1 955) 

Ac i do 

sód io 

bórico 

O, 06 M 

0,3 M, hidróxido de 

Resultados 

Amostras de músculo esqueletico, cole­
tadas de diferentes posições do corpo do 
peixe, não apresentaram diferenças sig­
nificativas na concentração proteica to­
tal dos seus extratos (Tab. 6) e seus e­
letroferogramas não apresentaram dife­
renças quanto ao número, nem quanto ã 
posição relativa das bandas (Fig. 3). 

Por outro lado, a concentração rela­
tiva (%) das bandas variaram de acordo 
c om a posição de coleta das amostras 
(Tab. 7). Ã medida que a posição de co­
leta se aproximava da região caudal, as 
bandas 11, 111 e IV apresentaram conce­
trações relativas maiores, e as bandas 
V, Vll+VI2 e VII, a partir da posição 
11, concentrações relativas menores. A 
banda 111 apresentou sua concentração 
relativa decrescente, a partir da posi­
ção I em direção ã posição IV. Dife­
renças significativas foram encontradas 

nas concentraçoes relativas das bandas 
III e VII. 

Tabela 6. Concentração protéica total 
de amostras coletadas dedi­
ferentes posições do corpo 
do peixe. Cada valor repre­
senta a média de 8 peixes ± 
intervalo de confiança (ní­
vel de significância: 5%) 

Posição 

coleta 

p 

p I I 

P I I I 

P IV 

de Concentração protéica 

t o ta 1 (g/di) 

1,46±O,16 

1 ,51 ± ° ,16 

,54±O,22 

1,43±O,17 
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Ori ge m + 

Pos i ção I 

Posição II 

posição III 

Posição IV 

Fig. 3. Curvas densitométricas de extra­
tos de amostras, coletadas nas 
quatro posições do mesmo peixe. 

Diante de tais variações quantitati­
vas, para poder padronizar os dados, de­
terminou-se para este estudo, a posição 
I para a coleta das amostras de músculo 
esquelético, por ser a mais fácil de ser 
determinada no corpo do peixe. 

No experimento sobre os efeitos do 
período de preservação das amostras de 
músculo esquelético foram obtidos ele­
troferogramas que diferem quanto a ban­
das 11 e 12 (Fig. 4). Eletroferogramas 
de porções preservadas por 10 dias apre­
sentaram a banda 12 justaposta ã 11, e 
distinta da 111. Aumentando-se o perío­
do de preservação para 20 dias, a banda 
12 apresentou um aumento na migração, 
separando-se nitidamente da 11 e estando 
distinta da 111; após 35 dias, a sua mi­
gração foi maior ainda, apresentando-se 
como uma cauda da 111. O aumento na mi­
gração da banda 12 com o período de pre­
servação está quantificada através da 
sua distância relativa (Tab. 8). Quanto 
ã banda 11, em eletroferogramas de por­
ções preservadas por 10 dias, apresen­
tou-se justaposta ã 12 , enquanto que, em 
eletroferogramas de porções preservadas 
por 20 e 35 dias, apresentou migração 
menor, estando mais próxima da origem e 
distinta da 12 (Fig. 4; Tab. 8). 

Diferenças significativas não foram 
observadas na concentração protéica to­
tal de extratos preparados com glicerol­
EDTA-Tris pH 8,7, após 10, 20 e 35 dias 
de preservação do músculo esquelético 
(Tab. 9). 

Tabela 7. Concentração relativa (%) das bandas de eletroferogramas de amos-
coletadas de diferentes -tras posiçoes do corpo do peixe 

Posição de coleta Concentração relativa ( % ) das bandas 

das amostras I I I I I I I 2 I I I IV V V1 1+V12 V II 

Posição I x 4,73 29,90* 6,11 8,98 25,15 15,02 2,48 6,34 
txS; 0,83 3,38 1 ,52 2, 1 O 1 ,26 0,59 0,69 1 ,62 

Posição I I x 5, 03 25,02 5,56 10,31 25,36 15,50 2,84 8,80 

txS; 0,79 1 ,33 1 ,41 2,30 1 ,27 0,64 0,58 2, 04 

Posição II I x 6,19 24,99 4,96 11 ,80 26,69 14,54 2,39 6,35 
txS; 1 ,33 0,60 1 ,58 1,87 1 ,51 0,58 0,53 1 ,54 

Posição IV x 6,96 23,62 7,87 12,32 28,13 13,87 2, 10 2,93* 
txS; 1 ,40 2,46 1 ,84 1 ,56 2, 02 0,83 0,65 0,99 

x Mêdia de 8 peixes 

txS; Intervalo de confiança (nível de significância,5 %) 

* Diferença significativa ao nível de 5 % 
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Fig. 4. Curvas densltométricas de estra­
tos de porções de mesma amostra, 
ana 1 i sados após 10, 20 e 35 d i as 
de preservação das porções a 
-15°C. Os extratos foram prepa­
rados na proporção 1:3 (p:v) com 
gl icerol-EDTA-Tris pH 8,7 
(Scopes, 1968). 

o experimento sobre método de extra­
ção das proteínas de músculo esquelético 
mostrou que a solução de extração afeta 
não só a quantidade de proteína extraí­
da corno também a conservação dos extra­
tos protéicos. 

Na Tabela 10 encontra-se a concentra­
çao protéica total dos extratos prepara­
dos com diferentes soluções, medida an­
tes e depois da conservação dos extratos 
em congelador a -15° C por 7 dias, e a 
porcentagem de diminuição na concentra­
ção protéica total. Extratos preparados 
com agua destilada apresentaram a menor 
quantidade de proteína extraída 
(1,83 ± O,llg/dl) e a maior porcentagem 
de diminuição na concentração protéica 
total após a conservação (37,87 ± 16,92%), 
enquanto que extratos preparados com 

Tabela 8. Distância relativa das bandas 
11 e 12 de porções anal isadas 
após 10, 20 e 35 dias de pre­
servação, a -15°C. Cada valor 
representa a média de 7 pei­
xes ± intervalo de confiança 
(nível de significância, 5%) 

Período de 

p r e ·s e r v a ç ã o 

a -15°C 

10 d i as 

20 dias 

35 dias 

Distâ.ncia 

Ba nd a I 1 

O, O± O , O 

0,06±0,02 

relativa 

Ba nd a I 2 

0,26±0,04 

0,27±0,03 

0,33±0,04 

- = Valor nao distinto. 

;abela 9. Concentração protéica total de 
porções anal isadas apos 10, 20 
e 35 dias de preservação, a 
15°C o Cada valor representa a 
média de 8 peixes ± intervalo 
de confiança (nível de signi­
ficância, 5%) 

Per íodo de 

preservaçao 

a -lSoC 

10 d i as 

20 dias 

35 dias 

Concentraçio protiica total* 

(g/dt) 

3,17±0,17 

3 ·,31±0,15 

3,06±0,18 

(*) Concentraçio protéica medida através de 

refratômetro Atago. 

glicerol-EDTA-Tris pH 8,7 apresentaram 
a maior quantidade de proteína extraída 
(3,20 ± 0,15 g/dl) e relativamente baixa 
porcentagem de diminuição na concentra­
ção protéica total (21,18 ± 10,43%). 

Quanto a eletroferogramas. a conser­
vação dos extratos alterou a concentra­
ção relativa das bandas sem, entretanto, 
alterar o número e a posição relativa 
das mesmas. Na Tabela 11, encontra-se 
a concentração relativa das bandas de 
extratos preparados com diferentes solu­
ç;es, obtida antes e depois da conser­
vação, e a porcentagem de variação na 
concentração relativa. A conservação 
dos extratos a -15°C, por 7 dias, cau­
sou a ocorrência de deposição de mate­
rial corado na origem dos eletroferogra­
mas e, conseqüentemente, aumento na con-
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Tabela 10. Concentraçao protéica total de 
extratos preparados com dife­
rentes soluções de extração, 
medida logo após a extração e 
após conservação dos extratos 
a -lSoC, por 7 dias. A dimi­
nuição (%) na concentração 
foi calculada em relação a 
dados obtidos logo após a ex­
traçao o Cada valor represent~ 
a média de 8 peixes ± inter­
valo de confiança (nfvel de 
significância, S%) 

Bolm Inst. oceanogr., S Paulo, 32(2), 1983 

So 1 u ç ão de ex tração Concentração prot éica total (g/dt) • 

de prote ína 5 

1 :3(peso:volu'Tle) logo após Apôs conser'l~ção % d. dllltlnul~io 

extraçã o do ex t ra to 

Ag u êI destilada I ,8 3z 0,11 1 , 13 ±O. 3 O 37,87±16,92 

Tampão fosfa to 

pH 7,5 u., O,05 

(Co nne 11, 1953 ) 2,0 z 0 ,09 , ,4 Q± O ,42 29. 89±21 .05 

Cloretod e sÕdioO,9% 2,40z0,I3 1,98' O, I I 17.21tt R, OI 

Gl icerol -E DTA - Tris 

pH 8,7 eScapes, 1968) 3,20±O ,1 5 2,53 z 0,37 21. la:!: I o ,43 

( * ) Concentração protidca obtida atraves do refratômetro Atago 

Tabela 11. Concentração relativa (%) de bandas de eletroferogramas de extratos 
preparados com diferentes soluções de extração e anal isados com 
tampão Tris-gl icina pH 9,S, ~ntes e depois da conservação a -lSoC, 
por uma semana, -e % de variélção na concentração relativa de cada 
banda após a conservação 

Solução de Concentração re 1 a t i va (,,) das bandas 

extração 

(1,3 p,v) 11 11 111 IV V I VI I 

A.gua antes 2 I ,85 ' 6,40 13,97' 5,81 11 , 14' I ,87 11,71' I ,65 11 ,35' 1,97 I J , 54' O,nl I ,58 ' 0 , 52 4, n7' I , ? 3 

dest i Jada depois 4 I ,32' 5,07 26 ,4 8± 3,83 6,01' 2 , 32 10 I 27+ 1 , 77 4 ,()1' I , 14 10,49' 1,? 4 0 ,1 0' 0 ,24 I (,f,' 1 , 17 

-, var. 119,99 '89, 12 1~,8o+?1,36 4 I , 7 9z 17,5 I 10 , 39' 14 , 3 I 6 I , 46' 8,25 13,38'11 , 84 94,34' I J , 39 64,24' 23,19 

Tampão f 05- ante~ 24, &5' 6,59 19,71' 5,35 10,8& ' I ,97 12 , 86' I , 60 14,11' 1,72 12,29' I , 02 I ,50' 0 , 84 3,93 ' I ,,8 

fato pH 7,5, depo i s 35,93 + 4,68 24,5&- 3,1) & , 53' I ,02 I I ,64 ± 2 , 09 4,70 ' 0 ,9 8 10,30' 1,12 0,44 ' 0 ,57 2 , 10 1,27 

,-0,05 > va r . 7& .89 '48 ,19 31,28'2&,90 34 , 19'1&,64 10,0 . 8,70 66,47 ' 5,&4 16,34 . 3,83 80 ,4 2'14 ,3 8 44,56'15,61 

Cloreto de antes 36, 14' 4,31 23,69 ' 1 , 18 &,59+ 0 , 89 12 , 8& • I ,35 4,82 ' 0 , 86 11 , 2 I . I • 10 I, I)' 0,68 3 ,Ó)' I ,64 

sôdio 9- depois 51 ,32 ' 7, 14 17,74' 5,47 6,83± 0,71 8, 11' 3,49 O, &8' 0 ,50 13 , g 8' 2,48 0 , 79 . 0,70 4, O 4 ' 1,17 

47 , 64'30 , 57 13,5 I +1 8 , 3 I 1,40'14,96 39,04'22,82 84,90'11,66 23,42' 14. I 7 34,5& . 4 I ,O 9 13,14'2&,&9 

G 1 j ce ro 1 antes 16,94 ' 4, O 8 28, 04- 3 ,49 6,50' I ,39 12,33' 2,69 13, O 4' 2,89 10,96 ' I ,29 0,44 ' 0,31 1 , 31 ' 1,17 

EDTA-Tris depois ) 4,5 O + 5 , 06 2 & ,02' 3,51 5.81 + n,74 13,2(,: I ,47 & ,95 ' 2,74 10 , 87 I , 54 0 , 35 ' 0 ,32 2,14' I ,&& 

pH 8,7 29,16'14,40 6,90' 7,85 3,2&'30 , 17 11,40 '14 ,97 43,85' 11 ,5 4 0,92 ' 7 ,29 37,44'59 , 5 1 2 O, & 3' 3& , 16 

Cada valor representa a I1H~d i a de C'i to peixes , intervalo de confiança (nível de siqnificância , 5") 

centraçao relativa da banda 11. Maiores 
diminuições na concentração relativa fo­
ram observadas nas bandas IV e VI. Ex­
tratos preparados com glicerol-EDTA-Tris 
pH 8,7 foram, em geral, os menos afeta­
dos pela conservação. 

O número de bandas obtido em eletro­
forese em membrana de acetato de celulo­
se dependeu do sistema de tampão utili­
zado. Em cada sistema, extratos prepa- ' 
rados com diferentes soluções não apre­
sentaram variação no número de bandas, 
nem na posição relativa das mesmas. 

A Figura 5 mostra curvas densitome­
tricas de mesmo extrato, analisado com 
os sistemas de tampão 1, 2, 3 e 4 (Tab. 
2). Em eletroforese realizada com os 
sistemas 1 e 2, obteve-se eletroferogra­
mas mais compridos, evidenciando maior 
número de bandas, 8 ou 9, enquanto que, 
com o sistema 3, evidenciou-se 5 bandas; 
com o sistema 4, apenas 3 bandas. 

Em análises eletroforeticas de mesmo 
extrato com os sistemas utilizados, so­
mente com o sistema 2, foram obtidos 
eletroferogramas diferentes, conforme o 
número de vezes de uso das mesmas solu­
ções-tampão (Fig. 6). Na segunda vez de 
uso das soluções-tampão, as bandas apre­
sentaram-se mais nítidas que na primeira 
vez, evidenciando-se a banda 11 2 distin­
ta da 111; alem disso, o comprimento dos 
eletroferogramas foi relativamente menor, 
indicando variação na concentração do 
tampão (Smith, 1968). 

A Figura 7 mostra curvas densitome­
tricas do mesmo extrato, analisado sob 
mesmas condições com diferentes tampões 
Tris-glicina, sistemas 1, 5 e 6 (Tab.2). 
Melhor separação das proteínas foi obti­
da em eletroforese com o sistema 5, re­
sultando em eletroferogramas mais com­
pridos e com bandas mais nítidas. 

O resumo dos resultados obtidos de 
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Origem Origem + 
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L lI, TI, li N V VI vn 

I. I, JJ,u,mwv VI W 
~ r:-

B,B.IV V vn 

sistema 1 

Tris-glicina pH 9,5 

sisterr:a 2 

Tris-glicina pH 9,5 no 

anodo e Barbital- EDTA 

pH 8 , 6 no catodo 

sistema 3 

Barbital~EDTA pH 8 ,6 

sistema 4 

Fosfato pn 8,0 

Fig. 5. Curvas densitométricas de mesmo 
extrato, preparado com gl icerol­
EDTA-Tris pH 8,7 (Scopes, 1968) 
e anal isado com diferentes sis­
temas de tampão. 

ele troforese em membrana de acetato de 
celulose, com diferentes sistemas de 
tampões, encontra-se na Tabela 2. 

A Figura 8 mostra eletroferogramas de 
mesmo extrato analisado em membrana de 
gel de amido com diferentes sistemas 
de tampão. Em eletroforese com sistema 
cont ínuo 4 as proteínas concentraram-se 
em única banda, muito próximo ã origem 
(Fig. 8-1). Em eletroforese com os sis­
temas descontínuos, 7 e 8, obteve-se 8 
ou 9 bandas, sendo que o comprimento dos 
eletroferogramas obtidos com o sistema 7 
(Fig. 8-2) foi maior que o dos obtidos 
com o sistema 8 (Fig. 8-3). 

Em eletroforese em gel de amido com 
um mesmo sistema de tampão, extratos 
preparados com diferentes soluções não 
apresentaram variação no número, nem na 
posição relativa das mesmas. 

Eletroforese realizada tanto em mem­
brana de acetato de celulose, como em 
gel de amido, resultaram ao máximo em 9 
bandas. 

lI, IIz m 

Tampão u til izado 

pela primeira vez 

Tampão utilizado 

pela s egunda vez 

Fig. 6. Curvas densitométricas de mesmo 
extrato, anal isado com o siste­
ma Tris-gl icina pH 9,5 no ânodo 
e Barbital-EDTA pH 8,6 no cáta­
do (sistema 2). 
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sistema 1 

pH 9,5 

Tris O,1164M 

glicina O,30l0M 

sistema 5 

pH 8,3 

Tris O,0495M 

<] licina O,3836M 

sistema 6 

pH 8,3 

Tris O,0388M 

glicina O,3010M 

Fig. 7. Curvas densitométricas de mesmo 
extrato, preparado com gl icerol­
EDTA-Tris pH 8,7 (Scopes, 1968) 
e anal isado com diferentes tam­
p6esTr:s-gl icina. 



1 62 

Origem 

~ 
8-1 sistema 4 

TanpOO ro ge1: fosfato pII 8, O 

Tanpão da cuba: fosfato pII 8, O 

8-2 sistema 7 

Tanpão do ge1. Tris-IDTA-ácido bó­

ri= pII 8,6 (1+Jehns, 1968) 

TanpOO da cuba. ócido bóri=-~ 
xiào de sédio (smith1es, 1955) 

8-} sistema B 
'l'~ ro ge1: áciro bórico-hiàx§. 

>uro de séxliQ pII 8,5-8,6 
(Smithies,1955) 

T...pio da cuba: ácido bórico-hiàx§. 

)(ido de séxliQ (smith1es, 1955) 

Fig. 8. Eletroferogramas de mesmo 
extrato, analisadoem mem­
branas de gel deamido com 
diferentes sistemas de 
tampão e corados por Ni­
grosina. 

Discussão 

Em relação a, diferentes regiões do corpo de 
peixes, Analytical Methods Commi ttee (1966) 
e Dambergs (1963) cons tataram que os múscu­
los da porção próxima ã cabeça em Gadu-6 
moJthua sao' mais ricos em proteínas que os da 
mediana ou caudal, e Thurston & MacMaster 
(1960) encontraram a maior quantidade de 
proteínas nos da porção mediana de 
H~ppogfo-6~u.-6 -6~enofep~. No entanto, 
amostras de músculo coletadas de dife­
rentes regiões da corpo de M~c.twpogon~a-6 
nUJtn~e~ apresentaram quantidades de 
proteínas relatival:1ente constantes. 

Através de anâlise eletroforetica, 
têm sido constatadas variações na compo­
sição proteína de músculos de diferen­
tes regiões do corpo de coelho (Bosch, 
1951) e de peixes de ãgua doce (Haen & 
O'Rourke, 1969), Dentre os peixes ma­
rinhos, virias espécies de atum foram 
estudadas por Tsai & Yang (1975) e ne­
nhuma delas apresentou diferenças nos 
eletroferogramas de músculo de diferen­
tes regiões do corpo. Eletroferogramas 
de amostras de músculo de diferentes 
regiões do corpo de M. nUJtn~e~ apresen­
taram o mesmo número e posição relativa 
das bandas. Entretanto, constatou-se 
variações na concentração relativa de 
bandas de eletroferogramas de amostras 
de diferentes regiões do corpo, corro-

Bolm Inst. oceanogr., S Paulo, 32(2),1983 

borando a importância do uso de amostras 
de mesma região em estudos sobre proteí­
nas musculares, enfatizada por Haen & 
O'Rourke (op. c~t.). 

Neste estudo, amostras de músculo de 
M. nu.Jtn~e~ preservadas a -15°C por 10, 
20 e 35 dias apresenta~am ~le~roferogra­
mas que diferem quanto ~ mobilidade das 
bandas 11 e 12, O efeito do período 
de preservação sobre a mobilidade de 
banda proteica foi também constatado 
para eletroferogramas de músculo de 
Gadu-6 (MefanogJtammu-6) aegfen~nu-6, em 

. - - ° cond1çoes de preservaçao a 2 C por 1, 
4 e 14 dias (Moore e~ c~., 1970). 
Bechtel & Alves (1973) analisaram ele­
troforeticamente músculo da mesma es­
pécie aqui estudada e encontraram re­
produtibilidade nos eletroferogramas 
de amostras recem-processadas, refrige­
radas e congeladas. No entanto, não 
especificaram a temperatura nem o pe­
ríodo_de preservação das amostras, o 
que nao permitiu comparar seus resul­
tados aos obtidos neste trabalho. 

A constatação, em M. nUJtn~e~, de 
diferentes eletroferogramas apresen­
tados por amostras de músculo de mesmo 
peixe, porem preservadas por 10, 20 
e 35 dias a -15°C, elimina a possibili­
dade de essas diferenças serem produ­
tos de diferentes atividades gênicas. 

Os criterios geralmente empregados 
para a classificação das proteínas 
baseiam-se, essencialmente, na sua 
solubilidade e composição (Cantarow & 
Schepartz, 1962). Dentre as proteí-
nas sarcoplasmáticas, as albuminas e 
as globulinas são solúveis em soluções 
de baixa força iônica (~ ~ 0,05), sen­
do que as albuminas são também solú­
veis em água, enquanto que as globuli­
nas não o são (Connell, 1953; Hamoir, 
1955; Cantarow & Schepartz, op. c~.; 
Bushana Rao et al., 1969; Tsuyuki, 1974). 
Extratos de músculo de M. nUJtn~eJtZ, pre­
parados com água destilada, apresentaram 
menor quantidade de proteínas (g/dl), em 
relação a extratos preparados com as 
demais soluções sem, entretanto, apre­
sentarem diferenças quanto a número ~ 
posição das bandas nos eletroferogramas. 

Extratos musculares de M. nu.JtVlÚA;. 
mantidos a -15°C por 7 dias apresentaram 
variações, tanto na concentração protei­
ca total dos extratos, como na concen­
tração relativa das bandas eletroforé­
ticas. Extratos preparados com glice­
rol-EDTA-Tris pH 8,7 apresentaram não 
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só a maior quant id ade de prote í na s ex­
traída s como, também , baixa porcentd­
gem de var iação na conc entração pr ot éi­
ca total e na concentração rela tiva das 
band as , apó s conservação. Howle t & 
Jami eson (1971) u ti l izaram , em t es t es 
rot ine iros , extratos musculare s de 
SpfLat;tú-6 -6pfLattU-6 preparados com essa 
solução e congel ados por breve período, 
a -15°C, obtendo resu l tados satisfa­
t orios. O fato de os extratos muscula­
r e s de M. 6Uf1..Vl.ie.f1..i preparados com gli­
cerol-EDTA-Tris serem menos afetados pe­
la çongelação pode estar relacionado ã na­
tureza dos componentes da solução, des­
de que o glicerol é um anticongelante 
e, o EDTA, um c omponente estável no 
armazenamento de soluções aqüosas 
(Stecher e.t al., 1968). Taniguchi 
(1969) utilizou, para extração das pro­
teínas musculares do gênero SaUF~a, 
tampão veronal pH 8,6 adicionado de 
glicerol para manter a estabilidade da 
solução resultante, e os extratos foram 
aproveitáveis em análise eletroforética 
mesmo após 15 dias de preservação entre 
O e 4°C. 

Taniguchi & Konishi (1971) observa­
ram que, em eletroforese das proteínas 
sarcoplasmáticas, o uso da membrana de 
acetato de celulose é preferível na i­
dentificação de espécies do gênero 
Auxi-6, enquanto que o de gel de amido o 
é na análise de variaçõesintra-específi­
cas em Auxix fLoc.he.i. Entretanto, no ex~ 
perimento para escolha do material de 
suporte, o número máximo de bandas obti­
do em eletroferogramas de músculo esque­
létic o de M. 6uf1..Vl.i e.f1..i foi 9, tanto em 
membrana de acetato de celulose como em 
gel de amido. Asssim sendo, escolheu-se 
a membrana de acetato de celulose como 
material de suporte neste estudo, devido 
a vantagens, tais como: rápida separação 
e colo~ação das bandas, rápida lavagem 
da membrana, e simplicidade na transpa­
rentização para a sua conservação, manu­
seio e densitometria das bandas. 

ReSUIDO 

No presente trabalho, foram analisados 
os efeitos de diferentes posições de co­
l eta e de diferentes períodos de preser-

- ° v açao das amostras a -15 C sobre os ele-
troferogramas de proteínas gerais do 
músculo esquelético de Mic.fLOpogon.ia-6 
6Uf1..n.ie.fLi , e as condições para extração e 
a e letroforese das proteínas foram esta­
be lec id a s. 

Foram comparados o poder de extração 
e de preservação de 4 soluções: água 
destilada; cloreto de sódio 0,9%; tampão 
fosfato pH 7,5 ~=0,05 (Connell, 1953); 
glic er ol-EDTA-Tris pH 8,7 (Scopes,1968). 
As cond i çõe s de eletroforese foram in­
vest i gadas, utilizando-se membranas de 
acetato de celulose com seis diferentes 
sistemas de 'tampões e gel de amido com 
três diferentes sistemas de tampão. 

As amostras coletadas de diferentes 
posições não apresentaram diferenças no 
número nem na posição relativa das ban­
das nos eletroferogramas. Foram anota­
das alterações nos eletroferogramas 
conforme o período de preservação das 
amostras. A solução glicerol-EDTA-Tris 
pH 8,7 apresentou o maior poder de ex­
tração e de preservação. Nos sistemas 
de tampão testados, o número máximo de 
9 bandas foi obtido, tanto em membrana 
de acetato de celulose como em gel de 
amido. Melhor separação das proteínas 
em membrana de acetato de celulose foi 
obtida com tampão Tris-glicina pH 8,3 
(Tris 0,0495M, glicina 0,3836M), e em 
gel de amido, com tampão do gel consti­
tuído por Tris, EDTA e ácido bórico, de 
pH 8,6 (Huehns, 1968) e tampão da cuba 
constituído por ácido bórico e hidróxido 
de sódio (Smithies, 1955). 
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