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Resumo

A oxidagao de lipidos constitui a principal causa de degradagao da carne,
levando a perda do seu valor nutritivo. A quantidade intramuscular de agentes
oxidantes é finamente regulada por agentes redutores endégenos como o ascorbato
ou catalases que decrescem rapidamente durante a conversdo do musculo em carne.
Assim, os niveis de catalase ou o conteudo lipidico podem ser bons indicadores da
qualidade da carne. Nesse contexto, o desenvolvimento do estudo aqui descrito
possibilitou aos alunos de uma turma-piloto da unidade curricular Bioquimica | do
Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, da Universidade de Evora, participarem
ativamente no planeamento e na preparacido de uma atividade laboratorial, com o
objetivo de determinar marcadores nutricionais e de peroxidagao lipidica da carne de
Meleagris ocellata, Sus scrofa domesticus e Bos taurus. Os resultados obtidos na
quantificagdo gravimétrica de lipidos, espetrométrica do colesterol e catalases,

mobilizaram os alunos para uma aproximagao bioquimica a caraterizacdo de carnes
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de diferente origem animal. A avaliagdo das competéncias desenvolvidas pelos
alunos, observacional e por resposta a questionarios antes e apds a realizacdo das
diferentes etapas da aula, revelou que estes ampliaram o seu grau de cumprimento
em termos de destreza laboratorial, aquisicido, leitura e interpretacdo de resultados,

adquirindo desse modo uma aprendizagem significativa

Palavras-chave: Colesterol; Catalase; Competéncias laboratoriais.

Abstract

The lipid oxidation is a major cause of degradation of the meat, leading to loss of
its nutritional value. Intramuscular amount of oxidizing agents is finely regulated by
endogenous reducing agents such as ascorbate and catalase, which decrease rapidly
during its conversion in meat. Therefore, the catalase levels or lipid content in muscle
may be good markers of the meat quality. In this context, the development of the study
described here has enabled students of a pilot class of Biochemistry | course of the
MSc. in Veterinary Medicine, University of Evora, participate actively in the planning
and preparation of a laboratory activity, with the purpose of determining nutritional and
lipid peroxidation markers of meat of Meleagris ocellata, Sus scrofa domesticus and
Bos taurus. The results obtained in gravimetric quantification of lipids and
spectrometric determination of cholesterol and catalases, have mobilized students for a
biochemical approach to characterization of meat from different animal origin. The
assessment of skills developed by the students, observational and response to
guestionnaires before and after the completion of the various stages of the class
revealed that they expanded their degree of compliance, in terms of laboratory skill

acquisition, reading and interpretation of results, acquiring this so meaningful learning.

Keywords: Cholesterol; Catalase; Laboratory skills.

Introdugao

O termo "carne" refere-se a todas as partes comestiveis da carcaca de um
animal abatido. A carne inclui o tecido muscular magro adjacente, intra e

intermuscular, e o tecido adiposo (Nollet, 2009, McAfee, 2010). A gordura
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intramuscular corresponde a acidos gordos acumulados no tecido adiposo
intramuscular e nas fibras musculares, composto por adipdcitos, isolados ou em
grupo, dispostos ao longo das fibras e na area interfascicular (Nollet, 2009).
Relativamente ao homem, o consumo de &acidos gordos saturados e colesterol é
correlacionado com o risco de patologias cardiovasculares. Neste contexto, a
determinacgao dos niveis de colesterol dos alimentos tornou-se uma questéo relevante,
tendo diversas publicagbes recomendado uma diminuigdo do consumo deste esterol
na prevengdo de doengas cardiacas (Dinh, 2011; Nollet, 2009). Apesar de
quimicamente estavel, o colesterol é vulneravel a oxidagdo, uma vez que apresenta
estrutura quimica com deslocalizagao eletrénica. Os produtos primarios resultantes da
oxidagdo do colesterol sdo peroxidos, fortemente reativos que se decompdem
rapidamente, produzindo uma mistura complexa de derivados nao-volateis e volateis,
como aldeidos e cetonas, que afetam a qualidade geral do produto em termos do
sabor e toxicidade (Pignoli, 2009). Assim a degradacao oxidativa de lipidos e
colesterol envolve mecanismos moleculares que geram espécies reativas de oxigénio
(ROS) capazes de danificar a carne. Apds o abate, o processamento da carne
aumenta acentuadamente a sua deterioragao oxidativa, reforcando reagdes entre ROS
e compostos insaturados (Nollet, 2009). A qualidade da carne pode ser protegida por
antioxidantes naturais que bloqueiam reacgdes radicalares, comportando-se como
segunda linha de defesa contra as ROS (Lee, 2010). No entanto, a primeira linha de
defesa antioxidante inclui enzimas como catalases (CTT) que promovem a
decomposi¢ao do H,O, em O, e H,O (Gatellier, 2005; Insani, 2008).

A execucgao desta actividade experimental ocupou trés sessdes laboratoriais de
duas horas ao longo de trés semanas, tendo-se utilizado amostras de carne para
consumo de ave, suino e bovino da cidade de Evora. O plano da aula, bem como, os
protocolos experimentais foram elaborados e testados no dmbito da unidade curricular
Atividades Complementares a Tese Il, do 4° semestre do plano de Doutoramento em
Bioquimica, desenvolvido pela primeira autora. Na primeira fase do trabalho efectuou-
se uma exposi¢ao tedrica com planificagdo acompanhada da atividade experimental.
Em seguida, estimularam-se os alunos a aplicar os conhecimentos da extragdo por
solventes, gravimetria, centrifugagdo e espetrometria de absor¢cdo molecular a
execugao do protocolo experimental, bem como a comparagdo do conteido em
lipidos, colesterol e catalase de diferentes tipos de carne para consumo,
contextualizando-se o ensino da Bioquimica na avaliagdo da qualidade das carnes,

devido a progressiva importancia atribuida pelos consumidores a esses parametros.
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Objetivos
Gerais

Avaliar a qualidade da carne para consumo humano, recorrendo a marcadores
bioquimicos da deposigcado de lipidos e colesterol, bem como da expressao funcional
do enzima catalase (CTT, EC 1.11.1.6) (Domingos, 1987).

Especificos

Conhecer, compreender e dar valor a: (i) propriedades da carne para consumo
humano, (ii) estrutura e propriedades biolégicas de lipidos e colesterol; (iii) agentes e
mecanismos que influenciam a peroxidagao de lipidos e colesterol; (iv) papel biolégico
do enzima CTT; (v) metodologia para quantificar proteinas, lipidos, colesterol e
catalases na carne. Aplicar os conhecimentos adquiridos para avaliar a qualidade da

carne (nutricional/conservagao), utilizando marcadores bioquimicos (Domingos, 1987).

Competéncias a Desenvolver
Processual

Desenvolver capacidade para: (i) identificar, selecionar e operar com
micropipetas e espetrometros de absorcdo molecular; (ii) obter extratos lipidicos; (iii)
obter curvas de calibracdo e curvas de reaccgao; (iv) quantificar lipidos, colesterol e

catalases em carnes de diferente origem animal.

Concetual

Desenvolver capacidade para: (i) interpretar a simbologia de uso corrente em
laboratérios de Bioquimica relativos a seguranca de pessoas e instalagoes,
conservacao e manuseamento de carnes, armazenamento, manipulagao e eliminagao
de residuos; (ii) aplicar conceitos de fotometria e enzimologia a quantificacdo do
colesterol e da catalase, (iii) discutir validade dos resultados; (iv) formular hipoteses

sobre a qualidade da carne.

Social, atitudinal e axiolégico

Desenvolver capacidade para expor e discutir planos de trabalho e resultados.
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Competéncias Avaliadas

(i) planificagao da atividade experimental: “influéncia dos niveis de colesterol e
da atividade catalase na determinagido da qualidade da carne”, (ii) obtengao de
suspensdes e extratos de carne, sua caraterizagdo bioquimica, (iii) escolha e
manuseamento adequado do equipamento necessario a execugao da atividade
experimental e (iv) obtengdo de resultados experimentais precisos relativos a

determinacao da qualidade da carne por marcadores bioquimicos (Géomez, 2007).

Desenvolvimento da Atividade

O tema destaca a relevancia do colesterol e das catalases como marcadores
nutricionais ou antioxidantes da carne, enquadrando-se na unidade curricular
Bioquimica | do primeiro ciclo do Mestrado integrado em Medicina Veterinaria, da
Universidade de Evora. Desenvolveu-se em dois instantes: |. Exposicdo tedrica e
planificagdo acompanhada da atividade experimental; Il. Desenvolvimento da atividade
experimental em quatro fases: (a) homogeneizacgao do tecido, e preparacédo do extrato
aquoso tamponado; (b) homogeneizacao do tecido e preparacado do extrato de lipidos
e colesterol; (c) obtencdo da curva de calibragdo e quantificagcdo do colesterol dos

tecidos; (d) obtencao de curvas de reagao e determinacéo da atividade catalase.

Estratégia
Abordagem experimental

A atividade decorreu no Laboratério de Bioquimica Analitica, Departamento de
Quimica, Escola de Ciéncias e Tecnologia, Universidade de Evora, Evora, utilizando
como material biolégico musculo de Meleagris ocellata, Sus scrofa domesticus e Bos
taurus, com recurso a técnicas como (i) pesagem em balanca analitica e
microanalitica; (ii) homogeneizacdo de tecidos; (iii) extracdo por solventes; (iv)

espetrometria de absorgao molecular quantitativa e de varrimento de tempo.

Abordagem pedagogica

O universo incluiu uma turma-piloto de 12 membros inscritos na unidade
curricular (UC) Bioquimica | do semestre impar do 1° ano do Mestrado integrado em

Medicina Veterinaria, da Universidade de Evora (2012-2013), com distribuicdo etaria
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de 17 (17%), 18 (75%) e superior a 19 (8%) anos de idade, sendo 25% do género
masculino e 75% do género feminino frequentando pela 12 vez a dita UC. A acéo
decorreu em 3 sessbes de duas 2 h. A avaliagdo da atividade centrou-se na
determinacdo das competéncias adquiridas durante e apds a agao, recorrendo ao
mesmo conjunto de perguntas problema colocadas antes e apds a realizagdo das

quatro fases da atividade experimental.

Procedimento Experimental
O principal alvo

Aproximar jovens estudantes a problematica que envolve a importancia do
colesterol como nutriente e da catalase como antioxidante na determinacdo da

qualidade da carne para consumo humano.

Protocolos

Nesta aula recorreu-se a homogeneizagao de carne de suinos (Sus scrofa
domesticus), de bovinos (Bos taurus) e de aves (Meleagris ocellata), seguida pela
obtencao do extrato rico em lipidos e colesterol, recorrendo a extragao por solventes,
separacao de fases por centrifugacao diferencial, filtragdo e secagem em corrente de
N, (Folch,1952), quantificacdo por espetrometria de absor¢gdo molecular do conteudo
em proteinas a 720 nm, segundo Lowry (1951) e do colesterol a 510 nm, segundo
Baggio (2006), bem como a determinagcido da catalase (180 s, 240 nm) da carne em
espetrometro de absorgdo molecular Genesys 10S, a temperatura de 25 °C, em banho

com circulacao de agua (Beers,1952).

Analise estatistica

A cada pergunta do inquérito de avaliagdo de competéncias foi atribuida
pontuagao entre 0 e 100, sendo as diferengas entre cada instante detetadas pelo teste
t-student para amostras independentes. Na andlise de pormenor foi aplicada
pontuagao as fases a, b, c e d da actividade, ANOVA |Il, teste post-hoc HSD de
Tuckey, pelo Software SPSS (versado 22, Chicago, IL), licenciado para a Universidade
de Evora. O grau de satisfacdo pessoal dos alunos recorreu a inquérito de opinido, e

foi analisado pelo valor percentual das respostas obtidas em cada item (Sokal,1997).
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Organigrama do trabalho laboratorial

A apresentagdo de todo o procedimento experimental sob a forma de
orgnigrama (imagem 1) permite obter uma precepc¢ao global de todo o trabalho.

Espetrometriade
Centrifugagao diferencial ‘ absor¢do molecular

Determinagdo da atividade

l catalase

s\e'o\

-l

Homogeneizagdo

Preparagdo das amostras

at u e"“a

Meleagris ocellata I
BRES Sus scrofa domesticus
o) AN

Imagem 1 — Esquema resumo do procedimento experimental adoptado

Resultados

Os resultados obtidos nos subtemas: (a) determinagcdo do conteudo proteico
aquossoliuvel de amostras de carne e (c) determinagdo enzimatica do contetido em
colesterol, de diferentes amostras de carne — permitiram tragar com sucesso curvas de
calibragao, A7zonm f [BSA] e Asionm f [COlesterol], lineares com coeficientes de correlagao
(r) entre 0,9964 e 0,9894, passando pela origem e consequentemente obedecendo a
lei de Beer (imagem 2A e 2B). A analise critica dos mesmos permitiu identificar
fragilidades operacionais, interpolar os valores de absorvéncia das amostras de carne
e valorizar a obtengao de curvas de calibragcdo com qualidade, como ponto de partida
fulcral para a quantificar proteinas aquossoluveis e colesterol na carne. A
interpretacao dos resultados obtidos para cada amostra mostrou que a carne de suino

possuia o nivel mais elevado de proteinas aquossoluveis enquanto a de bovino ficava
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pelo valor menor (imagem 2D). Por outro lado, as carnes de suino e de bovino
exibiram niveis superiores de colesterol enquanto a de peru exibiu o menor valor
(imagem 2F). A determinagdo do conteddo em colesterol ilustrou ainda a

aplicabilidade de enzimas a quantificagao de materiais biolégicos.
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Imagem 2 — Curvas de calibragao de proteinas (A) e colesterol (B), bem como de
reacgao CTT (C); conteudo em proteinas aquossoluveis (D), lipidos (mg/g) (E) e
colesterol (mg/g) (F), atividade especifica CTT (umol.min'/mg) (G) de amostras de

carne de ave, suino e bovino para consumo na cidade de Evora.

Os resultados obtidos no subtema (b) - determinagcdo do conteudo lipidico de

amostras de carne — exibidos na imagem 2E mostraram que as carnes de suino e de
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bovino apresentavam conteudo lipidico superior ao da carne de peru, confirmando o
perfil lipidico usualmente descrito na literatura (Dinh, 2011). Por fim o sub-tema:
determinagdo da atividade enzimatica catalase (CTT) permitiu testar numa primeira
aproximacgao a linearidade da reacéao, a partir de curvas de reacgdo como a ilustrada
na imagem 2C, tendo-se obtido retas com coeficientes de correlagao entre 0,9875 e
0,9966. Numa segunda fase os alunos tiveram oportunidade de calcular a referida
atividade enzimatica a partir dos coeficientes angulares das curvas obtidas, bem como
a atividade especifica utilizando o conteldo proteico determinado previamente. O valor
mais elevado da atividade antioxidante CTT foi detetado na carne de suino, seguido

pela de bovino e finalmente nas amostras de ave (imagem 2G).

Os estudantes registaram igualmente as referidas diferengcas e postularam
eventuais interpretacdes do fendmeno, admitindo alguns deles, durante o espacgo de
discussao que o elevado conteudo lipidico e em colesterol das amostras de carne de
suino e de bovino podera ter determinado a indugdo de mecanismos de defesa como

a catalase correlacionavel com o indice de espécies reativas de oxigénio.

A pontuacado média obtida antes e apods a atividade experimental 23,0 e 62,20 %,
respetivamente, revelaram uma evolugdo global positiva das competéncias
desenvolvidas pelos alunos, no que diz respeito a selecdo e manipulagdo de
micropipetas e espetrémetros de absorgao molecular, a obtencao de extratos de carne
enriquecidos em lipidos e colesterol, a obtengcéo de curvas de calibragdo por métodos
quimicos e enzimaticos, bem como de curvas de reacéao, inferindo a sua utilidade, na
determinacado do contelido em colesterol e catalases de carnes com diferente origem
animal (imagem 3). O teste t-student revelou que essa evolugéo corresponde a uma
diferenca significativa com um acréscimo de 39,20 pontos percentuais, na pontuagao
média obtida apds o desenvolvimento da atividade experimental (p <0,05) (imagem
3A). Os estudantes revelaram ainda aquisigao de competéncias para aplicar conceitos
de enzimologia e discutir limites de validade dos resultados que incluem o observador,
equipamentos e técnicas para quantificar materiais, discutindo em equipa hipoteses
interpretativas da qualidade nutritiva e do valor comercial das carnes analisadas. A
imagem 3B revela ainda de forma mais detalhada um efeito positivo, com significado
estatistico das fases de desenvolvimento experimental a, b, c e d (p <0,05), entre os

instantes de avaliagcao, antes e apds a realizagao da atividade experimental (p <0,05).

Os resultados referentes ao inquérito de opinido relativo a atividade letiva onde

os alunos expressaram a sua opinido quanto a forma como avaliaram o
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acompanhamento tedrico e experimental do docente, o impato da atividade nos seus
conhecimentos acerca da investigagdo com tecidos animais, bem como, as suas
aplicagbes em estudos de qualidade da carne, revelaram que a maioria dos inquiridos
considerou a duracéo da atividade boa (90%), assim como, adequados os meios de
trabalho (89%) e o grau de dificuldade (100%).
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Imagem 3 — Pontuagao média obtida pelos alunos, antes e apds o desenvolvimento da
agao (A). Pontuacdo média obtida pelos alunos, antes e apds cada fase da atividade
experimental (B). Os valores s&o apresentados como a média + SEM e as diferencas

entre as médias dos dois grupos sao estastisticamente significativas (p <0,05).

Em termos do grau de satisfacdo, 90%/10% dos estudantes consideraram
bom/excelente participar nesta atividade laboratorial, realgando a oportunidade de
aplicar técnicas separativas e espetrométricas a determinagcédo da qualidade da carne
para consumo. Relativamente aos aspetos que menos gostaram, esses prenderam-se
com os tempos de espera (10%), embora grande parte dos alunos ndo tenham
referido algo menos bom. Quanto ao grau de satisfacdo e aprendizagem, a maioria
dos estudantes (89%) consideraram que aprenderam de forma agradavel, tendo 70%
referido que foi importante correlacionar os aspetos tedricos com a sua aplicagao
pratica, sentindo que os docentes os incentivaram a refletir e a questionarem-se sobre
todo o processo (80%) adquirindo conhecimentos que podem vir a ser importantes
para o seu futuro profissional, estando 60% totalmente de acordo e 40% apenas de
acordo com esta afirmacdo. A totalidade dos alunos (60% concordaram
totalmente/40% concordaram) que se continue a oferecer esta atividade aos alunos de
de Medicina Veterinaria (MI) de modo a proporcionar uma relagao mais direta entre o

ambiente escolar e a sua aplicagédo a problemas do quotidiano.
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Conclusoes

Os alunos da turma-piloto de Bioquimica I, do 1° ano de Medicina Veterinaria
(MI) participaram com sucesso no planeamento da atividade: “A Bioquimica e a
qualidade da carne para consumo — uma aproximacao experimental para alunos do 1°
Ano de Medicina Veterinaria”, bem como na preparagao da atividade laboratorial que
permitiu ampliar valéncias como: (i) escolha e manuseamento adequado do
equipamento para os ensaios, (ii) obtencdo de suspensdes e extratos de carne, (iii)
caraterizagao bioquimica dos extratos obtidos (iv) determinagcédo da qualidade da carne

por marcadores bioquimicos.

Os resultados obtidos: (i) massa de extrato lipidico, (ii) curvas de calibragao para
proteinas e colesterol obedecendo a lei de Beer e (iii) curvas de reagdo para CTT,
lineares nos instantes iniciais da reagao despoletaram nos estudantes uma motivagéo
particular para prosseguir a execugao do protocolo, quantificando proteinas, lipidos,
colesterol e enzima CTT nas amostras de carne recolhidas, ampliando os seus
conhecimentos relativos a qualidade da carne para consumo e eventuais

consequéncias no seu valor comercial.

A avaliagdo de competéncias desenvolvidas pelos alunos, perante uma série de
perguntas problema colocadas antes e apds a realizagado da atividade experimental
revelou que estes melhoraram o seu grau de cumprimento, adquirindo desse modo

uma aprendizagem significativa (Araujo, 2008, Domingos, 1987).
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