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RESUMO

Impacto do pH final na maciez do musculo Longissimus lumborum de animais
zebuinos: mudancas estruturais de proteinas da carne crua e cozida durante a
maturacgao

O objetivo do presente trabalho foi determinar a forca de cisalhamento
Warner—Bratzler do masculo Longissimus lumborum de animais zebuinos machos
inteiros (Bos indicus) durante o periodo de maturacéo, nas faixas de pH final (pHr 48
horas post mortem) normal (pH entre 5,5 e 5,8) e anormal (pH entre 5,81 e 6,19) e
temperaturas internas de cozimento. Concomitante com a avaliacdo de forca de
cisalhamento, foram avaliadas também a degradacdo da desmina e troponina T, 0
comprimento do sarcomero, o teor de colageno total e sollvel, as temperaturas
maximas de desnaturacdo das proteinas e a morfologia geral de agregacdo das
fibras do musculo no cozimento. A degradacdo da desmina e troponina T foi maior
no pH: normal, aparecendo produtos de degradacéo a partir do dia 7 nessa faixa de
pH:. Nao houve diferengas nos valores de comprimento do sarcomero, descartando-
se assim, a contribuicAo desse parametro sobre a temperatura maxima de
desnaturacdo (Tmax) das proteinas, determinada utilizando calorimetro exploratério
diferencial (DSC). Similarmente, ndo foram encontradas diferencas para os teores
de colageno total e solavel, e os valores de colageno total foram baixos, sugerindo
gue sua contribuicdo na segunda transicdo térmica e nos valores de forca de
cisalhamento foi minima. As Tmaxa € Tmax2, correspondentes a desnaturacdo da
meromiosina leve e pesada, respectivamente, foram menores no pHr normal, mas o
efeito foi maior para a Tmaxe. A Tmaxs da actina e titina aumentou até 14 dias post
mortem na faixa de pHr normal, e posteriormente diminuiu significativamente apos 21
dias, sugerindo possivel degradacdo dessas proteinas nesse periodo de dias. N&o
foram encontradas diferengas nos valores de Tmax no pHr anormal, em todos os dias
post mortem, o que sugere a contribuicdo de um possivel mecanismo de protecdo
gue estabiliza as miofibrilas no aquecimento. Houve maior agregacao das fibras do
musculo no pH: normal nas temperaturas internas de cozimento de 65 e 80°C,
provavelmente devido a maior desnaturacdo térmica das miofibrilas. Os valores de
forca de cisalhamento foram maiores com o aumento da temperatura interna de
cozimento, devido ao aumento da desnaturacdo térmica das miofibrilas do muasculo.
Independente da temperatura interna de cozimento, os valores de forca de
cisalhamento foram altos em quase todos os dias post mortem para ambas as faixas
de pHr, o que sugere a necessidade de utilizar métodos fisicos ou quimicos para
aumentar a maciez do masculo Longissimus lumborum de animais zebuinos.

Palavras-chave: Bos indicus; Forca de cisalhamento Warner—Bratzler; Proteinas
miofibrilares; Cozimento
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ABSTRACT

Ultimate pH impact on tenderness of Longissimus lumborum muscle of Zebu
bulls: structural changes of proteins of raw and cooked meat during ageing

The aim of this work was to determine the Warner—Bratzler shear force of
Longissimus lumborum muscle of Zebu bulls during ageing, at the normal (pH
between 5.5 e 5.8) and abnormal (pH between 5.81 e 6.19) ultimate pH (pHu) groups
(pH 48 hours post mortem) and internal temperatures of cooking. Concomitant with
the Warner—Bratzler shear force evaluation, the degradation of desmin and troponin
T, sarcomere length, total and soluble collagen content, maximum temperature of
proteins denaturation, and aggregation of muscle fibers during cooking were also
evaluated. The degradation of desmin and troponin T was higher in the normal pHu,
appearing degradation products at day 7. There were no differences in the
sarcomere length values, discarding the contribution of this parameter on the
maximum temperature of proteins denaturation (Tmax) determined by differential
scanning calorimeter (DSC). Similarly, no differences were found for total and soluble
collagen contents, and the total collagen values were low, suggesting that its
contribution in the second thermal transition and in the shear force values was
minimal. The Tmaxx and Tmaxz, corresponding to the denaturation of light and heavy
meromyosin, respectively, were lower in the normal pHu group, but the effect was
higher for Tmaxz. The Tmaxs Of actin and titin increased up to 14 days post mortem in
the normal pHu group, which subsequently significantly decreased after 21 days,
suggesting the possible degradation of these proteins in that period of time. No
differences were found in the Tmax values for the abnormal pHu group at all days post
mortem, suggesting the contribution of a possible protective mechanism that
stabilizes the myofibrils during heating. There was higher aggregation of muscle
fibers in the normal pHu, at internal temperatures of cooking of 65 and 80°C, probably
due to a higher thermal denaturation of myofibrils. The shear force values were
higher with the increase of the internal temperature of cooking due to the increased
denaturation of the muscle myofibrils. Regardless of internal temperature of cooking,
the shear force values were higher in almost all days post mortem for both pHu
groups, which suggest the need of physical or chemical methods to increase the
tenderness of Longissimus lumborum muscle of Zebu bulls.

Keywords: Bos indicus; Warner—Bratzler shear force; Myofibrillar proteins; Cooking
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1 INTRODUCAO

O Brasil, ap6s a India, é o segundo maior exportador de carne bovina do
mundo, sendo responsavel por 18% das exportacfes totais (UNITED STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE — USDA, 2015). Apenas no segundo trimestre
do ano 2015, foram abatidas 7,63 milhdes de cabecas de bovinos no Brasil
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA — IBGE, 2015). O
rebanho bovino brasileiro € composto por cerca de 80% de racas zebuinas (Bos
indicus), sendo que a ragca Nelore representa o0 90% do total do gado zebuino
(ASSOCIAC;AO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS EXPORTADORES DE CARNE —
ABIEC, 2014).

Em estudo realizado por Miller et al. (2001) nos Estados Unidos da América,
foi observado que consumidores de carne estariam dispostos a pagar mais por
carne mais macia, além disso, em estudo realizado no Brasil, Delgado et al. (2006)
concluiram que consumidores de carne brasileiros conseguem diferenciar carnes
duras de carnes macias. No entanto, a carne do gado Bos indicus tem sido
comparada com carne de Bos taurus, sendo que o musculo Longissimus de Bos
indicus apresenta problemas de maciez quando comparado com o mesmo musculo
de racas europeias (SHACKELFORD et al., 1991; WHEELER et al., 1990; WHIPPLE
et al., 1990). Isto representa um desafio para a induUstria de carnes brasileira,
considerando que a maciez € o atributo de qualidade mais importante por ser
avaliado durante a mastigacao.

A maciez tem sido relacionada com a degradacao de proteinas miofibrilares,
que sao potenciais indicadoras desse atributo de qualidade. Como exemplo
podemos citar a desmina e a troponina T, que sdo degradadas durante o periodo de
maturacdo da carne em refrigeracdo (HUFF-LONERGAN et al., 1996; TAYLOR et
al., 1995; WHIPPLE; KOOHMARAIE, 1991; WHIPPLE et al., 1990).

Fatores relacionados com a degradacao de proteinas e a maciez da carne
sao a taxa e extensao de declinio do pH do musculo post mortem. O declinio do pH
esta relacionado com a produgéo de lactato ou com a capacidade do musculo em
produzir energia na forma de ATP. Particularmente, o menor valor de pH que o
musculo post mortem atinge é denominado pH final (pHs). A relacdo de diferentes
faixas de pHt com a maciez da carne tem sido estudada durante muitos anos, mas

esta ainda nao foi reportada em carne de Bos indicus. Estudos demonstraram que a
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maciez do musculo Longissimus tem sido aceitavel com pHs baixo ou normal com
valores menores que 5,8, mas em valores entre 5,8 e 6,2 (pHr anormal) os musculos
sdo considerados duros (CONTRERAS-CASTILLO et al., 2016; LOMIWES;
FAROUK; YOUNG, 2014; LOMIWES et al., 2013; PULFORD et al., 2009, 2008;
PURCHAS; YAN; HARTLEY, 1999; JEREMIAH; TONG; GIBSON, 1991).

Além disso, surgiu a hipotese de que as enzimas que degradam as proteinas
do musculo e as proteinas do choque térmico que as protegem, tém acao favorecida
ou desfavorecida em diferentes faixas de pHr e estdo diretamente relacionadas com
a maciez (LOMIWES et al., 2014, 2013; PULFORD et al., 2009, 2008). No entanto, a
primeira e principal questdo a ser resolvida € se a maciez do musculo Longissimus
de Bos indicus é diferente em faixas de pHs diferenciadas, como acontece no mesmo
musculo em racgas europeias.

Além da protedlise post mortem, outros fatores determinantes na maciez sao
a quantidade e a solubilidade do colageno (NISHIMURA; HATTORI; TAKAHASHI,
1995; BAILEY, 1985; HALL; HUNT, 1982). No entanto, a relacdo do mesmo com o
pH: ainda n&o foi reportada.

Outro fator que pode afetar a maciez da carne sdo as mudancas estruturais
nas proteinas decorrentes do cozimento. A mudanca imediata durante o cozimento
da carne é a desnaturacdo térmica das proteinas, seguida pelas interacdes
proteina—proteina, que conduzem a agregacdo entre elas (TORNBERG, 2005). A
desnaturacao térmica das proteinas tem sido amplamente estudada por calorimetria
exploratéria diferencial (differential scanning calorimetry, DSC). As proteinas
miosina, actina e colageno contribuem com os parametros de textura da carne, e a
desnaturacao térmica delas pode ser afetada pelo pH (BERTAZZON; TSONG, 1990;
STABURSVIK; MARTENS, 1980; WRIGHT; WILDING, 1984; WRIGHT; LEACH;
WILDING, 1977), condicionamento post mortem (FINDLAY; STANLEY, 1984a) e
comprimento do sarcomero (FINDLAY; STANLEY, 1984b). A agregacdo de
proteinas é o processo responsavel pela compactacdo da carne durante o cozimento
e formacdo do gel na elaboracdo de produtos cérneos, e a morfologia geral deste
processo pode ser estudada por microscopia eletronica (BONDOS, 2006).

Em sintese, a maciez da carne é afetada por diversos fatores. Dessa forma, o
desafio da industria de carnes é controlar fatores que estao diretamente envolvidos

com a taxa de declinio e extensdo do pH, e como consequéncia disto, evitar perdas
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econdmicas decorrentes da pouca valorizacéo de cortes comerciais pelo consumidor
brasileiro.

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi determinar a maciez do
musculo Longissimus lumborum de animais zebuinos machos inteiros e
influenciados pelo pHt, em funcdo das mudancas estruturais das proteinas da carne
crua e cozida, determinadas com técnicas como imunodeteccao, espectrofotometria,
microscopia eletrénica e de contraste de fase e calorimetria exploratoria diferencial
(DSC).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Proteinas do masculo

As proteinas constituem o segundo maior componente da carne, depois da
agua. Em média, constituem 19% do peso do musculo, embora possam estar na
faixa de 16 a 22% (HUFF-LONERGAN, 2010). Podem ser divididas em trés grupos:
miofibrilares, sarcoplasmaticas e do tecido conjuntivo. As proteinas miofibrilares
constituem entre 50 a 55% do conteddo total de proteina, de 30 a 34%
correspondem as proteinas sarcoplasmaticas, e o restante, de 10 a 15%, as
proteinas do tecido conjuntivo. Dentre as proteinas, as miofibrilas e o tecido
conjuntivo sao responsaveis pelas propriedades de textura do mausculo
(TORNBERG, 2005).

A miosina € a mais abundante das proteinas miofibrilares, apresentando peso
molecular de 500.000 Da. A molécula de miosina é formada de duas unidades
aparentemente idénticas, e cada unidade tem uma “cauda” (meromiosina leve), um
“colar” (meromiosina pesada ou subfragmento S-2) e uma regido de cabeca
(meromiosina pesada ou subfragmento S-1) (Figura 1). Além disso, a miosina esta
composta por duas cadeias polipeptidicas pesadas e quatro cadeias polipeptidicas
leves. A meromiosina leve contém partes das duas cadeias pesadas e a
meromiosina pesada consta de partes tanto das cadeias pesadas como das quatro
cadeias leves (LAWRIE, 1998).

LAABA HiM
- - N ———y
H
1_H
L - EE_.J 51
Rod

Figura 1 - Molécula da miosina (adaptado de XIONG, 2014)

A actina € a segunda maior proteina miofibrilar. No muasculo esta na forma
fibrosa ou F-actina, formada pela polimerizacdo dos monémeros globulares da G-
actina. Cada molécula de actina tem um peso molecular de 40.000 Da
(McCORMICK, 1994).
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Outras duas proteinas que sdo importantes na contracdo muscular, e que
estdo associadas a actina, sdo a tropomiosina e a troponina. A tropomiosina é a
segunda proteina mais abundante no filamento fino e representa cerca de 7% do
total das proteinas miofibrilares. A troponina é um complexo que consiste de trés
subunidades que sdo denominadas troponina | (23.000 Da), troponina C (18.000
Da), e troponina T (37.000 Da). A troponina C tem a capacidade de ligar o calcio
livre do reticulo sarcoplasmatico, a troponina | pode inibir a interacéo entre a actina e
a miosina, e a troponina T é uma proteina reguladora da contragdo muscular,
através de sua interacdo com a tropomiosina (HUFF-LONERGAN, 2010; FLICKER,;
PHILIPS; COHEN, 1982).

Outras proteinas, tais como a titina, nebulina e desmina, suportam a estrutura
miofibrilar inteira. A titina tem alto peso molecular (ao redor 3.000.000 Da), e conecta
a linha Z com a linha M no sarcomero (MARUYAMA, 1994). A nebulina é outra
proteina com alto peso molecular no musculo esquelético (de 600.000 a 900.000
Da), tem estrutura filamentosa e encontra-se ancorada na linha Z (McELHINNY et
al., 2003). A desmina (53.000 — 54.000 Da) é uma proteina localizada na periferia da
linha Z, e tem como funcédo ligar miofibrilas adjacentes através da linha Z e as
miofibrilas com o sarcolema (FUCHS; WEBER, 1994; RICHARDSON et al., 1981,
GRANGER; LAZARIDES, 1978).

O tecido conjuntivo nos musculos envolve as fibras musculares individuais
(endomisio), os feixes de fibras musculares (perimisio) e o musculo inteiro (epimisio)
(PURSLOW, 2002). O endomisio, perimisio e epimisio sdo formados por uma rede
de fibras de coldgeno e elastina, rodeadas por uma matriz de proteoglicanos
(LEPETIT, 2008). O colageno ¢é a proteina mais abundante do tecido conjuntivo, seu
contetdo total pode variar de 1% a 15% do peso seco do musculo (PURSLOW,
2005) e é composta por mondmeros de tropocoldgeno com peso molecular de
300.000 Da (TORNBERG, 2005).

2.2 Maciez da carne

A maciez € o atributo de qualidade mais importante para o consumidor de
carnes. Em estudo realizado com consumidores de carne nos Estados Unidos da
América, Miller et al. (2001) demonstraram que 0s consumidores estariam dispostos
a pagar mais por cortes de carne com maior maciez. Um dos maiores produtores de

carne bovina do mundo é o Brasil, e a raca predominantemente produzida no pais é


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174014004719#bb0195
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o Nelore (Bos indicus) e seus cruzamentos. No entanto, em termos de qualidade, a
carne de Bos indicus € menos macia quando comparada com carne de racas
europeias (Bos taurus) (SHACKELFORD et al.,, 1991; WHEELER et al., 1990;
WHIPPLE et al., 1990).

Para avaliar a maciez da carne, podem ser utilizados métodos objetivos
instrumentais ou sensoriais com provadores treinados, ou métodos subjetivos com
um painel de consumidores (AMERICAN MEAT SCIENCE ASSOCIATION — AMSA,
1995). Os métodos sensoriais sao frequentemente dificeis de organizar, devido a
complexidade e aos custos associados com a realizagdo de painéis de
consumidores em grande escala (PLATTER et al., 2003). JA& os métodos
instrumentais de avaliacdo de forca de cisalhamento, penetracdo, mordida,
compressao, entre outros, sdo uma previsdo das avaliacbes de maciez obtida por
um painel de provadores (LAWRIE, 2006).

O método instrumental mais amplamente utilizado € a forca de cisalhamento
Warner—Bratzler. Os menores valores de forca de cisalhamento em carne foram
altamente relacionados com a maciez sensorial e satisfacdo dos consumidores
(DESTEFANIS et al., 2008; DELGADO et al., 2006).

A maciez objetiva e subjetiva da carne é avaliada no produto cozido, e
durante o cozimento a maciez é afetada pela temperatura. A dureza da carne é
incrementada até 50°C, seguida por uma diminuicdo em temperaturas por volta de
60°C; seguindo-se com o0 aumento da temperatura, a carne torna-se dura
novamente (BEJERHOLM; TARNGREN; AASLYNG, 2014). O primeiro aumento da
dureza tem sido atribuido a desnaturagdo da miosina. Ja a diminuicdo da dureza
ocorre provavelmente devido a desnaturacao parcial e encolhimento das fibras de
colageno do tecido conjuntivo intramuscular. Por fim, o aumento da dureza em
temperaturas superiores € resultado da desnaturacdo da actina (BERTOLA;
BEVILACQUA; ZARITZKY, 1993; MARTENS; STABURSVIK; MARTENS, 1982).
Porém, Findlay, Stanley e Gullet (1986) reportaram um aumento linear da dureza
com aumento da temperatura de cozimento para o musculo Longissimus dorsi,
provavelmente devido a baixa quantidade de tecido conjuntivo presente nesse

musculo.

2.2.1 Fatores proteicos que afetam a maciez da carne
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Dois grandes fatores que afetam a maciez da carne sdo a protedlise post
mortem e o tecido conjuntivo intramuscular, ambos determinados na carne crua. O
tecido conjuntivo intramuscular esta relacionado com a idade de abate do animal,
sendo que a sua quantidade e solubilidade no musculo podem influenciar os
parametros de textura final da carne cozida. Por outro lado, a desnaturacdo térmica
do colageno foi relacionada com a diminui¢do da dureza do musculo quando cozido
em uma ampla faixa de temperatura (DAVEY; GILBERT, 1974). Além disso, outras
proteinas da carne sofrem mudancas estruturais no aquecimento, as quais afetam a
qualidade da carne cozida. Desse modo, a abordagem da presente pesquisa € mais
ampla e os fatores proteicos que afetam a maciez sao descritos a seguir.

2.2.1.1 Protedlise post mortem

A protedlise das proteinas miofibrilares € a principal causa das mudancas
estruturais no musculo esquelético, resultando em perda da integridade da célula
muscular, tendo impacto direto na maciez (KOOHMARAIE, 1992). A degradacédo das
ligacbes entre as miofibrilas e as estruturas que ligam as miofibrilas com o
sarcolema, os costameros, e 0 enfraquecimento da interagéo entre o filamento fino
ou banda | com a linha Z, sdo as principais causas do amaciamento post mortem do
musculo (TAYLOR et al., 1995).

A degradacdo da desmina e troponina T é um excelente indicador do
amaciamento do musculo post mortem (HUFF-LONERGAN et al., 1996; TAYLOR et
al.,, 1995; WHIPPLE; KOOHMARAIE, 1991; WHIPPLE et al., 1990). Tem sido
reportado que a desmina produz trés produtos de degradacdo, com pesos
moleculares de 45.000, 38.000 e 35.000 Da, sendo que o0 maior produto de
degradacédo é o polipeptidio de 38.000 Da (HUFF-LONERGAN et al., 1996). Ja a
troponina T é degradada em dois polipeptidios de 30.000 e 28.000 Da (HUFF-
LONERGAN et al., 1996; HO; STROMER; ROBSON, 1994).

Concomitante com a degradacéo das proteinas do musculo, a atividade das
enzimas calpainas e catepsinas foram observadas durante a maturacdo, com
dependéncia do pH (LOMIWES; FAROUK; YOUNG, 2014; LOMIWES et al., 2014;
2013; PULFORD et al., 2009). O pH esta relacionado com o acumulo de acido latico
oriundo das mudancas no musculo post mortem. O menor valor de pH que o
musculo post mortem atinge devido a falta de glicogénio € denominado pH final

(pHr), o qual tem sido relacionado com a maciez da carne bovina.
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Em estudos realizados no musculo Longissimus de gado de racas europeias
foram definidas trés faixas de pHr e sua relagcdo com a maciez da carne. Em valores
de pHr maiores a 6,2 (pHr alto) e menores a 5,8 (pHr normal), a maciez da carne tem
sido aceitavel, e em pH: com valores entre 58 e 6,2 (pH: intermediario) o
desenvolvimento da maciez durante a maturacdo da carne é retardado
(CONTRERAS-CASTILLO et al.,, 2016; LOMIWES; FAROUK; YOUNG, 2014,
LOMIWES et al., 2013; PULFORD et al., 2009; 2008; PURCHAS; YAN; HARTLEY,
1999; JEREMIAH; TONG; GIBSON, 1991). Tem sido reconhecido que as calpainas,
especialmente a p-calpaina, € responsavel pela clivagem de proteinas, como a
desmina e troponina T (HUFF-LONERGAN; ZHANG; LONERGAN, 2010), e que sua
atividade é favorecida em valores de pHs alto (LOMIWES; FAROUK; YOUNG, 2014).
A atividade das catepsinas €é favorecida em pH acido (LOMIWES; FAROUK;
YOUNG, 2014; PULFORD et al., 2009), porém, a contribuicdo da atividade das
catepsinas na maciez da carne tem sido desconsiderada, uma vez que elas se
encontram dentro dos lisossomos (KOOHMARAIE, 1996). Contudo, segundo Pulford
et al. (2009), técnicas como a estimulacéo elétrica geram uma queda rapida do pH a
temperaturas altas, o que pode promover a maciez através da quebra dos
lisossomos e liberacdo das catepsinas no citoplasma da célula muscular. No
entanto, tem sido observado por Ho et al. (1997) que a relacdo entre a estimulacéo
elétrica e a maciez da carne esta na ruptura mecéanica da célula muscular, e ndo na
acao proteolitica de enzimas.

Em pHr intermediario, a atividade das enzimas é desfavorecida, e foi proposto
que a dureza da carne nessa faixa de pH: é decorrente da acdo protetora das
proteinas do choque térmico (LOMIWES et al., 2014, 2013; PULFORD et al., 2009,
2008).

O desafio das industrias é identificar os fatores que causam a producao de
carne bovina com pHr anormal, que levam a producéo de carne dura, caracteristica
de carnes com pH: com valores entre 5,8 e 6,2 (PULFORD et al., 2008). Além disso,
cortes de carne com pHr maior a 6,2 também sdo defeituosos, pelo fato de serem
escuros e terem sabor ndo desejavel (VILJOEN; KOCK; WEBB, 2002).

Uma possivel resposta aos defeitos dos cortes de carne sao 0s
procedimentos pré-abate em que o animal é submetido. Quando animais sao

submetidos ao estresse, uma queda rapida do glicogénio pode resultar em valores
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de pH néo desejaveis (LAHUCKY et al., 1998; McVEIGH; TARRANT,;
HARRINGTON, 1982).

Cortes de carne com caracteristicas de maciez nao desejaveis tem baixo
valor comercial, e sdo usados para a elaboracdo de produtos processados, como
hamburgueres ou salsichas. Existem também casos em que cortes com alto valor
comercial alcangam valores de pHr intermediario ou alto. Desse modo, é
comercialmente importante discriminar carnes com valores de pHs intermediario e
alto de carnes com pH baixo ou normal que possuem valores menores que 5,8
(LOMIWES et al., 2010).

2.2.1.2 Tecido conjuntivo

Tem sido reportado que a quantidade e a insolubilidade do colageno, a maior
proteina do tecido conjuntivo intramuscular, contribuem com a dureza do musculo
post mortem (STOLOWSKI et al., 2006; RILEY et al., 2005; TORRESCANO et al.,
2003; NISHIMURA; HATTORI; TAKAHASHI, 1995; BAILEY, 1985; HALL; HUNT,
1982). Em contrapartida, a solubilidade do tecido conjuntivo intramuscular ou do
colageno pode ser aumentada durante a estocagem do musculo em varios dias post
mortem, favorecendo assim a maciez (LI; XHOU; XU, 2007; RILEY et al., 2005;
PALKA, 2003; NISHIMURA et al., 1998; NISHIMURA; HATTORI; TAKAHASHI, 1995;
LEWIS; PURSLOW; RICE, 1991; STANTON; LIGHT, 1987).

O aumento da solubilidade do colageno tem sido atribuido a degradacéo dos
proteoglicanos, proteinas responsaveis pela ligacdo entre as fibras de colageno.
Nishimura, Hattori e Takahashi (1996) sugeriram que a degradacdo dos
proteoglicanos durante a maturacdo da carne pode ser explicada por dois
fenbmenos: o0s proteoglicanos degradam-se espontaneamente ou eles séo
degradados enzimaticamente. A enzima lisossomal B-glucuronidase tem acéo
proteolitica sobre os proteoglicanos, e sua atividade €& aumentada durante a
estocagem do musculo, o que pode estar relacionada com o aumento da maciez
(MOELLER et al., 1976; DUTSON; LAWRIE, 1974).

O aumento da insolubilidade do colageno é proporcional ao aumento das
ligacdes cruzadas das fibras do colageno (REAGAN; CARPENTER; SMITH; 1976).
Além disso, o regime de manejo também é outro fator importante, apresentando
funcdo significativa na determinagdo das caracteristicas do coldgeno (ARCHILE-
CONTRERAS; MANDELL; PURSLOW, 2010).
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A quantidade de colageno pode ser determinada pela quantidade de
hidroxiprolina presente no musculo (BROWN; WORSFOLD; SHARP, 2001). As
fracbes soluveis e insoluveis de hidroxiprolina referem-se as quantidades de
colageno sollavel e insoluvel, respectivamente, as quais podem afetar a maciez, a
capacidade de retencdo de agua e o tempo de cozimento da carne (JEREMIAH et
al., 2003; TORRESCANO et al., 2003).

2.2.1.3 Desnaturacao térmica das proteinas

Em proteinas, a desnaturacdo térmica é associada com a quebra de ligacbes
de hidrogénio ou eletrostaticas, sendo maior com o aumento da temperatura e
tempo de aguecimento (PROMEYRAT et al., 2010a).

A desnaturacdo térmica das proteinas pode ser estudada através de
calorimetria exploratéria diferencial (DSC). A principal propriedade medida pela DSC
é o fluxo de calor, ou seja, fluxo de energia dentro ou fora da amostra em funcéo da
temperatura ou tempo, apresentado em unidades de miliwatt (mW) (GABBOTT,
2008). A DSC usa a diferenca de temperatura entre uma amostra e uma referéncia
para o célculo de fluxo de calor.

Na DSC, trés picos de desnaturacéo sao observados quando uma amostra de
musculo é analisada. O primeiro pico de desnaturacdo corresponde a meromiosina
leve, o segundo pico tem sido atribuido ao colageno, meromiosina pesada e
proteinas sarcoplasmaticas e o terceiro pico corresponde a actina e a titina. As
temperaturas de desnaturacdo na DSC sao referidas como temperaturas maximas
de desnaturagdo (Tmax), onde as Tmaxi, Tmaxz € Tmaxs correspondem as proteinas do
musculo mencionadas (POSPIECH et al.,, 2002; BERTAZZON; TSONG, 1990;
WRIGHT; WILDING, 1984; STABURSVIK; MARTENS, 1980; WRIGHT; LEACH;
WILDING, 1977).

Em estudo com miofibrilas, Stabursvik e Martens (1980) reportaram que a
primeira transicdo térmica correspondeu a meromiosina leve, e a segunda a
meromiosina pesada. Em valores de pH maiores que 7,0, a temperatura da segunda
transicéo térmica foi reduzida, a qual foi atribuida ao fragmento S-2 da meromiosina
pesada. Isso foi confirmado por Bertazzon e Tsong (1990), que reportaram que a
segunda transicao térmica é sensivel & mudancas no pH devido & contribuicdo da

fracdo S-2. A actina tem comportamento inverso a miosina, sendo termicamente
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mais estavel quando o pH é reduzido. Em pH 7,9 tem-se uma Tmax de 68°C,
enquanto que em pH 5,9 a Tmaxaumenta até 74°C (BERTAZZON; TSONG, 1990). O
colageno néo é afetado pelo pH, e conforme reportado por Stabursvik e Martens
(1980), na faixa de pH de 5,4 a 6,1 a transicdo térmica do colageno manteve-se
constante.

Findlay e Stanley (1984a) estudaram o efeito da maturagédo na desnaturagéo
térmica das proteinas do musculo, utilizando DSC. As mudancas nas transicdes
térmicas para o musculo bovino Sternomandibularis foram observadas durante o
periodo de maturacdo de 2 a 8 dias post mortem, a temperatura de 5°C. A Tmaxt
referente a desnaturacdo da miosina diminui de 57,8 para 55,2°C, enquanto que a
Tmaxs da actina aumentou de 81,8 para 83,2°C. A queda da transicdo da miosina
pode ter ocorrido devido a liberacéo de fracdes termolabeis decorrente da protedlise
post mortem do filamento grosso do sarcomero, conforme sugerido por aqueles
autores.

Em outro estudo, Findlay e Stanley (1984b) reportaram o efeito do
comprimento do sarcbmero nas temperaturas de transicdo. A Tmax da miosina
diminuiu significativamente com o incremento do comprimento do sarcémero (de
57,0 para 55,6°C), mas a actina foi mais estavel, pois sua transicdo aumentou
guando o comprimento de sarcomero foi maior (de 82,4 para 83,0°C, de 1,4 para 2,4

um, respectivamente).

2.2.1.4 Agregacéo de proteinas

A agregacdo de proteinas € um processo importante que esta envolvido na
formacéo do gel e compactacéo da carne durante a elaboracdo de produtos carneos
(ROBE; XIONG, 1994). O agquecimento que induz o desdobramento ou
desnaturacao das proteinas € acompanhado pelas interacdes proteina—proteina ou
agregacdo (XIONG; BREKKE, 1990). A desnaturacdo induz a exposicdo de
aminoacidos ndo polares na superficie das proteinas, o que favorece a interacao
entre elas para formar agregados com ligacdes nao covalentes (PROMEYRAT et al.,
2010b; SANTE-LHOUTELLIER et al., 2008).

A miosina é a maior responsavel pela agregacéo das fibras do musculo, com
a actomiosina e actina produzindo um efeito sinergista (YASUI; ISHIOROSHI,

SAMEJIMA, 1982). As proteinas miofibrilares sdo capazes de produzir géis no
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aquecimento, influenciando o rendimento e a textura dos produtos carneos
(VERBEKEN et al., 2005; VEGA-WARNER; MERKEL; SMITH, 1999).

A morfologia geral da agregacdo de proteinas pode ser estudada por
microscopia eletrénica. Essa técnica geralmente requer coloracdo ou sombreamento
da imagem para manter o contraste, apesar do alto fluxo de elétrons, que pode
causar dano por ionizacdo na amostra. No entanto, os danos por radiagdo da
amostra podem ser reduzidos, esfriando-se a amostra em nitrogénio liquido
(BONDOS, 2006; MAKIN; SERPELL, 2002).

3  MATERIAL E METODOS
3.1 Material

Foi utilizado o musculo Longissimus lumborum, da 1° a 6° regido lombar,
corte “contra-filé”, de animais zebuinos machos inteiros (raca Nelore), de 30 a 34
meses de idade. Foram coletadas 9 pecas de musculo de 9 animais, provenientes
de um frigorifico comercial, localizado na cidade de Barretos, no Estado de S&o
Paulo.

A coleta consistiu em medir o pH do musculo nas carcacas penduradas 24
horas apds abate (Figura 2), utilizando pHmetro, com metodologia descrita no item
3.2. Os musculos foram selecionados em faixas de pH, sendo eles normal (5,5 < pH
< 5,8), intermediario (5,8 < pH < 6,2) e alto (pH = 6,2), com 3 muasculos para cada
faixa de pH. Posteriormente, as pecas foram desossadas, embaladas a vacuo e
transportadas em caixas térmicas até a Planta de Processamento e Qualidade de
Carnes da “Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao
Paulo — Piracicaba/SP.
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Figura 2 - Coleta do musculo Longissimus lumborum pela medi¢édo de pH 24 h post mortem

O valor de pH mensurado 48 horas apds o abate foi considerado o pH final
(pHr), que também foi realizado para confirmar os valores de pH dos musculos
selecionados em 24 horas post mortem. Porém, houve uma queda de pH de 24 para
48 horas post mortem em dois musculos, tanto de pH alto como de pH intermediério,
resultando em 5 musculos com pH normal, 3 com pH intermediario e 1 com pH alto.

Devido a problemas de repetibilidade, o musculo com pH: alto foi
desconsiderado do experimento, o qual teve como fatores de estudo os dias post
mortem (2, 7, 14, e 21 d) e as faixas de pHr normal e pHr anormal, este Gltimo
composto pelos musculos com valores de pH: entre 5,8 e 6,2 (pHr intermediario).

Uma vez realizada a mensuracdo do pH 48 horas post mortem, as pecas
foram fatiadas, embaladas a vacuo e submetidas a maturacdo durante 21 dias post
mortem a 2 = 1°C. Nos dias post mortem 2, 7, 14 e 21 foram coletadas amostras e

armazenadas a temperatura de —20°C para futuras analises.

3.2 Medicéo de pH

A medicéo do pH foi realizada com pHmetro da marca Mettler Toledo, modelo
1140 (Mettler Toledo, Zurich, CH), acoplado com eletrodo de puncdo de vidro
(Figura 3). Antes de realizar a medicdo de pH nos mdusculos, foi realizada a
calibracdo do pHmetro, em solucbes tampédo de pH 7 e 4, em temperatura de 25 *
1°C, de acordo com a especificacdo do pHmetro. Foram realizadas 5 mensuracoes,
em diferentes pontos de cada bife, em todos os dias post mortem.



29

Figura 3 - Medicéo de pH dos bifes realizada no laboratdrio durante o processo de matura¢éo

3.3 SDS-PAGE e imunodeteccédo de proteinas

Foi realizada a eletroforese em gel de policacrilamida — SDS para posterior
imunodeteccdo de produtos de degradacdo de desmina e troponina T, como
indicadores de maciez em todos os dias post mortem de cada faixa de pH:. Foi
utiizada a metodologia descrita por Kim et al. (2010), com modificacbes.
Quantidades pequenas de amostra, livre de gordura e tecido conjuntivo visivel,
foram pulverizadas em nitrogénio liquido usando gral e pistilo, e armazenadas a —
80°C até serem usadas para a preparacdo de amostra em gel. A extracdo da
proteina e o preparo da amostra em gel para eletroforese foram feitos usando 1 g de
amostra pulverizada. Foi utilizado tampao de extracdo do musculo (fosfato de sddio
monobasico monohidratado 10 mM, fosfato de sodio dibasico heptahidratado 10 mM
e SDS 2% (p/v), pH 7,0) para a extracdo da proteina das amostras. A seguir a
mistura foi homogeneizada em ultra-turrax marca lka modelo T25 (lka, Freiburg, DE)
e centrifugada a 1.500 x g por 15 minutos a 25°C. O sobrenadante foi armazenado a
—80°C para as etapas subsequentes da andlise. A concentracdo de proteina foi
determinada pelo método de Bradford (1976), usando reagentes pré-misturados
(Bio-Rad Laboratérios, Hercules, CA) e albumina de soro bovino (BSA) como
referéncia. As amostras foram diluidas com tampéo de extracdo do musculo na
concentracédo de 8 mg de proteina/mL, e uma aliquota dessa diluigdo foi misturada

em volume igual de tampé&o pyronin Y (tris 30 mM, EDTA 30 mM, glicerol 30% (v/v),
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SDS 3% (p/v), pyronin Y 0,003% (p/v) pH 8,0, 2-mercaptoetanol 5% (v/v)) para obter
uma concentracdo final de 4 mg de proteina/mL. Em seguida, as amostras foram
levadas ao banho-maria a 50°C, por 20 minutos, para posterior corrida no gel.

O gel de separagao de proteinas, “resolving”, foi a poliacrilamida 12,5%
(acrilamida:bis-acrilamida = 37,5:1 (p/p), SDS 0,1% (p/v), TEMED 0,125% (v/v), APS
0,06% (p/v) e tris—HCI 1,5 M, pH 8,8). O gel de empilhamento, “stacking”, consistiu
de poliacrilamida 4% (acrilamida:bis-acrilamida = 37,5:1 (p/p), SDS 0,1% (p/v),
TEMED 0,2% (v/v), APS 0,05% (p/v) e tris—HCI 0,5 M, pH 6,8). A quantidade de 40
Kg de proteina foi usada para analisar a degradacao da desmina e troponina T. Foi
usado como referéncia o marcador molecular Precision Plus Protein Kaleidoscope
(Bio-Rad Laboratoérios, Hercules, CA). Os géis foram corridos no sistema Mini-
PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad Laboratoérios, Hercules, CA), aplicando voltagem de
120 V por 2 horas em condic¢des de refrigeracao (4°C).

Apos a eletroforese, os geéis foram transferidos para membranas de difluoreto
de polivinilideno (PVDF) (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), usando o sistema
de transferéncia Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad Laboratérios, Hercules, CA), a
voltagem constante de 90 V por 1,5 horas, mantendo as condi¢des de refrigeragcéao
(4°C). O tampéao de transferéncia consistiu de tris 25 mM, glicina 192 mM, EDTA 2
mM e metanol 15% (v/v) (MELODY et al.,, 2004). ApOs a transferéncia, as
membranas foram incubadas a temperatura ambiente, por 1 hora, em solucdo de
bloqueio PBS-Tween (fosfato de sodio dibasico heptahidratado 80 mM, fosfato de
s6dio monobasico monohidratado 20 mM, cloreto de so6dio 100 mM,
monolaurato de polioxietileno sorbitano 0,1% (Tween 20, v/v), e leite em poé
desnatado 5% (p/v)). Em seguida, as membranas foram incubadas durante a noite, a
4°C, com seus respetivos anticorpos primarios (desmina = diluicdo 1:20.000 com
PBS-Tween, anticorpo monoclonal de camundongo anti-desmina, DE-U-10, Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO; troponina T = diluicdo 1:40.000 com PBS-Tween,
anticorpo monoclonal de camundongo anti-troponina T, JLT-12, Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO). Posteriormente, as membranas foram lavadas 3 vezes (10 minutos
para cada lavagem) em PBS-Tween a temperatura ambiente. Apés a lavagem, as
membranas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com o anticorpo
secundario (desmina e troponina T = 1:10.000 com PBS-Tween, anticorpo Goat Anti-
Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate N° 1721011, Bio-Rad Laboratdrios, Hercules, CA).

As membranas foram entdo lavadas 3 vezes (10 minutos para cada lavagem) em
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PBS-Tween a temperatura ambiente, para posterior deteccdo das bandas de
proteina utilizando solucdo de quimioluminescéncia, conforme descricdo do
fabricante (ECL, Thermo Scientific) e visualizadas no fotodocumentador marca Bio-

Rad modelo Universal Hood Il (Bio-Rad Laboratorios, Hercules, CA).

3.4 Comprimento do sarcoOmero

O comprimento do sarcébmero foi determinado seguindo as metodologias de
Cross, West e Dutson (1981) e Koolmees, Korteknie e Smulders (1986). Pequenos
pedacos de amostra (3,0 x 3,0 x 2,0 cm) de cada faixa de pHr e dias post mortem,
foram fixados, durante 4 horas, em solucdo de glutaraldeido 5% (v/v) contendo
tampdo NaHPO4 0,1 M, a pH 7,2 e temperatura de 4°C. Posteriormente, a solugéo
de glutaraldeido foi descartada e substituida por solu¢cdo de sacarose 0,2 M
contendo o mesmo tampao a pH 7,2. As amostras foram deixadas nessa solucao
durante a noite, a temperatura de 4°C. ApGs esse periodo, as amostras foram
homogeneizadas em alta velocidade em ultra-turrax (lka, modelo T25), durante 30
segundos. Uma gota do homogeneizado e uma gota da solucédo de sacarose 0,2 M
foram colocadas em lamina de vidro e cobertas com laminula para visualiza¢cdo no
microscépio de contraste de fase com imerséo de 6leo (objetiva 100 x) marca Nikon
modelo Eclipe 80i (Nikon Instruments Inc., Tokyo, JP). A média de 10 sarcébmeros
consecutivos por miofibrila (Figura 4), expressos em micrdmetros, foi calculada com

o software NIS-Elements F 4.00 (Nikon Instruments Inc., Tokyo, JP).
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Figura 4 - Medicdo do comprimento do sarcdmero por microscopia de contraste de fase. A linha
vermelha representa a medicdo de 10 sarcOmeros consecutivos por fibra, no célculo foi
considerada a média desses sarcomeros. Magnificagdo: 50 um

3.5 Colageno total e soluvel

A analise de colageno total e soluvel foi realizada nas amostras de cada dia
post mortem e faixas de pH:. A metodologia empregada foi de Bergman e Loxley
(1963), modificada por Brown, Worsfold e Sharp (2001). A quantidade de
hidroxiprolina foi determinada para estimar o conteudo de colageno total. A
guantidade de 350 mg de amostra liofilizada e pulverizada (em duplicata) foi
misturada com 12 mL de HCI 6 M, seguido de hidrélise em placa aquecedora a
110°C por 16 horas (deixadas durante a noite). Apos a hidrélise, as amostras foram
resfriadas durante 15 minutos em gelo e filtradas em papel filtro Whatman N° 1, para
posterior neutralizacdo com 12 mL de NaOH 6 M. Em seguida, as amostras foram
deixadas a temperatura ambiente e diluidas 10 vezes com &agua destilada. Duas
aliquotas de 250 pL de cada diluicdo foram oxidadas com 500 uL de solucédo de
Cloramina T, deixando reagir por 5 minutos. Apés esse tempo, foram adicionados
500 pL de solucao dimetil (reagente Ehrlich) e a mistura foi levada em banho-maria a
60°C por 45 minutos para reacdo de coloracdo. As amostras foram resfriadas em
gelo para posterior leitura da absorbancia, em espectrofotdmetro ajustado para
comprimento de onda de 570 nm. A solucéo padréo de hidroxiprolina foi preparada
diluindo-se 10 mg de hidroxiprolina em 10 mL de HCI 10 mM, e as concentra¢cfes da
curva padrdo de hidroxiprolina foram 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 pg/mL. A
concentracdo de colageno total foi calculada assumindo que o colageno é 7,14
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vezes o valor da hidroxiprolina calculada. Os resultados foram expressos em gramas
(g) de colageno por 100 g de matéria seca.

Para a andlise de colageno soluvel, 500 mg de amostra liofilizada foram
misturadas com 10 mL de agua destilada, e a mistura foi levada para banho-maria, a
80°C, por 75 minutos. Apdés o0 aguecimento, as amostras foram centrifugadas a
4.000 rpm, por 15 minutos a 20°C. No sobrenadante foi adicionado 10 mL de HCI 6
M, e entéo levado a placa aquecedora, a 110°C por 16 horas (durante a noite). Apés
esse periodo as amostras foram resfriadas durante 15 minutos em gelo e
neutralizadas com 10 mL de NaOH 6 M. A seguir, as amostras foram resfriadas a
temperatura ambiente e diluidas 3 vezes com agua destilada. Posteriormente, o
calculo da hidroxiprolina foi realizado seguindo a metodologia descrita para colageno
total. O conteudo de colageno soluvel foi calculado a partir do conteudo de
hidroxiprolina, usando como fator de converséo o valor de 7,14. Os resultados foram
expressos em % do contetdo de colageno total.

3.6 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Foram verificadas as temperaturas méaximas (vértice dos endotermas) Tmaxi,
Tmaxe € Tmaxs. Quantidades pequenas de amostra (60 mg) de cada faixa de pHr e
dias post mortem, foram colocadas em cadinho de aluminio com tampa e seladas
hermeticamente, submetidas a aquecimento no DSC, na faixa de temperatura de 25
a 105°C, com taxa de aquecimento de 10°C/min (Figura 5), utilizando dgua como
referéncia e gas nitrogénio como gas de purga. O fluxo de calor diferencial foi
registrado com o software STARe Evaluation (Mettler Toledo, Zurich, CH), conectado
ao calorimetro exploratério diferencial, modelo DSC 1 da Mettler Toledo (Mettler
Toledo, Zurich, CH).
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Figura 5 - Andlise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC). A) Amostra colocada em cadinho de
aluminio; B) Seladora de cadinho; C) Calorimetro exploratério diferencial; D) Suporte
amostrador do DSC

3.7 Forcade cisalhamento Warner—Bratzler

Foi determinada a forgca de cisalhamento Warner—Bratzler segundo a
metodologia da AMSA (1995). Bifes de 2,54 cm de espessura foram grelhados em
forno elétrico até a temperatura interna dos bifes alcancar as temperaturas maximas
de desnaturacdo das proteinas, determinadas previamente no DSC. As
temperaturas internas foram monitoradas usando termémetro de puncgdo. Foram

calculadas as perdas de peso por cozimento utilizando os pesos dos bifes antes e

depois de grelhados, e os resultados foram expressos como porcentagem do peso

perdido. Posteriormente, os bifes foram resfriados a 2°C, por 12 horas. Apés
resfriamento, foram removidas de 6 a 8 pecas cilindricas de cada bife (1,27 cm de
diametro), em sentido paralelo a orientacao das fibras, e cortados a velocidade de
corte de 20 cm/min, utilizado texturbmetro acoplado a lamina Warner—Bratzler
(Mecmesin, Kansas, USA) (Figura 6). Os resultados foram expressos em

quilograma-forga (Kgf).
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Figura 6 - Andlise de forca de cisalhamento Warner—Bratzler. A) Controle da temperatura de
cozimento; B) Remocdo de pecas cilindricas; C) Texturbmetro acoplado a lamina
Warner—Bratzler; D) Corte das amostras com a lamina

3.8 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Esta andlise foi realizada para estudar o efeito da maturacdo e do pHr na
morfologia geral da agregacao das fibras em carne cozida. A andlise foi realizada
em amostras nos 2 e 14 dias post mortem, de cada faixa de pHr.

As temperaturas internas de cozimento foram 55, 65 e 80°C. Amostras de 6,0
x 3,0 x 3,0 mm, foram cortadas no sentido transversal da fibra e fixadas por 1,5
horas em solucdo Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), preparada com pequenas
modificacdes (glutaraldeido 2,5% (v/v) e formaldeido 2,5% (v/v) em tampdao
cacodilato de sédio 0,05 M, pH 7; e cloreto de célcio 1 mM). Apos esse periodo, a
solucéo fixadora foi substituida por glicerol 30% (v/v), e apdés 1 hora, as amostras
foram criofraturadas em nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras foram pos-
fixadas com tetroxido de 6smio 1% (p/v) em tampédo cacodilato 0,1 M, durante 1
hora. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em concentracao crescente
de acetona (30, 50, 70, 90 e trés vezes a 100%) durante 20 minutos em cada
concentracéo, e em seguida, secadas ao ponto critico do CO2. Apds a secagem, as
amostras foram montadas em porta-amostras (stubs) com fita adesiva de dupla face,
e metalizadas com 30 nm de camada de ouro, para posterior visualizacdo no
microscopio eletrénico de varredura, marca LEO modelo 435VP (LEO Electron
Microscopy Ltd., Cambridge, UK). A tensédo de aceleracéo foi 20 kV e as amostras

foram fotografadas em 650 x de magnificacao.
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3.9 Anélise estatistica

O arranjo experimental incluiu medida repetida no tempo devido ao fator dias
post mortem. Os dados das transi¢cdes térmicas Tmaxi, Tmaxz € Tmax3, O comprimento
do sarcémero e o colageno total e soltuvel, foram analisados pelo teste F da Analise
da Variancia (ANOVA), considerando como fatores de estudo as faixas de pHr (pHs
normal e anormal) e os dias post mortem (2, 7, 14 e 21 dias). Posteriormente, as
meédias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia. O software estatistico usado para a andlise estatistica foi 0 XLSTAT
(Addinsoft, New York, USA).
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 pH

Um dos objetivos especificos da presente pesquisa foi selecionar os masculos
por faixas de pH, medido 24 horas post mortem, nas carcacas penduradas no
frigorifico. Nesse periodo, como préatica industrial, € realizada a desossa e a
obtencdo dos cortes para posterior comercializagdo, motivo pelo qual foi escolhido
esse tempo post mortem. Foram selecionados 3 musculos para cada faixa de pH
(alto, intermediario e normal), com o0 objetivo de se obter repeticbes para a
realizacdo da analise estatistica. No entanto, o ponto de partida do experimento
ocorreu apos 48 horas post mortem. Nesse periodo, foi realizada a mensuracédo do
pH, visando confirmar os valores de pH obtidos nos muasculos em 24 horas post
mortem e definir os valores de pH final (pHs). Porém, foi verificada variacdo nos
niveis de cada pHs, obtendo-se: 5 musculos com valores de pHs baixo, 3 musculos
com pHs intermediario e 1 muasculo com pHs alto. Devido a esta alteracdo, foi
desconsiderado o musculo com pHs alto do experimento.

Esta alteracdo indica que, em 24 horas post mortem, os musculos que
mudaram de pH estiveram na etapa de pre-rigor, e aqueles que alcangaram valores
de pHs intermediario e alto provavelmente apresentaram falta de glicogénio como
reserva energética para produzir lactato e ions hidrogénio, e entdo alcancar os
valores de pHs baixo considerados normais (YOUNG et al., 2004). O estresse dos
animais antes do abate € um fator determinante para a obtencéo de valores de pHs
anormal conforme sugerido por Lahucky et al. (1998) e McVeigh, Tarrant e
Harrington (1982), o que pode ter ocorrido com os animais utilizados no presente
estudo.

Durante o periodo de maturacdo houve diferenca significativa (P < 0,05)
apenas entre os dias 2 e 21na faixa de pHr normal, mas os valores estiveram dentro
das faixas de pHr estudadas, tanto para o pH: normal quanto para o pHs anormal
(Tabela 1). Diferencas significativas foram encontradas entre os valores de pH das
faixas de pHr em todos os dias post mortem (Tabela 1). Portanto, mostra-se
relevante estudar a maciez do musculo bovino de acordo com a sua classificacdo de
pH:, uma vez que segundo Lomiwes, Farouk e Young (2014) a maciez do musculo
Longissimus dorsi durante a maturacdo € influenciada de maneira diferenciada em

faixas de pHs distintas.
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Tabela 1 - Valores de pH do musculo Longissimus lumborum de animais zebuinos nas faixas de pH
final normal e anormal e dias post mortem

Faixas de pHi

Dia Normal Anormal
pH 2 5,58 + 0,063% 5,83 + 0,03b%
7 5,63 + 0,04axY 5,84 + 0,05b%
14 5,67 + 0,04axY 5,88 + 0,02b%
21 5,69 + 0,022 5,93 + 0,03b%

1Faixas de pHs normal: 5,5 < pHs < 5,8; anormal: 5,8 < pH¢< 6,2
Valores com distinta letra entre tratamentos (*ZDia; 2°pHr) diferem entre si (P < 0,05)

Uma vez que no presente experimento foram encontradas mudangas nos
valores de pHr entre 24 e 48 horas post mortem, sugere-se que o pHr deve ser
calculado antes de este ser atingido. Assim, Lahucky et al. (1998) utilizaram a
técnica de biopsia para predizer o pHi 48 horas post mortem através da
quantificacdo do contetdo de glicogénio no musculo, e reportaram correlacdes
significativas entre o contetudo de glicogénio poucas horas post mortem e o pHr 48
horas. De maneira similar, Young et al. (2004) determinaram o pHs pela hidrdlise do
glicogénio em glicose, através da ag¢do da enzima amiloglucosidase. O método
consistiu em utilizar medidores domésticos de controle de diabetes para determinar
o conteudo de glicose poucas horas post mortem visando predizer o pHr 30 horas.
Tais métodos poderiam ser aplicados para futuros estudos que envolvam o pHs do

musculo como fator de estudo.

4.2 Degradacdo da desmina e troponina T

A desmina é degradada em polipeptidios de 45.000 e 38.000 Da (HUFF-
LONERGAN et al., 1996), referidos na Figura 7 como d1 e d2, respectivamente.
Pode ser observado que o produto de degradacéo d1 apareceu a partir do dia 7 no
grupo de pHs normal, enquanto que no pHr anormal apareceu a partir do dia 14. No
dia 21 o segundo produto de degradacdo d2 apareceu no pH: normal, indicando
maior proteodlise da desmina nesse dia post mortem.

Apesar da rapida degradacao da desmina observada no pH: normal, o padréo
de degradacédo foi parecido ao reportado por Huff-Lonergan et al. (1996) para o
musculo Longissimus com valores de forga de cisalhamento altos. Esses autores
reportaram que musculos com valores de forga de cisalhamento baixos estavam
relacionados com maior degradacédo de desmina, onde os produtos de degradacao
de 45.000 e 38.000 Da apareceram a partir do dia 3 post mortem, e que atividade da
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p-calpaina foi responsavel em parte da degradacao da desmina em condi¢fes de pH
normais (pH 5,6).

e - = o G @B W o <« Desnina
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Figura 7 - Imunodeteccao da desmina em funcao do pH final e dias post mortem. Os polipeptidios de
degradacéo de 45.000 e 38.000 Da sdo denominados d1 e d2, respectivamente

A troponina T é degradada em polipeptideos de 28.000 e 30.000 Da (HUFF-
LONERGAN et al., 1996; HO; STROMER; ROBSON, 1994). No pHs baixo, a fracéao
polipeptidica de 28.000 Da foi acentuada a partir do dia 7, e o complexo
polipeptidico pp apareceu no dia 21, o qual foi observado também no pHr anormal

nesse dia post mortem (Figura 8).
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Figura 8 - Imunodeteccdo de troponina T em fun¢do do pH final e dias post mortem. O complexo
polipeptidico de degradacao de 30.000 — 28.000 Da é denominado pp

Similar a degradacdo da desmina, o padrdo de degradacdo da troponina T
também foi similar ao reportado por Huff-Lonergan et al. (1996), isto €, musculos
com valores de forca de cisalhamento altos alcancaram degradacdo da troponina T
a partir do dia 7 post mortem, em comparacao a musculos macios que tiveram maior
degradacdo da troponina T, aparecendo o complexo polipeptidico de 28.000 —
30.000 Da desde o dia 3 post mortem.

Devido a que no presente estudo nao foi determinado degradacdo da

desmina e troponina T no dia 3 post mortem, a comparagcdo com os resultados de
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Huff-Lonergan et al. (1996) n&o seria direta, contudo, tais resultados podem explicar
os valores de for¢a de cisalhamento em func¢éo do pH: do musculo.

As diferencas no padréo de degradacdo da desmina e troponina T nas duas
faixas de pH: corrobora com os resultados reportados na literatura, onde a
degradacdo da proteina foi desfavorecida em valores de pH: entre 5,8 e 6,2,
possivelmente devido a acao protetora das proteinas do choque térmico (heat shock
proteins — HSPs), tais como as HSP20, HSP27 e af-cristalina, juntamente com a
acao limitada de enzimas como as calpainas e catepsinas (CONTRERAS-
CASTILLO et al., 2016; LOMIWES et al., 2014, 2013; PULFORD et al., 2009, 2008).

4.3 Colageno total e solavel

Foram encontradas diferencas (P < 0,05) para colageno total apenas entre o
dia 2 e o dia 21 na faixa de pHr normal, possivelmente devido a uma subestimacéao
na determinacdo de colageno total no dia 2 (Tabela 2). No entanto, para os outros
tratamentos ndo houve diferencas significativas, tanto para colageno total como para
colageno soluvel (Tabelas 2 e 3), provavelmente devido a homogeneidade das
idades dos animais estudados (de 30 a 34 meses de idade), conforme reportado por
Reagan, Carpenter e Smith (1976). Resultados similares foram reportados por
Whipple et al. (1990) e Seideman, Koohmaraie e Crouse (1987).

Tabela 2 - Valores de colageno total do masculo Longissimus lumborum de animais zebuinos nas
faixas de pH final normal e anormal e dias post mortem
Faixas de pH*

Dia Normal Anormal
Colageno 2 1,46 + 0,023 1,72 £ 0,052
total (g/100g 7 1,75 + 0,082%Y 1,61 £ 0,023X
matéria 14 1,63 £ 0,073Y 1,64 + 0,042
seca) 21 1,71 £ 0,013y 1,67 + 0,042

1Faixas de pHt normal: 5,5 < pHs < 5,8; anormal: 5,8 < pHi< 6,2
Valores com distinta letra entre tratamentos (*4Dia; 2°pHys) diferem entre si (P < 0,05)

Tabela 3 - Valores de colageno soltvel do musculo Longissimus lumborum de animais zebuinos nas
faixas de pH final normal e anormal e dias post mortem
Faixas de pHs!

Dia Normal Anormal
Colageno 2 17,34 £ 1,203 14,05 + 0,32
solavel (% 7 15,49 + 0,94aX 16,99 + 1,113
colageno 14 16,75 + 0,483 17,11 + 1,062%
total) 21 15,67 + 0,192 16,43 + 1 513X

1Faixas de pHr normal: 5,5 < pHs < 5,8; anormal: 5,8 < pHt< 6,2
Valores com distinta letra entre tratamentos (*?Dia; #°pHys) diferem entre si (P < 0,05)
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Considerando todas as faixas de pH: e dias post mortem, os valores de
coldgeno total e sollvel estiveram nas faixas de 1,46 — 1,75 g/100 g e 14,05 —
17,34% colageno total, respectivamente (Tabelas 2 e 3). Os valores de colageno
total foram menores que os reportados por Stolowski et al. (2006) e Whipple et al.
(1990), que utilizaram o musculo Longissimus de Bos indicus no cruzamento com
Bos taurus. No entanto, no estudo destes autores, os valores de colageno total
foram considerados baixos, mesmo com uma maior introducdo de Bos indicus no
cruzamento.

Os valores de colageno soltvel foram similares aos reportados por Whipple et
al. (1990), que também ndo encontraram diferencas durante o periodo de
maturacdo. Este resultado sugere que a presenca do colageno na presente pesquisa
tera uma contribuicdo minima nos valores de forca de cisalhamento Warner—
Bratzler. Por outro lado, o colageno sollivel ndo é alterado quando as idades dos
animais séo similares, conforme sugerido por Reagan, Carpenter e Smith (1976), os
quais encontraram diminuicdo na solubilidade do colageno com o aumento da idade
do animal.

O fato interessante é que o pHr ndo influenciou nos valores de colageno total
e soluvel. Assim, parece que o fator determinante na similaridade do colageno total e

solUvel entre os tratamentos € a idade dos animais.

4.4 Desnaturacédo térmica das proteinas

As transi¢Bes térmicas analisadas na DSC sdo mostradas na Figura 9. Uma
vez que os valores de forca de cisalhamento serdo relacionados com a
desnaturacao térmica das proteinas, o primeiro pico de desnaturacdo refere-se a
meromiosina leve, o segundo ao coladgeno e meromiosina pesada e o terceiro a
actina e titina, conforme reportado por diversos estudos (POSPIECH et al., 2002;
BERTAZZON; TSONG, 1990; WRIGHT; WILDING, 1984; STABURSVIK; MARTENS,
1980; WRIGHT; LEACH; WILDING, 1977). Os resultados da desnaturagéo térmica
das proteinas sado referidos como a temperatura méaxima de desnatura¢ao (Tmax), Ou

seja, o vértice de cada pico das curvas da Figura 9.
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Figura 9 - Transi¢des térmicas das proteinas do musculo Longissimus lumborum de animais zebuinos
nas faixas de pH final normal e anormal e dias post mortem. A) 2 dias; B) 7 dias; C) 14
dias; D) 21 dias

Verifica-se na Tabela 4 que a Tmaxx da meromiosina leve foi menor no pHs
normal em relagdo ao pHr anormal em todos os dias post mortem, mas a diferenca
significativa foi detectada apenas no dia 21 (Tabela 4). Isto ocorreu pois, em 21 dias,
a Tmaxx N0 pHt normal alcangou o menor valor, que provavelmente pode ser devido a
liberacdo de fracdes termolabeis dos filamentos grossos do sarcomero decorrente
da protedlise post mortem, conforme hipétese sugerida por Findlay e Stanley
(1984a).

Devido a que no presente estudo a desnaturacao térmica das proteinas foram
determinadas no estado natural da carne, é dificil afirmar que a meromiosina leve
sofre degradacéo proteolitica em funcdo do menor valor encontrado de Tmax1 no dia
21 no pHr normal, e que provavelmente outras proteinas podem contribuir nas
mudangas conformacionais da meromiosina leve causando a mudancga nos valores

de Tmax. Por outro lado, ndo existem relatos de degradagédo da meromiosina leve ou
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das cadeias pesadas nessa regido da molécula de miosina, em dias de estocagem
prolongados. Contudo, considerando a hipétese de Findlay e Stanley (1984a), a
diminuicdo da Tmax1 em 21 dias post mortem sugere que a meromiosina leve pode
sofrer degradacado, apesar de nao terem sido encontradas diferencas significativas
entre os dias post portem no pHr baixo. Outro fator importante € que as catepsinas
podem estar envolvidas na degradacdo da miosina, uma vez que tem sido
reconhecido que esse sistema enzimatico € capaz de degradar esta proteina, sendo
a sua atividade elevada em dias post mortem prolongados e em valores de pH
baixos (LOMIWES; FAROUK; YOUNG, 2014; LOMIWES et al., 2013; PULFORD et
al., 2009; KOOHMARAIE, 1992).

Tabela 4 - Valores de temperatura maxima de desnaturacdo de proteinas do musculo Longissimus
lumborum de animais zebuinos nas faixas de pH final normal e anormal e dias post

mortem
Faixas de pHst

Dia Normal Anormal
Tmax 2 55,57 £ 0,913% 58,03 + 0,703
7 56,37 + 1,423 57,54 + 0,113
14 56,66 + 1,092 58,35 + 0,733
21 54,48 + 1,123 57,44 + 0,24b5X
Tmaxz 2 64,69 + 1,142X 68,98 + 1,15bX
7 65,73 + 1,182 68,78 + 0,71bX
14 65,26 + 0,723 70,68 + 1,70bX
21 63,93 + 0,683X 69,12 + 0,800
Tmaxa 2 77,92 + 0,653X 79,64 + 0,600
7 79,65 + 0,573YZ 79,38 + 0,20%%
14 80,33 + 0,752 81,00 + 0,392X
21 78,16 + 0,832%Z 79,82 + 0,33bX

1Faixas de pHt normal: 5,5 < pH: < 5,8; anormal: 5,8 < pHi< 6,2
Valores com distinta letra entre tratamentos para cada Tmax (X?Dia; 2pHs) diferem entre si (P < 0,05)

Foram detectadas diferencas (P < 0,05) na Tmaxz entre as faixas de pHr em
todos os dias post mortem (Tabela 4). Os maiores valores de Tmaxz o pHt anormal
podem indicar um mecanismo de protecdo da meromiosina pesada, resultando em
uma temperatura de desnaturacdo mais elevada. Markov et al. (2008) reportaram
que a proteina do choque térmico HSP27 protege a fracdo S-1 da meromiosina
pesada da agregacdao induzida pela desnaturacéo térmica, e altos niveis de HSP27
tém sido encontrados no musculo Longissimus dorsi com pHr maiores a 6,2, seguido
de pHr com valores entre 5,8 e 6,2 e por ultimo no pHt normal (LOMIWES et al.,
2013). Combinando estes estudos, sugere-se que a desnaturacdo térmica da

meromiosina pesada é retardada no pHs intermediario, através do efeito protetor da
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HSP27 contra a agregacdo da fracdo S-1. Além disso, foi reportado que a acdo da
HSP27 é diminuida no pHr alto e baixo, pois no pHr alto uma porcdo dela é
degradada enzimaticamente e no pHs baixo ela é precipitada por estar proximo a seu
ponto isoelétrico (LOMIWES et al.,, 2013; PULFORD et al.,, 2008). Isto também
poderia explicar os maiores valores de Tmax no pHi anormal observado neste
estudo. O fragmento S-2 também pode estar envolvido nas diferencas da Tmaxz entre
as faixas de pHs, ja que foi reportada a sua susceptibilidade as mudangas no pH
(BERTAZZON; TSONG, 1990; STABURSVIK; MARTENS, 1980). J& a contribuicdo
do coldgeno na segunda transi¢do térmica pode ser considerada minima, uma vez
que foram encontrados valores baixos de conteudo de colageno total (Tabela 2), e
sua transicao nao foi susceptivel em valores de pH entre 5,4 e 6,1 (STABURSVIK;
MARTENS, 1980).

Foram detectadas diferencas (P < 0,05) na Tmaxs da actina e titina entre as
faixas de pHr, nos dias 2 e 21 post mortem, onde no pHr normal foram encontradas
0s menores valores (Tabela 4). Entre os dias post mortem também houve efeito
significativo na faixa de pHs normal. Pode ser observado na Tabela 4 que a Tmaxs em
2 dias foi significativamente menor que a Tmaxs apos 14 dias (77,92°C vs. 80,33°C), e
esta foi significativamente maior que a Tmaxs apos 21 dias (80,33°C vs. 78,16°C).
Findlay e Stanley (1984b) reportaram que o aumento da temperatura de transicao da
actina ocorre devido a dissociacdo da actina do complexo actomiosina conforme
aumenta o tempo de estocagem do musculo, e que essa dissociacao é proporcional
ao aumento do comprimento do sarcomero. No entanto, na presente pesquisa néo
foram encontradas diferencas significativas nos valores de comprimento de
sarcOmero entre os tratamentos (Tabela 5), descartando-se essa hipotese para a

Tmaxa.
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Tabela 5 - Valores de comprimento de sarcémero do musculo Longissimus lumborum de animais
zebuinos nas faixas de pH final normal e anormal e dias post mortem
Faixas de pHi

Dia Normal Anormal
Comprimento 2 1,99 + 0,143 2,00 + 0,092
de 7 1,91 + 0,073 1,94 + 0,01
sarcomero 14 1,91 + 0,052% 1,94 + 0,073
(um) 21 1,87 + 0,073X 1,89 + 0,052%

IFaixas de pHr normal: 5,5 < pHs < 5,8; anormal: 5,8 < pH< 6,2
Valores com distinta letra entre tratamentos (*?Dia; 2°pHs) diferem entre si (P < 0,05)

Contudo, parece que outro mecanismo bioquimico exerce protecdo contra a
desnaturacdo da actina, sendo efetivo no pHr anormal, e em até 14 dias no pHs
normal. Tem sido reportado que a HSP27 protege a actina desnaturada, elevando a
sua temperatura de agregacdo (PIVOVAROVA et al.,, 2005). Isto sugere que a
desnaturacao da actina € maior em dias de estocagem prolongados, e que a HSP27
pode ser responsavel pelo aumento da Tmaxs para diminuir a agregacédo da actina.
Por outro lado, Morzel et al. (2008) observaram que, em altos niveis da HSP27, a
actina tem uma protedlise limitada, o que pode explicar o resultado desta pesquisa
para a faixa de pHr normal até 14 dias post mortem. No entanto, a queda da Tmaxs do
dia 14 para o dia 21 sugere degradacédo da actina nessa faixa de dias, diminuindo
assim a Tmaxs. Porém, na Tmaxs ndo deve ser desconsiderada a contribuicdo da titina
na terceira transicdo térmica, uma vez que Pospiech et al. (2002) reportaram que a

Tmax da titina foi menor que Tmax da actina.

4.5 Microscopia eletrénica de varredura

A agregacao das fibras musculares durante o cozimento foram visualizadas
através de microscopia eletrdnica de varredura (MEV). As temperaturas de
cozimento foram 55°C, 65°C e 80°C, correspondentes as temperaturas internas do
musculo em cada faixa de pHs e nos dias post mortem 2 e 14. Tais temperaturas
foram utilizadas por estarem proximas das trés transicdes térmicas encontradas na
DSC.

Nas Figuras 10, 11 e 12 sdo apresentadas as micrografias dos musculos
cozidos as temperaturas internas de 55°C, 65°C e 80°C, respectivamente. Na
temperatura de cozimento de 55°C nao houve formacgéo de agregados para as duas
faixas de pHr e dias post mortem (Figura 10). Ja na temperatura interna de 65°C
houve formacdo de agregados principalmente no pH: normal (setas amarelas na

Figura 11), que pode ser devido ao fato de que a desnaturagdo térmica das
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proteinas € alcancada mais rapido nessa faixa de pHs, j& que na analise de DSC
foram encontrados os menores valores de Tmax (Tabela 4). Com maior aumento da
temperatura interna de cozimento (80°C), a formacdo de agregados foi maior para
todos os tratamentos (Figura 12). Resultados similares foram reportados por Palka
(2003), no qual a temperatura interna de cozimento de 50°C provocou pequenas
mudanc¢as na estrutura do musculo bovino Semitendinosus, mas o aumento da
temperatura entre 60 e 90°C resultou em degradacdo das miofibrilas e do tecido
conjuntivo intramuscular.

Palka (2003) também reportou que a maturacao afetou a microestrutura do
musculo Semitendinosus, que por sua vez teve efeito positivo na diminuicdo dos
valores de forca de cisalhamento Warner—Bratzler. Pequenas modificacbes na
estrutura séo observadas entre os dias post mortem, em cada faixa de pHravaliado
na presente pesquisa. Porém, houve uma perda de integridade das fibras em 2 dias
no pHr normal (setas amarelas da Figura 12A), devido ao fato de que a Tmaxs da
actina e titina foi menor que a temperatura de cozimento utilizada para a analise de
MEV (77,92 vs. 80,00°C).

A desnaturacdo térmica tem sido relacionada com o processo de agregacgao
das proteinas (PROMEYRAT et al., 2010a, 2010b; SANTE-LHOUTELLIER et al.,
2008). Segundo Promeyrat et al. (2010b), o processo de agregacdo pode estar
envolvido nas mudancas estruturais das miofibrilas durante o cozimento, fato que
poderia explicar as mudancas na estrutura das fibras com o aumento da temperatura

observados no presente trabalho.



47

Detector = SE1 Detector = SE1

Date :2 Oct 2015 / Date :2 Oct 2015

Mag= 650X Detector = SE1 65 Detector = SE1
EHT =20.00 kV Date :19 Oct 2015 0.00 kV Date :19 Oct 2015

Figura 10 - Micrografias do musculo Longissimus lumborum de animais zebuinos nas faixas de pH
final normal e anormal e dias post mortem, cozidos a temperatura interna de 55°C. A e B)
pH: normal; C e D) pHranormal; A e C) 2 dias; B e D) 14 dias. Magnificagéo: 100 pm
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Mag= 650X Detector = SE1

EHT = 20.00 kv Date :19 Oct 2015 EHT =20.00 kV Date :19 Oct 2015

Figura 11 - Micrografias do musculo Longissimus lumborum de animais zebuinos nas faixas de pH
final normal e anormal e dias post mortem, cozidos a temperatura interna de 65°C. A e B)
pH: normal; C e D) pHranormal; A e C) 2 dias; B e D) 14 dias. Magnificagéo: 100 pm
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Mag= 650X Detector = SE1 Mag= 650X Detector = SE1
EHT =20.00 kV ct 2 EHT = 20.00 kV Date :19 Oct 2015

T 0

Detector = SE1 Detector = SE1

Date :19 Oct 2015 =20.00 kv Date :19 Oct 2015

Figura 12 - Micrografias do musculo Longissimus lumborum de animais zebuinos em diferentes faixas
de pH final e dias post mortem, cozidos a temperatura interna de 80°C. A e B) pHs baixo; C
e D) pHsintermediario; E e F) pHralto; A, C e E) 2 dias; B, D e F) 14 dias. Magnificagdo:
100 pm

4.6 Forcade cisalhamento Warner—Bratzler

Antes de discutir os resultados de forca de cisalhamento Warner—Bratzler é
necessario ter conhecimento de quais valores deste parametro séo relacionados
com a maciez da carne. Nesse sentido, Delgado et al. (2006) reportaram a
percepcdo de maciez de consumidores brasileiros em bifes de Longissimus dorsi
classificados em valores de for¢a de cisalhamento como duro (> 4,8 Kgf) e macio (<
4,1 Kgf), sendo que os consumidores foram capazes de perceber diferengas entre

eles.
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Houve aumento nos valores de forca de cisalhamento com o aumento da
temperatura interna de cozimento (Figuras 13, 14 e 15), resultado este que € similar
ao reportado por Findlay, Stanley e Gullet (1986) para o musculo Longissimus dorsi.
No entanto, Bertola, Bevilacqua e Zaritzky (1993) e Martens, Stabursvik e Martens
(1982) observaram diminuicdo na dureza quando a temperatura interna do musculo
correspondeu a Tmaxz, fato que foi atribuido a desnaturacéo térmica do colageno. Na
presente pesquisa os teores de colageno total foram baixos (Tabela 3), e a sua
contribuicdo nos valores de forca de cisalhamento pode ser considerada minima, o
gue explica o aumento nos valores de forca de cisalhamento com o aumento da
temperatura de cozimento.

Em termos estruturais, neste trabalho a maciez correspondeu a fracdo
miofibrilar do musculo, constituida principalmente por miosina e actina, que também
podem ter um efeito direto na formacéo de agregados das fibras com o0 aumento da
temperatura interna de cozimento, conforme apresentado nas Figuras 10, 11 e 12.

11 +

Kgf

—e— pH final normal

5 4 —#— pH final anormal

0 7 14 21
Dias post mortem

Figura 13 - Forca de cisalhamento Warner—Bratzler do musculo Longissimus lumborum de animais
zebuinos nas faixas de pH final normal e anormal e dias post mortem, cozidos a
temperatura maxima de desnaturacdo da primeira transicdo térmica (Tmax1)
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11 +

Kgf

—e— pH final normal

5 1 —&— pH final anormal

0 7 14 21
Dias post mortem

Figura 14 - Forca de cisalhamento Warner—Bratzler do muasculo Longissimus lumborum de animais
zebuinos nas faixas de pH final normal e anormal e dias post mortem, cozidos a
temperatura maxima de desnatura¢@o da segunda transicao térmica (Tmaxz)

11 +

Kgf

—e— pH final normal

5 | —&— pH final anormal

0 7 14 21
Dias post mortem

Figura 15 - Forca de cisalhamento Warner—Bratzler do muasculo Longissimus lumborum de animais
zebuinos nas faixas de pH final normal e anormal e dias post mortem, cozidos a
temperatura maxima de desnaturacdo da terceira transicado térmica (Tmax3)

Os bifes podem ser considerados macios apenas ap6s 21 dias post mortem
na Tmax1 para ambas as faixas de pHr, onde alcancaram os valores de 3,88 Kgf e
4,13 Kgf para o pHr final normal e pHr anormal, respectivamente. Na Tmaxz do pHs

normal em 21 dias post mortem o valor de forca de cisalhamento foi de 4,46 Kgf, o
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qual est& no limite de maciez selecionado por Delgado et al. (2006), aqueles autores
definiram o valor de 4,5 Kgf para selecionar carnes duras de carnes macias.

Por outro lado, houve uma diminuicdo nos valores de forca de cisalhamento
com o aumento do tempo de estocagem do musculo para ambas as faixas de pHr,
nas trés temperaturas de cozimento, reducéo esta nao foi suficiente para alcancar
valores de classificagdo macia em varios tempos post mortem (DELGADO et al.,
2006) (Figuras 13, 14 e 15).

Apesar de que a desmina e troponina T degradaram mais rapido na faixa de
pHt normal, parece ser que a degradacdo dessas proteinas nao foi suficiente para
obter carnes com valores de for¢a de cisalhamento baixos, o qual é similar ao
reportado por Huff-Lonergan et al. (1996), que encontraram musculos com valores
de forca de cisalhamento altos tiveram padrdo de degradacdo da desmina e
troponina T similar ao observado nesta pesquisa, ou seja, elas foram degradadas a
partir do dia 7 post mortem.

O fator enzimético poderia estar implicado na degradacdo de desmina e
troponina T e consequentemente na maciez final da carne. Assim, tem sido
observado em carne de Bos indicus maior inibicdo das calpainas pela calpastatina
guando comparado com carne de Bos taurus (SHACKELFORD et al., 1991;
WHEELER et al., 1990; WHIPPLE et al., 1990).

Outro fator interessante € que no pH: anormal ndo houve diferencas
significativas nas trés transicfes térmicas das miofibrilas, em todos os dias post
mortem (Tabela 4), indicando que, nessa faixa de pHs, a degradacao das miofibrilas
ndo foi suficiente para diminuir as temperaturas maximas de desnaturagdo. Isto
também poderia explicar a dureza do musculo no pHranormal, e abre a possibilidade
de estudar os fatores que estabilizam as miofibrilas no aquecimento, e de utilizar
DSC, método rapido, reproduzivel e prético, para medir a degradacao de proteinas
no musculo post mortem.

Entretanto, varios estudos tém demonstrado que a maciez da carne é superior
no pHr normal, sendo que bifes com valores de pHr entre 5,8 e 6,2 sdo considerados
menos macios (CONTRERAS-CASTILLO et al., 2016; LOMIWES; FAROUK;
YOUNG, 2014; LOMIWES et al., 2013; PULFORD et al., 2009, 2008; PURCHAS;
YAN; HARTLEY, 1999; JEREMIAH; TONG; GIBSON, 1991). Para a presente
pesquisa, a similaridade dos valores de forca de cisalhamento entre ambas as faixas

de pHs indicam que o padrdo de maciez € o mesmo, inclusive utilizando temperatura
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interna de cozimento (Tmax1)) menor que a temperatura utilizada para consumo,
sugerindo a importancia da fracdo miofibrilar na maciez final da carne. Em ultima
analise, os valores de forca de cisalhamento observados em ambas as faixas de pHs
podem ser influéncia do gado Bos indicus, ja que esta tem sido reconhecido pela
producédo de carne pouco macia quando comparada com a carne de ragas europeias
(SHACKELFORD et al., 1991; WHEELER et al., 1990; WHIPPLE et al., 1990).

As perdas de peso por cozimento referem-se a eliminacdo de agua e outros
componentes da carne como as proteinas sarcoplasmaticas durante o cozimento
dos bifes, as quais foram maiores com 0 aumento da temperatura interna de
cozimento (Figuras 16, 17 e 18). Este resultado pode ser atribuido, principalmente, a
uma maior desnaturacdo das miofibrilas decorrente das maiores temperaturas
utilizadas. Resultados similares foram reportados por Bertola, Bevilacqua e Zaritzky
(1993), Findlay, Stanley e Gullet (1986) e Martens, Stabursvik e Martens (1982). As
perdas por cozimento foram similares para ambas as faixas de pHr sendo
ligeiramente maior no pHr normal em varios tempos post mortem (Figuras 16, 17 e
18) que pode ser devido aos vaores de pH préximos ao ponto isoelétrico das
miofirbrilas (pH 5.4). Houve uma ligeira queda nas perdas por cozimento dos bifes
nos maiores dias post mortem, para todas as faixas de pH: e temperaturas de
cozimento, o que pode ser decorrente de perdas por purga durante o periodo de
maturacao.

45
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—e— pH final normal
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0 7 14 21
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Figura 16 - Perdas de peso por cozimento do musculo Longissimus lumborum de animais zebuinos
nas faixas de pH final normal e anormal e dias post mortem, cozidos a temperatura
maxima de desnaturacao da primeira transigcao térmica (Tmax1)
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15 t t t
0 7 14 21

Dias post mortem

Figura 17 - Perdas de peso por cozimento do musculo Longissimus lumborum de animais zebuinos

nas faixas de pH final normal e anormal e dias post mortem, cozidos a temperatura
méaxima de desnaturacdo da segunda transicao térmica (Tmaxz)
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Figura 18 - Perdas de peso por cozimento do musculo Longissimus lumborum de animais zebuinos

nas faixas de pH final normal e anormal e dias post mortem, cozidos a temperatura
maxima de desnaturacdo da terceira transi¢cdo térmica (Tmaxz)
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5 CONCLUSOES

A presente pesquisa demonstra que a maciez do muasculo Longissimus
lumborum de animais zebuinos foi similar nas faixas de pH: normal, com valores
menores a 5,8, e anormal, com valores entre 5,8 e 6,2, mesmo quando submetidos a
diferentes temperaturas internas de cozimento.

A maciez foi dependente da fracdo miofibrilar do musculo e ndo do conteddo

de colageno, na faixa de idade estipulada dos animais utilizados.
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6 IMPLICACOES

A producédo de carne pouco macia de Bos indicus, mesmo com pHs normal,
sugere a utilizacdo de métodos para melhorar a maciez, tais como a estimulacao
elétrica, marinacao ou outros métodos mecanicos.

A calorimetria exploratoria diferencial pode ser utilizada para determinar a
desnaturacdo térmica das proteinas da carne, e neste estudo foram deixadas
hipoteses relacionadas com a degradacao proteolitica post mortem das proteinas
em funcdo das temperaturas maximas de desnaturacdo. Futuros estudos devem
confirmar tais hipéteses.

Desde que a carne € consumida cozida, futuros trabalhos devem estudar o
comportamento térmico das proteinas da carne e a relacdo direta com a maciez.
Nesse cenario, a desnaturacdo térmica e a agregacdo de proteinas sdo o0s
processos que devem ser determinados de maneira individual para cada proteina e

em forma conjunta em fun¢éo da similitude das transi¢cdes térmicas.
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