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RESUMO

LOBO, A. A. G. Estudo da relacdo entre indicadores de estresse pré-abate com
caracteristicas qualitativas e metabolismo muscular pds-morte de bovinos
terminados a pasto. 2019. 47f. Dissertacédo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2019.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a relacdo entre indicadores de estresse pré-
abate com caracteristicas de qualidade e metabolismo pd6s-morte de bovinos
terminados em pastagem. Foram colhidas amostras do musculo Longissimus de 55
bovinos da raca Nelore (bos indicus), ndo castrados, terminados exclusivamente em
pasto. Do total de animais abatidos, foram selecionadas 29 carcacas, de acordo com o pH
e classificadas em dois tratamentos: DFD (pH < 5.8; n=13) e normal (pH > 5.8; n=16).
Durante a sangria, foram colhidas amostras de sangue para as analises de cortisol e
de lactato plasmaticos. Foram colhidas amostras do musculo Longissimus thoracis no
dia do abate para as analises de metabdlitos e pH e 48h apo6s foram retirados dois
bifes de 2,5 cm de espessura cada um, para analises instrumentais de qualidade de
carne apos 0 ou 14 dias de maturacdo. N&o foi observada diferenca entre os
tratamentos para lactato e cortisol sanguineos.O pH reduziu com o tempo pos-morte
para ambos o tratamentos, porém o tratamento DFD apresentou maiores valores em
relacdo a carne com pH normal. Foi observada uma interagdo entre os tratamentos e
0s tempos avaliados para glicogénio (P = 0,006), lactato (P < 0,0001), G-6-P (P <
0,0001) e glicose (P < 0,0001). A concentracdo de glicogénio diminuiu ao longo do
tempo. Os valores de perdas por cocg¢ao e forca de cisalhamento foram maiores para
o tratamento DFD (P = 0,01). Com relagéo a cor, foi observado maiores valor de L* (P
=0,01) e b* (P =0,01) para carne DFD. O valor de a* foi maior para a carne normal na
carne nao maturada, porém apoés 14 dias o tratamento DFD apresentou maior valor.
Foram observadas maiores concentragfes de glicogénio muscular nos tempos 8h e
24h, assim como maiores valores de glicose, glicose-6-fosfato e menores
concentracbes de lactato para o tratamento DFD (P < 0,01). Os indicadores de
estresse pré-abate ndo foram adequados para diferenciar carnes pelo pH final.
Diferencas nos valores de pH final ndo recapitulam o mecanismo esperado de cortes
mais escuros para as amostras de alto pH, enquanto que os metabdlitos foram
associados com diferencas encontradas no pH final, porém o mecanismo responsavel

por essa diferenca nao foi determinado.



Palavras-chave: corte escuro, cortisol, pastagem, pH, potencial glicolitico, qualidade

de carne.



ABSTRACT

LOBO, A. A. G. Study of the relationship between pre-slaughter stress indicators
with qualitative characteristics and postmortem muscle metabolism of beef
cattle. 2019. 47f. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2019.

The objective of the present study was to evaluate the relationship between pre-
slaughter stress indicators with quality characteristics and post-mortem metabolism of
cattle grazing. Samples of the Longissimus muscle were collected from 55 Nellore (Bos
indicus) bovines, non-castrated, exclusively grassfed. From the total of slaughtered
animals, 29 carcasses were selected according to pH and classified into two
treatments: DFD (pH < 5.8, n = 13) and normal (pH> 5.8, n = 16). During slaghter,
blood samples were collected for plasma cortisol and lactate analyzes. Samples of the
Longissimus thoracis muscle were collected on the day of slaughter for metabolite and
pH analyzes and 48 hours after two steaks of 2.5 cm thickness were removed for
instrumental analyzes of meat quality after O or 14 days of maturation. No difference
was observed between treatments for blood lactate and cortisol. The pH reduced with
the time after death for both treatments, however the DFD treatment presented higher
values in relation to the meat with normal pH. It was observed an interaction between
the treatments and the times evaluated for glycogen (P = 0.006), lactate (P <0.0001),
G-6-P (P <0.0001) and glucose (P <0.0001). The glycogen concentration decreased
overtime. The values of cooking losses and shear force were higher for DFD treatment
(P = 0.01). Regarding color, a higher value of L * (P = 0.01) and b * (P = 0.01) was
observed for DFD meat. The value of a * was higher for normal meat in the unmated
meat, but after 14 days the DFD treatment presented higher value. Higher
concentrations of muscle glycogen were observed in 8h and 24h times, as well as
higher glucose, glucose-6-phosphate and lower lactate concentrations for DFD
treatment (P < 0.01). The pre-slaughter stress indicators were not adequate to
differentiate meats by the final pH. Differences in the final pH values did not recapitulate
the expected mechanism of darker cuts for the high pH samples, while the metabolites
were associated with differences found in the final pH, but the mechanism responsible

for this difference was not determined.



Keywords: cortisol, dark cutting, glycolytic potential, meat quality, pasture, pH.
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1 INTRODUCAO

A industria da carne gera grande parte dos recursos financeiros do setor
agroindustrial. Com o constante aumento da demanda dos consumidores por produtos
de maior qualidade, € fundamental a melhoria das caracteristicas qualitativas da carne
para que possa alcancar mercados mais exigentes e capazes de pagar um melhor
preco. As diferencas nas caracteristicas qualitativas, como cor, odor, podem ser
reflexos de alteracfes sistematicas na composicdo e condicdo do tecido muscular,
além de outros fatores relacionados ao sistema de producéo.

A producgéo de carcacas com pH elevado (= 5.8), que levam a uma carne
de coloracdo mais escura, também conhecida como carne DFD (do inglés dark, firm
and dry) ou corte escuro - dark cutting (DC), € um dos principais problemas enfrentados
pela industria da carne bovina, pois produtos com essa aparéncia sao rejeitados pelos
consumidores, que normalmente a associam essa caracteristica a um produto de ma
qualidade.

Esse problema tem sido normalmente associado ao sistema de terminacéo
a pasto e ao estresse pré-abate, que estéo relacionados a baixas reservas glicogénio
muscular antes do abate, que resultam na queda inadequada do pH. O alto valor do
pH final das carcacgas, além de resultar em uma carne mais escura, também torna o
produto mais susceptivel as altera¢cdes microbianas, reduzindo assim sua vida util.

Devido ao impacto que a cor tem sobre o valor do produto, funcionalidade
e aceitacao do consumidor e a grande disparidade nos mecanismos que dao origem
a carne escura e DFD, a compreensao das bases bioquimicas e moleculares para o
desenvolvimento da carne escura deve ser mais explorada. Embora os animais
terminados a base de forragens produzam carne escura, nem sempre esse fato
recapitula a bioquimica subjacente ao DFD e, portanto, pode resultar de alteragdes no
musculo em resposta a diferentes paradigmas de producéo.

Desta forma, é importante entender como diferentes fatores estéo
relacionados com a qualidade da carne, visando propor alternativas para solucionar

este problema.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ATRIBUTOS DE QUALIDADE DE CARNE

A carne é um alimento fundamental na dieta humana, devido ao seu alto valor
nutricional. Além disso, os consumidores estdo em busca de alimentos que atendam
suas expectativas quanto a experiéncia sensorial e de seguranca alimentar. No
mercado globalizado, a satisfacdo total das exigéncias dos consumidores nao é
opcional, e sim requisito basico para o crescimento e desenvolvimento de qualquer
organizagao.

A gualidade da carne € influenciada por uma série de fatores pré e pos-abate,
gue afetam, isoladamente ou em conjunto, caracteristicas como maciez, cor, sabor e
suculéncia, entre outros.

Em condi¢cbes normais, 0s animais utilizam processos biol6gicos para manter
o0 organismo em equilibrio, ou seja, dentro de limites estreitos de variacdo, onde os
processos vitais apresentam melhor desempenho. Esse processo é chamado de
homestasia. Durante o processo de abate dos animais, apds a sangria, uma grande
guantidade de sangue € perdida, causando um desequilibrio no funcionamento normal
do organismo, que desencadeia uma série de processos biolégicos que visam manter
a homeostasia.

A interrupcao da circulacdo sanguinea, que era responsavel pelo transporte de
oxigénio para os tecidos para producdo de energia, desencadeia o processo de
producdo anaerobico de energia e continua a sintetizar e utilizar ATP através do
glicogénio e compostos de fosfato de alta energia armazenados no mdusculo,
resultando na producéo de energia (ATP), acido latico e H*. O acumulo dos ions H* no
tecido muscular , leva a uma reducéo gradual do pH (ENGLAND et al. 2013), até que
as reservas de glicogénio muscular se esgotem e todo o0 processo seja paralizado,
guando ocorre entédo, o estabelecimento do rigor mortis. Esse processo é conhecido
como transofrmacéo do musculo em carne.

Em condi¢cbes normais o pH cai até atingir valores entre 5,6 a 5,8 resultando
em uma carne de coloracdo vermelha cereja brilhante, a qual os consumidores
associam a um produto de qualidade (TARRANT, 1989; SAWYER et al., 2009).

Por outro lado, quando um animal é submetido a circunstancias estressantes

no periodo pré-abate, ha uma rapida resposta de luta-ou-fuga, o que resulta em
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deplecdo de glicogénio muscular, causando alto pH final na carne (LACOURT e
TARRANT, 1985 apud LU, 2018). Da mesma forma, animais terminados em pastagem
apresentam menores reservas de glicogénio muscular em comparagdo a animais
confinados (GERRARD, 2016), que em ultima instancia, implicam em uma pequena
gueda do pH muscular no periodo pos-abate.

Elevados valores de pH da carne (> 5,8) estdo relacionados a uma maior
retencdo de agua, coloracdo mais escura e menor vida Util, além de ser associada,
pelos consumidores, a um produto de menor maciez.

Em funcdo do impacto que essas caracteristicas exercem sobre a cadeia
produtiva da carne, € importante a compreensao das bases bioquimicas e moleculares

envolvidas na cor e maciez da carne de animais produtores de carne

2.2 Cor

Segundo Lawrie (2005) no momento da decisdo da compra do produto o
consumidor avalia varios atributos, sendo a cor um dos principais, pois esta
associada com o frescor e qualidade da mesma (FAUSTMAN e CASSENS 1990;
PONNAMPALAM et al., 2017). Em um segundo momento, apos a compra a decisao
de voltar a consumi-lo é influenciada por fatores como sabor, suculéncia, maciez,
experimentadas durante o processo de preparo e consumo.

As diferencas de coloracdo observadas na carne séo reflexos da interagéo de
diversos fatores como espécie, sexo, idade do animal,estresse pré-abate, forma de
resfriamento das carcacas, sistema de terminacéo, queda do pH e pH final da carne,
embalagem, entre outros. (Abril et al., 2001; Mancini e Hunt, 2005).

A cor da carne esta relacionada a concentragédo de pigmentos (principalmente
mioglobina) dentre outros, como o potencial antioxidante (principalmente vitaminas e
carotendides), a estrutura das fibras e ao estado fisico das proteinas musculares e ao
tipo e nivel de gordura intramuscular (BEKHIT e FAUSTMAN, 2005; BODAS et al.,
2007; PONNAMPALAM et al., 2012a).

A taxa de declinio de pH e a temperatura, durante o desenvolvimento do rigor,
séo dois dos mais importantes fatores post mortem que afetam as caracteristicas de
gualidade da carne, como a cor e a maciez (MARSH et al., 1981; MANCINI e HUNT,
2005; SAVELL et al.,, 2005; THOMPSON et al., 2006; HUFF- LONERGAN e
LONERGAN, 2007; KIM e HUNT, 2011, apud KIM, 2014).
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Elevados valores de pH da carne (> 5,8) faz com que o estado das proteinas
miofibrilares fique acima do seu ponto isoelétrico, levando a uma maior retencéo de
agua no musculo e, consequentente, uma maior compactacao das fibras musculares,
resultando em uma cor mais escura (ABRIL et al., 2001). Dessa forma, a 4gua se
mantém dentro da célula, associada as proteinas miofibrilares, fazendo com que a luz
incidente seja pouco refletida conferindo uma aparéncia escura a carne, uma vez que
a estrutura da carne confere as suas habilidades em absorver e, ou, dispersar a luz
incidente (RAMOS & GOMIDE, 2017). Esse tipo de carne aumenta 0s riscos de
contaminagdo bacteriana, diminuindo a vida de prateleira e a capacidade de
transformacao industrial.

A carne caracterizada como DFD tem uma cor escura a preta (MILLER et al.,

2007), como mostrado na figura 1.

Figura 1: Amostra do musculo Longissimus com
coloracdo escura (anormal — esquerda) ou normal
(direita). Fonte: acervo pessoal.

O espaco L* a* b* - também conhecido como CIELAB, foi desenvolvido pelo
CIE em 1976 e é muito utilizado em todas as areas onde a mensuragcéo de cor é
necessaria. Neste espaco, L* indica luminosidade e a* e b* sdo as coordenadas de
cromaticidade, onde o eixo —a*-----+a* vai de verde a vermelho, e —b*-----+b * vai de
azul a amarelo. Em cada uma dessas dire¢des (eixos a e b), quando se caminha para
as extremidades tem-se maior saturacdo da cor (FELICIO, 1999), além do espaco
DE*, onde tem-se a diferenca total da cor.

A oxidagdo do pigmento de oximioglobina leva a reducdo em ambas as

coordenadas a* e b*, porém com aumento nos valores de L*.
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A oxidacédo do pigmento que da cor a carne, a mioglobina, provoca a descoloracdo da
carne devido a formacdo do pigmento metamioglobina de cor marrom indesejavel.
Assim, os valores desejaveis da cor de uma carne normal se dizem de a*=24,02;
b*=17,59 e L*= 39,92 (RAMOS E GOMIDE, 2017).

2.3 MACIEZ

Segundo Safiudo (2004), os valores de maciez mudam com a maturagao; e
maturacdo compreende uma série de fenbmenos bioquimicos e fisico-quimicos que
ocorrem com o armazenamento refrigerado da carne e que conduzem a melhoria
progressiva da sua qualidade, especialmente da maciez. Uma vez que as
propriedades mecanicas do colageno ndo parecem ser significamente alteradas no
periodo post mortem, o0 aumento da maciez € devido a modificacdes bioquimicas e
ultraestruturais do componente miofibrilar, sendo o mecanismo de natureza
enzimatica o principal responsavel pela maturagdo post mortem (RAMOS e GOMIDE,
2017).

Koohmaraie (1995), estudando diferentes racas de bovinos, observaram que
aproximadamente 46% das variac6es na maciez da carne séo por causa da genética,
engquanto que 54% das variacdes séo explicadas pelo efeito de ambiente. Quando a
analise é feita dentro de uma mesma raca, a genética explica 30% das variacdes na
maciez, enquanto que 70% sé&o dependentes do efeito de ambiente.

Dentro dos fatores que modificam a qualidade da carne, o sexo encontra-se
como uns dos principais (ESTRADA, 2014). Berg e Butterfield (1976) indicaram que o
desenvolvimento dos componentes corporais dos bovinos € diferente conforme ao
sexo. Segundo Di Marco (1994), as carcacas de machos sdo mais pesadas que as
provenientes de fémeas por ter maior velocidade de crescimento causado
principalmente pela concentragéo de testosterona que reflete numa maior quantidade
de deposicao de proteinas.

Em um estudo realizado em diversos paises da Europa avaliando carcacas
bovinas, foi notada diferenca na ocorréncia de carne DFD entre diferentes sexo e
idade; encontrando-se de 1 a 5% para novilhos e novilhas, de 6 a 10% para vacas e,
de 11 a 15% para machos adultos ndo-castrados; resultados que pode ser devido ao
estresse ocasionado pelo abate, sendo maior em machos (ROCA, 2001).

O transporte € um dos estressores mais comuns experimentados pelo gado,

especialmente com o0 aumento do movimento nacional e internacional de animais.
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Uma observacdo frequente apds o transporte € um aumento transitério da
concentracdo de cortisol no sangue. Muitos fatores podem contribuir para essa
resposta ao estresse, incluindo interagbes homem-animal imediatamente antes e
depois do transporte (CHEN et al., 2015).

Nos animais submetidos ao estresse antes do abate, as reservas de energia
(glicogénio) serdo utilizadas e apds o abate ndo havera uma queda normal do pH,
ocasionando carne DFD (LUCHIARI FILHO, 2000).

O estresse induz a mudanca na secrecao de hormdnios no eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal, gerando alteracdes metabdlicas, enddcrinas, alteracfes na resposta
imunolégica e no comportamento dos animais. O eixo tem inicio no hipotalamo,
responsavel pela liberacdo de horménio liberador de corticotrofina (CRH), que
estimula a hipéfise a liberar o horménio adrenocorticotréfico (ACTH), que por suavez
estimula a adrenal a produzir e secretar cortisol (MCDONALD, 1989; RANDALL et al.,
2000). O nivel de cortisol eleva-se rapidamente apds aplicacdo de estimulos
estressantes e caracteriza-se como um excelente indicador de estresse agudo
(RANDALL et al., 2000).

Por conseguinte, alguns métodos classicos para o estudo do estresse nos
bovinos consistem em submeté-los ao transporte em caminhdes, reagrupa-los em
novos currais e lotes e mensurar a elevagao dos niveis séricos de cortisol, adrenalina
e noradrenalina (KENNY e TARRANT, 1987). Em se tratando de transporte € preciso
levar em conta que o tempo total da viagem, desde o embarque até o desembarque,
nao deve ultrapassar 12 horas. Em viagens com duracdo maior que 12 horas 0s
animais devem ser desembarcados, oferecendo um local adequado para que
descansem, além de alimento e agua a vontade (MAPA, 2013)

O transporte e 0 manejo dos animais estimulam um aumento no cortisol
circulante (COCKRAM e CORLEY, 1991). Esta observacdo € consistente com as
descobertas relatadas de outros eventos coincidentes conduzidos pelo cortisol em
bovinos transportados, como respostas de linfécitos neutrofilicos e respostas
estimuladas por outros hormonios indicativos de estresse, tais como beta-endorfina e
tiroxina (SCOTT; SCHAEFER; JONES; MEARS e STANLEY, 1993). Além do
precedente, uma seérie de mudancas metabdlicas significativas também foram

observadas devido ao estresse por transporte em bovinos.
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Estas incluem um aumento nas enzimas tais como a creatina fosfoquinase (TARRANT
e MCVEIGH, 1979; KENNY e TARRANT, 1988; COCKRAM e CORLEY, 1991), a qual
catalisa a conversdo da creatina em fosfocreativa que serve como reservatorio de
energia para regeneracdo rapida in situ, lactato desidrogenase e aminotransferase
(SCOTT et al., 1993), enzimas fundamentais do processo de transformacéo da glicose
em energia para o tecido muscular e na deteccdo de lesbes no figado,
respectivamente.

O sistema de producdo predominante no Brasil € o extensivo, em que animais
nao-castrados, geralmente sem suplementacdo e mantidos em pasto, sdo abatidos
em uma idade média de 30 a 36 meses (GONDIM, 2013).

Normalmente, as pastagens apresentam uma grande variabilidade, em relagcao
a quantidade e qualidade dos nutrientes disponiveis, durante o ano. De acordo com
Lanna et al. (2004), cerca de 80% da producéo de forragem ocorre no periodo das
chuvas (outubro a maio), mas no periodo da seca € comum se observar grande déficit
de alimentos para o gado no final da entressafra. Segundo Loudon et al. (2018), o
aumento da adubacéo de magnésio das pastagens, acima de 0,24%, diminuiu o risco
de cortes escuros da carne de bovinos terminados a pasto.

A producéao de bovinos de corte no Brasil tem como base a utilizagao de animais
de origem zebuina, principalmente da raca Nelore e suas cruzas. O Nelore é araca
mais representativa tanto em producdo quanto em produtividade nas pastagens
tropicais, principalmente por sua maior adaptacdo as condi¢des tropicais, em regides
onde o estresse térmico e 0s ecto e endoparasitas limitam a produtividade das racas
taurinas. Assim sendo, a raca do animal tem um efeito no corte escuro da carne, tendo
a espeécie bos indicus um efeito significante na cor da carne quando comparada a
racas europeias (VILJOEN, 2000).

Mesmo que a maioria do rebanho de corte seja terminada em pastagens, 0
Brasil atende importantes mercados externos. Segundo dados da Secretaria de
Comércio Exterior — Secex, no 1° trimestre de 2018, as exporta¢cbes brasileiras de
carne bovina in natura cresceram tanto em volume (31,1%) como em faturamento
(20,5%) em comparagao com o 1° trimestre de 2017. No 1° trimestre de 2018, as
exportacdes brasileiras de carne bovina in natura mantiveram Hong Kong como o seu
principal destino, com 22,9% de participacdo, 6,9 pontos percentuais acima do
registrado no 1° trimestre de 2017, ocupando o lugar da China, que se encontra na

segunda posicao desde o 2° trimestre de 2017.
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A terminacdo em confinamento permite um maior aporte energético devido a dietas
ricas em concentrado em detrimento ao volumoso. Ainda assim ha incidéncia de
carnes DFD neste sistema de terminacdo. Em um experimento onde se testou o tempo
de jejum por periodos entre 40 e 60 horas, os resultados mostraram uma maior
incidéncia de cortes escuros em animais em jejum (VILJOEN, 2000) em comparacao
com animais que foram alimentados num periodo de até 12h pré-abate. Por
conseguinte, o jejum também inibiu a resintese de glicogénio muscular durante o
periodo de recuperacéo do estresse.

Os resultados do estudo feito por O'QUINN et al. (2018) indicam a contribuicdo
relativa da maciez, suculéncia e sabor a palatabilidade geral da carne bovina, as quais
fornecem evidéncias de que o fracasso de um unico traco de palatabilidade aumenta
dramaticamente a probabilidade de falha global de palatabilidade, indicando que
nenhum traco Unico de palatabilidade é mais importante, ja que esta depende da

aceitacao das trés caracteristicas: maciez, suculéncia e sabor.
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3 HIPOTESE

O estresse e 0 potencial glicolitico muscular pré-abate ndo sdo os unicos fatores

relacionados com o pH final e a cor da carne de bovinos terminados em pasto.

4 OBJETIVO

Avaliar a relacéo entre indicadores de estresse pré-abate com caracteristicas
de qualidade da carne e metabolismo muscular pés-morte de bovinos terminados em

pastagem.
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5 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos envolvendo animais neste experimento estdo de acordo
com as normas de bem-estar animal e foram autorizados pelo Comité de Etica da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo,
(nimero de protocolo CEUA N°: 7432221018/18).

5.1 ANIMAIS, SISTEMA DE ALIMENTACAO E COLETA DE AMOSTRAS

Foram colhidas amostras do musculo Longissimus, de 55 bovinos da raca
Nelore (bos indicus), machos nao-castrados, terminados exclusivamente em pasto,
recebendo apenas sal comum. Os animais foram abatidos em frigorifico comercial, de
acordo com procedimentos humanitérios, conforme exigido pela legislac&o brasileira.

Os bovinos possuiam cronologia dentéria aproximada 2 e 4 dentes (20 a 36
meses), peso de carcaca entre 300 a 360 kg e foram provenientes do estado do
Tocantins, cuja distancia do local de abate era de aproximadamente 1.800 km. As
carcacas foram classificadas quanto ao acabamento em escassa (1 a 3 mm de
espessura de gordura subcutanea).

AplOs a insenbilizacdo, os animais foram sangrados e imediatamente foi
coletada amostras de sangue de cada animal, sendo uma em tubos Vacutainer®
heparinizados para as analises de cortisol e outra em Vacutainer® fluoretado para as
analises de lactato plasmaticos.

Imediatamente apds a remocédo do couro foram colhidas amostras do musculo
Longissimus thoracis (LT), de aproximadamente 10 g, na regido entre a 122 e 132
costelas, para as analises de metabdlitos e pH. As amostras foram coletadas e
congeladas em nitrogénio liquido.

Posteriormente, as carcacas foram resfriadas (0 — 2 °C) por 48 horas. Apés esse
periodo, foi realizada uma avaliacdo do pH (pH48) e da temperatura das carcacas (T48),
utilizando-se um peagametro digital portatil (Hanna Instruments — modelo HI99163, Sao
Paulo, Brasil).

Com base nos valores de pH, foram selecionados selecionadas 29 carcacas, de
acordo com o pH e classificadas em dois tratamentos: DFD (pH > 5.8; n=13) e normal
(pH < 5.8; n=16).
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Em seguida, a meia-carcaca esquerda de cada animal foi dividida na regido entre a
122 e a 132 costelas, para retirada de duas amostras de 2,5 centimetros de espessura
no musculo LT, as quais foram identificadas e embaladas a vacuo individualmente e

maturadas por 0 ou 14 dias.

5.2 ANALISES INSTRUMENTAIS DE QUALIDADE DE CARNE

5.2.1 AvaliacOes da cor

Apbs os periodos de maturacao (0 ou 14 dias), as amostras foram retiradasdas
embalagens e deixadas em exposi¢do ao oxigénio dentro de expositor refrigerado (5 -
7 °C) por 30 minutos. A leitura da cor foi realizada na superficie dos bifes, utilizando
um espectrofotbmetro portatil, modelo CM2500d (Konica Minolta Sensing Inc., Sdo
Paulo, Brasil), com fonte de luz D65, &ngulo de observacao de 10° e abertura da célula
de medida de 30 mm. As avaliacdes foram realizadas utilizando o sistema CIELAB,
por meio de leituras de refletancia da luz em trés dimensdes: L* é o indice associado
a luminosidade (L* = 0 preto, 100 branco); a* € o indice que varia do verde (-) ao
vermelho (+); e b* do azul (-) ao amarelo (+), segundo metodologia descrita por Honikel
(1998).

5.2.2 Perdas por coccéo e forca de cisalhamento

A analise de PPC foi realizada segundo a metodologia proposta por Honikel
(1998), pela diferenca entre o peso inicial e final da amostra (antes e depois da cocgao)
e foi expressa em percentagem. As amostras foram assadas em forno elétrico (Modelo
F130/L — Fornos Elétricos Flecha de Ouro Ind. E Com. Ltda, Sdo Paulo, Brasil) a
170°C, até atingirem a temperatura interna no bife de 71°C. As temperaturas internas
dos bifes foram avaliadas, por meio de termémetros individuais (Modelo RisePRO-
Wireless Remote Digital Meat) com um sensor metalico tipo agulha que foram
inseridos nos bifes até sua parte central. Logo em seguida, os bifes foram embalados
individualmente e resfriados por 24 horas em refrigerador doméstico. Em seguida,
foram retirados seis cilindros de 12 mm de diametro de cada bife com um vazador
elétrico WHEELER et al., 2001).
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A analise de maciez foi realizada com o texturometro TMS-PRO (Food Technology
Corporation, Sterling, Virginia, USA) equipado com lamina tipo Warner-Bratzler
(WBSF).

Para determinacéo da forca de cisalhamento, foi considerando o valor médio
dos seis cilindros, seguindo metodologia de Shackelford, Wheeler e Koohmaraie
(2004).

5.3 ANALISES DAS CARACTERISTICAS SANGUINEAS

5.3.1 Cortisol e lactato

As amostras de sangue foram coletadas utilizando tubos heparinizados
(cortisol) e fluoretados (lactato) e colocadas em gelo imediatamente apds a
amostragem. Ao final do abate, as amostras foram centrifugadas a 2100 x g durante
15 min a 4 °C e o plasma armazenado a - 20 °C até o momento das analises. As
concentracbes de cortisol e lactato foram realizadas em laboratério comercial
(Laboratério de Diagnéstico de Analises Clinicas - DAC) localizado em
Pirassununga/SP, usando um kits ELISA (Monobind Inc., Lake Forest, CA, EUA).

5.4 ANALISES BIOQUIMICAS

5.4.1 Glicdlise in vitro

As amostras do muasculo LT foram trituradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em uma relagdo de 100mg/mL em uma solucdo de glicélise
anaerobica contendo Na, HPO, 10 mM, MgCl, 5 mM, KCI 60 mM, ATP 5 mM, ADP
0,5 mM, NAD+ 0,5 mM, glicogénio 30 mM, carnosina 25 mM, creatina 30 mM e acetato
de sodio 10 mM (pH 7,4), conforme metodologia descrita por ENGLAND et al., (2014).

Os tubos foram mantidos a 25°C durante todo o ensaio. As aliquotas foram
coletadas apos 0, 0.5, 2, 4, 8, 12, e 24 horas post mortem para posteriores analises

de pH e metabdlitos.
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5.4.2 Mensuracgédo do potencial hidrogenidnico (pH)

As amostras para andlise de pH foram preparadas utilizando o método proposto
por Bendall (1973). As aliquotas coletadas nos tempos 0; 0.5; 2; 4; 8; 12 e 24 horas
foram transferidas para um tubo de centrifuga de 1,5 mL contendo 100 uL de solucao
de iodo-acetato de sédio 25 mM e KCI 750 mM (pH 7,0). Amostras foram mantidas
por cinco minutos a 25°C e posteriormente centrifugadas a 14.000 x g por cinco
minutos. Em seguida, foi realizada a mensuracédo do pH utilizando um peagametro

digital portatil (Hanna Instrumentos — modelo HI99163, Sdo Paulo, Brasil).

5.4.3 Avaliagao dos metabolitos

Para analise de glicogénio, as aliquotas foram coletadas, homogeneizadas em
uma propor¢ao de 1:1 com uma solucdo de HCI 2,5 M, aquecidas a 90°C por duas
horas e centrifugadas a 14.000 x g por 5 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi
neutralizado com KOH 1,25 M. Para as analises de glicose e G-6-P, as aliquotas foram
coletadas e adicionadas ao mesmo volume de PCA 1M, incubadas no gelo por 20
minutos e centrifugadas a 14.000 x g por 5 minutos. Em sequéncia, o sobrenadante
foi neutralizado com 2M KOH. As andlises de metabdlitos foram realizadas de acordo
com a metodologia proposta por Bergmeyer (1984) e modificada para placas de 96
pocos (HAMMELMAN et al., 2003). Todos os metabdlitos foram analisados em
temperatura ambiente (25°C) e mensurados com espectrofotdmetro Multiscan Go FlI-
01620 (ThermoFisher, Vantaa, Finlandia) em absorbancia no comprimento de onda
de 340 nm.

6 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados foram analisados por analise de variancia, utilizando o procedimento
Mixed do software SAS 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC), em um delineamento
inteiramente casualizado, com 13 repeticdes para o tratamento DFD e 16 repeticdes
para o tratamento normal. O tratamento (Normal — pH < 5.8 e DFD — pH = 5.8) foi

considerado como efeito fixo e o animal como efeito aleatério.
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Os dados que foram avaliados em diferentes tempos foram analisados como medidas
repetidas no tempo, considerando os efeitos fixos de tratamento, tempo e interacao
tempo e tratamento e o animal como efeito aleatério. As estruturas de covaviancia
foram modeladas e a que apresentou melhor ajuste (menor valor de AICC) para cada
variavel foi utilizada (CROWDER e HAND, 1990).
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7 RESULTADOS

7.1 pH 48 horas

Conforme esperado foi observado um maior valor de pH para as amostras DFD em

comparacao ao tratamento normal (P<0,0001; Figura 2).

Figura 2. Médias dos valores de pH avaliado 48h apd4s o abate de acordo com os
tratamentos.

7.2 Variaveis sanguineas

N&o foi observada diferenca entre os tratamentos tanto para as concentracdes
de lactato e quanto de cortisol plasméaticos (Tabela 1).

Tabela 1. Médias, erro padrdo da média (EPM) e probabilidade (Pr>F) dos
valores de cortisol e lactato plasmaticos, em funcdo dos tratamentos.

Tratamentos

Caracteristicas EPM2 Pr>F
DFD' Normal

Lactato, (mg/dL) 83,3 87,6 5,86 0,61

Cortisol, (ug/dL) 3,7 4,3 0,36 0,29

Nota: ' Carne com pH > 5,8; 2Erro Padrao da Média. Fonte: autora
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7.3 Qualidade da carne

N&o foi observada interagc&o entre os tratamentos e o tempo de maturacéo para
a maioria das caracteristicas de qualidade da carne (Tabela 2), exceto para os valores
de a* (P<0,01;Figura 3). O tratamento DFD apresentou maiores valores de L*
(P=0,01), b* (P<0,01), diferenca total de cor (DE; P=0,01), assim como maior for¢a de
cisalhamento (P=0,03) e perdas por coc¢cédo (P=0,01) em relacdo ao tratamento
normal.

O tempo de maturacdo nao influenciou a maioria das caracteristicas de
qualidade, exceto a forca de cisalhamento, que apresentou menores valores nas
amostras maturadas por 14 dias em relagcdo as ndo maturadas (P<0,01), conforme

esperado.

Tabela 2. Médias, erro padrdo da média (+) e probabilidade (Pr>F) dos valores de
cortisol e lactato plasmaticos, em funcéo dos tratamentos.

Tratamentos Tempo de maturacao Pr>F
Caracteristicas' Normal DFD 0 14 Tratamento Tempo ;I'ratamento
Tempo
Cor
L* 35,5+0,56 37,7+0,62 36,0+0,59 37,2+0,59 0,01 0,13 0,58
a* 15,2+0,26 14,7+0,29 16,5+0,28 13,4+0,28 0,19 <0,01 <0,01
b* 12,0+0,24 13,1+0,26 12,5+0,25 12,6+0,25 <0,01 0,92 0,47
DE 40,5+0,56 42,7+0,62 41,5+0,59 41,6+0,59 0,01 0,92 0,79
FC, N 50,1+2,61 58,9+2,90 63,0£2,76 45,9+2,76 0,03 <0.01 0,19
PPC, % 16,9+0,55 19,1+0,62 18,2+0,59 17,8+0,59 0,01 0,60 0,20

Nota: L* = luminosidade; b* = intensidade de amarelo, DE = diferenca total de cor, FC = for¢a de
cisalhamento, PPC= perdas por coc¢ao, DFD = amostras com pH>5.8,

Com relagéo aos valores de a* da cor os valores diminuiram para ambos os
tratamentos nas amostras maturadas (Figura 3), enquanto que o efeito dos
tratamentos foi diferente em funcao do tempo, sendo que nas amostras ndo maturadas
os valores de a* foram maiores nas amostras normais (P<0,05), enquanto que nas
amostras maturadas por 14 dias, os valores se inverteram, com maiores valores para

o tratamento DFD (P<0,05), em comparac¢éo ao normal.
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Figura 3. Média dos valores do croma a* de em funcéo do tratamento e tempo
de maturagao.

a,A b,A
a,B
I | I
0 14

Tempo de maturacdo, dias

20
18
16
14
12
10

Valor de a*

[ L~ I = -

B Normal mDFD

ab | etras minusculas diferentes diferem entre si dentro do tempo de maturacdo (P<0,05);
AB | etras mailsculas diferentes diferem entre si dentro do tratamento (P<0,05);

7.4 pH e metabdlitos in vitro

Houve interacéo entre tratamentos e tempo (P<0,01) para os valores de pH in
vitro (Figura 4). Nao houve diferenca entre os valores de pH inicial, porém apés 30 min,
o pH das amostras do tratamento normal, foram inferiores ao tratamento DFD, em todos
0s tempos avaliados (P<0,01). O pH de ambos o tratamentos reduziu com o tempo,
sendo que ap06s 24 h, o pH do grupo normal atingiu média de 5,6, enquanto que das
carnes DFD esse valor foi de 5,9.
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Figura 4. Valores médios do pH muscular avaliado no sistema in vitro, em funcéo

dos tratamentos e tempo de avaliacao.

Da mesma forma que o observado para o pH, houve interacdo entre os
tratamentos e os tempos avaliados para as concentra¢des de glicogénio, lactato, G-6-
P e glicose (P < 0,01).

As concentracdes de glicogénio diminuiram ao longo do tempo para ambos 0s
tratamentos (Figura 5). O tratamento normal apresentou maior concentragao inicial (P
<0,01) em relacao ao tratamento DFD. Porém nos tempos 30 min, 2h e 4h n&o houve
diferenca entre os mesmos e apés 8h (P = 0,02) e 24 horas (P = 0,01) post mortem,
maiores valores foram encontrados no tratamento DFD (P = 0,02 e P=0,01,
respectivamente).

As concentragdes de glicose aumentaram com tempo post mortem (Figura 6).
Na medida inicial (hora 0), foi observada uma maior concentracéo de glicose no tratamento
normal ( P <0,01), no entanto, nos tempos 0,5; 2 e 4 horas os valores foram semelhantes.
Apos 8 e 24 horas o tratamento normal apresentou maior concentracao em relacéo ao
DFD (P < 0,001).
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Figura 5. Valores médios das concentracdes de glicogénio muscular avaliado

no sistema in vitro, em funcéo dos tratamentos e tempo de avaliacéo.

Figura 6. Valores médios das concentracdes de glicose muscular avaliado no

sistema in vitro, em funcéo dos tratamentos e tempo de avaliacao.

As concentracdes de G-6-P néo diferiram entre os tratamentos até 4h, porém
foram maiores no tratamento normal apos 8, 12 e 24 h em comparacéo ao tratamento
DFD (P < 0,01; Figura 7).
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Figura 7. Valores médios das concentracdes de glicose-6-fosfato muscular
avaliado no sistema in vitro, em funcdo dos tratamentos e tempo de

avaliacao.

As concentracfes de lactato aumentaram em fung¢éo do tempo para ambos o0s
tratamentos (Figura 8). Menores concentracdes de lactato (P < 0,01) foram
observados no tratamento DFD no tempo inicial (hora 0), porém nos tempos 0.5; 2 e
4 horas os tratamentos apresentaram valores semelhantes, sendo que nos tempos 8

e 24 horas, as concentracfes foram maiores no tratamento normal (P < 0,01).

Figura 8. Valores médios das concentracdes de lactato muscular avaliado no

sistema in vitro, em fung&o dos tratamentos e tempo de avaliacéo.
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8 DISCUSSAO

Apés o abate, inicia-se uma série de processos metabdlicos que visam a
producdo de energia para manutencdo da homeostasia do organismo, que levam a
acidificacdo do musculo e consequentemente a reducao do pH, chegando a valores
ideais entre 55 a 5,6 (PEARSON e YOUNG, 1989). Quando o pH nado cai
adequadamente e fica com valores acima de 5,8 a carne é considerada DFD
(SCHEFFLER et al., 2011). A principal causa do alto pH final em bovinos € devido ao
estresse pré-abate que consome as reservas de glicogénio muscular antes do abate e
causa um baixo nivel de lactato apos a morte.

O cortisol é geralmente considerado como o principal indicador bioquimico
usado para medir o estresse pré-abate (RUSSELL et al., 2012). CHEN et al. (2015)
afirmaram que o transporte esta entre os maiores estressores fisicos em diversas
categorias animais, causando alterac6es comportamentais que incluem um aumento
da reatividade a eventos estressantes e as respostas fisiologicas incluiram niveis
elevados de cortisol no plasma.

Os niveis de lactato também podem estar relacionados ao estresse pré-abate
(TADICH et al., 2013; WARNER et al., 2007). A concentracao de lactato eleva-se
rapidamente pelas reac6es comportamentais fisicas ao estresse (CHEN, 2015). A
medula adrenal libera catecolamina quando o estresse pré-abate ativa o sistema
simpato-adrenal. Assim, o glicogénio do figado € liberado rapidamente e os niveis de
lactato no sangue aumentam (WARRISS, 2010).

Neste estudo, ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos tanto para
0s niveis de cortisol quanto de lactato (Tabela 1). Apesar dessas duas variaveis
estarem relacionadas com o estresse pré-abate e, por consequéncia, a ocorréncia de
carnes DFD, isso ndo ocorreu neste estudo, indicando que essas variaveis nao séo
bons indicadores do pH final e que outros mecanismos estdo envolvidos nesse
processo.

Embora as carnes DFD possam ser avaliadas visualmente, medi¢des objetivas
de cores tém sido usadas como critérios para definir o dark cutting (HOLMAN et al.,
2016). Neste estudo, os valores de L* e b* foram influenciadas pelos tratamentos,
sendo que os maiores valores foram observados no tratamento DFD, contrariamente

ao esperado.



40

JEREMIAH et al. (1991), VAZ e RESTLE (2000), encontraram que animais castrados
tiveram carne de cor mais clara, demonstrando que animais castrados tiveram um
maior metabolismo energético muscular, gerando maior acumulo de lactato, além de
uma cor de carne mais vermelha (a*) e mais amarela (b*). No estudo de MACH et al.
(2009) apud SILVA et al. (2014), avaliando condicdo sexual mostrou que animais ndo
castrados tiveram uma carne mais escura (<L*), menos vermelha (<a*) e menos
amarela (<b*), de acordo com os valores encontrados neste presente estudo (Figura
3 e Tabela 2).

Para o croma a* houve interacdo entre tempo e tratamento (P = 0,0001), sendo
avaliado nos dois tempos de maturagéo 0 e 14, obtendo um maior valor de a* para
carne normal em relagdo ao DFD, e um menor valor de a* no maior tempo de

maturacdo para ambos os tratamentos (Figura 3).

ANDRADE et. al. (2010) revelaram que a maturacao contribui com a maciez de
carnes de bovinos aos sete e 21 dias por reduzir a for¢a de cisalhamento, entretanto,
interfere negativamente na coloracdo, portanto, a escolha do tempo de maturacéo
adequado para carnes bovinas depende do atributo a ser valorizado. Entretanto,
MORGAN et al. (1993) apud SILVA et al. (2014), identificaram que bovinos néo
castrados tém maior atividade da calpastatina no musculo Longissimus e menor
protedlise durante os primeiros sete dias post mortem, podendo ser atribuida a uma
diminuicdo da maciez. Com o exposto, para FC, houve diferenca entre os tratamentos
mostrando que o tratamento normal foi mais macia que a DFD. Os valores de PPC
também foram maiores no tratamento DFD, o que esta coerente com a maior

capacidade de retencdo de agua observada nas carnes DFD.

A carne apresenta fatores que favorecem o crescimento microbiano, como a
alta atividade de agua (FRANCO e LANDGRAF, 2008). Um dos pontos relevantes em
termos de retencdo de agua, independentes do pH € a desnaturacdo das proteinas
oriundas da queda de energia do musculo. Com a diminuicdo do ATP, inicia-se 0
processo de desnaturacdo das proteinas cuja integridade do animal vivo depende do
fornecimento de energia (LAWRIE, 2005 apud SILVA, 2017).

Neste estudo, o pH avaliado in vitro diminuiu em ambos os tratmentos ao longo
do tempo, sendo que o tratamento DFD apresentou maiores valores em quase todos
os tempos avaliados, exceto no tempo Oh, onde ndo houve diferenca entre os
tratamentos. Os maiores valores de pH para o tratamento DFD, observados neste

estudo,
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sdo condizentes com as maiores concentracdes de glicogénio muscular para esse
mesmo tratamento nos tempos 8h e 24h, sendo que apos 4h ja houve um maior valor
numerico para o tratamento DFD, semelhante ao observado para os valores de glicose
(Figura 6) e glicose6-fosfato (Figura 7). Da mesma forma, esses resultados s&o
condizentes com as menores concentracdes de lactato (Figura 8).

A resolucao do pH final coincide com o fim da glicélise, e isto tem sido atribuido
a falta de substrato disponivel (LAWRIE, 2005; FERGUSON e GERRARD, 2014).

Os menores valores de lactato para a carne DFD em relacdo a carne normal
(Figura 6) condiz com SILVA et al. 2014 os quais dizem que, se ocorrer deficiéncia
nas reservas de glicogénio muscular, ocorrerd uma menor formacao de lactato e o pH

final permanecera alto.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se sugerir que as
diferengas no pH final das carnes ndo esta associada com as concentracdes
plasméticas de cortisol e lactato e, embora essas variaveis sejam utilizadas como
indicadores de estresse pré-abate e, consequentemente, baixas reservas de
glicogénio muscular e maior pH final, elas ndo foram bons indicadores do pH final da
carne e de cortes escuros. Adicionalmente, com relacdo aos resultados de cor, apesar
dos maiores valores de L* observados no tratamento DFD, os valores de ambos os

tratamentos estdo dentro da faixa considerada normal para a carne vermelha.

Os resultados observados para os metabdlitos avaliados no periodo post-
mortem indicam que embora tenha ocorrido uma queda nos valores de pH para ambos
o tratamentos, a magnitude dessa reducgéao foi diferente entre os tratamentos, que
também foram condizentes com os outros metabdlitos indicadores do metabolismo

post-mortem.

Por fim, pode-se sugerir que as diferengas observadas nos valores de pH final
(48h) nao refletiram o mecanismo esperado para a cor da carne (mais escura para o
grupo de alto pH), porém foram condizentes com os resultados do metabolismo
muscular post-mortem. No entanto, 0 mecanismo responsavel por essas diferencas

entre 0s grupos nao ficou claramente esclarecido.
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9 CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo, € possivel afirmar que os indicadores
de estresse pré-abate ndo sdo adequados para diferenciar carnes pelo pH final. Além
disso, as diferencas nos valores de pH final ndo recapitulam o mecanismo esperado
de cortes mais escuros para as amostras de alto pH. Finalmente, os metabdlitos
avaliados sdo indicadores das diferencas encontradas no pH final, porém o

mecanismo responsavel por essa diferenca ndo foi determinado.
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