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RESUMO

BARROS, Rafaella da Rocha Olivieri. Qualidade de carne de bovinos Caracu, Nelore e
Angus x Caracu diante do uso da alta pressao hidrostatica (APH). 2019. 80 f. Tese
(Doutorado em Zootecnia). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 20109.

A carne é um produto altamente perecivel e os consumidores adotam a maciez como parametro
de maior importancia. Nesse sentido, a APH tem sido uma opg¢do para aumentar a maciez da
carne pois esta tecnologia rompe a estrutura do musculo e proporciona 0 amaciamento da
carne. O objetivo desta pesquisa foi utilizar a APH na carne bovina de diferentes grupamentos
genéticos visando a promocdo do amaciamento, provocando minima alteracdo em relacdo as
caracteristicas da carne fresca ndo processadas ou pressurizadas. Foram utilizadas 47 amostras
do masculo longissimus dorsi de bovinos dos grupamentos genéticos Caracu, Angus X Caracu
e Nelore submetidas a dois diferentes niveis de pressdo (100 MPa e 200 MPa) para serem
comparadas com as amostras de carne ndo pressurizadas. Foram avaliadas as caracteristicas:
pH final da carne resfriada, PPD, PPP, PPC, FC, CS, atividade de &gua, L*, a*, b*, AOL e
EGC. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3x3, com trés grupos genéticos (CA, CG e NE) e trés tratamentos (ndo pressurizada,
pressurizacdo a 100 MPa e 200 MPa). Nas amostras ndo pressurizadas, observou-se diferenca
significativa (p>0,05) para AOL, onde CG foi estatisticamente maior do que NE, mas ambos
foram iguais a CA. Quando as amostras de carne pressurizadas a 100 e 200 MPa foram
comparadas com as amostras de carne ndo-pressurizada (independentemente do grupamento
genético) foi observado diferenca para FC e b*, onde, para FC o tratamento a 200 MPa
apresentou valores menores que encontrados nas amostras NP, e para b* as amostras NP
apresentaram valores maiores do que as pressurizadas a 100 MPa. Foi observado interacdo
(p<0,05) entre os fatores (grupamento genético e pressurizacdo) para os parametros PPC, L*,
a* e b*. Concluiu-se que a FC e b* podem ter sido afetadas pela APH. Diante dos resultados
de PPD, PPP, RMN, FC, CS, MFA e eletroforese (SDS-PAGE) sugere-se que a APH néo
tenha afetado estruturas microscépicas das miofibrilas, contudo, pode-se observar nas imagens
de MFA e resultados de FC que as estruturas macroscopicas da fibra de carne possivelmente
foram afetadas.

Palavras-chave: Grupo genético, APH, Amaciamento, MFA e RMN.



ABSTRACT

BARROS, Rafaella da Rocha Olivieri. Meat quality of Caracu, Nellore and Angus x Caracu
cattle using high hydrostatic pressure (HHP). 2019. 80 f. Thesis (Doctor Science in Animal
Science). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2019.

Meat is a highly perishable product and consumers adopt tenderness as the most important
parameter. In this sense, APH has been an option to increase meat tenderness as this technology
physically disrupts muscle structure and provides meat tenderness. The objective of this
research was to use APH in beef from different genetic groups aiming at the promotion of
tenderization without causing alteration in the visual aspect. Forty-seven bovine longissimus
dorsi muscle samples from the Caracu, Angus x Caracu and Nelore genetic groups submitted
to two different pressure levels (100 MPa and 200 MPa) were compared to the non-pressurized
meat samples. The following characteristics were evaluated: final pH of chilled meat, PPD,
PPP, PPC, FC, CS, water activity, L *, a*, b *, AOL and EGC. The experimental design was
completely randomized, in a 3x3 factorial scheme, with three genetic groups (CA, CG and NE)
and three treatments (not pressurized, pressurization at 100 MPa and 200 MPa). In non-
pressurized samples, a significant difference (p> 0.05) was observed for AOL, where CG was
statistically higher than NE, but both were equal to CA. When the pressurized meat samples at
100 and 200 MPa were compared with the non-pressurized meat samples (regardless of genetic
grouping), a difference was observed for HR and b *, where for CF the treatment at 200 MPa
presented lower values than those found in NP samples, and for b * NP samples presented
higher values than those pressurized at 100 MPa. Interaction (p <0.01) was observed between
the factors (genetic grouping and pressurization) for the parameters PPC, L *, a * and b *. It
was concluded that HR and b * may have been affected by APH. From the results of PPD, PPP,
NMR, FC, CS, AFM and electrophoresis (SDS-PAGE) it is suggested that APH does not affect
the microscopic structures of myofibrils, however, it can be observed in AFM images and HR
results that macroscopic structures of meat fiber were possibly affected.

Keywords: Genetic group, HHP, Tenderization, AFM and NMR.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura é uma das atividades de maior relevancia para o agronegdcio no cenério
mundial. Este setor no Brasil é o que mais se destaca e contribui para o fortalecimento da
economia com 213,7 milhGes de cabecas, respondendo individualmente por um quarto do
Produto Interno Bruto (MAPA, 2019). Dessa forma, as atividades da pecuaria no Brasil
possuem forte representatividade na geragéo de divisas para o pais e impactam diretamente no
saldo da balanga comercial.

Nas Ultimas décadas a pecudria de corte brasileira evoluiu muito em relacdo a qualidade
e produtividade. De acordo com os dados da FAO (2018), esta cadeia produtiva apresentou um
crescimento de 4,4%, o que representa um aumento de 9,9% milhdes de toneladas de carne.

Devido ao Brasil ser um pais com grande extensdo territorial, a maioria dos bovinos
destinados a producdo de carne sdo criados extensivamente, o que dificulta aos criadores de
gado de corte, manter um ganho de peso constante dos animais pois neste sistema de cria¢do a
qualidade da alimentacdo esta atrelada a condi¢des edafo-climéticas, fazendo com que este
fator, torne-se um gargalo na fase de recria e engorda. Diante deste cenario, sempre que
possivel, os produtores de gado tentam preconizar o tempo de comercializagdo dos animais,
buscando alternativas seguras que maximizem a receita e diminuam os custos ao longo do ciclo
produtivo (FREITAS, 2013). Para tanto e para atender as demandas dos consumidores, alguns
pecuaristas tém utilizado sistemas intensivos de producao.

Atualmente a pecudaria de corte pode ser vista como uma inddstria que tem o objetivo de
atender as exigéncias dos consumidores sob diversos aspectos. Estes podem ser denominados
como, qualidade visual, qualidade nutricional e aspectos sanitarios. Sendo a carne bovina, o
produto em questdo, deve-se considerar que a tendéncia do consumidor € ser cada vez mais
exigente e seletivo. Portanto, é de extremo interesse comercial ressaltar o valor nutritivo deste
alimento, bem como, suas caracteristicas sensoriais. Muitas sdo as expectativas do mercado
consumidor mundial por produtos de qualidade, enquanto a cadeia de producéo ainda possuli
muitos gargalos a serem resolvidos.

No que se refere a qualidade da carne ndo pressurizada, avaliada através da caracteristica
maciez, muitos autores (FELICIO et al. (1988), CROUSE et al. (1989), DI COSTANZO
(2004), ANDRADE et al. (2010), relatam que, embora com o mesmo valor nutricional, a carne
de origem taurina (Bos taurus taurus) possui maior maciez do que a carne de origem zebuina
por esta Ultima apresentar maior quantidade de calpastatina na sua composi¢do muscular. Nesse
sentido, criadores de zebuinos tém utilizado como ferramenta o cruzamento com gado europeu,
objetivando produzir animais mais precoces e com a carne mais macia, visto que a maciez esta
relacionada a genética do animal.

A carne é um produto altamente perecivel, por isso, atualmente busca-se alternativas para
aumentar o tempo de prateleira deste produto. A maciez da carne, para 0s consumidores, é 0
parametro de maior importancia, dessa forma tém-se empregado técnicas de melhoramento
animal ou até mesmo técnicas de beneficiamento do produto carneo afim de melhorar a
qualidade da carne, principalmente em relacdo a maciez. Contudo, é necessario lembrar que o
término do sistema de producdo culmina no inicio do desenvolvimento de tecnologias de
alimentos que por sua vez pode interferir na melhoria da qualidade do produto. Portanto,
atualmente, busca-se intensificar e modernizar a atividade. Nesse sentido, a tecnologia de alta
pressdo hidrostatica (APH) surge como uma opcao para beneficiar a maciez da carne pois o
processo de APH utiliza ondas de choque de pressao para romper fisicamente a estrutura do
musculo, conferindo maior maciez ao produto (BOWKER et al., 2006). Além de proporcionar
0 amaciamento da carne, a APH atua no processo de seguranca alimentar pois a aplicacdo desta
técnica pode causar danos a carga microbiana e a sua viabilidade, tanto danificando as células



como inativando-as e consequentemente, aumenta a validade comercial da carne processada
(LOPEZ-CABALLERO et al., 1999).

A APH, diferente das demais tecnologias empregadas para o beneficiamento de produtos
carneos, possui a vantagem de trata-se de um método ndo térmico de processamento de
alimentos, sendo, portanto, recomendada para processamento em carnes causando 0 minimo de
alteracdo das caracteristicas sensoriais em carnes frescas. De acordo com Meyer et al. (2000),
outra vantagem desta técnica é que 0 uso de pressao evita o dano de calor excessivo que ocorre
nos demais processos térmicos e é um processo que acontece em fragdes de um milissegundo,
além de gastar menos energia, espaco e mao de obra, quando comparado & outros processos.

Para tanto, esta pesquisa teve como objetivo utilizar a tecnologia de alta pressdo
hidrostatica na carne bovina de diferentes grupamentos genéticos visando a promocao do
amaciamento deste produto sem provocar alteracdo no aspecto visual.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. Bovinocultura de Corte

A pecuaria de corte apresenta uma ampla gama de sistemas de producdo que variam desde
uma pecudria extensiva, suportada por pastagens nativas e cultivadas de baixa produtividade e
pouco uso de insumos, até uma pecudria dita intensiva, com pastagens de alta produtividade,
suplementacdo alimentar em pasto e confinamento. A bovinocultura de corte é considerada uma
das cadeias produtivas mais extensas e complexas, pois envolve desde a industria de
equipamentos e insumos até o consumidor final e tem especial importancia o elo central
representado pelas fazendas de gado (CEZAR et al., 2005).

De acordo com dados da FAO, USDA e IBGE (2018), o Brasil tem o maior rebanho de
bovinos de corte do mundo, com aproximadamente 213,7 milhdes de cabecas, sendo a pecuaria
de corte uma das principais atividades econdmicas do pais, a qual anteriormente era
caracterizada pelo atraso tecnoldgico e atualmente é administrada como uma empresa, diante
do uso das tecnologias para ajudar a ampliar esta &rea. Um dos fatores que proporciona o
crescimento dos bovinos de corte no pais € a diversidade de racas e o desenvolvimento genético
que seleciona animais com desempenho superior, tornando o Brasil um pais competitivo no
mercado de producdo de carne.

Ao iniciar uma atividade de bovinocultura de corte, o pecuarista deve levar em
consideracdo a realidade de sua propriedade e o nivel de tecnologia que almeja empregar para
posteriormente escolher a raca que sera criada. Independente do grau de intensidade dos
sistemas, o0s rebanhos apresentam uma predominancia dos genotipos zebuinos, em especial da
raca Nelore, nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste, e 0s taurinos predominam na
regido Sul, destacando-se as racas Hereford, Aberdeen Angus, Simental e Charolés (MAPA,
2019).

Com origem indiana, a raca Nelore passou por intenso melhoramento genético no Brasil,
sendo direcionada quase que exclusivamente a producdo de carne, embora na sua origem a raca
tenha sido utilizada para a exploracao leiteira. Esta raca apresenta como vantagens a excelente
adaptacdo as regides mais quentes do pais além de resisténcia a restricdes alimentares, por
possuir excelente capacidade de aproveitar alimentos grosseiros. Adicionalmente, possui
resisténcia natural a parasitas, devido as caracteristicas de seus pelos, que impedem ou
dificultam a penetracdo de pequenos insetos na superficie da pele ou que ai tentam se fixar e
sua pele escura, fina e resistente, dificulta a acdo de insetos sugadores, além de produzir
secrecdo oleosa repelente, que se intensifica quando os animais estdo expostos ao calor. Ainda
é importante ressaltar que o Nelore € muito resistente ao calor devido a sua superficie corporal
ser maior em relacéo ao corpo e por possuir maior namero de glandulas sudoriparas (MARTINS
FILHO, 2001), caracterizando rusticidade a esta raca. Além disso, o trato digestivo € 10%
menor em relacdo aos europeus, portanto seu metabolismo é mais baixo e gera menor
quantidade de calor (VERAS et al., 2001).

De acordo com Avrieira et al. (2008), o Nelore é a raca, no Brasil, que possui a carcaca
mais proxima dos padrdes exigidos pelo mercado, por apresentar porte médio, ossatura fina,
leve, porosa e menor proporc¢éo de cabeca, patas e visceras, conferido excelente rendimento nos
processos industriais. As carcacas de Nelore possuem distribuicdo homogénea da cobertura de
gordura, evitando que, durante o resfriamento, ocorra o encurtamento das fibras pelo frio e
fazendo com que esta carcaca seja muito valorizada no mercado. Portanto, a padronizacao das
carcacas Nelore otimiza a estrutura industrial e agrega valor aos cortes. A carne dos animais
desta raca tem como principais caracteristicas, 0 sabor e o0 baixo teor de gordura de marmoreio,



que por sua vez, atende as exigéncias da tendéncia mundial crescente que tem preferéncia por
carnes magras, visando a saudabilidade dos alimentos.

Atualmente, uma das racas taurinas mais famosas do pais € o Aberdeen Angus que possui
origem europeia e produz carnes com excelentes caracteristicas de maciez e sabor. Esta raca é
proveniente do cruzamento entre a linhagem bovina mocho de Aberdeen e outra de Angus e foi
registrada na Escocia no ano de 1862, sendo trazida para o Brasil através dos pastos da area de
Bagé. Diante de relatos da literatura, a partir de 1920, o Angus se expandia nos campos do Rio
Grande do Sul, em virtude da grande adaptabilidade que o animal britanico apresentou nos
pampas, 0 que deu seguimento a determinadas exposi¢fes de agropecudria, que reuniam
aproximadamente 600 criadores de Angus, iniciando a presenca desta raca pelos campos do
Brasil.

O Angus apresenta importancia para o gado de corte e suas principais vantagens sao a
alta fertilidade e precocidade sexual, habilidade materna, facilidade de parto, eficiéncia
alimentar e, como consequéncia, atingem a puberdade e o estado de abate mais cedo. Trata-se
de uma raca de producédo extrema no campo e que disponibiliza uma carne de 6tima qualidade,
acompanhada de indice bom de marmoreio e uma capa gordurosa dotada de uniformidade e
espessura (ARIEIRA et al., 2008). Sobretudo, alguns pardmetros da raca ainda precisam ser
melhorados. A selecdo desta raca precisa ser feita no sentido de escolher animais mais
resistentes a carrapatos, e que se adaptem ao clima brasileiro.

O crescimento da raca Angus vém sendo vertiginoso no Brasil. Diante de dados da
Associacdo Brasileira de Inseminagédo Artificial (ASBIA), em 2014, foram comercializadas
8071 milhdes de doses de sémen entre todas as ragas no pais sendo 48% destas, correspondente
a venda de sémen de Angus, colocando a raga com boa representatividade no pais. Desta forma,
43% da producéo nacional de mesticos angus concentrou-se nos estados de Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Goias, tornando estes, os maiores produtores de meio sangue do pais.

De acordo com Avrieira et al. (2008) o Aberdeen tem como caracteristicas fundamentais a
rusticidade, precocidade, fertilidade e a qualidade da carne. Esta raca se destaca entre as taurinas
por reunir um maior nimero de caracteristicas positivas que lhes asseguram um excelente
resultado econdmico como gado de corte. Na busca de uma pecuéria mais eficiente, quando se
planeja um cruzamento, deve-se levar em consideracdo nao so a utilizacdo de novilhos pesados
e precoces, mas também de fémeas de reposic¢do que tenham alto indice de habilidade materna,
periodos entre partos curtos e alta resposta reprodutiva quanto a repeticdo de crias. Através de
sua fertilidade, o gado Aberdeen proporciona aos seus criadores um maior rendimento, tanto
pelo numero de bezerros nascidos quanto pela quantidade de quilos obtidos por hectare. A
longevidade, associada a fertilidade representa, ao final, mais crias produzidas. Portanto, o
Aberdeen produz um animal com alta qualidade de carne, apropriada ndo s6 para o mercado
interno como também para o mercado externo. Os animais desta raca, quando atingem 3 a 6
mm de gordura (exigéncias europeias) ja possuem uma porcentagem consideravel de gordura
de marmoreio (gordura entremeada na carne), o que lhe confere maciez e sabor a carne.

As racas de bovinos de origem europeia adaptadas aos tropicos, como a Caracu, também
podem contribuir significativamente para melhorar a eficiéncia e o desenvolvimento da
pecuéria de corte no Brasil, uma vez que estdo presentes no pais desde o século XVI (PEREIRA
etal., 2006) .

O gado Caracu é constituido por animais cujas caracteristicas atuais sao uma evolucéo
adaptativa de ragas de origem portuguesa, introduzidas no Brasil no inicio da colonizacdo. As
racas que contribuiram para a formagdo do gado Caracu eram provenientes de cruzamentos
entre racas originarias basicamente de dois troncos: o Aquitanico, composto pelas ragas
Transtagana, Minhota, Alentejana e outras; e o tronco Ibérico, representado pelas ragas Barrosa,
Arouquesa, Mirandesa e Brava (EL FARO, 1996). O Caracu teve sua origem principalmente
nos vales dos rios Sapucai, Sdo Francisco e Pardo, proveniente de rebanhos do Estado de Minas
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Gerais, MG (LIMA et al., 1992). No comeco do século XX, o Caracu constituia-se em uma raga
considerada boa pelos pecuaristas da época e o0s animais, muito fortes e risticos, serviam para
os trabalhos de tracdo, além da producéo de leite e carne. Com a introducdo do zebu na década
de 40, a raca quase desapareceu. A partir da década de 70, as qualidades adaptativas e produtivas
da raga Caracu foram sendo reavaliadas e valorizadas, e houve um resgate da raca em varias
regides do pais (LIMA et al., 1992).

Estes animais sofreram rigorosa selecdo natural e suportam servir em monta natural em
climas em que animais de origem europeia ndo teriam a mesma habilidade, como no Brasil
Central (PEREIRA et al., 2006).

Em geral, o Caracu apresenta pelagem amarela de varias tonalidades e mucosas de cor
clara, as vezes pigmentadas (DOMINGUES, 1961, LIMA et al., 1992). A bibliografia sobre a
raca € sumaria no que se refere as caracteristicas do pelame e da epiderme. De acordo com
estudos realizados por Nicolau et al. (2004), o grau de pigmentacdo da epiderme e do pelame
varia conforme a estacdo do ano, onde, durante o inverno € mais clara e no verdo mais escura.
J& o comprimento dos pelos é curto. Portanto, estes autores concluiram que nesta raga ocorrem
duas mudas anuais no pelame: no outono (maio), sdo observados pelos de inverno, mais claros
e compridos, 0s quais se sobrepdem aos mais escuros e curtos do verdo; na primavera (outubro),
0s pelos de inverno sdo substituidos por pelos mais escuros e curtos. Logo, uma vez que tanto
a pigmentacdo da epiderme como as caracteristicas do pelame sdo importantes para o
desempenho fisioldgico dos animais diante dos fatores ambientes, seria interessante conhecer
a distribuicdo fenotipica da raca quanto a essas variaveis, visando ao processo seletivo para as
caracteristicas mais desejaveis.

Portanto, pode-se afirmar que a raca Caracu, em relacdo a producdo, alcanga resultados
positivos no Brasil devido a sua caracteristica de adaptabilidade. Para tanto, tem sido realizados
cruzamentos do Caracu com taurinos ou zebuinos, obtendo na F1 resultados favoraveis quanto
a precocidade sexual e de terminacdo obtendo na F1 resultados favoraveis quanto a precocidade
sexual e de terminacdo, alta conversao alimentar e carne de alta qualidade (AZAMBUJA et al.,
2010; NUNES et al., 2010; COSTA et al., 2012).

2.2. Fatores que Influenciam na Qualidade da Carne Bovina

A carne possui parametros de qualidade que impactam na escolha do consumidor.
Diversos sdo os fatores que podem ser avaliados na qualidade da carne e os mais utilizados em
experimentos sdo, a cor, capacidade de retencdo de &gua, sabor, aroma e maciez, sendo este
ultimo considerado o mais importante para a avaliacdo de qualidade deste produto.

Boleman et al. (1997), citado por Brooks et al., (2000) relatou que atualmente o0s
consumidores estdo dispostos a pagar mais por uma carne mais macia, garantindo assim, um
produto de maior qualidade.

Para obtencdo de uma carne de mais macia, diversos mecanismos que podem ser
utilizados e estes podem ser divididos em fatores ante-mortem e pds-mortem.

2.2.1. Fatores ante-mortem

Os fatores ante-mortem que podem interferir na qualidade final do produto sdo: a
genética, o sistema de cria¢do, o bem-estar e a idade em que o animal abatido.

Carnes oriundas de animais que possuem maior composi¢do genética de gado europeu
(Bos taurus taurus) podem apresentar valores mais favoraveis em relacdo a maciez do que
aquelas carnes oriundas de animais com maior composic¢ao genética de zebuinos (Bos taurus
indicus) (Figura 1A) (Figura 1B). Entretanto, estima-se que a base do rebanho brasileiro é
composta por zebuinos e seus cruzamentos, correspondendo este valor a 80% do total de
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bovinos criados nos pais (MAPA, 2019). Quando o objetivo destes cruzamentos € a qualidade
final do produto existe a tendéncia da utilizacdo de animais de racas europeias, ou seja,
almejando obter um animal resistente a condicOes de sistema extensivo de criagdo e manter a
qualidade, tem sido realizados cruzamentos destas subespécies.

Figura 1. A) Raca Caracu (Bos taurus taurus). B) Raca Nelore (Bos taurus indicus). (Fonte:
Arquivo pessoal)

O tipo de sistema utilizado para criacdo também pode influenciar o produto final. Os
sistemas de criacdo de gado podem ser: extensivo, semi-intensivo e intensivo.

Animais criados em sistema extensivo, demoram mais tempo para chegar ao peso de
abate, com isto, sdo abatidos mais tardiamente. O aumento da idade de abate possui correlagéo
positiva com o aumento das ligacdes cruzadas que compdem o colageno, conferindo menor
maciez a carne.

Outro fator que pode influenciar na qualidade final do produto é o manejo pré-abate. O
abate realizado sob préticas de bem-estar animal minimiza a evidéncia de problemas
tecnoldgicos que podem causar alteracdes no produto, influenciando a qualidade final. Honikel
et al. (1980) e Pardi et al. (2001), afirmaram que a degradacdo anormal de glicogénio muscular
pode ocorrer devido ao estresse pré-abate, causando a diminui¢do da queda brusca do pH, antes
da dissipacdo do calor inerente a massa muscular do animal e, como consequéncia, a
desnaturacdo de proteinas musculares, afetando propriedades bioquimicas e tecnolégicas como
a diminuicdo da capacidade de retengdo de d&gua, mudancas na aparéncia da cor normal da carne,
acarretando num fenémeno chamado de carne palida, mole e exsudativa, ou, PSE (pale, soft
and exudative). Ja a carne DFD (dark, firm and dry), ou seja, escura, dura e seca ocorre quando
bovinos sdo colocados sob condi¢des de estresse por um longo periodo, ficando fatigados e isto
ird acarretar pouca variacdo do pH da massa muscular em relacdo a animais abatidos sob
condi¢des normais. Isto se da pela baixa concentracdo de glicogénio no momento do abate.
Neste caso, as proteinas apresentam maior capacidade de retengdo de agua, tornando a carne
pegajosa e escura, além de ser mais susceptivel a contaminacdo microbiolégica (ABERLE et
al., 2001).

2.2.2. Fatores post-mortem

A sangria proporciona a morte do animal porgue neste momento as reservas de oxigénio
e nutrientes para o tecido muscular sdo esgotadas e como consequéncia a isto, inicia-se 0
processo de rigor mortis (SILVA et al., 2002; ORDONEZ et al., 2005). Porém, a atividade
celular continua, na tentativa de adaptar-se as novas condicdes, inclusive a reserva energetica
representada pela taxa de adenosina trifosfato (ATP), que é degradada pela acdo das ATPases
para a obtencdo de energia (ORDONEZ et al., 2005). Ao cessar a distribuicdo de nutrientes e
oxigénio, o glicogénio através da glicélise anaerdbica torna-se a Gltima fonte de ATP disponivel
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que, associado a incapacidade da fibra muscular para eliminar as substancias resultantes do
metabolismo, provoca a reducdo da taxa de ATP e de glicogénio e o acimulo de &cido latico,
promovendo o decréscimo gradativo do pH (SILVA et al., 1999; PRATES, 2000).

O declinio do pH caracteriza-se como uma das alteracdes post mortem mais significativas
durante a conversdo do masculo em carne, sendo proporcional ao acumulo de acido latico e,
inversamente proporcional a reserva de glicogénio da musculatura animal. O musculo de
animais recém abatidos apresenta pH em torno de 6,9 a 7,2, e reducBes crescentes nas
concentracdes de ATP e fosfocreatina, sendo esta ultima a principal fonte de energia utilizada
para reconstituir o ATP (ALVARADO & SAMS, 2000). A segunda fonte utilizada é o
glicogénio muscular e por ultimo, o metabolismo oxidativo, que consiste na reacdo do oxigénio
com varios nutrientes celulares com liberacdo de energia (QUALLI, 1992; SILVA et al., 1999).

A fase de rigor ocorre quando a maior parte das cabecas de miosina permanecem aderidas
aos sitios de ligacdo da actina. Segundo Christensen et al. (2004) ap6s a contragdo, o Ca*?
liberado no sarcoplasma é rebombeado ao reticulo sarcoplasmatico, promovendo o
relaxamento, e para tanto ocorre a desfosforilacdo do ATP. No organismo morto ndo ocorre
sintese, logo, acontece o rigor mortis (SILVA et al., 1999; ORDONEZ et al., 2005).

A taxa de degradagdo protéica no amaciamento de carne ndo parece ser resultado direto
do tipo de fibra principal e, sim, as suas caracteristicas, tais como o potencial proteolitico,
representado pela proporc¢do de calpainas e a taxa de declinio de pH (CHRISTENSEN et al.,
2004). A variacdo no grau de proteolise é em grande parte devido ao sistema de calpainas e
ATPase miosina que necessitam de ions Ca*? livres no citoplasma para sua atividade (HWANG
et. al., 2003). Destaca-se a acdo das enzimas proteoliticas no processo de maciez da carne. A
protedlise muscular parece ser o principal contribuinte nesse processo, que pode ser realizada
pelas proteases enddgenas e exogenas. Entre as enddgenas, estdo dois sistemas, as proteases
Ca*? dependentes (CDP), armazenadas no reticulo sarcoplasmatico, como as calpainas
(QUALL, 1992), e as catepsinas, contidas nos lisossomos, responsaveis pelas alteraces durante
periodo de resolucdo do rigor mortis, sendo sugerida uma cooperacao entre ambos 0s sistemas
(MOELLER et al., 1976; SARGIANOS et al., 1996). A atividade das catepsinas decresce no
interior dos lisossomos e aumenta no sarcoplasma em musculos mantidos a 0°C, comprovando
que séo liberadas dessas organelas durante o armazenamento (TAKAHIKO & UENO, 1997).

As calpainas atuam em pH elevado, em torno de 7,5 (CHRISTENSEN et al., 2000;
CHRISTENSEN et al., 2004), sendo responsaveis pela degradacao da estrutura miofibrilar no
inicio do periodo post mortem, enquanto as catepsinas teriam menor participacdo, por
apresentarem como valor de pH 6timo em 5,6, quando o processo de resolucdo do rigor ja teria
se iniciado. Koohmaraie (1992), e Geesink & Koohmaraie (1999) enfatizaram que o sistema de
calpainas é o grande responsavel pela degradacdo da estrutura da contracdo maxima do rigor,
sendo assim responsavel, em grande parte pelo desenvolvimento da maciez da carne.

Durante o desenvolvimento do rigor mortis, a temperatura € pH iniciais das carcacas
diminuem gradativamente (Figura 2). Por isso, temperatura € pH sdo utilizados como
parametros para monitorar a qualidade das carnes. A velocidade do rigor mortis € controlada,
principalmente, pela reserva de glicogénio, pH e temperatura do musculo. Temperaturas de
resfriamento, aliadas ao declinio do pH, aceleram a liberagdo de Ca*? do reticulo
sarcoplasmatico (KANDA et al., 1977; BYRNE et al., 2001). A taxa de resfriamento do
musculo durante o rigor mortis influencia a taxa de glicélise e acdo das proteases, além de
proporcionar o declinio do pH e, consequentemente, a taxa de amaciamento (MARSH et al.,
1987).
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Figura 2. Transformacdo do musculo em carne (Fonte: Adaptado de
https://sites.google.com/site/portfoliotpoa/transformacao-de-musculo-em-carne)

Temperaturas consideradas elevadas, em torno de 40°C, aceleram as rea¢des quimicas
gue ocorrem durante o rigor mortis, proporcionando diminuicdo de pH, enquanto as baixas
temperaturas retardam esse decréscimo, sendo necessario maior tempo para atingir valor de pH
de 5,8 (SILVA et al., 1999). Portanto, a perda de calor do musculo durante o processo de rigor
mortis deve ser controlada, pois uma redu¢do muito brusca minimiza a desnaturagdo protéica e
inibe o crescimento de microorganismos. Porém, quando essa perda € rapida demais, ocorrem
consequéncias indesejaveis, como o encurtamento pelo frio e, quando o congelamento ocorre
antes da finalizacdo deste processo, ocorre o rigor do descongelamento (PEARSON &
DUTSON, 1995; PARDI et al., 2001).

Temperaturas entre 1°C e 7°C sdo as melhores para o rigor mortis, conferindo a carne
melhor maciez (TORNBERG et al., 2000). Este atributo sensorial na carne é muito influenciado
pela temperatura do musculo nas primeiras trés horas post mortem. Nesse periodo, se a
temperatura interna do musculo for mantida préximo a 37°C, através da espessa camada de
gordura de cobertura ou manipulagdo de carcagas a temperatura ambiente, resultaria em maior
maciez, porem nado seria viavel devido ao desenvolvimento do crescimento microbiano
(MARSH et al., 1981).

2.3. Carne Bovina e seus Atributos

De acordo com o regulamento da inspec¢éo industrial e sanitaria de produtos de origem
animal (RIISPOA), carnes sao massas musculares e os demais tecidos que os acompanham,
incluida ou ndo a base dssea correspondente, procedentes das mais diferentes espécies animais,
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julgadas aptas para 0 consumo pela inspecéo veterinaria oficial. E um alimento infimo pois tem
a capacidade de agradar o consumidor, saciando-lhe a fome e dando-lhe prazer (GOMIDE et
al., 2006).

A carne (Figura 3) possui elevado teor nutritivo, sendo fonte de proteina de alto valor
bioldgico e aminoacidos essenciais, possui alguns elementos além do ferro (heminimo), como
0 zinco, magnésio e vitaminas do complexo B. Apesar de ser evidente que a carne forneca a
maioria dos nutrientes necessarios a saide, existem controvérsias sobre o efeito de outros
fatores, que acabam restringindo o consumo de carne pela populagdo, com o seu elevado custo
e a associagdo de sua ingestdo com problemas cardiovasculares, obesidade, hipertenséo e
desenvolvimento de carcinomas (COSGROVE & KIELY ., 2005; LAWRIE, 2005).

Figura 3. Cortes primarios de carne bovino (Fonte: Arquivo pessoal)

A definigdo de qualidade para a carne bovina é de fato complexa, mas pode ser resumida
em quatro dimensdes. A visual (englobando a apresentagdo da carne e 0 seu aspecto), a
gustativa (através da sensacdo durante o consumo), a nutritiva que envolve os valores
nutricionais e o atendimento das demandas por nutrientes essenciais e o higiénico-sanitaria
(determinada pelo processo de producdo) (GOMES et al., 2017). Nesse contexto, a qualidade
da carne bovina esta relacionada com as propriedades fisico-quimicas (maciez, sabor, cor, odor
e suculéncia), sendo que essas, caracteristicas mensuraveis para avaliacdo da qualidade e
determinadas pelos muitos fatores inerentes aos bovinos (genética, idade e sexo), ao clima
(radiacdo solar, temperatura e umidade), a0 manejo alimentar, transporte, manejo pré-abate,
abate e pos-abate (COSTA, 2012).

2.3.1. Cor dacarne

A cor da carne é a primeira caracteristica percebida pelo consumidor, fazendo com que
estes, aceitem ou rejeitem o produto, se o produto ndo estiver com a aparéncia esperada
(MUCHENUJE et al., 2009; QIAO et al., 2001; OLIVO, 2006). De acordo com Feldhusen et al.
(1995) e Ordonez et al. (2005), a cor é a impressdo optica relacionada de imediato com diversos
aspectos ligados a qualidade e ao grau de frescor, portanto, 0 aspecto exterior pode ser associado
avida dtil, a dureza, a suculéncia e ao tempo de armazenamento, durante ao qual correspondem
a alteragdo na superficie, influenciando a aceitacdo dos consumidores. Mancini e Hunt (2005)
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afirmaram que, no Brasil, a preferéncia pela cor da carne pode ser uma questdo cultural e os
consumidores consideram que a carne vermelho brilhante esta relacionada a carne de melhor
qualidade.

Segundo Pardi et al. (2001) a cor da carne € definida principalmente pela quantidade de
mioglobina e, em menor grau pela hemoglobina, que em sua maioria foi retirada durante a etapa
de sangria. A mioglobina e a hemoglobina sdo proteinas que apresentam um grupo proteico
heme, onde tem porfirinas e Fe**. O O, se complexa neste niicleo conferindo a cor vermelha
vivo da carne, chamada de oximioglobina. Para tanto, a mioglobina retém o oxigénio nos
tecidos musculares estabelecendo cor a estes e a hemoglobina é responsavel pelo transporte de
oxigénio na corrente sanguinea (CARVALHO & MANCO et al., 2010). Portanto, a cor da carne
indica a concentracdo de mioglobina e seu estado de oxigena¢do ou oxidagdo na superficie do
masculo.

Carvalho & Mango (2010) concluiram que a quantidade de mioglobina varia de acordo
com a especie, idade, sexo, musculo e atividade fisica. Aberle et al. (2001) e Cornforth &
Pearson (1994) por sua vez, afirmaram que o conteudo de mioglobina de diferentes espécies é
influenciada pela proporcdo entre os tipos de fibras vermelhas, intermediarias ou brancas,
ocorrendo variagdes inclusive dentre os musculos de uma mesma carcaca e também pelo nivel
de sangria do animal no abate. Alguns mdsculos sdo mais solicitados do que outros e
apresentam maior proporcdo de fibras vermelhas do que brancas. Ramos & Gomide (2009)
afirmaram que bovinos terminados a pasto se exercitam mais e, geralmente, sdo abatidos mais
velhos, por isso, sua carne tem maior concentracdo de mioglobina, e consequentemente, maior
saturacdo da cor vermelha do que animais confinados. Estes autores ainda ressaltam que a carne
de animais mais velhos também tem maior concentracdo de mioglobina, quando comparada a
de novilhos e novilhas.

A molécula de mioglobina é formada por uma porgdo proteica, a globina, que é dobrada
em oito segmentos helicoidais em torno do grupo heme, de natureza ndo proteica, tendo como
um dos constituintes o &tomo de ferro ligado com os atomos de hidrogénio. O ferro por sua vez,
pode encontrar-se no estado reduzido (Fe?* ou ferroso) ou oxidado (Fe*" ou férrico). O Fe®*
estd presente na molécula de metamioglobina (MetMb), de tom pardo, podendo o atomo de
ferro combinar-se com outras moléculas, dentre elas a da &gua, originando a mioglobina (Mb)
ou ferromioglobina, de tonalidade parpura, de baixa luminosidade, ou ainda pode compartilhar
elétrons como oxigénio molecular, formando a oximioglobina (MbO-), de espectro de absor¢éo
correspondendo ao vermelho vivo, de maior luminosidade. Portanto, as carnes frescas possuem
a cor vermelho e brilhante, devido a grande presenca da oximioglobina (Figura 4), que é
resultado da combinac&o do oxigénio com a mioglobina (FELICIO et al., 1999; ORDONEZ et
al., 2005).
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Figura 4. Estado quimico das mioglobinas (Fonte: Adaptado de Sarantopulos e Pizzinato,
1990)

Martinez et al. (1999) cita que a exposi¢do da carne a oxigenacdo é desejavel pois confere
um tom mais agradavel ao consumidor quando comparado aos cortes carneos embalados a
vacuo. John et al. (2005) ainda ressalta que apesar da alteracdo da cor da carne embalada a
vacuo, esta ainda possui a vantagem de estar num ambiente anaerdbio o que inibe o crescimento
de inumeras bactérias, retarda a auto oxidacdo da fracdo lipidica e consequentemente, eleva a
validade comercial.

Os parametros utilizados na avaliagdo da cor da carne baseiam-se no sistema
colorimétrico denominado CIELab (Figura 5), siglas composta pelas iniciais da comissdo que
estabeleceu o sistema (The Commission Internationale de L’Eclairage, em 1976 e suas escalas
de cor como a luminosidade, representada pela letra L*; teor de vermelho, representado por a*
e teor de amarelo, representado por b* (GAYA & FERRAZ, 2006).

11



90°
(Yelow)
+0*

180° ¢
{Green) e

(Red)

f‘ +L* 100 = white

-L* 0 = black

Figura 5. Sistema colorimétrico CIELab color space (Fonte:
https://www.researchgate.net/figure/CIELAB-Color-Space-adopted-from-wwBonlalumcom-
On-the-other-hand-the-study-used_figl 332013468)

2.3.2. Capacidade de retencdo de agua (CRA)

A Capacidade de Retengdo de Agua ¢é definida como a capacidade da carne reter agua
diante a aplicacdo de forcas externas como aquelas vindas do corte, cozimento, prensagem,
centrifugacgéo e trituracdo (RAMOS & GOMIDE, 2009; FONTES, 2013; PINHEIRO et al.
2007). As perdas por cozimento sdo as que ocorrem durante o processo de preparo da carne
para o consumo e é determinada pela diferenca de peso antes e depois do cozimento, através da
pesagem inicial do bife e da final, expressa em porcentagem (PEREIRA, 2006). Sa et al. (2004),
relatou que a perda de peso por cozimento corresponde a perda de agua ou suco carneo que
ocorre durante a exposicao da carne ao calor da cocgdo. E um fator importante por alterar a sua
aceitacdo, visto que pode influenciar significativamente a cor e textura, além do valor nutritivo,
pois no suco perdem-se proteinas sollveis, vitaminas e minerais.

De acordo com Bressan et al. (2001), o mercado consumidor, atualmente, apresenta
elevada exigéncia quanto a qualidade das caracteristicas sensoriais da carne, 0 que torna
necessario o conhecimento deste estudo. De acordo com Ramos & Gomide (2009) e Fontes et
al. (2013), quanto maior for o CRA da carne, menor seréa a perda por gotejamento e evaporagéo,
logo, maior a suculéncia e maciez, ou seja, a perda por descongelamento interfere diretamente
no produto final. Além disso, hd menores perdas de nutrientes hidrossollveis. Mais uma
vantagem das carnes com alta CRA e pH préximo a 5,8, é que a mesma, indica a presenca de
proteinas sem alteracdo de conformacao estrutural, mais soltveis, com alta funcionalidade, com
maior capacidade emulsificante e consequentemente com qualidade superior. A capacidade de
retencdo de agua é um dos pardmetros de extrema importancia para defini¢cdo da qualidade da
carne e consequentemente do bom aproveitamento deste produto.
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2.3.3. Maciez e forca de cisalhamento (FC)

De acordo com Roga (2000), a textura dos alimentos é um pardmetro sensorial que possui
os atributos primarios: maciez, coesividade, viscosidade e elasticidade; secundarios:
gomosidade, mastigabilidade, suculéncia, fraturabilidade e adesividade; e residuais: velocidade
de quebra, absorcdo de umidade e sensacdo de frio na boca.

A maciez é o principal quesito de avaliacdo ou apreciacdo por parte do consumidor,
inclusive, podendo suplantar aspectos como uma cor ndo muito agradavel (atrativo). Este
atributo juntamente com a cor € um fator extremamente importante para o consumidor julgar a
qualidade (RAMOS & GOMIDE, 2009). O termo “tenderness” ¢ utilizado na avalia¢ao de
medidas de resisténcia fisica a compreensdo ou cisalhamento e qualificacdo da resisténcia a
mastigacdo (FELICIO, 1999).

O processo de amaciamento da carne esté relacionado com as enzimas proteoliticas que
estdo presentes em lisossomos e outras organelas, no sarcoplasma e no liquido intercelular
(MALINOWSKA-PANCZYK & KOLODZIEJSKA, 2018). De acordo com Ashie & Simpson
(1996), para os mamiferos, dois sistemas enzimaticos proteoliticos estdo implicados, as
calpainas e as catepsinas.

No entanto, as catepsinas estdo presas em corpos lisossébmicos e sua participacdo na
maturagdo da carne requer liberagdo para o citosol (GOLL, 1983), enquanto as calpainas séo
proteases enddgenas, dependentes dos fons Ca*?, que sdo armazenados no reticulo
sarcoplasmatico (QUALLI, 1992). A liberacdo das catepsinas ocorre durante 0 armazenamento
de carne com a queda do pH (ETHERINGTON, 1992). Contudo, foi sugerida uma cooperagéo
entre ambos os sistemas para resultar na maturacdo da carne (MOELLER et al., 1976;
SARGIANOS et al., 1996).

Os lisossomos contém, entre outras proteases, um grande nimero de catepsinas que foram
sugeridas, especialmente as catepsinas B e L, para desempenhar um papel no amaciamento de
carne p6s-mortem (OUALLI, 1990). No entanto, seu efeito depende do grau de degradacédo das
membranas lisossomicas e da liberacdo da enzima no citosol. A lise das membranas de
lisossomo por alta pressdo foi demonstrada por diversos autores (ELGASIM & KENNICK,
1982, OHMORI et al., 1992 e HOMMA et al., 1994) e que esta ruptura esta relacionada com o
aumento da atividade das enzimas (OHSUMI et al., 1983).

As catepsinas sdo classificadas, de acordo com a densidade, em B, L e D, sendo esta
ultima responsavel pela protedlise da F-actina, possuindo maior atividade em pH entre 3e 4 e
temperatura 6tima elevada, em torno de 40°C (BARRETT & KIRSCHKE, 1981;
YAMASHITA & KONAGAYA, 1992).

Hwang et al. (2004) relataram que quanto maior a temperatura fornecida ao musculo,
maior a liberacdo de Ca*? no sarcoplasma, e consequentemente, mais rapida a protedlise,
comprovando a importancia das calpainas no processo amaciamento da carne, além de
demonstrarem uma relacao linear entre diminuicdo de pH e aumento de célcio livre. De acordo
com Delbarre-Ladrat et al. (2004), a atividade das calpainas no mdsculo apés o abate €
influenciada por varios fatores como o declinio do pH, pH final, concentracgéo de fons de Ca*?,
teor de seu inibidor endogeno especifico, as calpastatinas, além de sua propria inativagéo por
desnaturacdo. Portanto a interagdo desses fatores determina a taxa de extensao de degradagéo
da estrutura miofibrilar por esse grupo de enzimas. Segundo Christensen et al. (2000; 2004), as
calpainas atuam em pH elevado, em torno de 7,5, sendo responsaveis pela degradacdo da
estrutura miofibrilar no inicio do periodo post mortem, enquanto as catepsinas teriam menor
participacdo, por apresentarem valor de pH 6timo de 5,6, quando o processo de resolugcdo do
rigor ja teria se iniciado.
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Neste contexto, sugere-se que o amaciamento ocorre devido as alteracdes do tecido da
carne induzidas por enzimas e reac6es bioquimicas, sendo enzimas como catepsina (B, H, L e
D), calpastatina, m-calpaina e p-calpaina envolvidas nesse processo (JUNIOR, et al., 2017).

O processo de alta pressao hidrostatica pode ser uma ferramenta util, quer seja por
proporcionar aumento da atividade enzimatica, maior exposic¢ao da enzima ao substrato, ou por
mudangas conformacionais nas proteinas (MA & LEDWARD, 2013). Os fendmenos
especificamente envolvidos nestes processos sdo 0s seguintes: liberacdo de catepsina presente
em lisossomos (HOMMA, et al., 1994), ativacdo de calpainas e catepsinas até 150 MPa
(LANCIOTTI et al., 2004); e inativacdo da calpastatina, que séo inibidores das calpainas (MA
& LEDWARD, 2013). Nishiumi (2017) afirma que o0 amaciamento que acompanha a maturacao
da carne ndo pressurizada é causado por debilidade da linha Z, dissociac¢do do filamento de
actina e filamento de miosina, degradacéo da conexdo que liga o filamento de miosina com a
linha Z, além do enfraquecimento da estrutura fibrilar ser devido ao enfraquecimento do tecido
conjuntivo muscular. Por outro lado, a pressdo muda a conformacéo das proteinas, induz a
dissociacdo de sua estrutura e causa a desnaturacdo de moléculas proteicas.

A maciez da carne pode ser medida por meio de um equipamento como o texturémetro,
em gue se mede a forca necessaria para o cisalhamento de um corte transversal na carne, ou por
meio do método sensorial, em que se utiliza um grupo de consumidores que classificam a carne
em relacdo a maciez ap0s terem provado as amostras; ou ainda, utilizando um painel sensorial
treinado que atribuem notas homogéneas sobre determinado produto. Quanto maior for a forca
utilizada para o cisalhar, menor sera a maciez apresentada pelo corte da carne (ALVES et al.,
2005; RAMOS & GOMIDE, 2009; LIMA JUNIOR et al, 2011).

De acordo com Alves et al. (2005), os métodos objetivos que expressam a maciez ou o
grau de dureza em valores objetivos com unidades conhecidas como kg, kgf ou N (Newtons),
obtidos por meio de equipamentos é a forca de cisalhamento e o indice de fragmentacdo
miofibrilar que séo técnicas usadas para avaliar a maciez das carnes (ANDRADE et al., 2010).
Segundo 0s mesmos autores, valores elevados para a forca de cisalhamento correspondem a
maior forca necessaria para romper a amostra, enquanto os valores mais elevados do indice de
fragmentacdo miofibrilar indicam maior fragmentacdo da ultraestrutura da carne, ou seja, maior
maciez. A maioria dos estudos de forca de cisalhamento sdo conduzidos utilizando-se um
texturémetro acoplado a uma célula Warner Bratzler© que simula a for¢a de mastigacdo da
carne assada. Boleman et al. (1997) classifica a maciez da carne de bovinos em muito macia
(2,3 a 3,6 kgf), maciez moderada (4,1 a 5,4 kgf) e pouco macia (5,9 a 7,2 kgf).

2.4. Ferramentas Analiticas para Avaliacdo da Carne
2.4.1. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear RMN é uma técnica de quimica analitica e tem aplicacéo
em diversas areas como: medicina, agricultura, alimentos, petroguimica e outras
(BONAGAMBA et al., 2005). Esta técnica se divide em alta e baixa resolugdo. A RMN de alta
resolucéo é uma técnica mais refinada do que a de baixa resolucao e serve para realizar estudos
baseados, por exemplo, em estrutura quimica. J& a RMN de baixa resolu¢cdo no dominio do
tempo é usada diretamente em analises quantitativas ou qualitativas e se caracteriza por um
decaimento exponencial que é relativo aos tempos de relaxacdo do sistema e a baixa
homogeneidade do campo magnético (AZEREDO et al., 2003).

As principais vantagens da utilizagdo desta técnica sobre os métodos convencionais de
andlise quimica sdo: rapidez da anélise, ndo destruicdo das amostras e possibilidade de realizar
analises em tecidos vegetais “in vivo” (COLNAGO et al., 1996). Além disso, através da RMN
pode-se analisar até 20 mil amostras por hora se o sistema for automatizado.
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A utilizacdo da RMN é eficiente no controle de qualidade de alimentos, ndo somente
pelos resultados que esta analise pode gerar, mas também por ser uma técnica rapida e nao-
destrutiva. A RMN tem sido realizada desde a década de 60 através da analise, em baixo campo,
de 6leos em sementes, para estudar a &gua presente no tecido muscular e posteriormente sendo
utilizada pela industria de chocolate e manteiga, na determinacdo do teor de gordura solida,
bem como na determinacdo de agua e 6leo em alimentos frios, no estudo de vegetais,
caracterizacdo da estrutura muscular da carne bovina e no controle de qualidade de cervejas
(GUNASEKAREN, 2001).

Diversos trabalhos relatam a utilizacdo desta técnica para estudar o efeito do pH em
carnes de suinos no rigor post mortem (RENOU et al., 1989), tratamento térmico em carnes de
diversas espécies (LEE et al., 1992; MICKLANDER et al., 2002; BERTRAM et al., 2006),
previsdo de capacidade de retencdo de agua, teores de gordura e &gua (BRONDUM et al., 2000;
SORLAND et al., 2004), comportamento da agua frente a maturagdo e cozimento de carne
suina (WU etal., 2006; STRAADT et al., 2007) e mais recentemente, qualidade de carne bovina
(PEREIRA et al., 2013; SANTOS et al., 2014).

Na area da ciéncia da carne, as medidas de RMN podem ser utilizadas na determinacao
da distribuicdo de gordura intramuscular e na mudanca de distribuicdo da agua no musculo
pos-mortem devido existir uma alta correlacdo entre determinacdes de T2 (tempo de relaxacédo
transversal ou spin-spin) da agua e propriedades como pH, rendimento de cozimento e
capacidade de retencdo de dgua (RENOU et al., 1985). Ou seja, visto que o musculo esquelético
é constituido de aproximadamente 70 a 75% de agua e as propriedades fisicas da mesma sdo
importantes para a sobrevivéncia e funcionalidade do madsculo vivo no processo pos-mortem, a
RMN merece destaque como técnica que proporcione a avaliacdo da qualidade da carne.

Bertram et al. (2004) utilizaram as medidas de RMN de baixo campo coma técnica de
Carr-Purcell-Meiboom-Gil (CPMG) em musculos durante o periodo de 15 minutos, 85 minutos
e depois de 24 horas pés-mortem a fim de observar a mudanca de distribuicdo da dgua no
musculo de suinos, sendo estes animais expostos a 2 niveis de estresse antes do abate. Estes
autores observaram uma interacdo entre o pH e a forca idnica e que o contetido de agua da
amostra aumenta significativamente com o aumento do pH e a forca ibnica. Além disso, o
tempo de relaxacdo T2 aumentou com o aumento do pH e a forga idnica, no qual revela que o
aumento da retencdo de agua pode ser atribuido ao inchaco das miofibrilas e desse modo
aumenta o espaco entre os filamentos. Com isso, o estudo de relaxometria pode ser aplicado ao
estudo das propriedades da agua de extracdo miofibrilar e assim melhorar o entendimento das
mudancas dos fatores do pH e forca ibnica. Portanto, estes autores, concluiram que tais fatores
afetam a capacidade de retencdo de dgua e a capacidade de ligacdo de &gua em produtos cru e
com tratamento de calor.

Bertram et al. (2006b) analisaram os efeitos da qualidade de carne suina fresca em relacao
a temperatura de congelamento (-20°C até -80°C) e a duracdo da estocagem no freezer (30
meses) na mudanca e na distribuicdo da mobilidade da agua da carne com pH normal (5,6) e
pH alto (5,8), usando relaxometria de T em RMN de baixo campo. A relaxacdo transversal, T»
foi medida usando a sequéncia de pulsos de CPMG. Estes autores concluiram que a qualidade
da carne fresca (pH final) foi afetada pela mobilidade e distribuicdo da agua tanto na carne
congelada que posteriormente foi descongelada, como na carne cozida, e isto se refletiu
posteriormente nas perdas de peso por descongelamento e por cozimento. Além disso, também
observaram que a combinacdo do uso de um congelamento rapido com o armazenamento (em
freezer) a longo prazo, perturba a distribuicdo de agua no interior da carne devido ao dano
severo induzido pela congelacdo da carne que resultou no aumento das perdas por
descongelamento e perda por cozimento em comparacdo com a combinacdo de um
congelamento lento e armazenamento de congelamento a longo prazo.
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Bertram et al. (2005) usaram a RMN de baixo campo para estudar a relagéo entre a
temperatura de cozimento, distribuicdo de agua e atributos sensoriais. Eles observaram que as
medidas de T> medido pela sequéncia de pulsos de CPMG, estdo altamente correlacionadas com
atributos sensoriais de carne suina cozida nas temperaturas de 62 e 75 ° C. O estudo também
demonstrou que a maior suculéncia e maciez é obtida em 75° C do que em 62° C.

Bertram et al. (2006) realizaram um estudo combinado a espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier e medida de T, por RMN em baixo campo utilizando como
amostras de carne suina com pH normal e pH alto, para caracterizacdo da mudanca das
estruturas das proteinas miofibrilares e propriedades e propriedades fisico-quimicas, durante o
cozimento de 28°C a 81°C. Para medir o tempo de relaxacdo transversal T foi utilizada a
sequéncia de pulsos de CPMG. Foram observadas mudancas pronunciadas na propriedade da
agua e na organizagao estrutural das proteinas durante o cozimento a 81°C.

Bertram et al. (2006a) estudaram a combinacdo entre as medidas de RMN em baixo
campo (T2) com medidas simultaneas de Differentiak Scanning Calorimetru (DSC) e
concluiram que o método de RMN proposto para quantificacdo de gordura e presenca de agua
na carne é uma alternativa segura, rapida e precisa em relacdo a outros métodos. Além disso, 0
teor de &gua pode ser medido também em sistemas ndo contendo aglcar, usando um tempo
experimental total de aproximadamente 1 minuto (Resonance Instruments Ltd., 2002).

Bertram et al. (2006a) investigaram a relacdo entre a desnaturacao térmica das proteinas
da carne e as alteracdes induzidas pelo calor nas caracteristicas da agua utilizando amostras de
carne de suinos pré-aquecidos em nove temperaturas entre 25 e 75 ° C. O estudo destes autores
foi realizado através da combinacdo da ressonancia magnética nuclear (RMN) simultdnea com
relaxometria T2 e calorimetria exploratoria diferencial (DSC). A analise de componentes
principais (PCA) nos dados de relaxacdo de RMN distribuidos revelou que as principais
mudancas nas caracteristicas da dgua durante o aquecimento ocorrem entre 40 e 50 ° C. Isto
provavelmente foi iniciado devido a desnaturacdo das cabegas de miosina, que nao puderam ser
detectadas nos termogramas DSC obtidos diretamente na carne. Em contraste, os termogramas
DSC revelaram transicBes endotérmicas a 54, 65 e 77 ° C, provavelmente refletindo a
desnaturacdo das proteinas sarcoplasmaticas de miosina (bastonetes e cadeia leve), juntamente
com colageno e actina, respectivamente. Através da modelagem simultanea de dados de DSC
e RMN por regressdo por minimos quadrados parciais (PLSR) identificou-se correlacdo entre
a desnaturacédo de bastdes de miosina e cadeias leves a ~53-58 ° C e mudangas induzidas pelo
calor na &gua miofibrilar (tempo de relaxamento T2 ~10-60 ms) bem como entre a
desnaturacdo da actina a aproximadamente 80 a 82 ° C e a expulsdo da agua da carne. Nesse
sentido, o estudo demonstrou que héa relacdo direta entre a desnaturacdo térmica de proteinas
especificas / estruturas proteicas e alteracdes induzidas pelo calor na mobilidade da agua
durante o aguecimento da carne suina.

Apesar das inovagdes na andlise de alimentos, a industria alimenticia se beneficia com o
desenvolvimento de métodos rapidos. Para tanto, a RMN de baixo campo é um método que
determina o conteldo de agua e de gordura simultaneamente. Embora a RMN seja uma
ferramenta importante para elucidar resultados de pesquisas, deve-se lembrar que o custo dos
equipamentos ainda € um limitante para seu uso.

2.4.2. Comprimento de sarcomero e microscopia de forca atdmica (MFA)
A estrutura do sarcomero é vital para a aparéncia estriada da fibra muscular. As estrias
sdo periddicas e surgem com bandas densas (Banda A) ou bandas menos densas (Banda I) na

miofibrila. A divisdo das bandas I sdo linhas escuras conhecidas como linhas Z e a distancia
entre as linhas Z € o comprimento de sarcémero (HUFF-LONERGAN et al., 2010) (Figura 6).
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Figura 6. Esquematizagdo da fibra muscular, sarcomero e suas unidades funcionais (Fonte:
https://questoesdefisiocomentadas.wordpress.com/tag/sarcomero/)

Sarcomero €, portanto, uma unidade basica do musculo esquelético, e 0 seu comprimento
é definido pela distancia entre dois discos Z adjacentes. A avaliacdo do comprimento de
sarcOmero para carnes tem importancia em condi¢des que predispbem o encurtamento pelo
calor (heat shortening) ou pelo frio (cold shortening). Para bovinos, o cold shortening tem
maior importancia devido a ocorréncia associada ao abate e resfriamento imediato das carcacas.
O encurtamento pelo frio ocorre quando baixas temperaturas no pré-rigor induzem a contracao
muscular mais intensa (HUFF-LONERGAN et al., 2010; PURCHAS, 2014). Considera-se que
pode ocorrer encurtamento pelo frio quando o pH muscular estd maior que 6,0 e a temperatura
esta menor que 10 °C (HONIKEL et al., 1986; HONIKEL, 2014). E importante ressaltar que a
baixa taxa de acidificacéo e alta proporcao de fibras vermelhas na musculatura de bovinos, o
torna susceptivel ao encurtamento pelo frio (HUFF-LONERGAN et al., 2010; LAWRIE &
LEDWARD, 2006).

O comprimento de sarcomero pds-rigor, em condi¢cBes normais € dependente de fatores
como por exemplo, a raca do animal, mas geralmente, sua medida esta entre 1,8 a 2,0 um no
musculo M. longissimus. Abaixo destes valores, caracteriza-se 0 encurtamento causado pela
contracdo muscular. Por outro lado, bovinos de origem europeia possuem carne mais macia
quando comparados a Zebuinos e consequentemente, possuem maior comprimento de
sarcomero.

Dependendo das condigdes de resfriamento, a redugdo do comprimento do sarcOmero
pode ser alcancado em valores proximos a 50% (HONIKEL, 2014). Quanto menor o
comprimento de sarcdmero, mais dura a carne se torna. No entanto, esta relagdo ndo é linear. O
encurtamento excessivo, acima de 40% pode causar dano estrutural no sarcomero e resultar em
melhoria da maciez (MARSH et al., 1974, SMULDERS et al., 1990; PURCHAS, 2014).
Portanto, pode-se afirmar que o comprimento de sarcomero tem forte impacto na maciez.

De acordo com Honikel (2014), o encurtamento de 30% no sarcomero do M. longissimus
dorsi de bovinos pode aumentar em duas vezes a forga de cisalhamento. Davey & Gilbert (1976)
observaram que houve maior impacto na maciez deste musculo em carnes que foram tratadas
com resfriamento rapido, provocando for¢a de cisalhamento trés vezes maior quando
comparada ao resfriamento adequado. Devine et al. (1999) relataram ter alta correlacdo entre
comprimento de sarcomero e forga de cisalhamento, e este fator foi observado em tratamentos
que provocaram variagdo significativa do comprimento de sarcomero. Smulders et al. (1990)
observou redugdo de 0,20 um no comprimento de sarcbmero no M. longissimus (de 1,80 para
1,60 pm) e este fato, acarretou decréscimo de quase 3 pontos (1-9) no escore de maciez. Para
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minimizar estes efeitos, € preconizado o abate de animais com espessura de gordura subcutanea
de no minimo mediana, ou seja, maior que 3 mm (BRASIL, 2004). Esta estratégia reduz a
susceptibilidade ao encurtamento pelo frio e previne maiores danos a maciez (PFLANZER &
FELICIO, 2009; SAVELL et al., 2005). De acordo com Lawrie & Ledward (2006), o
encurtamento pelo frio pode ser evitado ao assegurar temperaturas entre 10 a 15 °C até o
estabelecimento do rigor mortis ou pH menor que 6, e gordura subcutanea com espessura acima
da minima preconizada (>3mm). Portanto, ao atender estas recomendacdes de resfriamento e
espessura de gordura subcutdnea poucas variacdes sdo observadas no musculo para o
comprimento de sarcomero (STOLOWSKI et al., 2006).

Lage et al. (2009) também ressaltaram a importancia de trés fatores que contribuem para
a maciez da carne, dentre eles o comprimento de sarcobmero (quanto maior, mais macia), e
conteddo de tecido conjuntivo e indicam que musculos dianteiros do animal por possuirem
maior quantidade de fibras oxidativas e de colageno, restringem a acao das calpainas e por isso
resultam em cortes mais duros. A quantidade de gordura intramuscular, conhecida como
marmoreio é outro fator importante na percepc¢do da maciez da carne e palatabilidade.

A microscopia de forca atbmica (MFA) consiste em um sistema de cantiléver acoplado a
um sistema de posicionamento altamente sensivel e preciso, que possibilita a ponta do
cantiléver percorrer superficies de materiais coletando dados de topografia, rugosidade, rigidez,
entre outras informagdes. A sua escala de trabalho, vai de poucas dezenas de micrometros até,
em algumas situacdes, atingir, dimensdes de que permitem evidenciar a estrutura anatbmica do
material analisado (JANDT, 1998).

De acordo com Li et al. (2016), existem dois principais modos de trabalho do MFA, o
primeiro € o modo denominado contato, dito como estatico, em que a ponta do cantiléver
percorre a amostra aplicando forca constante sobre a superficie. Nas medidas realizadas em
modo de contato, s&o obtidos dados de topografia, rugosidade e forga de atrito; o segundo tem
varias designacdes, contato intermitente, quase contato, “tapping mode”, neste modo a operacao
do cantiléver é colocado para vibrar no ar (pode ser em vacuo ou em meio liquido) em uma
frequéncia proxima a sua frequéncia de ressonancia, se aproxima da amostra e passa a toca-la.
Nesta situacdo ocorre a diminuicdo da amplitude de vibracdo do mesmo. A nova amplitude de
vibracdo é utilizada pelo sistema de controle do equipamento, para percorrer a superficie
coletando dados de topografia e rigidez.

Li et al. (2016), avaliou amostras de sarcomeros musculares em modo dinamico, sendo
este método suficiente para evidenciar as microfibrilas do sarcomero.

2.5. Uso da alta pressao hidrostatica (APH) em carne

Objetivando atender as exigéncias dos consumidores por produtos de qualidade, diversas
pesquisas, tém sido realizadas para adequar a industria e os sistemas de producao a necessidade
de oferecer um produto que atenda as expectativas do consumidor final. Para tanto, 0s
pesquisadores tém adotado o uso de tecnologias em alimentos e seu mecanismo de agdo sobre
determinados produtos.

O uso da tecnologia de alta pressdo hidrostatica (APH) iniciou-se com pesquisas
realizadas em leite, a fim de testar a inativacdo de bactérias presentes neste produto.
Atualmente, sabe-se que a APH, diferente das demais tecnologias, € um processo ndo térmico,
possui potencial para permitir a esterilizacdo comercial e, consequentemente, prolongar a
validade comercial dos alimentos (VARDAG et al., 1995). Em contrapartida, esta tecnologia
também pode induzir mudangas relevantes na textura dos alimentos que podem ocorrer em
consequéncia a reducdo de volume e de mudangas de pH (WILLIANS, 1994).
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Estudos revelam que o processamento de carnes submetidas a APH tem tido boa aceitacdo
pois esta tecnologia é capaz de preservar as caracteristicas sensoriais da carne fresca e ainda
causar amaciamento nos produtos carneos. Apesar da APH e da maturacdo apresentarem a
vantagem de amaciar a carne, 0s métodos de acdo para que essas tecnologias atinjam este
beneficiamento sé&o diferentes. Enquanto a APH utiliza “shockwaves” (ondas de choque) de
pressdo para romper fisicamente a estrutura do musculo, a maturacdo esta relacionada a
degradacéo proteolitica das proteinas miofibrilares (BOWKER et al., 2006).

De acordo com Meyer et al. (2000), o uso de pressédo evita danos de calor excessivo que
ocorre na maioria dos processos térmicos. O fluido usado no recipiente de pressdo tem
propriedades adiabaticas e ndo influencia a temperatura final do alimento (Figura 7). Os fluidos
utilizados no equipamento de APH séo diversos, como por exemplo, 4gua, alcool 70%, glicerol,
0leos comestiveis, entre outros.
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Figura 7. A) Foto do equipamento de alta pressdo hidrostatica da EMBRAPA Agroindustria
de Alimentos (Fonte: Arquivo pessoal). B) Esquema adaptado do piloto de alta pressdo da
Alstom Fluides et Mecanique (d, 120mm, h, 300mm) 1, ladrdo para 0 excesso de agua; 2,
portador de amostra; 3, amostra de carne selada a vacuo; 4 a, b, circulagdo de 4gua do sistema
termorregulador; 5, saida de agua; 6, portdo de depressurizacdo; 7, bomba de alta presséo
(Fonte: Esquema adaptado de Jung et al., 2000)

Cheftel (1995) explica que dois principios quimicos regem o processo de pressurizagéo,
sendo assim, o principio de L& Chatelier e o principio da pressdo isostatica sdo as bases desta
tecnologia. O primeiro é aquele que diz que no final de qualquer fendbmeno, de transi¢do de
fase, mudanca de conformacgdo molecular ou reagcdo quimica acompanhado por uma reducéo de
volume, é favorecido pelo aumento de pressao, e vice-versa. No caso de uma reagdo, a pressao
alterara o equilibrio na direcdo do sistema de menor volume. Barbosa-Cénovas & Rodriguéz
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(2002) explicam que o principio da pressdo isostatica indica que a presséo é transmitida de uma
forma uniforme e quase instantanea, através de uma amostra bioldgica.

Sabe-se que a carne é um produto altamente perecivel e os consumidores adotam a maciez
como parametro de maior importancia para este produto. Koohmaraie (1996) afirma que a
maturacdo da carne bovina requer um periodo de armazenamento refrigerado de varios dias e
que durante este periodo ocorrem fendmenos fisico-quimicos e enzimaticos e a integridade
estrutural das miofibrilas é alterada. Para reduzir o periodo de maturacdo e melhorar a
sensibilidade final da carne, varios processos foram estudados, incluindo estimulacédo elétrica
(DUTSON et al., 1980), infusdo de Ca** (KOOHMARAIE et al., 1988), maturagdo acida
(ERTBJERG et al., 1999), e ultrassonografia (GOT et al., 1999) e recentemente a alta presséo
hidrostatica também foi proposta como uma nova opgéo de tecnologia (SUZUKI et al., 1992).

2.5.1. Efeito da Alta Pressdo Hidrostatica nas Enzimas Proteoliticas (Calpainas,
Catepsinas e Calpastatina) da Carne

O amaciamento ocorre devido as alteracGes do tecido da carne induzidas por enzimas e
reacOes bioquimicas, sendo enzimas como catepsina (B, H, L e D), calpastatina, m-calpaina e
p-calpaina envolvidas nesse processo (JUNIOR, et al., 2017). Neste contexto, o processamento
de alta pressdo hidrostatica pode ser uma ferramenta util, quer pelo aumento da atividade
enzimatica, maior exposi¢do da enzima ao substrato, ou por mudancgas conformacionais nas
proteinas (MA & LEDWARD, 2013). Nishiumi (2017) afirma que o amaciamento que
acompanha a maturacdo da carne ndo pressurizada é causado por enfraquecimento da linha Z,
dissociacgdo do filamento de actina e filamento de miosina, degradacdo da conexdo que liga o
filamento de miosina com a linha Z, além do enfraquecimento da estrutura fibrilar ser devido
ao enfraquecimento do tecido conjuntivo muscular. Por outro lado, a pressdo muda a estrutura
das proteinas, induz a dissociacdo de sua estrutura e causa a desnaturacdo de moléculas
proteicas.

As mudancas estruturais das proteinas musculares devido a alta pressao e seu mecanismo
de amaciamento vem sendo relatadas desde a década de 80 até os dias atuais por diversos
grupos de pesquisas, como, Macfarlane & Morton (1978), Suzuki et al. (1990, 1992),
Yamamoto et al. (1992), Cheftel (1995), Suzuki (2002), Yamamoto et al. (2005, 2007), Ikeuchi
et al. (2002, 2006), Zhou et al. (2016), Nishiumi (2017), entre outros, e, com uma vasta gama
de informacdes a tecnologia de APH tem sido elucidada cada dia com maiores detalhes.

De acordo com Jung et al. (2000), a pressdo empregada, 0 tempo de agdo e a composi¢ao
média do produto, devem ser levados em consideracdo para estabelecer um processo eficiente
baseado em tecnologia de alta presséo.

Segundo Ikeuchi et al. (2002) e Ikeuchi et al. (2006) a estrutura miofibrilar ordenada
comeca a desnaturar uma pressao de aproximadamente 150 a 200 MPa ou mais, devido ao
mecanismo de dissociacao dos filamentos de actina e dos filamentos de miosina devido a alta
pressdo e causar mudanca na estrutura tridimensional em consequéncia da despolimerizagéo da
F-actina para o actinonémero (G-actina) levando a desintegracdo do filamento de actina e
consequentemente, 0 amaciamento da carne. Contudo, as proteases musculares intrinsecas,
como calpaina, catepsina e proteossoma, ndo sao inativadas pelo tratamento com alta pressao,
em vez disso, a atividade enzimética aumenta sob condi¢Ges de pressdo apropriadas e as
proteinas musculares do substrato degeneram sob tratamento com alta pressdo e, portanto, a
desnaturacdo das proteinas miofibrilicas € promovida (Kim et al., 1993 e Yamamoto et al.,
2005).

Yamamoto et al. (2007) afirmam que 0 amaciamento de carnes durante a observagéo post-
mortem causada por alta presséo tem sido geralmente atribuido a mudanga conformacional nas
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cadeias de proteinas miofibrilares por vérias proteases endodgenas, em particular pelas
catepsinas.

Kubo et al. (2002) relata que a organizagdo da membrana de lisossomos e reticulo
sarcoplasmico, que sdo organelas, é enfraquecida e destruida a alta pressdo de 100 a 150 MPa
ou mais e como resultado, varias enzimas degradantes armazenadas em lisossomos,
particularmente catepsinas, que € uma protease acida, migram dos lisossomos para o citosol.
De acordo com Ohmori et al. (1991) e Jung et al. (2000), as atividades especificas das proteases
sdo, sensiveis ao processamento de pressdo, sendo as proteases acidas (incluindo a catepsina D)
sdo resistentes a alta pressdo (500 MPa), enquanto que as proteases neutras e alcalinas sao
ligeiramente inativadas a partir de 400 MPa devido a desnaturacdo (RODE & HOVDA, 2016,
MA & LEDWARD, 2013)e exopeptidases (tanto amino como carboxipeptidases) séo
prontamente inativados acima de 200 MPa. Outro fato decorrente do processo de pressurizacao
em carnes sdo ions de calcio acumulados no reticulo sarcoplasmico que saem por vazamento
da membrana sarcoventricular, aumentando a concentracdo de ions de célcio no citoplasma e
como consequéncia, a calpaina (uma protease ativada por ion de célcio) é ativada (SUZUKI,
2002).

De acordo com Malinowska-Panczyk & Kotodziejska (2018), as proteases acidas e
neutras endogenas da carne suina (com atividades 6timas a pH 6,0 e 7,0, respectivamente)
foram ativadas pelo tratamento de alta presséo, havendo um aumento da atividade em 66 e 36%,
respectivamente, com aumento de pressdo até 193 MPa. Alguns autores apontaram que a
ativacdo de proteases neutras e alcalinas (calpainas) em carne pressurizada pode ser induzida
por uma crescente concentracdo de calcio no citosol como resultado da ruptura do reticulo
endoplasmatico e das mitocondrias (CHERET et al., 2007a). Em contraste, Grossi et al. (2012)
mostrou que a atividade de p-calpaina no musculo longissimus em carne de porco diminuiu em
15 e 80% apos a pressurizacao a 50 e 100 MPa, respectivamente. No entanto, a atividade de m-
calpaina quase ndo foi afetada nestas condi¢des. A inativacdo completa de m- e pu-calpaina foi
alcancada em 200 MPa (GROSSI et al., 2012).

Curl et al. apud por Hendricky et al., (1998), utilizou pressdes de aproximadamente 100
MPa para avaliar a ativacdo de algumas enzimas e relatou que esta estimulacdo é observada em
enzimas monoméricas e que tal fato foi devido possivelmente ao desnovelamento e a posterior
reestruturacdo, levando a maior exposicdo do sitio ativo e ao incremento da atividade dessas
enzimas. Este autor ainda afirma que pressdes acima de 100 MPa, geralmente, induzem a
inativacdo enzimatica. Patrizia & Giovanni (2002) apud Zhou et al. (2016) relataram que, apds
a carne receber tratamento de alta pressao, a atividade da calpaina no tecido muscular aumentou,
a taxa de protedlise foi acelerada, o sarcomero foi danificado e a estrutura do tecido muscular
mudou até certo ponto resultando na melhoria de maciez da carne.

Homma et al. (1995) relatam que a alta pressao pode afetar a atividade dos inibidores das
enzimas, mostraram a diminuicdo dos niveis de calpastatina, um inibidor das calpainas, ap6s a
pressurizacao. Hugas et al. (2002) expbe que a calpastatina é inibida por 200 MPa enquanto as
calpainas sdo degradadas acima de 400 MPa e que a pressdes inferiores a 200 MPa as enzimas
lisossomais (catepsinas) aumentam a atividade autolitica e 0 amaciamento da carne € maior. O
efeito da alta pressao sobre a atividade da calpaina depende de varios fatores: a faixa de presséo,
a atividade da calpastatina nestas condicdes e as alteragdes nas proteinas musculares, indice de
fragmentacdo de mioficbrilas (MALINOWSKA-PANCZYK & KOLODZIEJSKA, 2018).
Com pressdes moderadas (100-150 MPa), a atividade da calpaina na carne de coelho e badejos
permanece praticamente inalterada (CHERET et al., 2005; HOMMA et al., 1995), no entanto,
esses autores verificaram que, nessas condigdes, ocorre a desnaturagdo das proteinas
miofibrilares, 0 que aumenta a sua susceptibilidade a hidrélise enzimatica. Ja a uma pressao
mais alta - acima de 300 MPa - a atividade da calpaina em badejos, salmdes e carne de coelho
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aumenta drasticamente (CHERET et al., 2007a; HOMMA et al., 1995; LAKSHMANAN et al.,
2005).

Em estudo realizado por Homma et al. (1994), foi observado que as atividades das
catepsinas B, D e L aumentaram gradualmente com o aumento da pressao até 400 MPa, depois
diminuiram a 500 Mpa por 5 minutos & 2°C em 17%, 75% e 20%, respectivamente. Até 100
MPa, as atividades de catepsina H ndo diferiram do controle e em pressdes superiores a 100
Mpa foi observado diminuicéo gradual com o0 aumento da pressao e quando foram submetidas
ao tratamento com pressdo de 500 Mpa por 5 minutos a 2°C apresentaram um decréscimo de
85%. Contudo, diante desses resultados, ndo ficou claro se as prdprias enzimas tiveram uma
maior atividade proteolitica ou se a quantidade de enzima presente na fragdo soltvel no extrato
bruto foi aumentada pelo tratamento com pressdo. Dessa forma, estes mesmos autores
investigaram o efeito da pressdo sobre a prépria enzima, observaram que todas as enzimas
perderam sua atividade enzimatica a medida que a pressao aplicada aumentava e ainda que, o
grau de perda foi dependente da enzima. Portanto, 0 aumento das atividades relativas da
catepsina B, D e L neste estudo, ndo se deveu a um aumento na atividade enzimatica, mas a um
aumento no conteudo do extrato, sendo este fato explicado pelas catepsinas serem enzimas
existentes no lisossoma e 0 aumento do conteudo da enzima ter sido derivado do vazamento da
enzima em consequéncia a ruptura da membrana do lisossomo pelo tratamento a pressao. Por
outro lado, as catepsinas H ndo eram resistentes a pressdo e por isso, foram inativadas pelo
tratamento de pressdo antes do aumento da quantidade. A partir desses resultados os autores
concluiram que o aumento induzido pela pressdo na quantidade de atividade da protease no
musculo era devido a liberacao das enzimas a partir dos lisossomos e que isto poderia resultar
em amaciamento de carne, juntamente com outras proteases, como as calpainas.

Ohmori et al. (1992) relatam que o aumento da liberacdo de enzimas dos lisossomos,
aumenta a atividade especifica, como mostrado em 100 MPa para catepsina D e 200 MPa para
catepsinas B e H, no caso de aplicacdo de pressao para os lisossomos isolados do figado bovino.
Montero & Go' mez-Guille'n (2002) por sua vez, afirmaram que as catepsinas H séo inativadas
a partir de 200 MPa e a catepsina D é inativada quando a pressdo atinge 500 MPa. Dessa forma,
cabe ressaltar que algumas alteracdes bioquimicas que ocorrem na carne devido a alta pressdo
hidrostatica incluem a inativacéo da catepsina B, H e L (> 500 MPa), catepsina D (> 300 MPa)
(CHERET et al., 2005; CHERET et al., 2007, HUGHES, 2014).

Diante de estudos realizados por Jung et al. (2000a) observou-se que as atividades de
catepsina D aumentaram progressivamente para pressdes inferiores a 170 MPa em tratamentos
de menor duragéo, mas ainda permaneceram menores do que o controle. Para maiores pressoes,
observou-se um aumento acentuado da atividade da catepsina D, onde os valores mais altos
ocorreram a uma pressao de 500-600 MPa por curtos tempos (menos de 200s). Estes autores
concluiram que através de andlises microscépicas, ficou claramente estabelecido que a alta
pressdo modificou a integridade da membrana de parte dos lisossomos e que o0 aumento da
atividade enzimatica lisossdbmica pode resultar em amaciamento de carne.

Buckow et al. (2010) estudaram a atividade das proteases na carne utilizando presséo e
temperatura combinadas, e observaram que a aplicacdo de alta presséo teve o potencial de
alterar a estabilidade e a atividade catalitica da catepsina D. Contudo, a ativagdo da enzima foi
acelerada com aumento de pressao ou da temperatura, e seu maior ponto de estabilidade foi
alcancado a 100 MPa, mesmo em altas temperaturas. A atividade catalitica da catepsina D
aumentou com a temperatura, mas diminuiu drasticamente com a presséo.

Homma et al. (1995, 1996) avaliaram os efeitos da alta presséo hidrostatica nas atividades
das proteases p-calpaina, m-calpaina e calpastatinas em carnes de coelhos e observaram acima
de 100 MPa os niveis de calpaina apresentaram discreta diminuigdo com o aumento da presséo,
mas, a 300 MPa por 5 minutos a 2°C, os niveis foram muito reduzidos, sendo estes, 98%, 92%
e 95,7%, respectivamente, enquanto as atividade das catepsinas se mostrou aumentada. As

22



amostras pressurizadas, assim como as amostras controle, obtidas de extratos, foram
submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia, onde foi observado que calpainas e
calpastatinas foram inativadas diante do aumento crescente de pressdo. Contudo, as
calpastatinas foram inativadas a 100 MPa enquanto as calpainas resistiram a alteracdes até a
pressdo de 200 MPa. Portanto, verificou-se que, a APH aumentou a liberagdo de catepsinas
lisossomais e como decorréncia, houve um aumento de suas atividades no musculo, bem como
0 aumento das atividades das calpainas pela liberagio de Ca*? do reticulo sarcoplasmatico e a
inativacdo de calpastatina. Em consequéncia da pressurizagdo da carne a 200 MPa e seus efeitos
nas enzimas proteoliticas, deu-se 0 amaciamento da carne.

Segundo Cheftel & Culioli (1997), a atividade da calpaina pode ser aumentada pela
liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmético e das mitocdndrias, pela desnaturacdo da
calpastatina e por modificacbes de substratos proteicos, tornando-os mais suscetiveis a
protedlise. Como a alta pressao induz modifica¢cdes na estrutura do sarcomero, em particular as
linhas Z, as bandas M e | que sdo semelhantes as obtidas pela incubacdo de miofibrilos com
calpainas (BOUTON et al., 1977; MACFARLANE & MORTON, 1978; SUZUKI et al., 1990;
1992), a atividade global de calpainas poderia ser aumentada pelo tratamento de pressdo. Estes
mesmos autores afirmam que a catepsina D comeca a ser inativada a 100 MPa, mas ainda esta
ativo (30%) a 500 MPa, enquanto as catepsinas B e H, embora sensiveis a uma pressao superior
a 200 MPa, mantém pelo menos 50% de sua atividade ap6s o processamento a 500 MPa. Jin et
al. (2001) por sua vez, observou que a atividade das calpainas foi reduzida em 250 MPa por 10
minutos a temperatura ambiente.

Jung et al. (2000a, 2000b) observaram um aumento na atividade das catepsinas na carne
bovina pressurizada a 520 MPa, o que foi mantido durante todo o processo de maturacéo. No
entanto, tal incremento de atividade ndo refletiu na melhoria da carne ou em maior velocidade
de maturacdo. O amaciamento da carne foi atribuido as modificacfes no estado de contracdo e
nos componentes miofibrilares sob efeito da presséo.

A perda de atividade de calpainas em alta pressdo ocorre devido a modificacdes
estruturais e dissociacéo da forma heterodimérica da proteina (CHERET et al., 2007), enquanto
Homma et al. (1995) sugeriu a possibilidade de autolise. A diminuicao da atividade da calpaina,
possivelmente, evita a degradacdo de proteinas miofibrilares sob alta presséo e tal possibilidade
foi destacada no artigo de revisao de Campus (2010) e em um trabalho de Duranton et al. (2014).

Portanto, a mudanca estrutural das proteinas constituintes musculares, o rompimento da
estrutura da membrana sarcoplasmatica, a ativacdo de enzimas enddgenas intramusculares e
semelhantes, estdo complexamente entrelagadas pelo tratamento de alta presséo, de modo que
as miofibrilas sdo susceptiveis de serem fragmentadas e as fibras musculares também sao
facilmente desnaturadas, tornando a carne macia (NISHIUMI, 2017).

2.6. Analise do Perfil de Proteinas por Eletroforese

Proteinas sdo macromoléculas orgéanicas, formadas por uma sequéncia de aminoacidos
ligados covalentemente entre si e estas ligacbes quimicas promovem estabilidade as proteinas.
De acordo com Lodish et al. (2005), as proteinas sdo as unidades funcionais para quase todos
0s processos bioldgicos, podendo atuar como catalizadores utilizados nas reagdes quimicas
dentro dos organismos, abrangendo fungdes estruturais, de transporte, regulacéo e sinalizagéo.

As moléculas de proteinas podem ser organizadas em estruturas primarias, secundarias,
terciarias ou quaterndrias. As estruturas primarias das proteinas caracterizam-se por serem
arranjos de aminoacidos ligados covalentemente entre si, ou seja, € uma sequéncia de
aminoéacidos que compde a cadeia polipeptidica. As secundarias, sdo aminoacidos que compde
a cadeia polipeptidica mas diferente da estrutura primaria, sdo adicionadas de radicais que
através da forca atbmica podem gerar tor¢do na molécula de proteina e, portanto, mudam a
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conformacdo molecular que em sua maioria podem ser de dois tipo: alfa-hélice, que sdo
proteinas mais globulares e mais soltveis ou, folha-beta, que sdo proteinas mais fibrosas e
menos sollveis como € o caso das proteinas que formam os tecidos musculares.

Diferentemente do que ocorre na estrutura secundaria, onde a estabilidade € dada por
ligacdes de hidrogénio, na estrutura terciaria sdo adicionadas de arranjos proteicos e a
estabilidade da molécula é obtida por diferentes tipos de interacdes, dentre elas pode-se
destacar, as interacOes hidrofobicas entre grupos apolares, pontes de hidrogénio entre grupos
polares, pontes salinas entre residuos acidos e basicos e pontes dissulfeto (BORJA, 2017).
Esses tipos de interagbes mantém as estruturas terciarias em formas regulares e compactas.
Como as interacdes que estabilizam a estrutura terciaria sao fracas, essa estrutura ndo € rigida,
conseguindo apresentar diferentes estados conformacionais (LODISH et al., 2005). Borja
(2017) afirma que a estrutura terciaria possui caracteristicas de especial interesse, pois define a
funco bioldgica de uma proteina monomérica, alem de ser o objetivo ao qual se deseja chegar
com a predicdo de estruturas 3D partindo de uma sequéncia de aminoacidos.

As estruturas quaternarias sdo caracterizadas por serem multimeros e descrevem nimeros
e posicOes relativas das subunidades de proteinas. Estas proteinas multiméricas podem ser
constituidas pela repeticdo da mesma subunidade (homomeéricas) ou por subunidades diferentes
(heteroméricas) (Lodish et al., 2005).

Segundo Karp (2011), a grande diversidade de funcGes realizadas pelas proteinas é
produto do nimero de blocos fundamentais dos quais sdo compostas, 0s aminoacidos e cada
proteina contém uma sequéncia Unica que lhe confere propriedades caracteristicas. Contudo,
atualmente, sabe-se que 0 mais aceito é que as propriedades de uma proteina devem-se, mais a
sua estrutura tridimensional do que propriamente a sua sequéncia de aminoacidos, pois
proteinas com diferentes sequéncias de aminoacidos podem ter a mesma funcdo dentro dos
seres vivos (WOOD et al., 2011). Assim, a determinacdo da estrutura 3D das proteinas
despertou maior interesse que a determinacdo da sequéncia de aminoécidos para estudar sua
funcdo bioldgica e hoje ja se sabe que a estrutura terciaria é de extrema importancia porque
geralmente coincide com a chamada estrutura nativa, a estrutura que confere a proteina uma
funcdo bioldgica especifica.

Cabe ressaltar que as estruturas terciarias das proteinas sao essenciais para toda e qualquer
funcdo proteica, ou seja, se uma proteina perder a estrutura tercidria, perderd a sua
funcionalidade.

As fibras musculares sdo constituidas de proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas. De
acordo com Lana & Zolla (2016), as proteinas miofibrilares representam a maior fracéo do total
proteinas (65 a 70%), enquanto a outra fracao € representada pelas proteinas sarcoplasmaticas.
A nebulina (componente menor dos filamentos finos), complexo troponina (T, C e I),
tropomiosina (essencial para contracdo muscular), miosina e a actina sdo as proteinas
miofibrilares sendo as duas Ultimas citadas, as mais abundantes, correspondendo de 50 a 58%
e 15 a 20% do total de proteinas miofibrilares, respectivamente.

As proteinas podem sofrer alteracGes fisica, tecnologicas ou quimicas e estas podem ser
reversiveis ou ndo. Quando as proteinas se desenovelam e as ligacGes covalente ndo séo
afetadas, diz-se que elas foram desnaturadas. Portanto, a desnaturacéo proteica é a modificacdo
da forma tridimensional da proteina sem que tenha ocorrido alteracdo na sua estrutura primaria.

A exposigdo das proteinas a altas temperaturas, pH extremo, substancias quimicas e
tecnologias emergentes ou métodos tecnoldgicos combinados, pode causar a desnaturagéo,
fazendo com que a proteina perca parcial ou totalmente a sua conformacdo original e
consequentemente, perca a estrutura e fungdo. O processo de desnaturacdo pode ser vantajoso,
como é o caso da alta pressdo hidrostatica em carnes que desestrutura as proteinas da estrutura
terciaria provocando como resultado, amaciamento ao produto, ou desvantajoso quando ocorre
em um organismo in vivo.
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Pesquisas iniciais usando a APH foram realizadas em leite e produtos a base de frutas,
sendo a principal vantagem desta tecnologia, estender o tempo de prateleira e inativar bacterias
patogénicas causando pouca ou nenhuma alteragéo de cor, sabor e qualidade nutritiva, uma vez
que as moléculas relativamente pequenas, responsaveis por essas propriedades, ndo sdo afetadas
(PATTERSON et al., 2005). Para tanto, essa tecnologia tem sido usada como ferramenta capaz
de dissociar diversas proteinas e nos anos 70 e 80, comecou-se a estudar a acdo APH em
produtos a base de carne (MACFARLANE, 1973; KENNICK et al., 1980) e estes, portanto,
serviram como ponto de partida para posteriores pesquisas sobre o efeito da APH em proteinas
especificas ou fragdes proteicas (MACFARLANE et al., 1986; CHEFTEL, 1995; CHAPLEAU
& LAMBALLERIE, 2003; MARCOS et al., 2005; LEE et al., 2007; SIKES et al., 2010;
REALINI et al., 2011; BAJOVIC et al., 2012).

Alta pressao pode afetar a conformacdo de proteinas e levar a desnaturacao, agregacgéo ou
gelatinizacdo de proteinas (GROSS & JAENICKE, 1994; CHEFTEL & CULIOLI, 1997,
PICOUET et al., 2012). Grant et al. (2000) afirmam que diferentes niveis de pressdo, assim
como diferentes niveis de temperatura e tempos de aplicacdo de pressao, irdo proporcionar
diferentes mudancas, dependendo do alimento que esta sendo exposto a pressao e a composicao
deste. O resultado depende da suscetibilidade da proteina, da pressao aplicada temperatura e
duracdo do tratamento sob pressdo (SUN & HOLLEY, 2010).

Ricards (1979) apud Slongo (2008) mostrou, através de estudos cristalograficos, que
embora as proteinas estejam altamente enoveladas, em seu interior, existem “espacos vazios”,
os quais sdo formados pela impossibilidade de se satisfazer a distancia minima entre os &tomos.
Este fato explica por que a forma nativa das proteinas ocupa um volume maior do que o estado
desenovelado.

Creighton (1987) e Palmieri (2005) afirmam que a pressdo hidrostatica age ao forcar a
entrada de &gua no cerne proteico, 0 que resulta na quebra de interacBes fracas, e
consequentemente, no desenovelamento proteico, estando a explicacdo de acordo com o
principio de Le Chatelier, que diz que a aplicacdo de pressao desloca o equilibrio no sentido da
diminuicdo do volume, ou seja, passa para o estado dissociado. Portanto, quando a proteina se
desenovela, o sistema proteina-solvente sofre contracdo de volume devido ao empacotamento
dos residuos de aminoéacidos pela molécula do solvente. Dessa forma, supfe-se que, sob
pressdo, a agua infiltra na proteina, onde as ligacOes fracas sdo desestabilizadas (FOGUEL,
1993).

Como discutido por Sun e Holley (2010) e Bajovic et al. (2012) um dos principais
problemas em aplicar a APH em carne fresca, € em relacéo a cor pois dependendo do nivel de
pressdo utilizado, podera haver alteracdo de proteinas estruturais como a miosina e proteinas
soltveis, conferindo um aspecto de carne cozida. Sikes et al. (2010) se propuseram a estudar 0s
efeitos da APH em estruturas complexas e compostas, como a carne que constituida por agua,
lipidios e numerosas proteinas sollveis e fibrosas e, observaram que a dissociacdo de agregados
de proteinas pode ter levado a solubilizacdo de destas. Foguel (1993) por sua vez, concluiu que
a APH causa desnaturacdo reversivel nas proteinas devido este fato ter sido observado em
diversas proteinas monomeéricas, como a ribonuclease A e a mioglobina.

Segundo Silva & Weber (1993), a pressao forca a insercdo de moléculas de agua entre
dominios hidrofobicos ou eletricamente carregados de maneira a promover uma redugdo no
volume ocupado pela molécula, e este fenébmeno leva ao enfraquecimento das interagdes idnicas
e hidrofobicas, tanto entre complexos proteicos quanto na estrutura da prépria proteina.

Foguel (1993) afirmou que uma hipétese para explicar o fato de altas pressoes
favorecerem a dissociacdo de proteinas pressupfe a existéncia de espagos mortos no interior
das mesmas, que se originam em decorréncia da impossibilidade de que todos os residuos de
aminoacidos assumam os minimos de distancia intermoleculares possiveis. J& Galazka et al.
(1996) afirmaram que os efeitos da APH nas proteinas estdo principalmente relacionados a
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ruptura de interacGes ndo covalentes nas moléculas de proteina. Portanto, pensa-se que as
ligacGes covalentes e as estruturas primarias das proteinas ndo sejam afetadas pela alta presséo
(HEREMANS & SMELLER, 1998). E provavel que a desnaturacio induzida por presséo de
proteinas tenha ocorrido devido a desestabilizacdo de interacdes ndo covalentes na estrutura
tercidria (CHAPLEAU et al., 2004). Mesmo que as proteinas pressurizadas retenham a maior
parte de sua estrutura secundaria, ocorre um pequeno grau de desdobramento, que expde as
regides hidrofdbicas da proteina e pode levar a agregacéo de proteinas (CHEFTEL & CULIOLI,
1997; SIKES et al. 2010).

Scheibenzuber et al. (2002) e Mullen (2006) utilizaram géis de -eletroforese
unidimensional (LDE) em analises de proteinas musculares para buscar alteracfes nas proteinas
miofibrilares e marcadores para maciez apds tratamento com diferentes niveis de pressoes.
Estes autores verificaram que componentes de filamentos finos foram solubilizados facilmente
com aplicagdo de pressdo, contudo, a solubilizagcdo da miosina dependeu da magnitude e da
duracdo do tratamento sob pressao aplicada. A protedlise da proteina miofibrilar troponina T e
subsequente do aparecimento da banda de aproximadamente 30 KDa foi reportada como um
bom indicador de prote6lise e de um preditor para maciez da carne (KOOHMARAIE, 1992).

Kolczak et al. (2003) observou que ocorreu degradagdo da troponina T durante a
maturacao dos musculos e associou este fato a melhoria da maciez. Negish et al. (1996) acredita
que a degradacdo da Troponina T possa estar relacionada as mudancas estruturais tais como o
alargamento da banda I, assim como o comprimento das miofibrilas do sarcomero, o qual foi
encontrado em observagdes microscopicas.

Okamoto & Suzuki (2002) relataram que quando aplicaram um nivel de pressao dia 200
MPA em musculos, houve uma ruptura acentuada da banda | e uma perda de materiais da linha
M enquanto que a 300 MPA A integridade estrutural do sarcbmero era quase que
completamente destruido, com os filamentos A e | Quebrados sendo espalhados sobre o
sarcomero. A perda completa do filamento M e do filamento | foi bem visto , provavelmente
devido ao colapso do filamento I. Macfarlane (1985) Afirma que a perda da banda | se deva a
um efeito desagregador da& pressdo sobre a actina e outros constituintes da banda como
tropomiosina e troponina. As alteracfes citadas sdo irreversiveis, Mas como as ligacdes
cruzadas na miofibrila sdo de natureza idnica, mesmo a pressdes relativamente baixas (100
MPA), estas devem quebrar (MACFARLANE, 1985) mas, na auséncia de outras mudancas
estruturais serdo reformadas quando houver a liberacdo da pressdo reforcando este raciocinio,
Ma & Ledward (2013) afirmam que o tratamento sob pressdo associado ao aumento de
temperatura pode romper as interacGes hidrofébicas na estrutura proteica , podendo haver
Desenho estabilizacdo da ligacdo do hidrogénio adicional E ap6s A liberacdo depressdo est as
estruturas poderdo ser reformadas.

Portanto, diversos autores, através da eletroforese SDS-PAGE, verificaram que houve
clareamento nas bandas de actina e miosina em produtos carneos submetidos a alta presséo.
Contudo, ja esta bem esclarecido que mesmo pressdes moderadas (150 MPA) Podem fazer
com que a F-actina diz polimerize (IWASAKI & YAMAMOTO, 2002). Angsupanich et al.
(1999) afirmam que pressdes mais altas (> 200 MPA), a transi¢ao da actina é perdida dentro de
minutos.

Yamamoto et al. (1992) realizaram estudos relacionados com a agregagdo de proteinas
carneas, quando submetidas as altas pressdes e verificaram que as moléculas de miosina ndo
pressurizadas apresentaram-se como mondmeros e, tipicamente, apresentaram duas cabecas.
Estes autores compararam esta caracteristica com as moléculas de miosina pressurizada,
verificando que, em pressdes acima de 140 MPa, comegaram a ocorrer mudancas na estrutura.
Através de microscopia eletronica de transmissao, estes autores verificaram que o tratamento
de miosina com pressdo levou a interacdo entre extremidades para formar oligbmeros. Com 0
aumento da pressdo, 0s grupamentos se compactaram e aumentaram o tamanho. Mesmo depois
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da aplicacdo de 210 MPa por 5 minutos, as moléculas de miosina monoméricas foram ainda
observadas, apesar da proporcao de moléculas de miosina com apenas uma extremidade ter
aumentado. Neste mesmo experimento foi verificado que tratamentos com até 210 MPa néo
induziram a gelatinizacdo, e que o tratamento térmico da solucdo puramente pressurizada
resultou em um gel com rigidez e microestrutura similar ao formado somente com tratamento
térmico. Dessa maneira, 0s autores constataram que o tratamento com pressao, provavelmente
nédo afetou a estrutura helicoidal original da cauda de mondmeros da miosina.

Cheftel & Culioli (1997), Heremans & Smeller (1997) sugerem que as pressdes acima de
200 MPa, geralmente causam dissociagdo de estruturas oligoméricas em suas sub-unidades;
abertura parcial e de conformacéo das estruturas monoméricas (em muitos casos irreversiveis);
e a gelatinizacdo das proteinas, sempre que a pressdo e a concentracdo de proteinas sejam
altamente suficientes.

Scheibenzuber et al. (2002), em pesquisas realizadas com carne de suina, usaram a
eletroforese SDS-PAGE para verificar as alteracbes nas proteinas miofibrilares apds o
tratamento a diferentes pressdes e concluiram que o uso desta tecnologia induziu a solubilizagéo
das proteinas miofibrilares, levando a gelatinizacdo das miofibrilas. Verificaram também, que
componentes de filamentos finos foram solubilizados facilmente com a aplicacdo de presséo,
contudo, a solubilizacdo da miosina, dependeu da magnitude e da duracdo da pressdo aplicada.

De acordo com Marcos & Mullen (2014), a pressurizagdo de amostras de carne bovina
induziu uma reducdo solubilidade total da proteina, que parece ser explicada por mudancas na
fracdo sarcoplasmatica, com excecdo da APH em 200 MPa e 0 processamento acima deste nivel
de pressdo induziu uma perda crescente de solubilidade da proteina a medida que o nivel de
pressdo aumentava. Estes autores afirmam ainda que APH ndo teve efeito na solubilidade da
proteina miofibrilar e este fato de haver uma forte correlacdo positiva entre a solubilidade total
e a proteina sarcoplasmaética. Esses resultados concordam com observacdes realizadas
anteriormente que relatam reducdo da solubilidade da proteina sarcoplasmatica na carne
pressurizada (KIM et al., 2007; MARCOS et al., 2010).Para tanto, Marcos et al. (2010)
sugeriram que poderia existir relacdo entre alteraces nas proteinas sarcoplasmaticas e alteracdo
da qualidade da carne pressurizada em uma faixa de 200 a 600 MPa e ainda relataram que ha
relacdo entre modificacdo do sistema sarcoplasmético, fracdo protéica, alteracbes da
capacidade de retencdo de agua e cor em carnes pressurizadas.

A reducdo da solubilidade das proteinas musculares é um indicador da desnaturacdo das
proteinas, a medida que a solubilidade diminui devido a formacdo de agregados proteicos
insolGveis que ndo podem mais ser extraidos (LAAKKONEN et al., 1970; FISCHER et al.,
1979). A desnaturacdo induzida por pressao levaria a formacdo de agregados, provavelmente
gerados através de pontes dissulfeto intermoleculares (GALAZKA et al., 2000).

Por outro lado, Ohlendieck (2010) demostrou através de seus estudos que nao ocorre
muitas alteracfes nas proteinas sarcoplasmaticas e, portanto, estas ndo possuem envolvimento
direto com o amaciamento. Guillemin et al. (2011) afirmaram que as maiores variacoes
ocorreram nas proteinas estruturais e por isso a actina tem sido um dos alvos centrais das
pesquisas sobre o comportamento da fisiologia muscular podendo ser considerada como um
marcador de amaciamento.

Marcos & Mullen (2014) Afirmaram que o efeito da APH Na abundancia de proteinas foi
diferente dependendo do tipo de proteina, onde na fracdo sarcoplasmatica, a APH aumentou a
guantidade de proteinas miofibrilares presentes, enquanto diminuiu a quantidade de proteinas
sarcoplasmaticas e concluiram ainda que no nivel mais baixo de pressdao (200 MPA) houve
pouco efeito no perfil de proteinas sarcoplasmaticas. Para tanto, estes autores relataram a
presenca de fragmentos de proteinas miofibrilares na fracdo soltvel (cadeia leve da miosina,
cadeia a-1 da tropomiosina , cadeia B da tropomiosina e troponina T ) aumentou devido a
utilizacdo BH com pressdes acima de 200 MPA .
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Cheah & Ledward (1996), Angsupanich & Ledward (1998) e Cheret et al., (2006)
relataram alteracGes induzidas por pressao na fracdo protéica sarcoplasmatica da carne devido
a APH, com maior efeito a medida que a presséo do tratamento aumentou, principalmente acima
de 200 MPa. Cheah & Ledward (1996) atribuiram a diminuicdo da intensidade da banda
sarcoplasmética a degradacdo de proteinas ou insolubilizacdo devido a desnaturacdo e
agregacdo de proteinas. A pressdo induz a interrupcdo das interacdes hidrofdbicas e
eletrostaticas, a0 mesmo tempo em que aprimora as ligagdes de hidrogénio, além de promover
a formacéo de ligacGes dissulfeto (MOZHAEV et al., 1994).

Vaérios autores tém observaram a solubilizacdo de proteinas miofibrilares devido a APH
(CHEAH & LEDWARD, 1996; JUNG et al., 2000; SIKES et al., 2009). A solubilidade
aumentada das proteinas miofibrilares devido a APH tem sido relacionada a despolimerizacdo
de proteinas e subsequentes interacdes aumentadas entre constituintes de proteinas e agua
(CHEFTEL & CULIOLLI, 1997). Alguns autores relataram solubilizac&o induzida por presséo
de cadeias leves de miosina, tropomiosina, troponina T, e actina (MCARTHUR & WILDING,
1996; ANGSUPANICH et al., 1999; IWASAKI et al., 2006; JUNG et al., 2000; MA et al.,
2011; MARCOS & MULLEN, 2014).A solubilizagdo de a-actinina, troponina C e proteina M
e proteina C também foi relatada (IWASAKI et al., 2006; LEE et al., 2007; MA et al., 2011).
A pressdo induz a solubilizacdo de proteinas miofibrilares e a insolubilizacdo de proteinas
sarcoplasmaéticas resultando em carne mais palida com diminuicdo dos valores no sistema
colorimétrico CLE (MARCOS & MULLEN, 2014). Estes autores, concluiram que a APH em
niveis de pressdo acima 200 MPa modificaram fortemente os perfis proteicos e 0s parametros
de qualidade do musculo longissimus thoracis e lombar bovino.

Alguns estudos foram realizados para verificar as mudangas na actina, miosina e
actomiosina depois do tratamento com alta pressdo. De acordo com Zayas (1997), as proteinas
miofibrilares, miosina e actina, e até certo ponto a tropomiosina sdo conhecidas como as
principais componentes de ligacdo a agua no tecido muscular. A despolimerizacao,
acompanhada de uma reducdo do volume do alimento carneo exposto (verificado pela liberacdo
de agua) foi o principal efeito observado (GHOSH et al., 2001 apud SLONGO, 2008).

Outro fator importante no desenvolvimento da maciez € o papel de enzimas. As reacgoes
enzimaticas podem ser catalisadas ou inibidas por pressdo, dependendo das alteracdes de
volume envolvidas (EISENMENGER & REYES-DE-CORCUERA, 2009). De acordo com
Jiménez-Colmenero et al. (1998) o aquecimento sob pressdo favoreceu a desnaturacdo de
proteinas que foi atribuida a uma quebra enzimatica acelerada pela pressdo de um componente
de peso molecular mais alto (possivelmente a miosina). Estes autores afirmam, ainda, que a
diminuicdo da atividade das proteases nas proteinas da carne foi devido a alta pressao aplicada,
levando a desnaturacao das proteinas miofibrilares.

Além disso, enzimas sob niveis de pressdo suficientemente altos, na grande maioria dos
casos, serdo inativadas (provavelmente irreversivelmente) devido a desnaturacdo (MOZHAEV
et al., 1994). Foi demonstrado que o tratamento de alta pressdao pode aumentar a atividade da
catepsina (SIKES et al., 2010) ia diminuir a atividade da calpastatina, um importante inibidor
das calpainas. no entanto catarinas s@o sensiveis a pressao isso a atividade é significantemente
diminuida pelo tratamento a 200 MPA por 10 minutos em temperatura ambiente (JIN et al.,
2001).

Assim, se as enzimas estdo envolvidas, as catepsinas sdo 0s reagentes mais provaveis,
pois embora estejam localizados nos lisossomos, eles se romperdo em torno de 200 MPA
liberando as catepsinas no citoplasma (HOMMA et al., 1994). Essas proteases sao resistentes a
pressdo e podem resistir a niveis superiores a 500 MPA (JUNG et al., 2000).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Local de Origem dos Animais Selecionados para o Experimento

Numa primeira etapa foram realizadas visitas na fazenda Trijuncdo, localizada no
municipio de Jaborandi, oeste do estado da Bahia. Todos 0s animais participantes da pesquisa
apresentavam idade morfologica semelhantes (2 dentes — 20 a 28 meses), foram criados a pasto
e terminados em semi-confinamento por um periodo de 90 dias e foram abatidos no mesmo dia.

3.2. Selecéo das Carcagas

Foram selecionados 47 bovinos machos inteiros, sendo estes, 15 Angus x Caracu (F1),
16 Nelores e 16 Caracus para participar do projeto. Todos 0s animais participantes da pesquisa
apresentavam idade morfolégica semelhantes (2 dentes), sendo criados a pasto e terminados em
semi-confinamento por um periodo de 90 dias. Todos os animais foram abatidos no mesmo dia.

As caracteristicas de interesse para analises das carnes foram: perdas de peso por
descongelamento, perda de peso por pressurizacdo, perda de peso por cozimento, cor, forca de
cisalhamento, comprimento de sarcomero, atividade de dgua livre e perfil de proteinas da carne
ndo pressurizada e pressurizada.

3.3. Processamento da Carne
3.3.1. Preparo das amostras

As carcacas bovinas foram desossadas no matadouro-frigorifico, em sala climatizada a
12°C, obtendo-se os cortes comerciais. Apos, estes cortes foram resfriados a 15°C por 24 horas,
onde foi feito a obtencdo dos cortes primarios. Em ambos os ensaios, na obtencdo do corte
serrote antes da desossa, foi medido o pH e a temperatura, utilizando-se de potenciémetro
digital (pH-MV-TEMP Meter-206, LUTRON) inserido na altura do musculo semitendinosus,
para confirmacao do estabelecimento adequado do processo de rigor mortis. Seguida a desossa,
os contrafilés (longissimus dorsi) foram retirados em pecas inteiras.

No ensaio para a avaliagdo do efeito de pressdo nas propriedades da carne, retirou-se
apenas a por¢cdo compreendida entre a 102 e a 122 costelas identificadas no sentido caudo-cranial
(MULLER, 1980). As amostras de carne bovina (carne ndo pressurizada) foram identificadas,
cortadas em bifes de 2,5 cm de espessura, embaladas a vacuo e congeladas. Foi efetuado o
congelamento na temperatura entre -30°C a -32°C em tunel de congelamento.

3.3.2. Alta pressao hidrostatica (APH)

Para a avaliacdo do efeito de pressdo de processo sobre a textura e outras caracteristicas
da carne, as amostras foram pressurizadas em dois tratamentos, 100 e 200 MPa, utilizando-se
0 tempo necessario para 0 equipamento de alta pressdo hidrostatica atingir a pressdo pré-
estabelecida. O equipamento utilizado para pressurizacdo € dado em modelo laboratorial (marca
Stansted Fluid Power e modelo S-FL-850-9-W), e esta localizado na EMBRAPA Agroindustria
de Alimentos, Guaratiba, Rio de Janeiro. As amostras de carne ndo pressurizada foram cortadas
em tamanho 2,5 x 2,5 x 15 cm?®, identificadas e embaladas a vacuo em embalagens de
polipropileno. Posteriormente, foram colocadas em cilindro destinado a inser¢do de amostras
dentro do vaso de pressdo. A camara de pressurizacdo, foi hermeticamente fechada e vedada
para evitar vazamentos. As amostras pressurizadas entraram com a temperatura de
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aproximadamente 5°C, evitando um possivel pré-cozimento indesejavel da carne, visto que foi
utilizada carne ndo pressurizada resfriada. Ao término do ciclo, apds a despressurizacdo, a
camara foi aberta e as amostras pressurizadas foram retiradas do cilindro e enviadas para as
respectivas andlises laboratoriais (CABRAL NETO, 2015).

3.4. Métodos Analiticos Laboratoriais

A analise centesimal da matéria-prima utilizada foi realizada no laboratdrio de alimentos
e bebidas da UFRRJ e as analises de pH, perda de peso por descongelamento, perda de peso
por pressurizacdo, perda de peso por cozimento, area de olho de lombo, espessura de gordura
de cobertura, forca de cisalhamento, luminosidade, intensidade de vermelho e intensidade de
amarelo foram realizadas no laboratdrio de Zootecnia da UFRRJ, sendo ambos laboratorios
localizados na cidade de Seropédica - RJ.

As analises de perfil e quantificacdo de proteinas foram realizadas no laboratério de
bioquimica de alimentos da EMBRAPA/CTAA, localizada na cidade do Rio de Janeiro RJ e,
as analises de microscopia de forca atbmica e ressonancia magnética nuclear foram realizadas
na EMBRAPA Instrumentacdo e Pecuaria Sudeste, localizada em Séo Carlos — SP.

Para todas as andlises, as amostras foram descongeladas, por 24 horas, em geladeira
com temperatura interna de 4°C, a partir do dia anterior a anélise.

3.4.1. Forgca de cisalhamento e perdas de peso por cozimento

Para realizacdo da analise de textura por forca de cisalhamento, foram utilizados cinco
bifes cortados com volume de aproximadamente 2,5 x 2,5 x 15 cm?® por tratamento, totalizando
15 bifes por anélise. Os bifes foram assados em “grill” elétrico, pré-aquecidos a temperatura de
170°C.

Cada bife resfriado foi pesado e acondicionado sobre a chapa inferior do “grill”, sendo
este, imediatamente fechado. Ao atingirem a temperatura interna de 72°C, os bifes foram
retirados do “grill”. O controle da temperatura interna nos bifes foi realizado através de um
termOmetro de haste metalica, inserido no centro da amostra. Apoés retirar os bifes do “grill”, as
amostras foram deixadas em recipientes até que atingissem a temperatura ambiente, sendo estas
pesadas posteriormente, calculando-se assim as perdas de peso por cozimento através da
afericdo da diferenca entre o peso dos bifes resfriados e grelhados. Portanto, a perda de peso
por cocgdo (PPC) corresponde a perda de liquido durante o processo de preparo da carne para
consumo, sendo calculadas, por meio da diferenca entre peso inicial e final.

Os bifes grelhados foram identificados e levados ao refrigerador a temperatura de 4°C,
por um periodo de 24 horas. Foram removidos paralelamente a orientacdo longitudinal das
fibras musculares pelo menos seis cilindros de 1,27 cm de didmetro. Os cilindros foram cortados
perpendicular a orientacdo das fibras musculares usando texturdmetro TA-HDi (Texture
Technologies Corp./ StableMicro Systems, UK), equipado com lamina de Warner-Bratzler, de
1mm de espessura. A velocidade de subida e descida da lamina foi fixada em 200mm/min
(AMSA, 1995) e a distancia da mesma a plataforma em 25,0 mm. Cada cilindro foi cortado
uma unica vez e o resultado foi expresso em Newton.

3.4.2. Cor da carne

A cor do musculo foi analisada através de sistema colorimétrico CIE L*a*b, utilizando-
se um colorimetro da marca Hunter Lab, modelo Color Quets XE, calibrado para um padréo
branco em ladrilho, com abertura de 1 cm de didmetro (BRESSAN & BERAQUET, 1998).
Foram utilizados 72 bifes para a analise de cor.
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Para a analise das amostras ndo pressurizadas, foram utilizadas 24 amostras de bifes,
sendo oito destes, de animais diferentes, dentro de cada grupamento genético. A amostras foram
descongeladas em geladeira, a temperatura de 4°C, por um periodo de 24 horas. oito bifes de
animais diferentes de cada grupamento genético para serem avaliados, para cada tratamento.

As amostras de carne que foram pressurizadas a 100 e 200 MPa, foram descongeladas,
identificadas e embaladas a vacuo, sendo estas destinadas ao equipamento de pressurizacao.
Apos, foram retiradas das embalagens a vacuo para afericdo de cor através do mesmo
equipamento utilizado na analise das amostras ndo pressurizadas. Para cada tratamento (100
Mpa e 200 MPa), bem como para a anélise das carnes ndo pressurizadas, foram utilizadas 24
amostras de bifes, sendo oito destes, de animais diferentes, dentro de cada grupamento genético.

3.4.3. Perfil de proteinas

Para extragdo de proteinas da carne bovina foram utilizadas 10 g de amostras previamente
descongeladas, microprocessadas em blender, sendo utilizadas carnes classificadas como
congeladas e pressurizadas. Posteriormente, esta quantidade de carne foi homogeneizada em 50
mL de uma solucdo extratora, que permite a extracdo concomitante de proteinas
sarcoplasmaticas e miofibrilares. Esta solu¢do tem como composicao: tampao Tris-HCI 0,065
M (pH 6,8), dodecil-sulfato de sddio (SDS) 3% p/v e B-mercaptoetanol (ME) 1% vi/v.

Apo6s a homogeneizagdo, em blender, durante 2 minutos, as amostras foram destinadas a
centrifugacdo, onde foram centrifugadas durante 15 minutos, sob uma temperatura de 4°C e
rotagdo de 3000 rpm.

Em um primeiro tubo de ensaio foram adicionados 0,4 mL de sobrenadante e diluido com
1,6 mL de &gua destilada e homogeneizada. Em um segundo tubo de ensaio foram adicionados
200 pL do conteudo do primeiro tubo de ensaio e 100 pL de solucdo extratora que em seguida
foi homogeneizada e transferida para microtubos do tipo eppendorf. Este procedimento foi
realizado em triplicata e os microtubos foram fervidos em banho maria por 5 minutos para
completar a desnaturacdo. Apds a fervura as amostras foram utilizadas para a eletroforese.

A aliquota de 3 L foi utilizada para a eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida
que foi realizada no laboratério de bioquimica de alimentos da EMBRAPA/CTAA, utilizando-
se o sistema de eletroforese vertical PROTEAN 11 xi Cell da BIORAD, conforme metodologia
proposta por Laemmli (1970). Foi utilizada acrilamida na concentracdo de 12% no gel de
corrida e de 4% no gel de aplicacdo. A corrida eletroforética foi realizada durante um periodo
de sete horas e sob uma 32 tensdo de 100V. As proteinas dos géis foram coradas com acido
acético 10% (v/v), alcool metilico 40% (v/v) e Coomassie Brilliant Blue R250 1% (v/v), durante
uma noite. O gel foi descorado em solucdo contendo 10% (v/v) de acido acético e 40% (v/v) de
alcool metilico, renovando-se a solucdo a cada 30 minutos, até obtencdo de revelacdo nitida.

O calculo da massa molecular das fracbes proteicas foi efetuado de acordo com a
migracdo no gel (cm), com base nas massas moleculares dos marcadores. Para tanto, Os
marcadores de massa molecular foram os da marca BIO-RAD LABORATORIES (Richmond,
EUA), sendo os de alto peso molecular: miosina (202,44kDa), R-galactosidase (116,58kDa),
albumina sérica bovina (98,08kDa), ovalbumina (49,49kDa), e os de baixo peso molecular:
fosforilase B (103,04kDa), albumina serica bovina (80,66kDa), ovalbumina (49,49kDa),
anidrase carbdnica (36,55kDa), inibidor de tripsina de soja (28,83kDa) e lisozima (19,45kDa).

3.4.4. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Foi avaliado o efeito da alta pressdo hidrostatica sobre as amostras de contrafilé (m.
longissimus dorsi) de oito animais provenientes dos trés grupamentos genéticos. As amostras
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ndo pressurizadas foram previamente descongeladas, cortadas em cubos de 2,5 x 2,5 x 2,5 cm?,
embaladas a vacuo e pressurizadas, sendo estas submetidas a dois tratamentos, 100 e 200 MPa
até atingirem o tempo necessario para alcangar a pressao pré-estabelecida, sendo este
procedimento seguido de despressurizacdo. Apés o procedimento de pressurizacéo, as amostras
foram congeladas e encaminhadas para as analises de ressonancia magnética nuclear (RMN).

As amostras foram analisadas como descrito por Pereira et al. (2013). Para as medicdes,
foi utilizado um espectrometro de bancada SLK 100 TD-RMN (Spinock Magnetic Resonace
Solution, Cordoba, Argentina) equipado com um ima permanente de 0,23 T (8,9 MHz para 1
H) e uma cabeca de sonda de 13 30 mm foi aplicado para coletar CPMG e sinais de decaimento
do CWFP. A sequéncia CPMG foi executada usando para 2 e pixels de 3,28 e 12,56 ms,
respectivamente, e tempos de eco de ¥ 300 ms com um total de 1500 ecos. O tempo morto foi
de 50 ms. A sequéncia CWFP também usou p2 e pulsos de 3,28 e 10,6 ms, tempos de eco de
141,56 e 1501 ecos. O desvio de frequéncia foi de 5 KHz. Cada sinal para ambas as sequencias
foi o resultado de uma média de 4 varreduras. A temperatura ambiente foi mantida constante a
23 graus. Os dados da RMN foram analisados pelo software Origin.

3.4.5. Microscopia de forca atbmica (MFA)

Para realizacdo das andlises de microscopia de forca atbmica, as amostras foram
preparadas no laboratério de carnes da EMBRAPA Pecuaria Sudeste e analisadas na
EMBRAPA Instrumentagdo, ambas localizadas em S&o Carlos, Sdo Paulo. Deste modo, foram
utilizadas amostras de oito animais de cada grupamento genético, que compunham trés
tratamentos, carnes ndo pressurizadas e carnes pressurizadas a 100 e 200 MPa.

As amostras de carne submetidas ao tratamento de alta pressdo hidrostatica foram
previamente processadas na EMBRAPA Agroindustria de Alimentos e armazenadas em freezer
a-10°C por 48 horas.

Na EMBRAPA Instrumentacdo as amostras do musculo longissimus dorsi dos trés
diferentes grupamentos genéticos, foram analisadas pelo microscopio de forca atbmica, em que,
foi avaliado o efeito da alta pressdo na integridade estrutural dos sarcébmeros. Para tanto, foi
utilizado 0,3 g de amostra de carne diluida em 30 mL de &gua destilada, sendo esta solucao
homogeneizada em homogeneizador Vortex. Apds deixar a solucdo por 30 minutos em repouso,
foram coletados 10 pL de amostra para ser depositado em laminas de vidro e estas ficaram
secando no interior de um dessecador por 30 minutos até 0 momento de serem analisadas. As
amostras de sarcomeros, foram analisadas pelo microscépio de forca atbmica em modo
dindmico. Os dados da MFA foram analisados com o software de dominio publico Gwydion e
analise estatistica destes dados foram feitas utilizando o software Origin.

3.4.6. Dosagem de proteinas soluveis

A dosagem colorimétrica de proteinas soluveis foi realizada através do método de
Bradford (1976).

Para o preparo da solucdo de Bradford foram utilizados, 100 mg de “Comassie Blue
G250” que foram homogeneizados em 50 mL de etanol 95% e a solucéo transferida para um
baldo volumétrico de 1000 mL com o auxilio de um funil. A este baldo foram adicionados
100mL de &cido fosforico 85%, em seguida, o baldo foi avolumado com agua destilada. O
mesmo, foi deixado sob agitacéo e ao abrigo da luz durante 24 horas. Posteriormente, o reagente
foi filtrado duas vezes em papel de filtro e acondicionado em frasco &mbar até sua utilizacao.

Para preparar as solucdes padrdo de albumina de soro bovino nas concentragdes de 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg/mL, foi feito uma amostra mée na concentracgdo inicial de 5,0 mg/mL,
pesando 50 mg de albumina e este foi avolumando para 10 mL, sendo essa solucdo, armazenada
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em eppendorf e congelada. A partir da solugdo mée, foram feitas diluigcdes sucessivas em baldes
de 10 mL, usando diferentes volumes (mL), assim como descrito a seguir: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;
1,0. Apo6s completar o volume &gua destilada, pipetou-se 100 puL dos padrdes nos diferentes
tubos de ensaio e adicionou-se 5 mL do reagente de Bradford. Apos 15 minutos da adicdo do
reagente de Bradford, realizou-se as leituras espectrofotométricas para construgdo da curva-
padrdo de albumina, composta de cinco pontos (P1=0,1 mg mL*; P2=0,2 mg mL™; P3=0,3 mg
mL?; P4=0,4 mg mL?; P5=0,5 mg mL™?).

O exsudato da carne bovina foi utilizado como amostra para realizacdo da analise de
quantificacdo de proteinas, sendo estes, diluidos na propor¢do de 1:400. Para tanto, utilizou-se
50 pL de amostra e 19,95 pL de agua destilada. Para as analises das amostras aliquotas (Br,
CAO0, CGO, NEO, CA100, CG100, NE100, CA200, CG200 e NE200) foram pipetados 100 pL
da amostra diluida e a esta foram adicionados 5 mL do reagente de Bradford, em triplicata.
Apo6s 15 minutos da adi¢do do reagente de Bradford nas amostras, foram realizadas as leituras
através do espectrofotémetro.

As leituras espectrofotométricas foram realizadas através do equipamento Biospectro
SP-220, no comprimento de onda de 595nm, em cubeta de vidro e com lampada de tungsténio.

3.5. Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
3x3 com trés grupos genéticos e trés tratamentos (ndo pressurizada, pressurizacdo a 100 MPa
e 200 MPa). O modelo matematico utilizado foi:

Yijk = m + Gj + Pj + (G*P)jj + eij

sendo:
Yijk = valor observado no iésimo grupo genético, no processamento j;
m = média geral;
Gi = efeito do grupo genético i
Pj = efeito do processamento |
(G*P);j = efeito da interagdo entre o0 grupo genético i e 0 processamento |
eijk = erro aleatdrio associado a cada observagao.

As variaveis foram submetidas a analise de variancia em arranjo fatorial pelo Proc GLM do
SAS (SAS, 2004) e em seguida foi aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade. Nas
variaveis onde a interacdo foi significativa, foi realizado o desdobramento desta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 refere-se as médias gerais e desvios padréo de carnes ndo pressurizadas de 18
animais, sendo 6 pertencentes ao grupamento genético Caracu (CA), 6 Caracu x Angu (CG) e
6 Nelore (NE) para as varidveis: pH final da carne resfriada (pH), porcentagem para perda de
peso ao descongelamento (PPD), porcentagem para perda de peso por cozimento (PPC), forca
de cisalhamento (FC), comprimento de sarcomero (CS), luminosidade (L), intensidade de
vermelho (a), intensidade de amarelo (b), area de olho de lombo (AOL) e espessura de gordura
de cobertura (EGC).

Tabela 1. Pardmetros de qualidade da carne ndo pressurizada de diferentes grupamentos
genéticos de bovinos

Pardmetro Grupo
CA CG NE Média
pH 5,57 +0,14 5,63+0,11 5,64 0,11 5,61+0,12
PPD (%) 6,67 +5,55 5,67 2,58 5,56 + 2,26 5,97 + 2,43
PPC (%) 31,49 + 5,76 32,25 + 5,70 32,04 + 5,47 31,93 £ 5,40
FC (Kgf) 5,96 + 1,03 4,33 +1,24 5,94 +1,83 5,41 + 1,56
CS (um) 1,80 £ 0,12 1,95 + 0,27 1,76 £ 0,11 1,86 £ 0,19
L* 35,86 + 0,15 34,99 + 0,93 35,65 + 1,00 35,50 + 1,05
a* 13,01 + 0,63° 15,07 + 1,222 14,00 + 1,22% 14,03 £ 1,33
b* 11,58 + 0,99 11,80 + 0,96 11,93 £ 0,74 11,77 £ 0,87
AOL (cm?) 92,13 + 7,85%® 99,38 + 10,462 84,75 + 6,32° 92,09 + 6,36
EGC (mm) 4,09 + 1,48 4,63 1,46 4,23 £ 1,05 4,33 +0,50

Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia.

Nota: Médias geral de pH final da carne resfriada (pH), perda de peso ao descongelamento (PPD), perda de peso
por cozimento (PPC), for¢a de cisalhamento (FC), comprimento de sarcomero (CS), luminosidade (L*),
intensidade de vermelho (a*), intensidade de amarelo (b*), &rea de olho de lombo (AOL) e espessura de gordura
de cobertura (EGC) de carnes ndo pressurizadas de bovinos Caracu (CA), Angus x Caracu (CG) e Nelore (NE)

Muchenje et al. (2009), classifica as médias de L* para bovinos variando entre 33,2 a
41,0, as medias de cor vermelha entre 11,1 a 23,6 e as médias de cor amarela entre 6,1 a 11,3,
sendo os valores inferiores sdo considerados como carne escura e 0s superiores as médias como
carne clara, dados estes, similares aos resultados encontrados neste estudo para luminosidade
(L), para intensidade de vermelho (a) e para intensidade de amarelo (b), diante dos grupamentos
CA, CGe NE.

Renerre & Labas (1987) afirmam que a descida de pH muscular atua no processo de
oxigenacdo e oxidacdo da mioglobina. Além disso, a descida de pH muscular atua também na
cor superficial da carne tornando a carne mais brilhante, principalmente no que se refere a
capacidade de retencdo de agua no musculo, influenciando assim a escala de cor relacionada
com a luminosidade, ou seja, os valores de L*. Neste estudo, as médias encontradas para 0s
parametros L* e para pH final da carne resfriada, corroboram com os estudos de Renerre &
Labas, onde pode-se observar que ndo houve diferenga significativa entre os grupamentos
avaliados diante do pH, assim como ocorreu para L*.

Martins (2017) testou diversos parametros para avaliar a qualidade de carne bovina
diante de diferentes valores de pH (pH alto (> 6,1), intermediario (entre 5,8 e 6,0) e baixo
(<5,7)) e concluiu que os valores de a* e b* para a carne com o pH alto tem menores valores
para intensidade de vermelho (a*- 13,8) e amarelo (b*- 10,0) e pH intermediario (a*- 15,4 e b*-
12,4) do que carnes com pH baixo (a*- 19,8 e b*- 16,3). As conclusdes destes autores
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assemelham-se com os estudos de Wulf et al. (2002) que encontraram pH da carne normal 5,46
(L*=41,1, a*=25,0 e b*=11,1) e pH da carne DFD 6,06 (L*=34,8, a*=18,8 e b*=6,7).

De acordo com Abril et al. (2001), a cor mais escura da carne com pH alto é devida
essencialmente ao pH elevado, onde as proteinas miofibrilares da carne tem uma maior
capacidade de se ligar & &gua do que a carne com pH normal, resultando numa estrutura fechada
com poucos espacos extracelulares e uma maior capacidade de reter agua, inibindo a difuséo
do oxigénio, permitindo desta forma uma maior absorcao da luz incidente e baixa disperséo da
luz na superficie da carne. Por outro lado, Mancini & Hunt (2005) afirmam que o aumento da
intensidade de vermelho e de amarelo pode ser explicado pela presenga de oxigénio favorecer
a oxidacéo da oximioglobina em metamioglobina. Para tanto, a formacéo de oximioglobina, de
cor vermelho brilhante, é reduzida devido ao consumo de oxigénio pelas mitocéndrias serem
favorecido a pH elevado. Com isso, a camada vermelha brilhante de oximioglobina que se
forma na superficie é reduzida, predominando a mioglobina de cor pdrpura , que é a
desoximioglobina (LEDWARD et al., 1986; SIEDEMAN et al., 1989; RENERRE, 1990).

A velocidade de queda do pH, ou seja, a rapida acidificacao, esta diretamente associada
ao processo de perda de agua, por causar a desnaturacao das proteinas musculares, diminuindo
sua capacidade de retencdo de dgua (LAWRIE, 2005). Neste estudo, pode-se afirmar que os
valores encontrados para pH sdo normais para a carne resfriada, assim como os valores para
PPD.

Aroiera (2016) relata ter encontrado correlacdo negativa entre o comprimento de
sarcOmero e a perda de peso ao descongelamento. Os resultados deste autor estdo de acordo
com os observados por Honikel et al. (1986) que diz haver uma linearidade negativa entre 0s
parametros encurtamento do sarcomero e perda de peso pelo descongelamento da carne.

A perda de peso por coccdo € um fator que reflete durante o cozimento e pode afetar
diretamente a qualidade da carne bovina, visto que influencia na suculéncia durante a
mastigacdo, sendo manifestada pela exsudacdo de fluido (FARIAS, 2016). O processo de
cozimento provoca um encurtamento das fibras musculares devido a perda de dgua, podendo
ser superior a40% (VARNAM & SUTHERLAND, 1998), promovendo a diminui¢do na maciez
da carne. Fatores como a temperatura, a presenca ou auséncia de umidade, o tempo de
cozimento e a temperatura final no interior da carne sdo importantes variaveis que devem ser
controladas. Se houver grandes perdas, podera promover o ressecamento, enrijecimento, perda
e/ou alteracdo do sabor e aroma da carne preparada para consumo (FELICIO, 1999; DE
PAULA, 2013). Para tanto, todos os valores para PPC encontrados neste estudo, estdo abaixo
de 40%, sendo, 31,49% para CA, 32,25% para CG e 32,04% para NE estando, portanto, de
acordo com os valores normais para este parametro.

Observou-se que dentre todos os parametros avaliados, apenas a intensidade a* e a AOL
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os grupamentos genéticos. Em relacdo a
intensidade a*, CA foi estatisticamente menor do que CG, contudo, ambos foram iguais a NE,
e para AOL, CG apresentou maior AOL do que NE, porém, ambos foram semelhantes a CA.

Né&o houve diferenca significativa (p>0,05) para os valores de pH final da carne resfriada,
entre 0s grupamentos genéticos CA, CG e NE, corroborando com os valores de pH encontrados
por Aroeira (2016) (pH = 5,51 para carne de Nelore e pH = 5,58 para carne de Abeerden Angus)
e Farias (2016) (pH = 5,67 para carne de Nelore). Contudo, foi observado diferenca significativa
nos parametros a* (intensidade de vermelho) e AOL.

Neste estudo, foi observado diferenca significativa (p<0,05) para AOL entre 0s
grupamentos genéticos CG e NE, contudo, o grupamento CA foi estatisticamente igual a ambos.
Ribeiro et al. (2008) avaliando o desempenho de bovinos Nelore (60,50 + 3,3 cm?); ¥ Guzera
x % Nelore (61,3 + 2,7 cm?) e % Brahman x % Nelore (64,1 + 2,5 cm?), castrados, abatidos aos
36 meses de idade, sendo alimentados em pastagem de capim braquiaria, encontrou
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similaridade para este pardmetro. Cundiff et al. (1993) também encontraram &rea de olho-de-
lombo igual para novilhos Brahman e Nelore.

Morales et al. (2003), avaliou bovinos superprecoces (abatidos aos 12-13 meses),
confinados por 168 dias, das racas Aberdeen Angus, Canchim e Simental e observou maiores
indices de marmorizacéo e de gordura subcutanea para o Aberdeen Angus, quando comparado
as outras racas, sobretudo, ndo foi identificado diferenca significativa para AOL entre as ragas
Aberdeen Angus (68,83 cm?), Canchim (69,50 cm?) e Simental (74,83 cm?).

De acordo com Leme et al. (2000), a AOL é uma medida importante, pois apresenta boa
correlacdo com a quantidade de masculo na carcaca. No entanto, mesmo ao se notar semelhanca
entre a maioria dos resultados, o pardmetro em discussdo varia grandemente com o peso e idade
de abate, as diferencas entre grupos genéticos (Bos taurus e Bos indicus), além do periodo de
confinamento, devido ao crescimento tardio do Longissimus dorsi, musculo em que se realiza
a avaliacéo.

A Tabela 2 apresenta resultados referente aos mesmos pardmetros de qualidade
previamente avaliados. Cabe ressaltar que para esta analise os animais ndo foram separados
pelos grupamentos genéticos pois o objetivo foi comparar o efeito do tratamento de forma
independente. Desse modo, a tabela 2 refere-se aos parametros: pH final da carne resfriada
(pH), porcentagem para perda de peso por pressurizacdo (PPP), porcentagem para perda de peso
por cozimento (PPC), forca de cisalhamento (FC), comprimento de sarcomero (CS),
luminosidade (L*), intensidade de vermelho (a*) e intensidade de amarelo (b*).

Tabela 2. Parametros de qualidade de carnes ndo pressurizadas e pressurizadas

Variavel NP 100 MPa 200 MPa
pH 5,61 +0,12 5,62 +0,11 5,64 + 0,09
PPP (%) - 7,22 + 2,54 6,67 + 3,36
PPC (%) 31,93 +5,40 32,90 + 6,46 31,08 + 7,37
FC (kgf) 5,41 + 1,56° 4,61+ 1,26% 4,40 + 1,31°
CS (um) 1,86 + 0,19 1,92 + 0,28 1,99 + 0,26
L* 35,50 + 1,05 35,47 + 2,16 36,44 + 1,55
a* 14,03 + 1,332 12,66 + 2,01° 12,24 + 1,57°
b* 11,77 + 0,872 13,39 + 2,56° 13,22 + 2,29%

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Nota: Médias comparativas entre os parametros pH final da carne resfriada (pH), perda de peso por pressurizacéo
(PPP), perda de peso por cozimento (PPC), forca de cisalhamento (FC), comprimento de sarcémero (CS),
luminosidade (L*), intensidade de vermelho (a*), intensidade de amarelo (b*) de carnes ndo pressurizadas (NP),
pressurizadas a 100 MPa (100 MPa) e pressurizadas a 200 MPa (200 MPa)

Diante dos resultados, observou-se que dentre os parametros avaliados, 0s que
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) foram: FC e b*. A FC das amostras NP foram
estatisticamente iguais as 100 MPa, contudo, NP foi maior do que as pressurizadas a 200 MPa.
Entretanto, para FC, as amostras pressurizadas a 100 MPa foram iguais as 200 MPa. A
intensidade de amarelo (b*) foi maior nas amostras pressurizadas a 100 MPa, quando
comparadas as amostras NP e estatisticamente iguais as amostras a 200 MPa. Contudo, as
amostras NP para b* foram estatisticamente iguais as pressurizadas a 200 MPa, o que significa
que ndo houve alteracdo em relagéo a intensidade de amarelo quando as amostras pressurizadas
a 200 Mpa foram comparadas as amostras nao pressurizadas.

Neste estudo foi observado diferenca significativa para FC entre os tratamentos NP e 100
MPa que foram estatisticamente iguais, contudo, NP foi maior do que as pressurizadas a 200
MPa. Por outro lado, as amostras pressurizadas a 100 MPa foram iguais as 200 MPa. Os
resultados encontrados por Fernandes et al. (2016) (de 60,46 a 57,13 N) e Cabral Neto et al.
(2015) (de 2,32 para 1,83 Kgf) corroboram com este estudo, onde as carnes bovinas processadas
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a 200 MPa apresentaram melhoria na maciez (de 5,41 a 4,40 Kgf). Sobretudo, Lowder et al.
(2014) e Tokifuji et al. (2013) ao avaliar os efeitos da alta pressdo ndo observaram efeito
positivo.

Os resultados encontrados neste estudo podem ser explicados pelo fato da APH induzir o
aumento da atividade proteolitica e com isso, proporcionar maior exposi¢ao e amaciamento que
ocorre devido as alteracdes do tecido da carne induzidas por enzima/substrato, ou por mudancas
nas proteinas (MA & LEDWARD, 2013). Estes resultados podem também ser explicados
através das afirmacdes de Kubo et al. (2002) que relatam que a organizacdo da membrana de
lisossomos e reticulo sarcopldsmico, sdo enfraquecidas e destruidas por alta pressdo de 100 a
150 MPa ou mais e como resultado, varias enzimas hidroliticas/digestivas armazenadas em
lisossomos, particularmente catepsinas, sdo liberadas dos lisossomos para o citosol. Outro fato
decorrente do processo de pressurizagdo em carnes e que podem explicar os resultados aqui
obtidos esta associado aos ions de calcio acumulados no reticulo sarcopldsmaético que saem por
vazamento da membrana sarcoventricular, aumentando a concentracdo de ions de célcio no
citoplasma e como consequencia, a calpaina (uma protease ativada por ion de célcio) ¢ ativada
(SUZUKI, 2002).

De acordo com Rubensam et al. (1998), o complexo do sistema calpainas é constituido
ainda pela presenca da calpastatina, proteina inibidora das calpainas, reduzindo assim a maciez.
A calpastatina tem grande influéncia na maciez da carne apds 24 horas e nas carnes maturadas,
cessando seus efeitos apenas quando termina o efeito da calpaina ou o sistema enzimatico €
destruido pelo cozimento, podendo este fator ser determinante no processo de amaciamento.
Sobretudo, dependendo da pressdao empregada, a pressurizacdo pode melhorar a maciez da
carne de zebuinos (Bos indicus), que sdo animais com maior concentracdo de calpastatina
muscular. Relatos da literatura mostram que pressées a 100 MPa sdo suficientes para inativar a
calpastina muscular, e que o processo de pressurizac¢do induz ao extravasamento do célcio que
fica acumulado no reticulo sarcoplasmico e sai pela membrana sarcoventricular, aumentando a
concentracdo de ions de calcio no citoplasma e como consequéncia, a calpaina (uma protease
ativada por ion de célcio) é ativada, aumentando dessa forma o potencial de a¢do da calpaina,
que por ser uma protease, desnatura as proteinas, causando consequente amaciamento da carne.

Homma et al., (1994), Lanciotti et al. (2004) e Ma & Ledward (2013) explicaram que 0s
fendmenos especificamente envolvidos nestes processos sdo 0s seguintes: liberacdo de
catepsina presente em lisossomos, ativacao de calpainas e catepsinas até 150 MPa; e inativacdo
da calpastatina (a 100 MPa), que sdo inibidores das calpainas. Nishiumi (2017) por sua vez,
afirma que a pressdo muda a estrutura das proteinas, induz a sua dissociacdo e causa a
desnaturacdo de moléculas proteicas. Entretanto, Farias et al. (2016) afirma que o principal
mecanismo ou sistema relacionado com a maciez é o das calpainas, as quais ndo atuam
diretamente sobre a miosina e a actina, degradam a linha Z e digerem as proteinas desmina,
titina, nebulina, tropomiosina, troponina e proteina C. A hidrdlise da tropomiosina e troponina
facilita a desestruturacéo e a liberacdo dos filamentos finos, enquanto a digestao da proteina C
em um mecanismo semelhante desestabiliza e libera os filamentos grossos, resultando nos
mondmeros de miosina. As proteinas titina e nebulina reforcam transversalmente a estrutura
miofibrilar ¢ a ag¢do da p-calpaina e m-calpaina sobre estas enfraquece sua estrutura.
Finalmente, a digestdo da desmina e das linhas Z também enfraquecem a estrutura miofibrilar,
principalmente as linhas Z, que sdo necessarias para manter juntos os sarcomeros (KUBOTA
etal., 1993).

Corroborando com os resultados deste estudo, Cabral Neto et al. (2015) analisando carne
bovina e Cappelletti et al. (2015) analisando carne suina, encontraram para intensidade de
vermelho (a*) valores inferiores para as amostras de carne bovina pressurizadas em relagéo as
amostras ndo pressurizadas. Ja Fernandes et al. (2016) avaliando carne de Caituti, observou
aumento significativo para as amostras de pa pressurizadas quando estas foram comparadas as
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amostras ndo pressurizadas, enquanto nas amostras do corte lagarto ndo foram encontradas
diferencas significativas. Este autor ressalta que o aumento de a* nas amostras pressurizadas é
dado como um fator positivo pois torna a carne mais atrativa ao consumidor. Entretanto, Carlez
et al. (1995) relataram ndo haver diferenca significativa nos valores de a* (~18,6) e b* (~10,3)
em carnes bovinas tratadas com pressdes até 400 MPa.

Fernandes et al. (2016) analisando carne de caititu, observaram que houve decréscimo
significativo nas amostras de pé, diante do parametro b* para amostras pressurizadas a 200 MPa
guando comparadas as amostras NP e 100 MPa e para as amostras de lagarto observou que 0s
valores encontrados nas amostras pressurizadas a 200 MPa foram semelhantes as amostras NP.
Cabral Neto et al. (2015) analisando carne bovina pressurizada, observou diminuicéo
significativa para b* em relacdo as carnes pressurizadas a 100, 200 e 300 MPa quando
comparados as amostras controle.

Apesar de Carlez et al. (1995) néo ter observado diferenca significativa nos valores de
b*, explicou que 0 aumento deste parametro b*, devido a APH, podem ser atribuidos a formacao
de metamioglobina, corroborando com os resultados encontrados por Goutefongea et al. (1995)
que relacionaram o aumento de b* a mudancas no estado quimico da mioglobina, e ambos
foram similares aos resultados encontrados neste estudo.

4.1. Efeito de Diferentes Grupamentos Genéticos e Niveis de Pressédo

Para avaliacdo da interacdo entre os tratamentos NP, 100 MPa e 200 MPa com os
grupamentos genéticos CA, CG e NE, foram utilizadas 72 amostras de carne bovina, sendo
estas separadas em 3 grupos (CA, CG e NE), totalizando 24 amostras de carne por grupamento
genético. O total de amostras por grupamento genético, foi subdividido em 3 grupos (NP, 100
MPa e 200 MPa) de acordo com os tratamentos utilizados, ficando desta forma, 8 amostras de
cada grupamento genético por tratamento.

A Tabela 3 mostra os efeitos da interagdo dos parametros pH, PPP, PPC, FC, CS, L*, a*,
b* das amostras de carne bovina dos grupamentos genéticos (CA, CG e NE) diante dos
tratamentos (NP, 100 MPa e 200 MPa) inferidos.

Tabela 3. Resultado do efeito da interacdo dos diferentes grupamentos genéticos com 0s
tratamentos de carnes pressurizadas e ndo pressurizadas, médias entre tratamentos e médias
entre grupamentos geneéticos

Tratamento CA CG NE Média
pH

NP 5,57 + 0,14 5,63 +0,11 5,64 +0,11 5,61+ 0,12
100 MPa 5,57 +0,14 5,66 + 0,07 5,64 + 0,07 5,62 +0,11
200 MPa 5,63 +0,11 5,66 + 0,056 5,64 +0,11 5,64 + 0,09
Média 5,59 +0,13 5,65 +0,08 5,64 +0,10 -

PPP (%)
100 MPa 9,46 + 1,79 513+ 1,81 7,07 £ 1,99 7,22 +254
200 MPa 9,24 + 3,87 5,38 + 2,33 5,40 + 2,34 6,67 + 3,36
Média 9,35 + 2,91~ 5,26 + 2,028 6,24 + 2278 -

PPC (%)
NP 31,49 £ 5,76%°AC 3225 + 5 70%AC 32 04 + 547%AC 31,93+ 5,40
100 MPa 38,98 + 4,163 27,45 + 3,90°BC 32 26 + 5 29%AC 32,90+ 6,46
200 MPa 39,20 + 4,392 25,73 + 3,00°BC 28,33 +5,77PcBC 31,09 + 7,37
Média 36,56 + 5,88 28,48 + 5,02 30,88 + 5,58 -
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Tabela 3. Continuacdo

FC (Kgf)
NP 5,96 + 1,03 4,33+ 1,24 5,94 + 1,83 541+ 1,552
100 MPa 4,42 + 0,95 3,71+0,91 5,70 + 1,09 461 +1,26°
200 MPa 4,77 +1,26 3,20+ 0,88 5,23+ 0,83 4,40+ 1,31°
Média 5,05+ 1,244 3,75+ 1,098 5,62 + 1,294 -
CS (um)

NP 1,81+0,12 1,95 + 0,27 1,78 +0,11 1,85+ 0,19
100 MPa 2,05+ 0,44 2,00 £ 0,22 1,68 + 0,01 1,91+ 0,28
200 MPa 1,90 + 0,42 2,02 +0,30 2,04 +0,44 1,99 + 0,26
Média 1,92 + 0,23 1,99 + 0,23 1,83+ 0,26 -

L*
NP 35,86 + 1,15%* 34,99 + 0,03%AB 35,65 + 1,002 35,50 + 1,05
100 MPa 36,24 +0,93* 36,97 + 0,88 33,20 + 2,168 3547 +2,16
200 MPa 36,73 +0,81% 37,18 + 0,90% 35,41 + 2,16%A8 36,44 + 1,55
Média 36,23 +1,01 36,24 + 1,36 34,84 + 2,01 -

a*
NP 13,01 + 0,63°¢BCE 15 07 + 1,223AF 14,00 + 1,21°F 14,03 + 1,33
100 MPa 11,19 + 0,848 11,86 + 0,760 14,93 + 1,682CFACF 12,66 + 2,01
200 MPa 11,05 + 1,648 12,22 + 0,60P4BDE 13 46 + 1,36CUACDF 12,24 + 1,57
Média 11,88 + 1,40 13,25 + 1,77 14,11 + 1,46 -

b*
NP 11,58 + 0,998 11,80 + 0,968 11,93 + 0,748 11,77 + 0,87
100 MPa 11,12 + 0,708 12,46 + 0,428 16,58 + 1,413 13,63 + 2,56
200 MPa 11,19 + 0,868 12,36 + 0,688 16,11 + 0,91 13,22 + 2,29
Média 11,32 + 0,86 12,16 + 0,81 14,58 + 2,43 -

Médias seguidas pela mesma letra minuscula (tratamento) e letra mailsculas (grupamento genético) ndo diferem
significativamente pelo teste de tukey (p>0,05).

4.1.1. pH

Observa-se que para pH ndo houve efeito de interagdo (p>0,05) entre os tratamentos e 0s
grupamentos genéticos , portanto as variaveis sdo independentes, ndo existindo diferenca
significativa (p>0,05) entre 0s grupamentos genéticos e entre os tratamentos.

As médias de pH encontradas no presente estudo para amostras de carne bovina NP, 100
MPa e 200 MPa séo consideradas adequadas para a manutencdo da vida de prateleira (MACH
et al., 2008). De acordo com Poso & Puolanne (2005) o pH final corresponde ao acimulo de
acido latico que é oriundo da ressintese do ATP a partir da glicose proveniente das reservas de
glicogénio. O manejo pré-abate é um fator que influencia diretamente na qualidade final do
produto, pois animais que séo colocados sob condicdes de estresse por um longo periodo podem
ficar fatigados e como consequéncia utilizar as reservas de glicogénio muscular necessarias no
momento pds-abate. Este fato ira acarretar pouca varia¢do do pH da massa muscular em relacéo
a animais abatidos sob condi¢fes normais e consequentes problemas tecnoldgicos que podem
causar alteracGes no produto, influenciando a qualidade final.

Segundo Neath et al. (2007), bovinos alimentados com grdos possuem maior
disponibilidade de glicogénio no momento do abate e menor pH final da carne. Corroborando
com isto, Muchenje et al. (2009), avaliando o pH de animais castrados da raga Angus, Bonsmara
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e Nguni, encontraram valores de pH de 5,6; 5,7 e 5,8, respectivamente, concluindo que 0s
valores adequados de pH podem ser decorrentes de animais mantidos em condicGes de bem
estar animal no momento pré-abate. Portanto, os valores médios encontrados no presente
estudo, podem ser reflexo do sistema de terminacgéo (semi-confinamento) associado a condi¢des
ante mortem adequadas.

4.1.2. Atividade de agua

Como agua é a segunda substancia, depois das proteinas, em maior concentra¢do na
carne, o sinal de *H domina o decaimento observado com CPMG. Além da &gua, a gordura
também pode contribuir para o sinal de RMN, de acordo com a sua concentracdo (BERTRAM
et al., 2006).

Um método alternativo para diminuir o tempo necessario para medir o teor de umidade
na carne bovina ¢ estudar a dependéncia do tempo de relaxagdo transversal (T2) obtido a partir
do decaimento da CPMG. A curva do decaimento exponencial em amostras de carne
normalmente é composta de dois ou mais tempos de relaxacdo T. (BERTRAM et al., 2006;
Hall et al., 2006). Da mesma forma, Brondum et al. (2000), analisando amostras de carne suina,
afirmaram que a andlise biexponencial (modelo de dois componentes) das curvas de
relaxamento da CPMG foi considerada apropriada para descrever as amostras musculares.
Tornberg et al. (1993), relacionaram o pardmetro Tomenor COM 0S atributos sensoriais e
reoldgicos da carne, sendo este sinal atribuido a dgua intracelular.

Ja Swatland (1995), afirmou que o tipo de fibra no musculo tem sido frequentemente
relacionado aos parametros de qualidade de carne. Para tanto, existe uma relagéo proporcional
estreita entre a area transversal de fibra de dois musculos e o resultado (T2menor: area de fibra).
Este raciocinio vai de encontro com os resultados achados por Tornberg et al. (2000), que
realizaram um estudo de RMN em carne bovina, e concluiram que o inchago post-mortem no
sistema miofibrilar, causou aumento da area transversal média, sendo este seguido pelo
aumento de Tamenor.

A tabela 4 mostra valores do ajuste biexponencial (T2menor € T2maior) € SUAS respectivas
areas (Awmenor € Amaior) para as amostras de carne NP, pressurizadas a 100 MPa e pressurizadas
a 200 MPa dos grupamentos genéticos CA, CG e NE.
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Tabela 4. Resultado da analise de ressonancia magnética nuclear (RMN) nos grupamentos genéticos Caracu (CA), Angus x Caracu (CG) e

Nelore (NE) com os tratamentos de carnes ndo pressurizadas, pressurizadas a 100 MPa e 200 MPa

N Tratamento Amenor T 2menor Amaior T 2maior

NP 1,266 £ 0,648 0,03 £0,001 0,123 £ 0,019 0,17 £ 0,02

CA 24 100 MPa 1,213 + 0,286 0,03 £ 0,001 0,141 £ 0,036 0,16 £ 0,04
200 MPa 1,115+ 0,130 0,03 £0,001 0,127 = 0,03 0,16 £ 0,03

NP 1,058 £ 0,178 0,03 £ 0,001 0,128 £ 0,023 0,16 £ 0,03

CG 24 100 MPa 1,140 £ 0,123 0,03 £ 0,002 0,143 £ 0,040 0,19 £ 0,06
200 MPa 1,122 + 0,127 0,03 + 0,001 0,154 £ 0,032 0,15+ 0,05

NP 1,221 +0,172 0,03 + 0,002 0,175 + 0,068 0,20 £ 0,061

NE 24 100 MPa 1,056 + 0,097 0,03 £ 0,003 0,168 £ 0,084 0,19 + 0,058
200 MPa 1,209 £ 0,175 0,03 £0,001 0,166 + 0,040 0,19 £ 0,054
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Né&o foi observado diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos e nem entre 0s
grupamentos genéticos. Portanto, este resultado esta de acordo com os encontrados para 0s
pardmetros PPD e PPP tanto entre os grupamentos genéticos, como entre os tratamentos, pois
da mesma forma ndo foram observadas diferencas significativas para estes parametros.
Sugerindo que amostras onde ndo existem diferenca de PPD e PPP ndo diferem em atividade
de agua. Corroborando com os resultados do presente estudo, Silva (2007), avaliando atividade
de agua em grupamentos genéticos diversos também ndo encontro diferenca significativa entre
0S grupamentos.

4.1.3. Perda de peso por pressurizagdo (PPP)

Para avaliacdo da PPP, foram utilizadas 16 amostras de animais por grupamento genético,
sendo 8 destes referentes a cada tratamento (100 MPa e 200 MPa). A tabela 3 apresenta
resultados de médias para PPP e nesta ndo foi observado efeito de interacdo (p>0,05) para
grupamentos genéticos e tratamentos, ou seja, estas varidveis sdo independentes umas das
outras.

Foi observado diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos genéticos. Para tanto,
a tabela 3 refere-se a comparacao de médias encontradas para CA, CG e NE, onde observou-se
que a PPP de CA foi superior aos demais grupamentos (CG e NE).

O fato do grupamento CA ter apresentado maior PPP pode ser explicado pelo fato do
grupamento ao qual estes animais pertencem apresentarem menor quantidade de gordura
intramuscular (gordura de marmoreio) quando comparado a outros grupamentos, prejudicando
desta forma a manutencdo da umidade destas amostras. De acordo com Lopes (2019), o
conteddo de gordura intramuscular e umidade apresentaram uma alta e negativa correlacao (r =
-0,72), estando este raciocinio de acordo com os resultados obtidos por Pflanzer & Felicio
(2011), que obteve correlacdo ainda maior (r = -0,92) para as duas variaveis em animais Nelore.
Este altimo autor, infere que este tipo de resultado se torna interessante a medida em que torna
possivel a predicdo da quantidade de gordura da carne a partir dos valores de umidade. Ambos
0s resultados estdo de acordo com os encontrados neste estudo, onde foi observado na carne do
grupamento onde a maior deposi¢do de gordura intramuscular pode ocorrer a preservacdo da
umidade das amostras quando comprado aos grupamentos que podem apresentar menor grau
de marmoreio nas amostras de carne. E importante ressaltar que esta relacdo esté associada com
a deposicao de gordura nos tecidos e consequentemente na carne. Ao conter mais gordura, a
carne perde proporcionalmente em valores de umidade em relacdo ao total de sua composicéo,
pois a gordura se deposita entre as fibras musculares onde esta localizada a maior parte da dgua
do masculo.

4.1.4. Resultado da quantificacdo de proteinas sollveis do exsudato proveniente do
descongelamento e pressurizacéo da carne

Os resultados encontrados na figura 8 sdo referentes a quantificacdo de proteinas
proveniente do exsudato de descongelamento das amostras de carne. Como descrito, ndo houve
diferenga significativa (p>0,05) entre 0s grupamentos genéticos, nem entre os tratamentos.
Estes resultados justificam os encontrados neste mesmo estudo em rela¢do ao comprimento de
sarcomero onde, da mesma forma, ndo foram verificadas diferencas significativas entre os
grupamentos e tratamentos.
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Figura 8. Grafico da quantificacdo de proteinas sollGveis do exsudato proveniente do
descongelamento e pressurizacdo da carne

Quanto a perda de liquido (exsudato) no momento do descongelamento esta € uma
caracteristica que pode estar relacionada com a gordura presente em cada amostra, onde quanto
mais gordura houver na amostra, mais preservado se mantém o fator umidade. Crouse et al.
(1989), Whipple et al. (1990) e Wheeler et al. (1994) encontraram diminuig¢io da espessura de
gordura de cobertura (ECG) e gordura de marmoreio em animais mesticos com uma maior
participagdo de zebu. Revisando a literatura sobre a caracterizagdo da raga e parametros
genéticos para as caracteristicas de carcaca de bovinos de corte, Marshall (1994) observou que
0s animais da raga Angus apresentaram maiores valores de marmoreio e ECG em comparacao
ao Nelore. Os diferentes grupamentos utilizados na producao de carne bovina podem apresentar
variagdes no que tangem a gordura de marmoreio e a espessura de gordura de cobertura, fato
que pode proporcionar varia¢fes a nivel de perda de liquido (exsudato). O presente estudo
embora faca comparacdo entre diferentes grupamentos genéticos, nao verificou diferengas no
que diz respeito a quantidade de gordura de cobertura, fato que pode ter influenciado a PPD.

4.1.5. Perda de peso por cozimento (PPC)

A tabela 3, apresenta o resultado do efeito da interagdo entre 0s grupamentos genéticos e
os tratamentos, onde foi observado diferenca significativa (p>0,05). Para PPC, observa-se que
no tratamento NP, os grupamentos genéticos CA, CG e NE ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) entre si, contudo, em relagdo aos tratamentos aos quais as amostras de
carne foram pressurizadas a 100 MPa, o grupamento NE apresentou similaridade em seus
resultados quando comparado aos demais grupos CA e CG, e estes dois Gltimos foram
significativamente diferentes (p<0,05) neste tratamento. Houve diferenca significativa (p<0,05)
no tratamento 200 MPa, onde o grupamento CA apresentou maiores valores para PPC quando
comparado aos grupamentos CG e NE, sendo estes ultimos estatisticamente iguais (p>0,05). A
diferenga estatistica encontrada entre os grupamentos genéticos pode ser devido & maior
quantidade de gordura de marmoreio encontrada em maior quantidade nas amostras de carne
de animais com maior porcentagem de sangue europeu britanico, como no caso do presente
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estudo que sdo os animais Angus x Caracu, o que faz com que as fibras musculares consigam
preservar a agua em seu interior, diferente do que acontece no grupamento Caracu que
apresentou maiores PPC, provavelmente pela menor porcentagem de gordura intramuscular
proporcionando com que as suas fibras sejam mais afetadas pela perda.

Em relagdo aos tratamentos pode-se observar que CA ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,05) entre os tratamentos NP, 100 MPa e 200 MPa para PPC. CG obteve maior
PPC nas amostras NP em relacdo as amostras pressurizadas 100 Mpa e 200 Mpa apresentando
diferenca estatistica significativa (p<0,05), assim como NE teve menores perdas no tratamento
de 200 MPa em relagéo aos demais tratamentos NP e 100 MPa. Por outro lado, Cabral Neto et
al. (2015) analisando amostras de carne de zebuinos ndo observou diferenca significativa entre
os tratamentos 100, 200, 300 e 400 MPa em relagdo as amostras ndo pressurizadas, assim como
os autores, McArdle et al. (2010), trabalhando com mdsculo bovino e Kim et al. (2007)
estudando o musculo semitendinosus.

Em estudo realizado por Fernandes et al. (2016), observaram que tanto para o corte pa,
quando para o corte lagarto, dentre as amostras pressurizadas, as que apresentaram menores
valores foram as pressurizadas a 100 MPa. Segundo este autor, isto pode ser explicado pela
capacidade da alta pressdo induzir e aumentar a solubilizacdo das proteinas miofibrilares, tais
como actina e miosina em consequéncia de despolimerizagdo, agregacao e desdobramento que,
por sua vez, auxilia na formacéo de matriz de gel mais estavel.

McArdle et al. (2010) somente observaram perdas de peso significativas na carne bovina
quando submetidas as pressdes superiores a 300 MPa, sugerindo um efeito negativo nos niveis
mais elevados de presséo sobre as propriedades da ligacdo de 4gua da carne, o que foi atribuido
as alteracdes miofibrilares relacionadas a contracdo severa em niveis mais elevados de pressao
(JUNG et al., 2000).

De acordo com Monin & Laborde (1985) e Joo et al. (1999), as alteracdes nas proteinas
sarcoplasmaticas que provaram desempenhar um papel importante nas propriedades de ligacdo
da 4gua no musculo de carne fresca podem estar em particular, relacionado a diminuicéo da
perda por cozimento, devido a APH. Marcos et al. (2010) encontraram uma correlacdo negativa
entre a solubilidade da proteina sarcoplasmatica e a umidade exprimivel em musculo bovino
(longissimus dorsi) sugerindo que a desnaturacdo da proteina sarcoplasmatica induzida pela
pressdo pode influenciar negativamente em algumas caracteristicas de ligacdo de agua em
carnes pressurizadas.

4.1.6. Forca de cisalhamento (FC)

Foi observado que para FC ndo houve efeito de interagédo (p<0,05) entre 0s grupamentos
genéticos CA, CG e NE e os tratamentos NP, 100 MPa e 200 MPa, o que caracteriza que as
variaveis se comportaram de independentemente (Tabela 5).

Tabela 5. Resultado das analises de forga de cisalhamento e ganho médio no amaciamento da
carne bovina em diferentes grupamentos genéticos com os tratamentos de carnes pressurizadas
e ndo pressurizadas

N Tratamento FC (Kgf) % de Ganho médio no
Amaciamento
NP 5,96 + 1,03 -
CA 24 100 MPa 4,42 £0,95 25,84 %
200 MPa 4,77 + 1,26 19,97 %
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Tabela 5. Continuacao
N Tratamento FC (Kgf) % de Ganho médio no
Amaciamento

NP 5,96 + 1,03 -
CA 24 100 MPa 4,42 +0,95 25,84 %
200 MPa 4,77 +1,26 19,97 %

NP 4,33+1,24 -
CG 24 100 MPa 3,71+0,91 14,32 %
200 MPa 3,20+ 0,88 26,10 %

NP 5,94 +1,83 -
NE 24 100 MPa 5,70 +1,09 4,04 %
200 MPa 5,23+0,83 11,95 %

Lowder et al. (2014) avaliaram os pardmetros de qualidade da carne bovina submetidas a
alta presséo e verificaram que o valor encontrado para a carne sob alta presséo (38,80 N) foi
maior quando comparado a carne ndo pressurizada submetida apenas ao congelamento (29,64
N). Esse mesmo comportamento foi observado por Tokifuji et al. (2013) ao avaliar os efeitos
da alta pressdo em geis de carne suina, indicando que a alta pressdo nao apresentou efeito
positivo.

Por outro lado, Solomon et al. (2006) avaliando carne bovina pressurizada, observaram
cerca de 23% de reducdo na FC, quando comparou amostras pressurizadas com maturadas em
processo tradicional e ressaltou que esta reducéo ocorreu independente do tempo de maturacéo
da carne concluindo que a APH foi mais efetiva.

Pode ser observado na tabela 3 que CG apresentou menor FC em relagéo aos grupos CA
e NE. Entre CA e NE néo foi observado diferenca significativa (p>0,05). De acordo com Knapp
et al. (1989) e Shackelford et al. (1991), pode-se afirmar que o valor encontrado para CG, é
considerado como carne macia, pois esta abaixo de 45 N (ou 4,5 Kgf), estando préximo dos
valores de carnes consideradas muito macias (> 36N ou > 3,6 Kgf~).

Em relacdo aos tratamentos, pode-se dizer que NP apresentou maior FC do que 100 MPa
e 200 MPa, sobretudo, entre 100 e 200 MPa nédo houve diferenca significativa (p>0,05) (Tabela
3).

No experimento de Fernandes et al. (2016) foi observado que houve aumento de maciez
em todas amostras pressurizadas de pa e lagarto de caititu, contudo, o maior percentual de
maciez foi detectado na pressdo de 300 MPa, tanto para as amostras de pa, quanto para as de
lagarto. Cabral Neto et al. (2015), avaliando amostras de carne de Nelore, obteve reducédo
significativa para valores de FC com amostras pressurizadas & 100 e 200 MPa, quando
comparadas as amostras ndo pressurizadas, independentemente do tempo de pressurizagéo.
Este autor ressalta que os melhores valores para FC foram encontrados no tratamento 200 MPa,
onde as amostras reduziram 21,12% a FC.

Os resultados encontrados por Ma & Ledward (2004), Sun & Holley (2010) e Sikes et al.
(2010), corroboram com os resultados deste estudo, onde as carnes bovinas processadas a 200
MPa apresentaram melhoria na maciez.

De acordo com Sun & Holley (2010), os efeitos da alta pressdo na maciez ou maturacao
de carnes sdo dependentes da fase de rigor mortis, pressao, temperatura e da combinacao desses
fatores. Estes autores, sugeriram que pressdes mais baixas (<200 MPa) podem amaciar carnes
em fase de pre-rigor mortis, enquanto para carnes em fase de pos-rigor 0 amaciamento com a
alta pressdo s6 pode ser alcangado em temperaturas mais elevadas (40 a 80°C). Isso ocorre
principalmente pela desnaturacéo por alta presséo das estruturas miofibrilares na fase pos-rigor
e da necessidade de temperaturas elevadas na fase de pds-rigor, para que ocorra a gelatinizagdo
das estruturas de tecido conjuntivo.
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4.1.7. Comprimento de sarcémero (CS)

Para afericdo do comprimento do sarcomero, foi utilizado a técnica de microscopia de
forca atobmica (MFA) que possibilitou a formacdo de imagem das miofibrilas de carnes dos
diferentes grupamentos genéticos em cada um dos tratamentos de pressurizacdo para medicdo

deste parametro (Figuras 9 e 10).

Tratamento / Caracu Angus x Caracu Nelore
Grupamento

2.15pm

1.50

Nao pressurizada

1.00

Pressurizada
a 100 MPa

opm 5 10

n
200 “ i
0

Figura 9. Visao 2D de MFA de miofibrila de amostra de carne

1.23 ym

Pressurizada 1.00

a 200 MPa 0.80

0.40
15

0.00

Tratamento / Caracu Angus x Caracu Nelore
Grupamento

1,50 um
0,00 pm

Nao pressurizada

Pressurizada ‘ 0,77 um
a 100 MPa
0,88 um 0,00 um
0,00 pm
0,65 um
0,00 pm
Pressurizada £
a 200 MPa & 1,20 pm
1. N |
s =~ 0,00 um

X:20 um

Figura 10. Visdo 3D de MFA de miofibrila de amostra de carne
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A tabela 3 refere-se a resultados de comprimento de sarcomero (CS), onde nota-se que
né&o houve efeito de interacdo (p>0,05) entre os tratamentos (NP, 100 MPa e 200 MPa) com 0s
grupamentos genéticos (CA, CG e NE), portanto as variaveis analisadas sdo independentes para
0 pardmetro comprimento de sarcomero (CS). Para tanto, as médias encontradas para NP, 100
MPa e 200 MPa apresentaram diferenca significativa (p>0,05).

Alguns autores afirmam que os espagos entre os filamentos variam em relagéo ao pH,
comprimento de sarcomero, forca idnica, pressao osmotica e se 0 masculo esta em pré ou pés-
rigor. (OFFER & TRINICK, 1983; PUOLANNE & HALONNE, 2010). Martins (2017)
realizou experimento testando grupo com diferentes niveis de pH (alto, médio e baixo) e ndo
encontrou diferenca significativa (P >0,05) para os resultados de CS diante dos varios niveis de
pH testados.

O comprimento do sarcomero tem um efeito direto sobre a maciez da carne (PURCHAS
& AUNGSUPAKORN, 1993; WHEELER & KOOHMARAIE, 1999), pois musculos com 0s
sarcomeros mais longos oferecem menor resisténcia ao corte (HERRING et al., 1965). Além
disso, alguns autores afirmam que o comprimento do sarcomero tende a aumentar com a
diminuicdo do pH da carne.

Purchas (1990) reporta que o comprimento do sarcomero aumentou de 1,51 para 1,64 um
quando o pH final diminuiu de 6,2 para 5,4. Segundo 0 mesmo autor, o efeito do pH na faixa
de 5,4 a 6,2 sobre valores da forca de corte foi mediado, pelo menos em parte, pelo efeito do
comprimento de sarcomero, suportando a correlagdo negativa entre o pH final e 0 comprimento
sarcomero. Resultados similares foram encontrados por Purchas et al. (2002) e Purchas &
Aungsupakorn (1993).

Toneto (2012), avaliando amostras de carne de Nelore, e F1 (2Simental x “Nelore,
YoCanchim x ¥Nelore e %2Angus x ¥2Nelore), testaram diferentes cortes de carne (longissimus,
semitendinosus, supraspinatus e infraspinatus) e ndo observaram interacdo, contudo houve
diferenca significativa apenas entre os resultados para grupos musculares, ndo havendo
diferenca significativa entre grupamentos genéticos. Este autor encontrou os seguintes valores
no corte Longissimus, 1,75 (|[Nelore), 1,74 (*2Simental x ¥2Nelore), 1,73 (*2Canchim x ¥2Nelore)
e 1,74 (%2Angus x ¥2Nelore).

Portanto, no presente estudo, ndo foram encontrados resultados significativamente
diferentes mesmo investigando grupamentos genéticos distintos. Os valores de média
encontrados neste estudo, variaram de 1,8 a 2,05 um, sendo estes proximos aos observados por
Aroeira et al. (2016) (1,97 um para Nelore e 2,27 um para Angus) e Ferrari (2016) (1,82 pum
para Nelore), mas diferentes dos encontrados por Farias (2016) (1,46 um para Nelore).Tonissi
et al. (2011) por sua vez, analisando amostras de carne de Nelore, encontrou valores variando
entre 1,20 a 1,88 um, com média de 1,57 + 0,14 um. Apesar de ndo ter havido diferenca
significativa para CS entre os resultados do presente estudo, Locker & Hagyard (1963) afirmam
que o grau de encurtamento muscular depende da temperatura de armazenamento da carcaca e
Aroeira et al. (2016) corrobora com este pensamento e ainda reitera que a diferenca entre
grupamentos genéticos deve ser devido ao resfriamento mais rapido da carcaca de Nelore
quando comparado a ragca Angus pois 0 Nelore possui menor quantidade de gordura subcutanea
quando comparado as ragas europeias.

Segundo Koohmaraie et al. (2002), no periodo de 24 horas post mortem ocorre 0
encurtamento do sarcdémero que passa de 2,24 um no momento do rigor mortis a 1,69 pm apas
a maturacdo da carne, devido a formacdo do complexo actomiosina, com a sobreposi¢do dos
miofilamentos.

Contrariando os resultados encontrados neste experimento, Bouton et al. (1978) relata
que o comprimento de sarcdmero aumenta com o teor de gordura em carcacas de bovinos com
a mesma idade e pesos diferentes. Os autores verificaram que, em carcagas mais leves (menos
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de 250 kg), condigdes de resfriamento foram suficientes para provocar encurtamento pelo frio,
uma vez que a temperatura central da carcaca atinge temperaturas menores mais rapidamente o
que ndo ocorre em carcagas mais pesadas. De acordo com este autor, este fato pode estar
relacionado a maior desestruturacdo do sarcémero, ocorrendo uma maior degradacdo das
proteinas estruturais das miofibrilas e do tecido conjuntivo, resultando em uma carne mais
macia, evidenciadas pela forca de cisalhamento. Entretanto, neste estudo, ndo foi observado
diferenga significativa entre os grupamentos genéticos.

Aroeira (2016) utilizou a técnica de maturacdo para avaliar o comprimento dos
sarcomeros em carnes de Nelore maturadas por 21 dias (1,97 pm) em comparacdo com a de
Angus ndo maturada (2,27 pum), dessa forma, observou a varia¢ao da raca na inconsisténcia da
degradacéo estrutural do sarcomero.

Apesar de no presente experimento ndo ter havido diferenca significativa entre os
tratamentos e grupamentos genéticos, os resultados encontrados estdo todos préximos aos
valores de referéncia para carnes consideradas macias. Segundo Smulders et al. (1990), ha uma
forte correlagdo entre o comprimento do sarcomero e a maciez sensorialmente percebida, a
partir de 1,8 um, no qual valores superiores estdo associados a maciez da carne. Ja Buton et al.
(1973), Smulders et al. (1990) e Wheeler et al. (2000) afirmam que a dureza da carne é
percebida inicia-se com valores abaixo de 2,0 um. Entretanto, Ishihara et al. (2013) também
provou que a analise do comprimento do sarcomero foi mais precisa do que a anélise sensorial
e a forca de cisalhamento.

Wheeler et al. (2000) sugere que a variavel CS seja tratada em dois grupos distintos
(sarcémeros > 2,0 um e sarcomeros < 2,0 um) pois interagem de maneiras diferentes de acordo
com o grau de prote6lise e o contetdo de colageno de cada amostra. Segundo estes autores,
enguanto a maior rigidez da carne é independente das variaveis proteodlise e coldgeno em
amostras de sarcomero > 2,0 um, em amostras com sarcomeros < 2,0 um ambas as variaveis
(protedlise e colageno) estdo relacionadas a maior rigidez da carne. Os resultados deste autor
corroboram com os encontrados por Bouton et al. (1973) que afirmam que o efeito do colageno
é alto no musculo e as alteragdes no componente miofibrilar tém efeito relativamente menor na
percepcao subjetiva de sensibilidade. Assim, o tecido conjuntivo pode ser outro fator intrinseco
que pode estar associado as diferencas encontradas na FC de carnes de animais Nelore e Angus
x Caracu no presente experimento.

De acordo com Corbin et al. (2015), os efeitos na qualidade, aceitacdo e sabor da carne
estdo relacionados a quantidade de gordura presente na carne, onde, quanto mais gordura, maior
palatabilidade da carne e notas altas para sabor. Neste experimento, avaliou-se diferentes
grupamentos genéticos Caracu (taurino adaptado, sendo considerado um grupo intermediario
em relacdo a precocidade), Nelore (zebuino, sendo considerado tardio em comparacdo aos
demais grupamentos) e Angus x Caracu (¥ taurino britanico e Y% taurino adaptado, sendo
considerado 0 mais precoce em comparagdo as demais racas devido ter 50% de sangue de
taurinos britanicos que em sua maioria sdo considerados precoces), contudo, apesar haver
diferenca entre os graus de sangue genéticos, ndo foi observado diferenca significativa entre o
comprimento de sarcomero diante dos diferentes grupos. Portanto, estes resultados ndo estdo
de acordo com os encontrados por Chambaz et al. (2003) que avaliaram quatro racgas de bovinos
de corte Bos taurus, uma precoce (Angus) e trés tardias (Simental, Charolés e Limousin) sendo
estes abatidos com 3,25% de gordura intramuscular (leve marmoreio), resultando portanto em
distintos periodos de abate e tamanhos de carcaca e concluiram que apesar do marmoreio ser
igual entre os animais, a raca Angus teve melhores resultados nos testes sensoriais e de
preferéncia, devido a maiores comprimentos de sarcomeros.
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4.1.8. Cor da carne

As figuras 11, 12 e 13, apresentam a avaliacdao visual em relagdo a cor da carne em
amostras de longissimus dorsi de animais CA, CG e NE, respectivamente. A avaliacdo para
mensuragao da cor da carne foi feita através de colorimetro, utilizando o sistema colorimétrico
CIE L*a*b*, onde L* representa a luminosidade das amostras, a* representa a intensidade de
vermelho e b* representa a intensidade de amarelo.

Ndo pressurizada Pressurizadas
100 MPa 200 MPa

Figura 11. Observacéo visual de amostras de carne ndo pressurizada, pressurizada a 100 MPa
e pressurizada a 200 MPa de animais pertencentes ao grupamento Caracu

In natura Pressurizadas
100 MPa 200 MPa

Figura 12. Observacéo visual de amostras de carne nao pressurizada, pressurizada a 100 MPa
e pressurizada a 200 MPa de animais pertencentes ao grupamento Angus x Caracu
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In natura Pressurizadas

100 MPa 200 MPa

Figura 13. Observacdo visual de amostras de carne nao pressurizadas, pressurizadas a 100
MPa e pressurizadas a 200 MPa de animais pertencentes ao grupamento Nelore

4.1.8.1. Luminosidade (L*)

A tabela 3, apresenta valores de médias de luminosidade (L*), onde houve efeito de
interacdo significativa (p<0,05) entre os grupamentos e tratamentos analisados. Portanto, para
este parametro as variaveis sao dependentes. Nas amostras NP e nas pressurizadas a 200 MPa
ndo foi observado diferenca significativa (p>0,05) entre os grupamentos CA, CG e NE.
Entretanto, no tratamento 100 MPa, a L* foi menor em amostras de NE quando comparado aos
grupamentos CA e CG, sendo estes Ultimos estatisticamente semelhantes (p>0,05) para este
tratamento.

Entre CA e CG ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos (NP, 100
MPa e 200 MPa). Contudo, foi observado diferenca significativa (p<0,05) para L* no
grupamento NE, entre os tratamentos NP que apresentou valores superiores quando
comparados ao tratamento 100 MPa. Sobretudo, ndo foi observado diferenca significativa
(p>0,05) do grupamento NE diante dos tratamentos NP e 200 MPa, assim como ocorreu quando
100 MPa e 200 MPa foram comparados neste mesmo grupamento genético.

Cabral Neto et al. (2015) observou interacdo entre a pressao e o tempo de pressurizacao
aplicado a amostra para o fator L*, contudo, ndo houve efeito significativo (p>0,05) até a
pressdo de 200 MPa em relacdo as amostras ndo pressurizadas e o uso de pressdes de 100 ou
200 MPa ndo alteraram a L* da carne quando comparado as amostras ndo pressurizadas.

Fernandes et al. (2016), avaliando carne de caititu, observaram que para o corte pa houve
decréscimo significativo de luminosidade na pressdo 200 MPa (60,57 para 57,16). Este mesmo
autor, avaliando o corte lagarto observou que este fendmeno foi observado nas pressées 100 e
300 MPa, corroborando com este estudo.

Foi observado que com o0 aumento da pressdo ocorre um aumento do fator L*. Resultados
semelhantes foram encontrados por McArdle et al. (2010) (31,3 para 35,5), Marcos et al (2010)
(24,04 para 30,74), Marcos & Mullen (2014) (26,07 para 33,20) e Cabral Neto et al. (2015)
(31,58 para 31,90). Entretanto, de acordo com Purchas (1988), o valor aceitavel para o fator L*
em carne bovina seria de 24 a 39 estando todas as amostras de carne deste experimento, sejam
elas pressurizadas ou ndo, dentro desta faixa.

De acordo com Grossi et al. (2012), as diferencas no valor de L* podem ser explicadas
pelas mudancas nas proteinas sarcoplasmaticas e miofibrilares, resultando em alteragdes na
superficie da carne, bem como da desorganizagdo das miofibrilas, levando a um aumento de
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refleccéo da luz. Desse modo, as alteragfes que ocorrem na matriz do produto pressurizado
influenciam a refletdncia. Goutefongea et al. (1995) afirmam que o efeito do clareamento
induzido pelo aumento de pressdo tem sido relacionado a coagulacdo proteica, que afetaria a
estrutura da superficie da carne. Outros autores sugerem que este fato ocorre devido a
desnaturacéo da globina e deslocamento ou retirada do grupo heme (CARLEZ et al., 1995).
Mussa (1999) concluiu que a cor mais clara na carne também pode ser o resultado de mudancas
no contetido de agua.

4.1.8.2. Intensidade de vermelho (a*)

As medias para fator a* sdo listadas na tabela 3, onde nota-se que houve interacéo
significativa (p<0,05) entre os tratamentos e grupamentos genéticos. Todavia, para as variaveis
sdo dependentes para o parametro intensidade de vermelho. Cabral Neto et al. (2015) também
encontrou interacdo entre a pressdo e o tempo de pressurizagdo para este parametro, onde
observou valores inferiores para as amostras pressurizadas em relagdo as amostras nao
pressurizadas.

Contudo, para este estudo, ndo houve diferenca significativa entre nenhum dos
tratamentos (NP, 100 MPa e 200 MPa) para os grupamentos CA e NE. Para CG, foi observado
diferenga significativa (p<0,05) entre NP que apresentou valores maiores do que 0s demais
tratamentos 100 MPa e 200 MPa, contudo, para estes grupamentos, os valores de a* ndo tiveram
diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos 100 e 200 MPa.

Para o tratamento NP foi observado diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos NE
e CG, mas CA apresentou valores inferiores a estes dois grupamentos genéticos, apresentando
diferenca significativa (p<0,05). Na pressurizacdo a 100 MPa, o NE apresentou diferenca
estatistica significativa (p>0,05), obtendo valores maiores quando comparados aos
grupamentos CA e CG, sendo estes dois ultimos semelhantes estatisticamente para esta pressao.
CG ndo apresentou diferencga significativa (p>0,05) entre CA e NE para o tratamento 200 MPa.
Foi observado diferenca significativa (p<0,05) nas amostras entre CA e NE pressurizadas a 200
MPa, onde NE obteve valores maiores do que CA.

Assim como ocorreu neste estudo, Fernandes et al. (2016) ndo encontrou diferenca
significativa entre os tratamentos de um mesmo grupamento genético, contudo, para as
amostras de pa pressurizadas, foi observado aumento significativo quando estas foram
comparadas as amostras ndo pressurizadas, enquanto nas amostras do corte lagarto ndo foram
encontradas diferencas significativas. Este autor ressalta que o aumento de a* nas amostras
pressurizadas € dado como um fator positivo pois torna a carne mais atrativa ao consumidor.
Carlez et al. (1995) relataram ndo haver diferenca significativa nos valores de a* de carnes
bovinas tratadas com pressdes até 400 MPa.

Cappelletti et al. (2015), avaliando efeito da alta pressdo sobre a cor da carne suina,
observaram que o valor de a* diminuia durante o tratamento de alta pressdo enquanto o valor
de L* aumentava, no intervalo de 5 a 60 minutos.

Villamonte et al. (2013) analisaram os pardmetros de cor da carne suina cozida processada
por alta pressao (0,1 e 350 MPa) e observaram um decréscimo nos valores de a* (1,37 e 1,76).
McArdle et al. (2013) estudaram os efeitos da APH em carne de cordeiro e reportaram que ndo
houve diferenca significativa para o parametro a* entre amostras submetidas a 400 e 600 MPa.

4.1.8.3. Intensidade de amarelo (b*)

Como observado na tabela 3, houve interagéo significativa (p<0,05) entre os tratamentos
e grupamentos analisados para o fator b*. Com isso, pode-se afirmar que para a intensidade de
amarelo, (b*), as variaveis sdo dependentes. Pode-se dizer ainda que ndo houve diferenca
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significativa (p>0,05) entre os tratamentos (NP, 100 MPa e 200 MPa) nos grupamentos CA e
CG. Contudo, houve diferenca significativa (p<0,05) para o NE, onde o tratamento NP
apresentou valores menores quando comparado os demais tratamentos pressurizados 100 MPa
e 200 MPa, sendo os valores de NE pressurizados a 100 e 200 MPa semelhantes.

Analisando os tratamentos pode-se dizer que para NP ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os grupamentos (CA, CG e NE). Contudo, o grupamento NE apresentou
diferenca significativa (p<0,05), obtendo valores maiores em relacéo ao grupamento CA e CG
para os tratamentos 100 MPa e 200 MPa, mas estes dois Ultimos grupamentos, quando
comparados no grupamento NE ndo tiveram diferenca significativa (p>0,05) nos tratamentos
pressurizados.

Fernandes et al. (2016) analisando carne de caititu, observaram que houve decréscimo
significativo nas amostras de pa, diante do parametro b* para amostras pressurizadas a 200 MPa
quando comparadas as amostras NP e 100 MPa. Contudo, este mesmo autor, analisando
amostras de lagarto observou gue os valores encontrados nas amostras pressurizadas a 200 MPa
foram semelhantes as amostras NP, entretanto, estes foram maiores significativamente dos
valores encontrados nas amostras pressurizadas a 100 MPa.

Cabral Neto et al. (2015) analisando carne bovina pressurizada, observou diminuigédo
significativa para b* em relacdo as carnes pressurizadas a 100, 200 e 300 MPa quando
comparados as amostras controle.

Carlez et al. (1995) relataram ndo encontrar diferenca significativa nos valores de b* em
carnes bovinas tratadas com pressdes até 400 MPa. De acordo com este autor o aumento nos
valores de b*, devido a APH, podem ser atribuidos a formacdo de metamioglobina,
corroborando com Goutefongea et al. (1995) que relacionaram o aumento de b* @ mudangas no
estado quimico da mioglobina, pois observou que o tratamento de 600 MPa (20°C por 30 min)
aumentou os valores de b* na carne picada. Cabral Neto et al. (2015), diante de seus estudos,
afirma que, para amostras acima de 300 MPa ha uma tendéncia de retorno de valor para proximo
do encontrado na carne ndo pressurizada.

4.9. Efeito da APH e Grupamentos Genéticos Sobre o Perfil de Proteinas

Como ja foi citado por diversos autores (KIM et al., 1993; IKEUCHI et al., 2002;
YAMAMOTO et al., 2005; IKEUCHI et al., 2006; MA & LEDWARD, 2013; NISHIUMI,
2017), a APH pode influenciar diretamente na agdo das enzimas proteoliticas da carne,
proporcionando o amaciamento. Portanto, as alteracfes das proteinas miofibrilares podem ser
Uteis para avaliar a degradacdo enzimatica que ocorre durante o processo de maturacédo da carne.

O estudo do efeito comparativo da APH diante diferentes grupamentos genéticos (CA,
CG e NE) e pressfes (100 e 200 MPa) sobre o perfil eletroforético na presente pesquisa foi
realizado em relacdo as proteinas miofibrilares actina e miosina, por constituirem a maior parte
da estrutura proteica, além da mioglobina, uma importante proteina sarcoplasmatica.

Na figura 14, pode-se observar o gel de poliacrilamida contendo as cadeias polipeptidicas
provenientes das diferentes amostras e, apesar de pequenas diferencas na intensidade da
coloracdo de algumas bandas de proteinas, estas ndo foram suficientes para sugerir alteracéo
entre os tratamentos em cada um dos grupamentos geneticos. Contudo, foi observado diferencas
de presenca de bandas proteicas no grupamento Nelore que ndo apareceram em grupamentos
Caracu e Angus x Caracu, assim como também foi observado bandas nestes dois ultimos
grupamentos citados que ndo estavam presentes em Zebuinos (Nelore), independente do
tratamento adotado.
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Figura 14. Perfil proteico por SDS-PAGE do musculo Longissimus dorsi de bovinos Nelore
(NE), Caracu (CA) e Angus x Caracu (CG) sob os tratamentos de pressuriza¢do a 100 MPa,
200 MPa ou ndo pressurizados.

Os extratos foram provenientes de carne ndo pressurizada (NP), pressurizadas a 100 MPa
(100) e a 200 MPa (200) dos grupamentos genéticos Caracu, Angus X Caracu e Nelore. Na
figura 14, pode-se observar a cadeia pesada da miosina (MHC), a-actina, subunidades de
troponina (Tn) e tropomiosina (Tm), actina, troponina-T (TnT), cadeia leve de miosina (MLC)
e mioglobina, conforme as bandas proteicas marcadas na figura. Além disso, um conjunto de
bandas foi detectado na area do gel atribuido a um peso molecular variando de 48,17 a 42,93
KDa, 70,12 a 58,98 KDa e uma banda separada com 84,99 KDa.

As proteinas miofibrilares que se caracterizam na contracdo muscular, estando portanto
relacionadas a maciez da carne, mostraram-se presentes nos extratos em estudo, na seguinte
forma (Figura 14): a) uma banda fortemente corada de 182,22 KDa, que representa a cadeia
pesada da miosina (MHC); b)uma banda densa e fortemente corada de 95,64 KDa, que
representa a a-actina; ) quatro bandas fortemente coradas de 41,11; 38,81; 37,17 e 35,09 KDa,
representando as subunidades de troponina (Tn) e tropomiosina (Tm); d) uma banda densa e
fortemente corada de 31,28 KDa, representando a actina; e) uma banda de 29,96 KDa,
representando a degradacéo da troponina T (TnT); f) trés bandas de 28,56; 27,31 e 23,82 KDa,
que representam as cadeias leves de miosina (MLC); g) uma banda densa e intensamente corada
de 17,21 KDa que representa a mioglobina.

Das 21 cadeias polipeptidicas identificadas nas amostras, ndo foi observado diferenca de
coloracéo e desaparecimento de bandas entre os tratamentos utilizados em cada grupamento
genético. Contudo, foi detectado o desaparecimento e/ou aparecimento de bandas (27,31 e
28,56) da MLC, diante dos diferentes grupamentos geneticos.

53



Wu et al. (2014) avaliaram o efeito da mudanca de pH em amostras de carne de bovinos
Angus e mesticos de Angus e, pontuaram diferencas encontradas para a cadeia pesada de
miosina, onde, em pH alto (> 6,2) a banda de miosina desapareceu com 1 dia post-mortem; em
pH baixo (< 5,79) a banda desapareceu com 2 dias post-mortem e em pH intermediario (5,80 a
6,19) que a banda ndo alterou com 2 dias e com 7 dias ainda era detectavel. Estes autores
concluiram que as altera¢Ges nas isoformas da cadeia pesada da miosina e sua associacdo com
proteinas grandes, como a titina e a nebulina, em momentos muito proximos ao post-mortem
sugerem que um colapso estrutural muscular seja iniciado na banda A (linha 1) ao invés de
ocorrer modificacdo diretamente na linha Z. O resultado deste estudo assim como 0s
encontrados por Huff-Lonergan et al. (2010) e Kolczack et al. (2003) corroboram com os
achados neste experimento pois 0s autores relatam que a cadeia pesada de miosina em carnes
com pH intermediario, ndo apresentou mudancas em amostras de carne de diferentes racas
bovinas. Por outro lado, Marino et al. (2013) encontrou menores pesos moleculares na MHC
para a raca Podolian em comparacdo com a raca Romagnola, justificando que a diminuicéo
encontrada na carne de Podolian poderia ser atribuida a maior susceptibilidade a degradacao
enzimatica de amostras de carne desta raca e confirmou isto pela maior porcentagem de
polipeptideos (de 170 a 138 KDa) encontrados através de espectrometria de massa na por¢éo
MHC desta raca.

As cadeias leves de miosina (MLC) pertencem a fragdo miofibrilar das proteinas da carne,
mas elas também podem ser detectadas na fracdo sarcoplasmatica do envelhecimento da carne
(WU etal., 2014). Marino et al. (2014) em estudo com protedmica sarcoplasméatica em amostras
de carne bovina das racas Podolian, Friesian e Romagnola x Podolian, mostraram que existe
variacdo dependente do padrdo da raga para as cadeias leves de miosina. Estes autores,
encontraram 3 fragdes atribuidas as proteinas miofiobrilares na fracdo soltvel ap6s 21 dias post-
mortem. Essas proteinas foram identificadas como cadeia leve 1 (MLC1), miosina de cadeia
leve reguladora 2 (MLC2) e cadeia beta da tropomiosina (TPMP) e encontraram as trés fragdes
sarcoplasmaticas apenas nas amostras da raca Podolian. Estudos anteriores (JIA et al., 2009;
ANDERSON et al., 2011) também detectaram proteinas miofibrilares nas fracdes de proteinas
sarcoplasmaticas, destacando uma relacdo entre o aumento das proteinas miofibrilares na fragdo
soltvel e sensibilidade. No presente estudo, também observou-se diferenca na MLC diante dos
grupamentos genéticos avaliados, onde observou-se que a banda 27,31 KDa esteve presente
apenas nos grupamentos genéticos Caracu e Angus x Caracu (ambos Bos taurus) e da mesma
forma, a banda 28,56 KDa foi observada apenas no grupamento de animais Nelore (Bos
indicus). Ambas observac6es ocorreram independente dos tratamentos inferidos. Sugere-se que
estas proteinas (28,56 Kda e 27,31 KDa), ambas pertencentes a cadeia leve de miosina, possam
ser amesma com diferentes isoformas e por isso, a diferenga no peso molecular entre as mesmas
pode ser observado. Cabe ressaltar que a diferenca encontrada pode estar relacionada a
constituicdo genética dos grupos utilizados (Caracu — CA, Angus x Caracu -CG e Nelore - NE),
evidenciando alterac6es no perfil de proteinas. Para tanto, diante da revisdo de literatura feita
por Lana & Zolla (2016), pode-se afirmar que existem resultados interessantes evidenciando a
importancia da gendmica no campo da maciez da carne, porgque o grau de amaciamento pode
variar dependendo do tipo alélico da caracterizacdo do animal.

Longo et al. (2015) demonstrou que o envelhecimento ao longo do tempo, para gado
Piemontés, mostrou uma fragmentacdo evidente da actina, inferida pela tendéncia ascendente
de um fragmento de 31 KDa, cuja importancia também é expressa por seu papel marcador
apoptotico (XANG et al., 1998). Ja Laville et al. (2009) detectaram uma banda de 31 KDa,
referente ao fragmento de actina com regulagéo positiva na carne macia de touros jovens da
raca Charolés em comparagdo com amostras de carne mais dura de animais da mesma raca e
mesma idade. Diante desses dados, sugere-se que a actina pode ser um marcador para maciez.
Outro estudo que cursa com este raciocinio é o experimento protedmico realizado por Chaze et
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al. (2013). Sobretudo, para alguns autores (GUILLEMIN et al, 2011), a actina poderia ser
melhor considerada como marcador de amaciamento em andamento pois, comparando amostras
de I. thoracics extirpados imediatamente ap0s o abate de animais de mesma espécie e idades
correlatas ndo mostrou a presenca da actina na parte do interatoma relacionado a maciez,
inferindo que o discriminante seja os diferentes momentos da coleta da amostra, pois
imediatamente apos o abate ndo houve deteccdo do fragmento de 31 Kda e com 5 a 21 dias
post-mortem este fragmento tenha aparecido. Em outras palavras, a actina pode ser um
indicador do grau de amaciamento, e seu fragmento s6 pode ser detectado quando um certo
grau de sensibilidade é atingido. Pesquisas recentes apoiam esta ideia (LAN et al., 2015;
LONGO et al., 2015). Esta questdo ndo deve ser inequivocamente interpretavel pois em estudos
fosfoprotedmicos, realizados em 2012 (D’ALESSANDRO & ZOLLA, 2012) em carne bovina
de animais da raca Chianina, os pesquisadores notaram um nivel mais alto de fosforilacéo de
um peptideo de actina particular e diante deste achado, o nivel deste fragmento de actina
fosfosrilada foi inversamente proporcional a clivagem e a ativacdo das caspases efetoras, ou
seja, a carne da raga Chianina, com textura resistente, mostrou-se menos inclinada a apoptose.
Estes autores acreditam que isto € uma evidéncia convincente das ligacdes entre actina,
apoptose e sensibilidade, sobretudo, enquanto o fragmento de 31 KDa da actina mostra uma
correlacdo com sensibilidade e amaciamento continuo, a fosforilacdo da actina demonstra uma
correlagéo positiva com a maciez e uma correlagdo negativa com a apoptose.

A troponina € um complexo heterotrimérico (TnC, Tnl e TnT) com suas subunidades. O
mecanismo de amaciamento atua sobre todos eles e a protebmica utiliza-os como marcadores
para a prote6lise em curso, especialmente a TnT em bovinos (IWANOWSKA et al., 2010). As
troponinas juntamente com a subunidade de ligacdo ao célcio e ao inibidor da subunidade do
complexo troponina sdo proteinas reguladoras que realizam a interacdo actomiosina e a
contracdo muscular (MARINO et al, 2013). A troponina T é conhecida por se degradar
principalmente no peptideo de 30 KDa durante o post-mortem, e este fato € mostrado por
diversas pesquisas (BOWER et al, 2008; HUFF-LONERGAN et al., 2010 e ROWER et al.,
2004) que degradaram a TnT neste peso molecular comprovando que o produto da TnT aumenta
com o post-mortem muscular e portanto, esta associado a amaciamento. Os achados por estes
autores corroboram com os valores de peso molecular encontrado nesta pesquisa, onde a banda
de 29,96 KDa foi atribuida a produto da degradacéo da TnT.

No estudo de Muroya et al. (2004), os peptideos bovinos de 30 KDa foram mostrados
junto com outros fragmentos, podendo estes terem sido originados também da degradacédo da
TnT, sendo todos com diferentes sequencias e pesos moleculares. Portanto, este autor afirma
que o padrdo de fragmentacdo da TnT no post-mortem da carne, depende da composicao do
masculo, podendo a TnT ser subfragmentada em 4 fragmentos rapidos e 1 lento. No estudo de
Laville etal. (2009), com touros Charolés, a TnT rapida foi identificada intacta na fracao soltvel
e estes autores afirmam que este conteldo em carne mais dura é maior no dia 0 e depois de 3
semanas post mortem essa relacédo € revertida, com a carne macia mostrando maior abundancia
de TnT. Para tanto, Lana & Zolla (2016) afirmam que TnT poderia ser considerada um
marcador descritivo da maciez da carne somente apds seus niveis relativos ao longo do post-
mortem, lembrando que a tendéncia da carne mais macia é aumentar a expresséo de TnT ao
longo do tempo, enquanto que carnes mais resistentes, a TnT tende a manter um estado
estacionario de expressdo. Neste sentido, Franco et al. (2015) afirma que a carne DFD avaliada
em seu experimento mostrou-se mais sensivel e menos rica em TnT.

Huff-Lonergan et al. (1996), Kitamura et al. (2005) e L-ametsch et al. (2004) sugerem
que a degradacdo da troponina T possivelmente leva a fragmentacdo das miofibrilas,
interrompendo a sua interagdo com outros componentes do filamento de actina. Assim, a
degradacdo da desmina e TnT pode estar diretamente ligada a atividade da calpaina usando
modelos in vitro.
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Na protedmica, a TnT (30 KDa) é usada como marcador para protedlise de carne bovina
(IWANOWSKA et al., 2010) e na carne de porco (SZALATA et al., 2005). Bhat et al. (2018)
afirma que segmentos polipeptidicos de 28 a 30 KDa s&o obtidos a partir da degradacéo de TnT
intacta por calpaina. Para tanto, a degradacéo da TnT foi utilizada em estudos pioneiros voltados
a predicdo da maciez da carne (SUN et al., 2014).

A tropomiosina (Tm) € outra parte constitutiva do filamento fino e € fundamental na
regulacdo da contracdo muscular normal devido a sua obstrugéo esférica do local de ligacdo da
miosina a actina (mamiferos) (LANA & ZOLLA, 2016). De acordo com Gunning et al.(2008),
no musculo estriado, existem 3 isoformas de Tm (1, 2 e 3). Em estudo realizado por Scellini et
al. (2015), com avaliacdo de coelhos, ficou demonstrado que a composicdo da isoformas
influencia a contracédo e o desenvolvimento da forca do musculo esquelético em coelhos, bem
como o comprimento de sarcomero. Bouton et al. (1973) e Herring et al. (1965) afirmam que a
relacdo da maciez da carne e comprimento de sarcomero sdo bem conhecidos e, portanto, pode
ser inferida uma influéncia indireta na composi¢cdo da Tm na maciez da carne. Portanto, a Tm
de um musculo pode ser vista como um bom indicador para o grau de maciez da carne, mediante
a quantificacdo do teor de porcentagem de cada isoformas no musculo sob investigacdo.
D’Alessandro & Zolla (2012), em pesquisa sobre Tm na carne de bovinos da raga Chianina,
detectaram uma fosforilacdo diferencial para a isoformas Tm2, que pode ser importante para
facilitar a desintegracdo do disco Z. Ja& Carvalho et al.(2014), associou Tm a forca de
cisalhamento (FC) em comparacdo de carnes macias e duras de bovinos Nelore, onde a
isoformas Tm1 foi detectada como a proteina diferencial com diferentes porcentagens de 57,7
% mostrando uma correlacdo positiva entre a FC, ou seja, quanto menor a FC, menor sera 0s
niveis de Tm1. Contudo, de acordo com Lana & Zolla (2016), os vinculos entre a maciez e a
Tm, se houver, ainda precisam ser estudados e divulgados.

Cabral Neto et al. (2015), avaliando carne de zebuinos da raca Nelore observou que as
amostras pressurizadas (200 MPa) apresentaram menor intensidade de banda na cadeia pesada
de miosina, enquanto a carne maturada apresentou intensidade menor ainda quando comparada
as amostras pressurizadas. Ja Ko & Hsu (2002) afirmaram que bandas de proteinas acima de 97
KDa desapareceram com o tratamento de alta pressdo (200 e 300 MPa). Estes resultados nédo
estédo de acordo com o presente estudo pois ndo foi observado diferenca para de intensidade de
coloracdo para a MHC entre nenhum dos grupamentos genéticos testados, assim como nédo
houve diferenca entre os tratamentos em um mesmo grupamento.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os encontrados por Cabral Neto et
al. (2015) e Scheibenzuber et al. (2002), em que verificaram alteracBes nas proteinas
miofibrilares avaliadas por eletroforese SDS-PAGE decorrentes de tratamentos a diferentes
pressdes, em particular a solubilizacdo da miosina, dependem da magnitude e da duracdo da
pressdo aplicada.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a diferenga atribuida a area de olho de lombo entre os grupamentos
genéticos deve-se ao fato do Nelore apresentar uma estrutura corporal que quando comparada
aos demais grupos apresenta maior largura dorso-lombo, evidenciando para estes animais, neste
estudo, maior Area de Olho de Lombo.

Os resultados dos tratamentos (100 e 200 MPa), independentes do grupamento genético,
para forca de cisalhamento e intensidade de amarelo podem ser explicados pelo fato da APH
induzir o aumento da atividade proteolitica e com isso, proporcionar maior amaciamento que
ocorre devido as alteracdes do tecido da carne induzidas por enzima/substrato, ou por mudancas
nas proteinas. A diferenca encontrada para a intensidade de amarelo, pode ser atribuida a
formacdo de metamioglobina devido a APH ocasionar mudancas no estado quimico da
mioglobina.

Os resultados encontrados para as analises de PPD e PPP estdo de acordo com 0s
encontrados na RMN, onde ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupamentos e entre 0s tratamentos. Tais resultados também podem ser avaliados no concerne
as analises de forca de cisalhamento (interacdo), comprimento de sarcdmero e as imagens
obtidas pelo eletroferograma bem como pela MFA onde as mesmas sugerem que nao houve
diferenga em estruturas microscopicas (miofibrilas), contudo, como pode-se observar nas
imagens de MFA e na anéalise da FC, possivelmente as estruturas macroscépicas da fibra de
carne foram afetadas. Portanto neste estudo, o efeito da APH até 200 MPa ocorreu apenas a
nivel tissular.

De acordo com este estudo, a ndo diferenca entre os grupos genéticos é benéfica para o
setor produtivo, o que mostra que a qualidade de carne é boa, independente do grupamento
genético estudado. Assim, apesar da carga genética ser diferente, a adaptacdo dos grupos parece
ser um fator padronizante nos aspectos analisados para qualidade de carne.
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