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RESUMO

Carcacas bovinas resfriadas rapidamente podem
apresentar uma contragdo muscular conhecida como
encurtamento pelo frio. Esse fendmeno, prejudicial a textura
da carne, ocorre principalmente nas fibras musculares
oxidativas. O objetivo deste trabalho foi disponibilizar uma
ferramenta analitica para distinguir essas fibras e determinar
com maior precisdo a contracdo do tecido muscular pela
mensuragao do comprimento dos sarcoémeros. Amostras do
musculo Longissimus dorsi de 12 novilhas nelore foram
coletadas. As amostras obtidas de uma das meias-carcacas
foram submetidas a uma refrigeracéo répida, e as amostras
provenientes da outra meia-carcaca a refrigeragéo lenta. Foi
testado um método analitico, baseado na técnica de coloracéo
por Nicotinamida Adenina Dinucleotideo — Tetrazolium
Redutase (NADH-TR), para mensurar, por microscopia, o
comprimento dos sarcomeros das fibras vermelhas. Foram
determinadas as velocidades de queda de pH e temperatura, a
area do olho de lombo (AOL) e a forgca de cisalhamento. Os
resultados demonstraram que a temperatura € o principal fator
responsavel pelo comprimento do sarcomero quando a
velocidade de resfriamento é répida, sendo essa influéncia
menor quando a queda de temperatura é mais lenta. Desta
forma, demonstrou-se que a técnica de coloragdo com NADH-
TR é capaz de detectar a ocorréncia do encurtamento pelo frio
nos musculos esqueléticos de bovinos.

Palavras-chave: fibras musculares, refrigeracdo de carnes,
qualidade da carne.

ABSTRACT

Bovine carcasses quickly cooled may develop a
muscle contraction known as cold shortening. This process,

harmful to meat texture, occurs mainly in the oxidative muscle
fibers. This work was aimed at studing an analytical tool to
distinguish these fibers and to evaluate, more precisely, the
muscle contraction through the measurement of sarcomeres
length. Longissimus dorsi muscles of 12 heifers were used as
samples. Samples from one of the half carcasses were fast
cooled and the samples from the others half carcasses were
slowly cooled. An analytical technique based on Nicotinamide
Adenine Dinucleotide — Tetrazolium Redutase (NADH-TR)
methodology was performed to measure, by microscopy, the
red fibers sarcomeres lenghts. Temperature and pH drops in
the samples, shear force and rib eye area were also evaluated.
Results pointed out that the temperature is the main responsible
for the sarcomere length in the fast cooling and that, when slow
cooling is performed, the influence of this parameter is less
important. These results indicate that the NADH-TR technique
is able to estimate cold shortening occurrence in bovine skeletal
muscl es.
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INTRODUCAO

A maciez € reconhecidamente um atributo
importante para a qualidade da carne bovina. Por ser
essauma caracteristicainfluenciadapor muitosfatores,
€ de dificil previsdo antes do momento do consumo
(KOOHMARAIE, 1994). Um fator freqlientemente
associado a maciez é o grau de contragdo do tecido
muscul ar, causado pelaexposi¢céo do miscul o abaixas
temperaturas antes do estabel ecimento do rigor mortis,
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fendbmeno conhecido como cold shortening ou
encurtamento pelofrio (PARRISH et al., 1973). Otecido
muscular sofre maior encurtamento quando esta em
pré-rigor e na temperatura entre 2 e 37°C, exceto na
faixa de temperatura entre 14 e 19°C, onde o
encurtamento éminimo (LOCKER & HAGYARD, 1963).

HERTZMAN et al. (1993) concordam que,
guando atemperaturano inicio do rigor situa-se entre
15 e 20°C, o encurtamento € minimo (aproximadamente
10% do comprimento muscular). Entre 20 e40°C, ocorre
cercade 30% e, entre 14 e 0°C, 50% de encurtamento.
Se a sobreposicdo dos miofilamentos resulta num
encurtamento superior a 20%, ocorre prejuizo
perceptivel da maciez. Esse efeito de endurecimento
aumentaaté um pico em torno de 40% de encurtamento.
A eficiéncia das cAmaras de resfriamento € uma
preocupacao das indUstrias do setor, pela necessidade
de acelerar o processamento, de reduzir perdas e de
inibir o crescimento microbiano.

Com isso, o encurtamento pelo frio tem
papel de destaque na textura da carne. Sabe-se que 0
fendmeno ocorre com maior intensidade nasfibrascom
atividade predominantemente oxidativa, ou fibras
vermelhas (OLSSON et al., 1994). Caso a afericdo do
comprimento dos sarcOmeros seja realizada sem
diferenciacdo dostipos defibras que compdem o tecido,
certamente havera uma variabilidade dos resultados
gue podem comprometer a eficiénciadessaferramenta
andlitica(HEINEMANN et al., 2002).

A caracterizacdo dos aspectos
morfol 6gicos, metabdlicos, funcionaiseaidentificagdo
dos diferentes tipos de fibras podem ser realizadas
utilizando-se varias coloracbes e reacgdes
histoquimicas. Dentre as de uso mais comum na
investigacao de muscul os, pode-se citar areacdo com
NADH-TR (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo —
Tetrazolium Reductase), utilizada para demonstrar as
caracteristicas metabolicas dostipos defibras (SILVA,
1999).

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a
eficiénciadatécnicade coloracdo com NADH-TR para
estimar o comprimento do sarcomero somente nasfibras
oxidativas, em tecido muscular de bovinos.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo e preparo das amostras

Foram utilizadas 12 novilhas nelore, com 4
dentes da 22 denticdo e apresentando pardmetros de
peso, conformagao e acabamento de carcacaparaserem
consideradastipo B, deacordo como SistemaBrasileiro
deTipificacdo (Brasil, 1989). Osabatesforam realizados
no Frigorifico Friboi Ltda., enAndradina, SP, deacordo

com as normas e exigéncias do Servico de Inspecéo
Federa (BRASIL, 1997).

Imediatamente apds o abate, amostras do
musculo Longissmusdors retiradasdeumadasmeias-
carcagas, aalturada 122 costela, foram submetidas ao
resfriamento rapido, em tlnel de congelamento (-25°C),
até que atemperaturano interior dasamostras atingisse
0°C, sendo, em seguida, transferidas para camara de
refrigeracéo (-1°C e +1°C). As amostras retiradas das
outras meias-carcagas foram submetidas arefrigeracao
lenta, em camara a temperatura entre 5 e 10°C nas
primeiras9 horas, depoistransferidas paracamaracom
temperatura entre —1°C e 1°C. Foi determinada a
velocidade de queda de temperaturae pH nas primeiras
24 horas pOs-abate, com a utilizagdo de um
potencidémetro portétil deinsercdo, com compensador
evisor detemperatura, marcaMettler Toledo, modelo
1120-X. Em seguida, as amostras foram embaladas a
vécuo em sacos de polietileno e congeladas a —18°C,
seguindo para o laboratdrio, onde foram realizadas as
afericdes de area de olho de lombo e de comprimento
do sarcomero, andlises quimico-bromatoldgica e da
forcade cisalhamento.

Areade olho delombo

Apbs o descongelamento das amostras, o
contorno do corte foi tragado em papel vegetal para
depoisser determinadaaédreade olho delombo (AOL)
em sistemaanalisador deimagens.

Andlise quimico bromatol 6gica

Apdbs remocdo da gordura ostensiva das
amostras, o material restante foi triturado em
processador de alimentos e submetido a determinagéo
do teor de umidade, gordura, proteina bruta e cinzas,
de acordo com a metodologia descrita pela AOAC
(1997). Asandlisesforamrealizadasem triplicata.

Determinacdo do comprimento do sarcémero

Para a determinac@o do comprimento dos
sarcdmeros, 4g daporcao central de cadaamostraforam
homogeneizados em solucéo de KCI 1,0M, narazéo de
1:5 (p/v) por 5 minutos, em aparelho tipo Stomacher.
Em seguida, a 5ml da suspenséo obtida, foram
adicionadas 3 gotas de uma solucdo preparada com
8mg deNADH, 10mg de Nitro Blue Tetrazolium e 10ml
de Tampéo Tris0,2M em pH 7,4. Apds incubacdo por
20min. a37°C, umaaliquotada suspensdo foi colocada
em |amina, coberta por laminula, para andlise em
microscépio Optico sob aumento de 1000X, acoplado
a0 Sstemaanalisador deimagensLEICA Q5501W. Foram
realizadas pel o menos 5 medi¢des em campos diferentes
para cada amostra e 0s resultados expressam a média
dessas observacdes.
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Determinac&o daforcade cisalhamento

A determinacdo da forca de cisalhamento
foi feitaem Texturdmetro TAX T2, equipado com célula
de cisalhamento tipo Warner Bratzler. As pegasforam
descongeladas em estufa BOD a 4°C e submetidas a
cozimento em forno com temperatura constante de
170°C até atingirem 70°C internamente. Essas pegas,
resfriadasatemperaturaambiente, foram embaladasem
filme pléstico e permaneceram em estufaBOD por 12
horas/ 4°C. Paraaandlise, foram utilizados pelo menos
6 cilindrosde 1,27cm de diametro, retirados no sentido
longitudinal dasfibras. A velocidade empregadafoi de
5,0mm seg! e os resultados dos picos de forga foram
expressos como forcade cisalhamento, em kg (POSTE,
1993).

Andlise estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado, em que cada amostra de m. longissimus
dorsi constituiu umaunidade experimental. O nivel de
significanciafoi de 5% para comparagédo das médias.
Foram determinados os coeficientesde correl acdo linear
de Pearson e o comprimento demiémero foi relacionado
com a queda de temperatura e pH utilizando equacéo
de regressdo linear. O software foi o SAS
(STATISTICALANALYSISSYSTEM, 1997).

RESULTADOSE DISCUSSAO

As amostras submetidas ao resfriamento
rapido atingiram a temperatura média de 0,6°C, no
interior do musculo, ja na primeira aferigdo, com trés
horas post mortem, evidenciando queda acentuada de
temperatura, quando comparadas as amostras
submetidas ao resfriamento lento, que ainda
apresentavam temperatura média de 14,2°C e sd
atingiram médias de temperatura proximasa0°C cerca
de 24 horas ap0s o abate (Figura 1).

A temperaturaem que o miscul o seencontra
no momento do estabelecimento do rigor mortiséum
dosfatoresimportantes na determinacdo de suamaciez
(HANNULA & POULANNE, 2004). FELICIO (1993)
preconiza que, para prevenir a ocorréncia do
encurtamento pelofrio, as carcagas devem permanecer
numa temperatura acima de 10°C até a ocorréncia do
rigor, quando o pH esta em torno de 6,0, ou
aproximadamente 10 horas apds asangria.

Em ambos os tratamentos, o pH das
amostras caiu abaixo de 6,0 em torno de 9 horas post
mortem, quando a temperatura média das amostras
submetidas a refrigeracéo répida e lenta era,
respectivamente, de—0,86°C e 6,0°C (Figura 1). Esses
valores indicam que as amostras do tratamento

refrigeracéo lenta podem ter sofrido algum grau de
encurtamento, pois, neste momento, as amostras
estavam em pré-rigor, com o pH ainda em queda, e
apresentavam astemperaturas abaixo de 14°C, condicdo
indicativa de encurtamento pelo frio (LOCKER &
HAGYARD, 1963).

As médias dos valores observados na
andlise quimico bromatol égica e na afericdo daAOL
ndo diferiram (P> 0,05) entre asamostras submetidas a
refrigeracdo rapidaelenta(Tabelal).

Além disso, correlagdes significativas ndo
foram encontradas entre esses pardmetros e o
comprimento de sarcdmero, medidos pelo coeficiente
de Pearson em ambos ostratamentos. Neste caso, esses
resultados sdo Uteis para evidenciar que ndo houve
diferenca entre as médias de cada parametro quimico-
bromatol 6gi co entre ostratamentos, ndo influenciando
assim a ocorréncia de encurtamento pelo frio entre as
amostras dacémara e do tinel.

A velocidade de resfriamento das amostras
influenciou o grau de contracdo do tecido muscular,
conforme pode ser observado natabela 1. No entanto,
esse encurtamento, caracterizado pelo menor
comprimento dos sarcomeros, ndo influenciou atextura
das amostras. HWANG et al. (2004) relataram
resultados semelhantes, ndo encontrando diferenca
nos valores de forca de cisalhamento quando carcacas
foram expostas a temperaturas diferentes, embora

Temperatura
(°c)
50,0 -

40,0 -

30,0

20,0

10,0 -

0,0 +— )

-10,0 -
Tempo (h)

—&—Lento

—il— Rapido

Figura 1 - Queda da temperatura em amostras do m. Longissimus
dorsi submetidas ao resfriamento répido e lento, em
funcéo do tempo (h).
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Tabela 1 — Comprimento de sarcomeros, forca de cisalhamento (FC), andlise quimico bromatolégica e area de olho de lombo (AOL) das
amostras do m. Longissimus dors submetidas a refrigeracéo répida e lenta.

) Comprimento do sarcomero (um) FC (kg) Umidade (%) Gordura(%) Proteinas (%)  AOL (cm?)
Velocidade de
refrigeracdo S S S S S S
'gereg (X +s) (X +5) (X +5) (X +s) (X +s) (X +5)
Ravida 2,14a 12,14a 71,31a 7,44a 22,19a 50,55a
® +0,24 +1,44 +1,94 + 4,60 +2,99 +9,64
Lenta 1,86b 13,23a 71,42a 5,04a 21,64a 52,27a
+0,322 +1,96 +1,65 +2,33 +1,29 +9,92

Médias com letras minusculas diferentes na coluna diferem (P>0,05) pelo teste de F.

eV =112%e?CV = 17,2%.

tenham observado diferencano comprimento
dos sarcomeros. Os resultados relatados na
literatura, utilizando o método tradicional de
medida do comprimento de sarcdmero da
carneinnatura, variamde 1,2um (WHEEL ER
et a., 2002) a 1,7um (RHEE et al., 2004),
diferencas que podem estar relacionadas ao
método de resfriamento utilizado e a
metodologia analitica empregada, sem
diferenciacdo dostipos defibrasmuscul ares.
HEINEMANN et a. (2002) enfatizam que o
fendbmeno do encurtamento pelo frio ocorre
maisintensamente nasfibras oxidativaseque
0s métodos tradicionalmente empregados
podem conduzir aum maior erro analitico.
Na figura 2, observa-se que o
método de coloracdo possibilitou a
diferenciag8o dos tipos de fibras do tecido
muscular. Esse método de coloragdo utiliza
as reagdes de Oxido-reducdo do ciclo de
Krebs. Por acdo enzimatica, o Nitro Blue
Tetrazolium, sal de cor amarela, reduz-se, fica
insoluvel e precipita, originando um
composto de cor azul-violeta, aformazana. A
enzima responsavel por essa reagcdo esta
presente nas regides fibrilares internas, nas
mitocdndrias e no reticulo sarcoplasmético
das céulas musculares. Portanto, as fibras

b)

oxidativas, por conterem essas estruturas e
organelas em maior concentrag8o, coram mais
intensamente (SILVA, 1999).

Associando-se 0 comprimento do
sarcdmero (y) com pH e temperatura, foi
possivel obter as equacfes de regressao
linear 1 e2 paraostratamentosderefrigeracdo
répidae lenta, respectivamente.

EQUACAO 1 (refrigeracio répida): yi= 6,235—0,572pH
—1,158T, onde:
yt = comprimento de sarcdmero para amostras do

Figura 2 - Fibras musculares esqueléticas de bovinos coradas pela técnica

NADH-TR (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo -
Tetrazolium Redutase). (@) fibra oxidativa fina e bem corada
enquanto a fibra glicolitica, mais larga, esta fracamente corada,
aumento 100x; (b) fibra oxidativa corada sobre fibra glicolitica
menos corada no aumento de 400x.

tratamento tdnel de congelamento;
T= temperatura na por¢do internado m. Longissimus
dorsi.
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A essaequacdo, correspondem os seguintes
valores: R multiplo = 0,890142; R? = 0,792352 e R?
gjustado = 0,746208. O erro padrdo encontrado foi de
0,165232, em 12 observages.

EQUACAO 2 (refrigeraco lenta): y_=7,103-0,465pH
—0,138T, onde:

y,= comprimento de sarcomero para amostras do
tratamento camarade resfriamento;
T=temperaturana por¢do internado m. Longissimus
dorsi.

A essa equacdo correspondem os seguintes
valores: R multiplo = 0,619398; R? = 0,383654 e R?
gjustado = 0,246688. O erro padrao encontrado foi de
0,210046, em 12 observacOes.

Observando-se os valores de R? gjustados
nas duas equagdes e considerando-se que o pH variou
muito pouco nos doistratamentos, foi verificado quea
equacao rel acionadaao tlnel de congelamento foi capaz
de explicar aproximadamente 75% das rel acles entre
os valores de temperatura muscular e 0 comprimento
de sarcdmero. Enquanto isso, a equacdo associada a
camaraderesfriamento relacionou apenas cercade 25%
dos pares de dados comprimento de sarcbmero e
temperaturano m. Longissimusdorsi. [sso sugereque
velocidades mais lentas de resfriamento néo
apresentam influéncia rel evante no grau de contracéo
do musculo, mas um resfriamento excessivamente
rapido, como ocorrerotine ramente no manejo industrial
das carcagas, nosfrigorificos, pode ser o principal fator
determinante do encurtamento do tecido muscular.

CONCLUSAO

O método NADH-TR foi eficiente em
caracterizar o encurtamento pelo frio em amostras do
m. Longissimusdorsi de bovinos, podendo reduzir os
erros dos métodos convencionais, que consideram
ambas as fibras nas mensuractes do comprimento do
sarcdmero, no muscul o esquel ético.
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