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EXPRESSAO GENICA DA CALPASTATINA E CARACTERISTICAS
QUALITATIVAS EM CARNES DE BOVINOS NELORE SUBMETIDAS A
ESTIMULACAO ELETRICA E MATURACAO

Resumo

A existéncia de variabilidade na concentracdo de calpastatina entre
individuos do mesmo grupo genético (Bos taurus indicus) contribui para a falta de
padronizacdo da maciez dos cortes carneos oriundos desses animais e resulta em
menor valor agregado ao produto, o que afeta negativamente a competitividade do
setor brasileiro no mercado mundial. A estimulacdo elétrica das carcacas e a
maturacdo tem sido importantes ferramentas tecnoldgicas utilizadas com o intuito
de melhorar a maciez da carne bovina. O objetivo do presente estudo foi associar a
expressao do gene da calpastatina (CAST) e suas isoformas (CAST 1 e CAST 2) com
a dureza da carne de bovinos Nelore submetidos a estimulacéo elétrica (EE) e a
maturacdo. Foram selecionadas 10 carcacas inteiras, onde as meias carcacgas
esquerdas foram estimuladas eletricamente, enquanto as suas respectivas direitas,
ndo. Dois grupos experimentais foram formados com base nos valores de forca de
cisalhamento (WBSF, Warner-Bratzler shear force) das amostras de carnes com 48
horas post-mortem (meias carcagas direitas), sendo: Carne moderadamente dura
(CMD, 5,0 £ 0,17 kg) e Carne muito dura (CD, 7,28 kg + 0,43). Amostras do M.
longissimus thoracis et lumborum de ambas meias carcacas foram submetidas a
maturacdo (7, 14, 21 e 28 dias) e analise da qualidade da carne (48 horas, 7, 14, 21
e 28 dias). Amostras de M. longissimus thoracis das meias carcagas direitas foram
utilizadas para avaliacdo da expressdo génica de CAST, CAST 1 e CAST 2. As
expressdes génicas de CAST 1 e CAST 2 foram maiores no grupo de CD comparada
ao CMD (P < 0,05) e se mostraram superiores a CAST (P < 0,05), independente do
grupo experimental. A EE acelerou o declinio do pH nas primeiras 9 horas post-
mortem, influenciou (P < 0,05) os parametros L*, a*, b*, saturacéo e tonalidade da
carne de ambos os grupos experimentais e eliminou as diferencas de WBSF entre
0s grupos CD e CMD ja com 48 horas post-mortem. Os presentes resultados
sugerem que a EE e maturacdo contribuem para a reducdo da dureza da carne de
bovinos Nelore mesmo daquelas que apresentam maior expressdo de CAST 1 e
CAST 2.

Palavras-chave: Bos indicus, maciez, padronizacdo, post-mortem, protedlise.



GENE EXPRESSION OF CALPASTATIN AND QUALITATIVE
CHARACTERISTICS IN NELORE BEEF SUBMITTED TO ELECTRICAL
STIMULATION AND MATURATION

Abstract

The existence of variability in the concentration of calpastatin among
individuals of the same genetic group (Bos taurus indicus) contributes to the lack of
standardization of the tenderness of meat cuts from these animals and results in
lower added value to the product, which negatively affects the competitiveness of
the sector Brazilian market in the world. The electrical stimulation of carcasses and
maturation have been important technological tools used in order to improve the
tenderness of beef. The aim of the present study was to associate the expression of
the calpastatin gene (CAST) and its isoforms (CAST 1 and CAST 2) with the
toughness of meat from Nellore cattle submitted to electrical stimulation (EE) and
maturation. Ten whole carcasses were selected, where the left half carcasses were
electrically stimulated, while their respective right half carcasses were not. Two
experimental groups were formed based on the values of shear force (WBSF,
Warner-Bratzler shear force) of meat samples with 48 hours post-mortem (right
half carcasses), as follows: Moderately tough meat (CMD, 5.0 £ 0.17 kg) and Very
tough meat (CD, 7.28 kg = 0.43). Samples of M. longissimus thoracis et lumborum
from both half carcasses were submitted to maturation (7, 14, 21 and 28 days) and
meat quality analysis (48 hours, 7, 14, 21 and 28 days). Samples of M. longissimus
thoracis from the right half carcasses were used to evaluate the gene expression of
CAST, CAST 1 and CAST 2. Gene expressions of CAST 1 and CAST 2 were higher
in the CD group compared to CMD (P < 0.05 ) and were superior to CAST (P <
0.05), regardless of the experimental group. The EE accelerated the pH decline in
the first 9 hours post-mortem, influenced (P < 0.05) the parameters L*, a*, b*,
saturation and meat hue of both experimental groups and eliminated the WBSF
differences between CD and CMD groups with 48 hours post-mortem. The present
results suggest that EE and maturation contribute to the reduction of meat
toughness in Nellore cattle, even those with higher expression of CAST 1 and CAST
2.

Keywords: Bos indicus, post-mortem, proteolysis, standardization, tenderness.
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CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo com cerca de
214,7 milhdes de cabegas (IBGE, 2019). Deste, 90% sé&o de animais Bos taurus indicus,
com destaque para a raca Nelore, a qual corresponde a aproximadamente 80% do
rebanho de corte nacional (AROEIRA et al., 2016; MCMANUS et al., 2016).

Embora, o Brasil apresente destaque no mercado mundial com grandes volumes
de carne bovina exportados anualmente, existem desafios industriais como a falta de
padronizacdo da maciez dos cortes carneos, principalmente, dos oriundos de racas
zebuinas (RHEE et al., 2004; CONTRERAS-CASTILLO et al., 2016; LEONELLI;
OLIVEIRA, 2016).

A raca Nelore é constantemente utilizada cria¢cbes e cruzamentos, em razdo
principalmente da adaptacdo ao clima e aos sistemas produtivos empregados no pais.
Em virtude de distintos fatores, dentre eles a atividade de calpastatina presente no
musculo durante as modificagdes post-mortem, existe elevada variacdo na maciez da
carne desses animais (AROEIRA et al., 2016; WRIGHT et al., 2018).

Dentre as caracteristicas intrinsecas de qualidade da carne, a maciez representa o
atributo sensorial mais desejado pelo consumidor e esta diretamente relacionada a sua
satisfacdo e ao retorno a compra (KIM et al., 2013; MORTON et al., 2018; ZHANG et
al., 2019).

A maciez da carne é resultante de inimeros fatores que se estendem por toda a
cadeia produtiva, os quais estdo relacionados a raca, nutricdo, manejo, técnicas e
tecnologias de abate, caracteristicas das fibras musculares, comprimento dos sarcomeros
e atividade das enzimas proteoliticas (FERRAZ; FELICIO, 2010; ZYWICA et al.,
2018).

As | e m-calpainas estdo relacionadas & degradagdo das proteinas estruturais
(nebulina, titina e desmina), as quais contribuem para a estabilidade das fibras
musculares (troponinas e tropomiosinas). Entretanto, a atividade proteolitica das
calpainas pode ser controlada por sua inibidora enddgena especifica, a calpastatina
(LEAL-GUTIERREZ et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019).

A maior concentracdo da calpastatina observada nos animais zebuinos, se

comparada a dos taurinos, causa impactos negativos na maciez da carne, devido a



menor atividade proteolitica das calpainas durante o post-mortem, e consequentemente,
menor valor agregado do produto, o que afeta a competitividade do setor no mercado
mundial (AROEIRA et al., 2016; WRIGHT et al., 2018)

O emprego de ferramentas capazes de otimizar 0s processos bioguimicos no
post-mortem, como a estimulacéo elétrica (EE) das carcacas e a maturacdo, tem sido
cada vez mais frequente nas industrias do ramo, pois melhoram a maciez da carne
através da maximizagdo e o prolongamento da acdo das enzimas proteoliticas (BHAT et
al., 2018; ZYWICA et al., 2018).

Neste contexto, a busca por alternativas que ajudam eliminar as diferencas na
maciez da carne entre individuos da raca Nelore se faz necessaria para a obtencdo de
produtos mais homogéneos e com maior valor agregado para 0s mercados
consumidores, além de permitir maior valorizacdo da genética bovina predominante no

pais.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Associar a expressdo génica da calpastatina (CAST, CAST 1 e CAST 2) com a
dureza da carne e investigar o efeito da estimulacdo elétrica e maturacdo no M.

longissimus thoracis et lumborum.

2.2 Objetivos Especificos
(1) Determinar a expressdo génica da calpastatina (CAST) e de suas isoformas
(CAST 1 e CAST 2) nos grupos (relacdo) de Carne moderadamente dura e
Carne dura de bovinos Nelore e a expressdo entre estes genes, independente

do grupo experimental avaliado.

(2) Avaliar o declinio do pH e da temperatura muscular durante post-mortem (1,
3,6,9,12, 24 e 40 horas) nos grupos de Carne moderadamente dura e Carne

muito dura de bovinos Nelore.

(3) Avaliar a qualidade da carne de bovinos Nelore nos distintos grupos

experimentais com 48 horas post-mortem.



(4)  Avaliar a qualidade da carne com 48 horas post-mortem de carcacgas
submetidas a estimulacdo elétrica com tenséo crescente e média voltagem nos

distintos grupos experimentais.

5) Avaliar a qualidade da carne dos distintos grupos experimentais durante
0 periodo de maturacéo (7, 14, 21 e 28 dias).

(6) Awvaliar a qualidade das carnes das meias carcacas submetidas a
estimulacdo elétrica (tensdo crescente e média voltagem) e maturacéo (7, 14, 21

e 28 dias) dos dois grupos experimentais.

(7)  Avaliar o efeito da estimulagdo elétrica (tensdo crescente e média
voltagem) nas caracteristicas de qualidade da carne das meias carcacas

esquerdas dos dois grupos experimentais.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mdsculo estriado esquelético

O musculo estriado esquelético € formado por fasciculos que apresentam em
seu interior as fibras musculares, as quais sdo envolvidas por uma membrana de tecido
conjuntivo chamada endomisio (KAIMBAYEVA et al., 2019). Estas fibras musculares
sdo constituidas por células longas, cilindricas, multinucleadas (miofibrilas) e possuem
unidades funcionais contrateis e repetidas, chamadas sarcomeros (MONTEIRO;
SHIMOKOMAKI, 2000).

Nas miofibrilas, a presenca alternada de faixas claras e escuras resultantes da
disposicao dos filamentos (actina e miosina) no sarcomero concede a aparéncia estriada
ao musculo esquelético (QIAN et al., 2019).

As faixas claras, denominadas bandas I, sdo compostas por filamentos finos,
formados pelas proteinas actina, tropomiosina e pelo complexo das troponinas,
enquanto, as faixas escuras (bandas A), sdo constituidas por filamentos grossos, na sua
maioria por miosina. No centro de cada banda | existe uma linha escura nomeada de
zona ou disco Z, a qual delimita os limites laterais do sarcomero, onde estdo ancorados
os filamentos finos (Figura 1) (GUYTON, 1984).
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Figura 1: Esquema da organizacdo do sarcomero. Adaptado de Gomide; Ramos; Fontes (2013a).

O complexo das troponinas contribui na estabilidade das fibras musculares e
para a contracdo muscular. Este complexo é composto pelas proteinas troponina T,
troponina C e troponina |, localizadas em pontos especificos da tropomiosina, no
filamento fino. A troponina C é o local de ligacdo dos ions calcio (Ca™), enquanto a
troponina | permite a ligagdo entre os filamentos de actina e a tropomiosina. J4, a
troponina T realiza a ligacdo do complexo das troponinas (troponinas C e I) aos demais
componentes dos filamentos finos (tropomiosina e actina) (Figura 2) (WRIGHT et al.,
2018).

A proteina miofibrilar desmina esta localizada ao redor dos discos Z, sendo
importante para a manutencdo da integridade estrutural das miofibrilas (BHAT et al.,
2018). Quando esta é degradada, durante o post-mortem, a integridade e a organizacéo
das fibras musculares séo perdidas, e com isso, ocorre uma contribuicdo para o aumento
da maciez da carne (FU et al., 2017; ZHANG et al., 2018).
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Figura 2: Conformacdo do complexo das troponinas T, C e | no filamento fino do
muasculo em repouso (A) e quando na presenca de fons calcio (Ca**). Adaptado de
Gomide; Ramos; Fontes (2013b).

3.2 Complexo enzimatico calpainas e calpastatina

Os eventos bioquimicos mediados pela acdo de proteases enddgenas que
ocorrem durante a resolucdo do rigor mortis e a extensdo da atividade proteolitica
contribuem para a maciez da carne (MORTON et al., 2018).

Diversas enzimas proteoliticas representadas pelas caspases, catepsina e
calpainas exercem funcdo na protedlise muscular (DANG et al., 2020). Entretanto, o
sistema enzimatico das calpainas atua na degradacéo das principais proteinas estruturais
das miofibrilas (troponina-T, desmina, nebulina, titina), e esta envolvido no
enfraguecimento da estrutura miofibrilar (POMPONIO; ERTBJERG, 2012; ZENG,; LlI;
ERTBJERG, 2017).

No musculo esquelético, as proteases célcio dependentes (u-calpaina e m-
calpaina) e sua inibidora especifica, a calpastatina, estdo localizadas no sarcoplasma e
préximo ao disco Z (KUMAMOTO et al., 1992). Ambas calpainas sdo dependentes de
ions célcio livre no sarcoplasma, adequada temperatura e pH para serem ativadas
(POMPONIO; ERTBJERG, 2012; YANG; DASHDORJ; HWANG, 2018).

A p-calpaina é considerada a principal calpaina envolvida no amaciamento da
carne. Esta necessita de pouca quantidade de ions calcio livre para ser ativada (3 a 50
uM) e devido a isso, participa precocemente da protedlise post-mortem. A m-calpaina
também desempenha funcao significativa neste processo, porém, de forma mais tardia,

ja que depende de maior concentracdo de ions calcio livre (400 a 800 uM) para ser



ativada, sendo os niveis deste mineral muito baixos para isso no inicio do post-mortem
(ZENG,; LI; ERTBJERG, 2017; BHAT et al., 2018; COLLE et al., 2018).

No inicio do post-mortem, com a temperatura ainda elevada (38 a 40°C), a
auséncia de estimulo nervoso e a presenca de ATP, os ions célcio ainda sdo bombeados
(bomba de célcio) para o interior dos reticulos sarcoplasmaticos, onde permanecem
armazenados. Como nesta fase as reservas de oxigénio nas fibras musculares ndo foram
totalmente exauridas, ocorre 0 armazenamento deste mineral também pelas
mitocondrias (JI; TAKAHASHI et al., 2006).

Conforme o0 tempo post-mortem aumenta, juntamente com a queda da
temperatura e do pH, e o esgotamento das reservas de ATP e de oxigénio, ocorre
aumento da concentragdo de ions calcio nas miofibrilas, devido a liberagdo destes das
mitocondrias para o interior do sarcoplasma e a reducdo da atividade das bombas de
calcio, resultando na contracdo muscular irreversivel (rigor mortis) (DANG et al.,
2020).

Animais Bos taurus indicus apresentam menor maciez da carne frente aos Bos
taurus taurus (AROEIRA et al., 2016). Isso se deve, a maior frequéncia de individuos
com maior atividade de calpastatina na subespécie Bos taurus indicus, 0 que inibe a
acdo das calpainas e ocasionam menor degradacdo das proteinas miofibrilares
(MARTINS et al., 2017; WRIGHT et al., 2018).

Neste cendrio, a busca por ferramentas tecnoldgicas que possam contribuir para
a melhoria da qualidade e padronizacdo da maciez da carne de bovinos zebuinos é
indispensavel para a conquista de novos mercados, maior valorizagdo do produto

nacional e aceitacdo pelos consumidores.

3.3 Estimulacao elétrica de carcacas

A estimulacdo elétrica (EE) é uma ferramenta tecnoldgica que consiste na
aplicacdo e transmissé@o de corrente elétrica nas carcacas com o objetivo de melhorar a
qualidade final da carne (ZYWICA et al., 2018).

Foi inicialmente empregada nas industrias frigorificas a fim de reduzir a
ocorréncia do encurtamento dos sarcomeros pelo frio (“Cold shortening”) e,
consequentemente, o aparecimento de carne firme, seca e escura (DFD - do inglés
“dark, firm and dry”) (LOCKER; DAINES, 1975).



A EE pode ser dividida em trés tipos de sistemas, de acordo com os valores de
tenséo elétrica (Volt - V) aplicados na carcaga, em baixa (< 100 V), média (100 - 300
V) e alta tensdo (> 300 V). Os parametros elétricos empregados, também levam em
consideracdo a forma de onda, a frequéncia de pulso, a taxa de resfriamento, a
resisténcia, a duracao e a espécie animal envolvida (ZHANG et al., 2019).

As contragfes musculares geradas pela aplicacdo do estimulo elétrico externo
nas carcagas aceleram o consumo das reservas de glicogénio muscular e o acumulo de
grande quantidade de acido latico causando o rapido declinio do pH e a antecipacao da
instalacdo do rigor mortis (KIM et al., 2013; JUAREZ et al., 2016; BIRAIMA,
MOHAMMED, WEBB; 2019).

A EE causa efeito mecénico de ruptura nas fibras musculares e maior liberagao
de Ca*™" do reticulo sarcoplasmatico para o sarcoplasma, gerando condicdes ideais para a
ativacdo das enzimas proteoliticas responsaveis pelo amaciamento da carne (KIM et al.,
2013; CONTRERAS-CASTILLO et al., 2016; JUAREZ et al., 2016).

Estudos anteriores mostraram menor forca de cisalhamento (JUAREZ et al.,
2016; BIRAIMA; MOHAMMED; WEBB, 2019), maior taxa de declinio do pH (KIM
et al., 2013; ZHANG et al., 2019) e reducdo da integridade estrutural das miofibrilas
(LUO; ZHU; ZHOU, 2008) das carnes provenientes de carcagas estimuladas
eletricamente.

Ao avaliarem o efeito da estimulacéo elétrica (EE) na atividade da calpastatina,
na forca de cisalhamento e na avaliacdo sensorial em amostras de M. longissimus
lumborum de bovinos de trés grupos genéticos (100% Brahman, 50% Brahman /
Hereford e 100% Hereford), Ferguson et al. (2000) observaram diminui¢do na forca de
cisalhamento (45%) de animais com maior percentagem de genotipo Brahman (100%)
se comparada a animais meio sangue taurino e 100% Hereford e que, neste caso, a EE
reduziu substancialmente as diferengas de maciez da carne entre as ragas.

Os efeitos da EE no sistema calpaina — calpastatina foram mostrados no estudo
de Hope-Jones et al. (2010) com bovinos da raga Bonsmara, onde o0s autores
observaram que a EE foi capaz de reduzir a atividade de calpastatina e aumentar a das
calpainas ([ e m — calpaina) nas primeiras 24 horas no grupo de carnes com alta forca
de cisalhamento (5,8 kg), comparada ao seu controle (4,1 kg) (P < 0,05).

Neste contexto, o emprego da estimulacdo elétrica das carcacas pode ser uma
ferramenta de auxilio para possibilitar maior padronizacdo da maciez da carne de

bovinos Bos taurus indicus.



3.4 Maturacao

A maturagdo é um evento natural que tem inicio logo ap6s o abate e marca o
processo de transformacdo do musculo em carne, onde proteinas estruturais (nebulina,
titina e desmina) e que contribuem para a estabilidade das fibras musculares (troponinas
e tropomiosinas) sdo degradadas pela acdo das enzimas proteoliticas (calpainas,
caspases e catepsinas) (POMPONIO; ERTBJERG, 2012; ZENG; LI; ERTBJERG,
2017).

Na inddstria, a maturacdo comercial € rotineiramente empregada, sendo a via
Umida a mais utilizada, método onde as carnes in natura desossadas sdo embaladas a
vacuo e mantidas refrigeradas em temperatura entre 0° e 2° C por periodos variaveis
apos o abate (BERGER et al., 2018).

O principal objetivo da maturacdo comercial € promover o prolongamento da
atividade das enzimas proteoliticas (caspases, catepsina e calpainas) responsaveis pela
protedlise muscular e, consequentemente, contribuir para a maciez e a suculéncia da
carne (BHAT et al., 2018).

Com o processo de transformacdo do musculo em carne e a maturacdo, as
calpainas sdo ativadas e migram do interior do sarcoplasma para as regides das linhas Z
e das bandas | localizadas nas miofibrilas do musculo estriado esquelético, onde iniciam
a atividade proteolitica, gerando a alteracdo da estrutura e a reducdo da tensdo
isométrica do tecido muscular (CONTRERAS-CASTILLO et al., 2016).

Esta reducdo da tensdo isométrica do tecido muscular ocorre em virtude da
degradacdo das proteinas estruturais (titina, desmina, nebulina, troponina — T, entre
outras), resultando em ruptura e fragmentacao das juncdes entre as bandas | e as linhas
Z e entre estas e o sarcolema (DANG et al., 2020).

Imediatamente apds o abate dos animais, a ji-calpaina é a primeira enzima a ser
ativada e sua atividade é reduzida gradativamente conforme o tempo post-mortem
aumenta. Ao avaliarem o comportamento das atividades de g e m — calpaina no M.
longissimus lumborum e M. semimembranosus de bovinos durante o processo de
maturacao (2, 3, 4, 14, 28 e 42 dias post-mortem), Colle; Doumit (2017), observaram a
diminuigéo gradativa da atividade das duas calpainas no decorrer dos dias de maturacao,
porém essa reducdo ndo se comportou de forma semelhante em ambos os musculos

avaliados.
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EXPRESSAO GENICA DA CALPASTATINA E DUREZA DA CARNE DE
BOVINOS NELORE SUBMETIDOS A ESTIMULA(;AO ELETRICAE
MATURACAO

Resumo

O objetivo do presente estudo foi associar a expressdo do gene da calpastatina
(CAST) e suas isoformas (CAST 1 e CAST 2) com a dureza da carne de bovinos Nelore
submetidos a estimulacdo elétrica e a maturacdo. Foram selecionadas 10 carcacas
inteiras de uma populacdo de 40 animais. Amostras do M. longissimus thoracis das
meias carcacas direitas foram colhidas para avaliacdo de expressdo génica. As meias
carcacas esquerdas correspondentes foram submetidas a estimulacdo elétrica (EE). O
pH e a temperatura das meias carcacas foram mensurados durante as primeiras 40 horas
post-mortem (1, 3, 6, 9, 12, 24 e 40 horas). Posteriormente, amostras do M. longissimus
thoracis et lumborum de ambas meias carcacas foram submetidas a maturacdo (7, 14, 21
e 28 dias) e andlise da qualidade da carne (48 horas, 7, 14, 21 e 28 dias). Dois grupos
experimentais foram formados por meio dos valores de forca de cisalhamento (WBSF)
das amostras com 48 horas, oriundas das meias carcagas direitas, sendo: Carne
moderadamente dura (CMD; n = 5) e carne muito dura (CD; n = 5).0s
genes CAST1 e CAST2 apresentaram maior expressdo no grupo de CD comparada ao
CMD (P < 0.05). A expressdo de CAST 1 e CAST 2 se mostrou superior ao CAST (P <
0,05), independente do grupo experimental. As meias carcacas estimuladas
apresentaram menores valores de pH (P < 0,05) nas primeiras 9 horas post-mortem em
relacdo as suas respectivas meias carcacas nao estimuladas, independente do grupo
experimental. As meias carcacas ndo estimuladas do grupo CD apresentaram maior
perda de peso por cozimento (P < 0,05) com 48 horas apds o abate comparada as do
grupo CMD. A EE e a maturacdo influenciaram significativamente (P < 0,05) aos 7 e
28 dias a cor (L*, a* e b*), a saturacdo e a tonalidade da carne de ambos 0s grupos
experimentais. As diferengas de WBSF entre os grupos CD e CMD com o uso da EE
foram reduzidas ja com 48 horas post-mortem. A associacdo da EE e a maturacdo
antecipou em 7 dias a reclassificacdo das carnes de bovinos Nelore para macias (WBSF
< 4,4 kg). Os presentes resultados sugerem que a EE e maturacdo contribuem para a
reducdo da dureza da carne de bovinos Nelore mesmo daquelas que apresentam maior
expressdo de CAST 1 e CAST 2.

Palavras-chave: Bos indicus, maciez, padronizagdo, post-mortem, proteolise.
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GENE EXPRESSION OF CALPASTATIN AND NELORE CATTLE MEAT
TOUGHNESS SUBMITTED TO ELECTRICAL STIMULATION AND
MATURATION

Abstract

The objective of the present study was to associate the expression of the
calpastatin gene (CAST) and its isoforms (CAST 1 and CAST 2) with Nellore beef
evaluated at electrical stimulation and maturation. Ten whole carcasses were selected
from a population of 40 animals. Samples of M. longissimus thoracis from right half
carcasses were collected for gene expression evaluation. The corresponding left half
carcasses were subjected to electrical stimulation (EE). Half carcass pH and temperature
were measured during the first 40 hours post-mortem (1, 3, 6, 9, 12, 24 and 40 hours).
Subsequently, made M. longissimus thoracis et lumborum from both half carcasses were
submitted to maturation (7, 14, 21 and 28 days) and meat quality analysis (48 hours, 7,
14, 21 and 28 days). Two experimental groups were formed by means of the shear force
values (WBSF) of the 48 hours old, from the right half carcasses, as follows:
Moderately tough meat (CMD; n = 5) and very tough meat (CD; n =5) The CAST 1 and
CAST 2 genes expressed greater expression in the CD group compared to CMD (P <
0.05). The expression of CAST 1 and CAST 2 was superior to CAST (P < 0.05),
regardless of the experimental group. The stimulated half carcasses had lower pH values
(P < 0.05) in the first 9 hours post-mortem compared to their best non-stimulated half
carcasses, regardless of the experimental group. The unstimulated half carcasses of the
CD group dissipated greater weight cooking loss (P < 0.05) at 48 hours after slaughter
compared to those of the CMD group. The EE and the maturation along the course (P <
0.05) at 7 and 28 days the color (L *, a * and b *), the saturation and the hue of the meat
of both experimental groups. WBSF differences between CD and CMD groups with the
use of EE were reduced as early as 48 hours post-mortem. The association of EE and
maturation anticipated by 7 days the reclassification of Nellore beef to tender (WBSF <
4.4 kg). The present results obtained that EE and maturation contribute to the reduction
of meat toughness in Nellore cattle, even those with higher expression of CAST 1 and
CAST 2.

Keywords: Bos indicus, post-mortem, proteolysis, standardization, tenderness.
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1. INTRODUCAO

A maciez da carne representa o atributo sensorial mais desejado pelo
consumidor e esta diretamente relacionada a sua satisfacdo e ao seu retorno a compra
(Kim et al., 2013; Morton et al., 2018; Zhang et al., 2019).

Fatores intrinsecos e extrinsecos aos animais influenciam a maciez da carne
bovina. Dentre os fatores intrinsecos (ante-mortem) estdo, a raca, 0 sexo, a idade e a
concentracdo de calpastatina (CAST), enquanto os extrinsecos (post-mortem) estdo
relacionados com a temperatura de resfriamento, o declinio do pH e a atividade das
enzimas proteoliticas (Ferraz & Felicio, 2010; Zywica et al., 2018).

Carnes oriundas de bovinos de racas zebuinas (Bos taurus indicus) sdo
conhecidas por serem menos macias. 1sso se deve principalmente a maior concentracéo
e atividade da calpastatina, considerada importante inibidora enddgena especifica das
proteases calcio dependentes (u-calpaina e m-calpaina), as quais sdo responsaveis pelo
amaciamento da carne durante a protedlise post-mortem (Aroeira et al., 2016; Leal-
Gutiérrez et al., 2018; Wright et al., 2018; Oliveira et al., 2019).

A existéncia de variabilidade na concentracdo de CAST entre individuos do
mesmo grupo genético (Bos taurus indicus) contribui para a falta de padronizacdo da
maciez dos cortes carneos oriundos desses animais e resulta em menor valor agregado
ao produto, afetando negativamente a competitividade do setor no mercado mundial
(Contreras-Castillo et al., 2016; Leonelli & Oliveira, 2016; Wright et al., 2018).

Estudos anteriores tém demonstrado os efeitos benéficos proporcionados pela
estimulagdo elétrica (EE) para a maciez da carne bovina por causar a aceleracdo da
glicolise e do declinio do pH, otimizacdo das enzimas proteoliticas (Kim et al., 2013;
Juérez et al., 2016; Biraima, Mohammed, & Webb, 2019), reducdo da CAST e aumento
da atividade de p e m — calpaina em até 24 horas post-mortem (Hope-Jones et al., 2010).

O emprego da EE também foi capaz de minimizar ou até mesmo remover as
diferengas de maciez entre animais de gendtipos Bos taurus taurus e Bos taurus indicus
nos estudos de Ferguson et al. (2000), Gursansky et al. (2010) e Highfill et al. (2012).

No estudo de Gursansky et al. (2010), ao compararem carnes de bovinos (100
%) Bos taurus taurus e (100 %) Bos taurus indicus, observaram maior forca de
cisalhamento (WBSF) daquelas oriundas das carcacas zebuinas ndo estimuladas (P <
0,05). No entanto, quando foi realizada a EE, a WBSF entre ambos 0s genotipos passou

a ser semelhante (P > 0,05).
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A maturacdo comercial também contribui para a melhoria da maciez da carne.
Nesta ocorre o prolongamento da atividade das enzimas proteoliticas (caspases,
catepsina e calpainas) responsaveis pela degradacdo das proteinas estruturais (nebulina,
titina e desmina) e daquelas que contribuem para a estabilidade das fibras musculares
(troponinas e tropomiosinas) (Pomponio & Ertbjerg, 2012; Zeng, Li, & Ertbjerg, 2017;
Bhat et al., 2018).

O emprego de alternativas capazes de contribuir para a reducdo das diferencgas
na maciez da carne entre individuos da raca Nelore (Bos taurus indicus) permitiria a
comercializacdo de produtos mais homogéneos para os mercados consumidores, com
maior valor agregado e utilizando a genética bovina predominante no pais.

Neste contexto, o objetivo deste estudo é associar a expressao génica da
calpastatina (CAST, CAST 1 e CAST 2) com a dureza da carne de bovinos Nelore e
investigar o efeito da estimulacéo elétrica e da maturacdo no M. longissimus thoracis et

lumborum na qualidade da carne.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo (subprojeto) foi avaliado e aceito pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais — CEUA, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP,

Campus de Botucatu, também, sob o protocolo de n® 0211/2018.

2.1 Animais e formacéao dos grupos experimentais

Para a realizagéo deste estudo foram utilizadas 10 carcagas bovinas inteiras de
uma populacéo inicial de 40 animais da raga Nelore (Bos taurus indicus), machos, néo
castrados, de mesmo lote de confinamento e propriedade rural, com média de idade de
18 meses e peso médio das carcagas de 266,58 + 15,44 kg.

Os animais foram abatidos em frigorifico localizado na cidade de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, distante a 24 km da propriedade de origem.

No momento do abate, cada carcaca inteira foi identificada e dividida ao meio
gerando duas meias carcagas cada (direita, n = 10 e esquerda, n = 10) por animal. Em
até 30 minutos apos a sangria, foram colhidos com o auxilio de bisturi, fragmentos (10

g/amostra) do M. longissimus thoracis na altura da 112 costela de cada meia carcaca
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direita e armazenados individualmente em sacos Nasco Whirl-Pak® identificados,
congelados em nitrogénio liquido (-196°C) e mantidos em Biofreezer (-80°C) para
posterior realizacdo das avaliagOes de expressdo génica de calpastatina (CAST) e de suas
isoformas (CAST 1 e CAST 2).

As meias carcacas esquerdas (n = 10) de cada animal foram submetidas, no final
do abate, a estimulac&o elétrica de média voltagem com tensédo crescente de 20, 40, 60 e
80 Vrws, frequéncia de 12,5 Hz, amplitude entre 200 e 500 V, durante 52 segundos (13
segundos cada) e por onda senoidal unipolar com picos equidistantes de largura maxima
de 8,3 ms, atraves do contato da mesma com 4 pares de eletrodos, sendo 2 localizados
na regido da paleta e os outros dois na do garrdo. Os parametros elétricos do estimulador
elétrico foram obtidos com digital phosphor oscilloscope (DPO 2014 - Tektronix®)

Em seguida, todas as meias carcacgas (n = 20) foram encaminhadas a camara fria
e os valores de pH (potencial hidrogenidnico) e a temperatura foram avaliados (1, 3, 6,
9, 12, 24 e 40 horas) com auxilio de peagbmetro (Hanna®, modelo HI98163) e
termOmetro de penetracdo (Testo do Brasil®) entre a 122 e 132 costela (Kim et al., 2013;
Martins et al., 2017).

Apbs transcorridas 40 horas post-mortem, foi colhido todo o M. longissimus
thoracis et lumborum (132 vértebra toracica a 6% vértebra lombar) das meias carcagas
direitas (n = 10) e esquerdas (n = 10). Em seguida, cada contrafilé (25 cm) proveniente
de cada meia carcaca direita e esquerda, foi dividido em 5 subamostras (bifes) de 2,5 cm
cada, as quais foram individualmente embaladas a vacuo. As subamostras com 48 horas
post-mortem foram congeladas a - 20 °C e as demais foram submetidas & maturacéo por
7,14, 21 e 28 dias entre 2 e 4° C em camara de resfriamento e conforme completavam
0s tempos de maturacdo, eram congeladas a — 20 ° C e mantidas a esta temperatura até a
realizacdo das avaliacGes de qualidade da carne.

A formagdo dos grupos experimentais foi realizada com base nos valores de
forca de cisalhamento (WBSF, Warner-Bratzler shear force) das amostras de carnes
com 48 horas post-mortem oriundas das meias carcacas direitas (n = 10). Deste modo,
foram constituidos dois grupos experimentais, contendo 5 carcagas inteiras cada, sendo:
CMD - Carne moderadamente dura (WBSF = 5,0 + 0,17 kg) e CD - Carne muito dura
(WBSF = 7,28 kg * 0,43) (Malheiros et al., 2018), considerando carne macia quando
WBSF < 4,4 kg (American Society for Testing and Materials, 2018), sendo que dentro

de cada grupo experimental, as meias carcagas esquerdas (n = 10) foram estimuladas
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eletricamente (CMDe e CDe), enquanto as meias carcacas direitas (n = 10), ndo (CMD
e CD).

2.2 Avaliacoes laboratoriais

Para a realizacdo das avaliagdes, as subamostras de M. longissimus thoracis et
lumborum de 48 horas post-mortem e de 7, 14, 21 e 28 dias de maturacdo dos grupos
CMD e CD foram descongeladas em incubadora B.O.D. (M4 415 - Marconi®) a4°C
por 24 horas.

2.2.1 Expressédo génica de calpastatina e isoformas

Para a avaliacdo da expressdo génica da calpastatina (CAST) e suas isoformas
(CAST 1 e CAST 2) foi utilizado o método citado por Malheiros et al. (2018) com
algumas modificagdes.

O RNA total das amostras do M. longissimus thoracis colhidos das meias
carcacas direitas (n=10) pertencentes aos grupos CMD e CD no tempo de até 30
minutos apos a sangria foi extraido por meio da homogeinizagdo de 100 mg do musculo
em 1ml de Trizol® (Life Technologies Corporation, EUA). A concentracéo e a pureza
do RNA total extraido foi determinada com auxilio de espectrofotdmetro NanoDrop
1000 (Thermo Fisher Scientific, EUA) e a integridade por eletroforese em gel de
agarose a 1%.

O RNA total extraido foi tratado com o kit DNAse turbo DNAfree™ (Ambion,
Life Technologies, EUA), para a remoc¢do do DNA gendmico contaminante.

Para a sintese de cDNA foi utilizado 1 pug de RNA total para reacdo de 20 pl,
utilizando o High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Life Technologies Coporation,
Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante.

Foram utilizados quatro pares de primers, sendo trés genes candidatos (CAST,
CAST1 e CAST2) e um enddgeno (GAPDH - gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase)
(Tabela 1).

A avaliacdo da estabilidade dos genes de referéncia foi realizada utilizando o
software GeNorm™ e NormFinder©, e, para os ensaios de RT-gPCR, em duplicata, 0

sistema QuantStudio 12K Flex (Applied Biosystems).
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As amostras de cDNA e os primers foram amplificados utilizando o Fast

SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, EUA).

Tabela 1. Genes e primers utilizados para a avaliacdo da expressdo génica por RT-qPCR

Gene Sequéncia do primer (5"~ 3") Marca

CAST F: ATG AGG AAA CAG TCC CAT CG
(NELORE CAST) R: GGG CTT GGG TTT TTC TTC AG

CAST 1 F: CAC CCA GGA GCA TGT CAG TA
(NELORE CAST1)  p- ACT GCT CCC AAG GCT TGT T TF'ELQO
CAST 2 F: TGC AAG CTG GTG GTA CAA GA Scientific

(Invitrogen®)
(NELORE CAST2)  R: GAG AGC TGA CTG CTC CCA AG

GAPDH F: CCG TTC GAC AGA TAG CCG TAA
(NELORE GAPDH) R:CGACCT TCACCATCT TGTCTCA

CAST: calpastatina, CAST 1: calpastatina 1, CAST 2: calpastatina 2, GAPDH: gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase, F: iniciador, R: reverso.

2.2.2 pH e temperatura

O pH e a temperatura das subamostras dos dois grupos experimentais
(CMD e CD) também foram obtidos no laboratorio, utilizando um medidor
portatil de pH e temperatura (Hanna®, modelo HI98163), calibrado com

solugdes tampdes de pH 4,0 e 7,0 (Merck), em temperatura ambiente.

2.2.3 Comprimento do sarcbmero

A avaliacdo do comprimento dos sarcomeros foi realizada por meio da
medida indireta, utilizando a difracdo de raio laser, conforme descrito por
Cross, West e Dutson (1981).

Nesta, foram utilizadas as subamostras de M. longissimus thoracis et
lumborum colhidas das meias carcagas (CMD e CD) direita e esquerda (n = 20)
com 48 horas post-mortem.

Com o auxilio de uma pinga e bisturi, foram colhidos fragmentos do
M. longissimus thoracis et lumborum no sentido das fibras musculares de
aproximadamente 2 x 2 x 1 cm de cada subamostra e armazenados
individualmente em tubos Falcon® contendo solucéo (pH 7,2) de glutaraldeido
(5 %) e 0,1M de Na2HPO4 por 4 horas a 10°C para fixagdo. Em seguida, a



solucéo foi removida e o fragmento lavado com solucdo (pH 7,2) de sacarose
(0,2M)al10°C.

Em uma Iamina de microscopia, com auxilio de uma pinca e bisturi,
foram depositados 10 miofibrilas oriundas das fibras musculares removidas de
cada tubo Falcon®, adicionada uma gota de solucdo de sacarose e laminula
para posterior leitura e medicdo dos sarcOmeros em equipamento de feixe de
laser de hélio e nebnio 117A (Spectra Physics Inc®) com 633 nm de
comprimento de onda.

Os padrdes de difracdo de 10 miofibrilas / subamostra foram obtidos
através da disposicdo destas sobre a luz do laser e os valores das 10 medicGes
por subamostra em mm (milimetros) mensurados com um paquimetro digital
150mm/6" CD-6" CSX-B — Mitutoyo®, e em seguida, utilizados para o calculo
do CS em micrébmetros (um), através da seguinte equacdo: [comprimento de
sarcomero (um) = 0,0006328 x D x T2/D2 + 1/ T] x 100, onde “D” representa
a distancia entre o local de medi¢do ¢ a subamostra e, “T” a distancia entre 2

bandas de difracdo (mm).

2.2.4 Exsudacéo

Subamostras do M. longissimus thoracis et lumborum com 48 horas
post-mortem foram submetidas a avaliacdo da exsudacdo da carne, conforme
descrito por Kilgannon et al. (2018). A EZ foi obtida pela seguinte equacdo:
[EZ-DripLoss (%) = (W1 - Wc) x 100 / (Wt - Wc)], onde “W1” representa o
peso do recipiente contendo o exsudato, “Wc”, o peso do recipiente vazio, e,

“Wt” o peso do recipiente contendo a carne e o exsudato.
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A coloragéo instrumental foi realizada com o auxilio do colorimetro
Konica Minolta® DL65, angulo de visdo de 0°, com iluminacdo difusa e
componente especular, modelo CR 410, Camera Co., Ltd Osaka, Japan e
calibrado com padréo ceramico branco.

Aplés o descongelamento das subamostras dos dois grupos
experimentais (CMD e CD), a superficie fresca da carne foi exposta a 4°C por
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30 minutos para permitir a oxigenagdo. Além disso, foram realizadas trés
leituras em diferentes pontos da superficie de cada subamostra.

Nestas, foram obtidos os parametros L*, a* e b* do sistema CIELab
(Commission Internationale de I’Eclairage — CIE, 1976), onde L* representa a
luminosidade (L*=0 preto e L*=100 branco), a* representa intensidade de
vermelho, variando de verde (0 a -60) a vermelho (0 a +60) e b* intensidade do
amarelo, variando de azul (0 a -60) ao amarelo (0 a +60), e, o angulo de
tonalidade (Hue angle) (TON) e a saturagdo (Chroma) (SAT) obtidos,
respectivamente, pelas equagdes hab = arctan b*/a* e C= (a*2 + b*2 )%

(American Meat Science Association, 2012).

2.2.6 Perda de peso por cozimento

As subamostras (CMD e CD) utilizadas para a avaliacdo da cor foram
pesadas (peso inicial) e em seguida, cozidas em chapa elétrica de dupla
resisténcia modelo Grill Mega 2N (Britania®) pré-aquecida (170°C). Durante o
cozimento, a temperatura interna de cada subamostra foi monitorada com
auxilio de termémetro digital Simpla® TE07-AKLA26248. Ao atingirem a
temperatura interna de 40°C, as subamostras foram viradas e ao atingiram a
temperatura interna de 71 °C foram retiradas do processo de cozimento.

As amostras foram mantidas em temperatura ambiente até atingirem a
temperatura superficial de 25 °C (laser Incoterm® -7662.02.0.00), as quais
foram novamente pesadas (peso final), embaladas individualmente em papel
laminado e mantidas refrigeradas por 12 horas entre 2° e 4° C.

A determinacdo da diferenca percentual entre os pesos pré e pos-
cozimento foi obtida através da formula [PPC = (Pi - Pf) / Pi] x 100 (Mckenna,
King, & Savell, 2004).

2.2.7 Forga de cisalhamento

A avaliagdo da forga de cisalhamento foi determinada por meio do
método descrito por Savell et al. (1994) nas subamostras colhidas com 48 horas
post-mortem e daquelas submetidas aos 7, 14, 21 e 28 dias de maturacdo de
ambos os grupos (CMD e CD).

Apdbs o cozimento, oito cilindros 1,27 cm de diametro e 2,5 cm de

comprimento foram obtidos, no sentido da fibra muscular, através de uma guia
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de corte (furadeira de bancada Chiaperini® - CH FB-13 -350W) e analisados
em texturbmetro modelo 15W- CT3 25K (Brookfield®) equipado com
conjunto de lamina Warner-Bratzler com capacidade de 25 kg e velocidade do
seccionador de 20cm/min.

Os resultados obtidos pela média dos valores dos oito cilindros foram
expressos em kg, sendo considerada, segundo a American Society for Testing
and Materials (2018), carne macia quando WBSF < 4.4 kg.

2.3 Processamento estatistico dos dados

O gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foi utilizado como gene

enddgeno apds avaliacdo da estabilidade por meio do software RefFinder

(https://www.heartcure.com.au/reffinder/). A expresséo relativa dos genes alvo CAST,
CAST1 e CAST2 foi calculada conforme proposto por Steibel, Poletto, Coussens, &
Rosa (2009) e estes genes foram normalizados por meio do GAPDH. O modelo abaixo

foi utilizando para quantificar a expressao relativa dos genes:

Ygik = Gig + Mgk + Dik + eigk

Onde: Ygijk = Ct obtido pelo software do termociclador para o gene g (gene enddgeno e
0s genes alvo), no rt poco da placa (referente a replica técnica) proveniente da amostra
do animal k pertencente ao grupo i. Gig = efeito do grupo i na expressao do gene g. Mgk
= efeito especifico do gene g na maciez da carne do animal k. Dik = efeito especifico da
amostra (captura as diferencas entre as amostras que sdao comuns a ambos 0S genes,
particularmente os que afetam a concentracdo de RNA, tal como extracdo diferencial ou
eficiéncias de amplificacéo entre amostras). eigk = refere-se ao residuo.

Os fendtipos de qualidade da carne entre os dois grupos experimentais foram
analisados utilizando o procedimento MIXED disponivel no programa estatistico SAS
(SAS Institute, Cary, NC, USA) e os resultados foram considerados significativos

quando P < 0,05, pelo teste de Tukey.


https://www.heartcure.com.au/reffinder/
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Expressao génica de CAST, CAST 1 e CAST 2

A calpastatina (CAST) é uma protease enddgena sarcoplasmatica considerada a
principal responsével pela menor maciez da carne de bovinos Bos taurus indicus, por
inibir a acdo proteolitica das enzimas dependentes de calcio (calpainas) durante as
modificacdes post-mortem (Motter, Corva, & Soria, 2021).

Embora seja relatada na literatura cientifica significativa associacdo entre a
expressdo do gene CAST e a dureza da carne bovina (Smith et al., 2009; Giusti et al.,
2013; Souza et al., 2019), no presente estudo esta associacdo ndo foi observada.

A figura 1 demonstra a expressao relativa (Log2 fold change) dos genes CAST,
CAST 1 e CAST 2 do grupo Carne moderadamente dura (CMD) em relacdo ao Carne
muito dura (CD) (CMD — CD) e a comparagdo da expressao entre estes genes,
independente do grupo experimental. O gene CAST ndo apresentou diferenca
significativa na sua expressdo entre os grupos experimentais (CMD — CD), cujas meias
carcacas ndo foram submetidas a estimulacdo elétrica (direitas) (P > 0,05), porém foi
inferior a expressdo das isoformas CAST 1 e CAST 2 (P < 0,05). As expressdes de
CAST 1 e CAST 2 foram significativamente maiores no grupo CD em relagdo ao grupo
CMD e ao gene CAST (P < 0,05).

BECMD - CD
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5.0 - o

Log2 Fold-Change

Figura 1. Expressdo relativa (Log2 fold change) do gene calpastatina (CAST) e isoformas
(CAST 1 e CAST 2) do M. longissimus thoracis de bovinos da raca Nelore, normalizados
com o gene de referéncia GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). *Diferenca
significativa (P < 0,05) na relacdo entre os grupos de carne moderadamente dura (CMD)
e carne muito dura (CD) (CMD - CD). #Diferenca significativa entre os genes CAST,
CAST 1 e CAST 2 (P < 0,05), independente do grupo experimental.
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Em bovinos, o gene CAST que codifica a enzima calpastatina possui 35 exons
(regides codificantes) e diversos promotores (regibes do DNA onde iniciam as
transcricfes de RNA) que possibilitam a transcricdo de varios mRNAs por meio do
processo de splicing alternativo, originando diferentes isoformas da proteina, com
sequéncias que diferem quase que completamente umas das outras (Motter, Corva, &
Soria, 2021).

A existéncia de heterogeneidade dessas isoformas determina 0 mecanismo e o
controle da atividade inibitdria da CAST sobre os varios produtos do gene que codificam
as calpainas. Esta diferenciacdo da transcricdo dos promotores do gene CAST e seus
diferentes mecanismos de atuacdo séo responsaveis pela variacao da expressao da CAST
e da maciez da carne entre individuos da mesma espécie e raca (Raynaud et al., 2005),
podendo esta ser, em parte, uma explicacdo para o comportamento distinto das
expressdes de CAST, CAST 1 e CAST 2 encontradas neste estudo, entre 0s genes e entre
0S grupos experimentais.

De maneira semelhante ao observado neste estudo, Malheiros et al. (2018)
também ndo encontraram diferenca significativa na expressao do gene CAST nas carnes
de bovinos Nelore com moderada (5,68 £ 0,78 kg) ou alta (8,04 £ 1,5 kg) forca de
cisalhamento (Warner-Bratzler shear force - WBSF). Estes resultados diferem dos
observados por Souza et al. (2019), onde a expressdo do gene CAST (P < 0,05) se
mostrou superior nas carnes de animais Nelore com alta WBSF (9,65 kg).

Considerando os valores de WBSF de 5,0 £ 0,17 kg e 7,20 £ 0,43 kg, para 0s
grupos Carne moderadamente dura e Carne muito dura, respectivamente, e a auséncia
de diferenca significativa na expressdo do gene CAST (P > 0,05) entre estes grupos e
entre as isoformas CAST 1 e CAST 2, podemos afirmar que, neste caso, as isoformas
apresentaram uma relacdo mais direta com a dureza da carne dos grupos avaliados. Este
resultado difere dos de Souza et al. (2019), onde n&o encontraram diferenca (P > 0,05)
na expressao de CAST 1 e CAST 2 entre grupos de bovinos Nelore com alta (9,63 kg) e
baixa (3,68 kg) WBSF.

3.2 Declinio do pH e da temperatura muscular no post-mortem

3.21pH
O pH do M. longissimus thoracis mensurado com 1, 3, 6, 9, 12, 24 e 40 horas
post-mortem ndo apresentou diferenca significativa (P > 0,05) entre as meias carcagas

ndo estimuladas (direitas) e entre as meias estimuladas (esquerdas) dos grupos de Carne
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moderadamente dura (CMD) e Carne muito dura (CD). Porém, quando as meias
carcacas ndo estimuladas (direitas) de ambos 0s grupos experimentais foram
comparadas com suas respectivas meias carcagas estimuladas (esquerdas), os valores de
pH diferiram até 9 horas ap6s o abate (P < 0,05), demonstrando um declinio mais

acelerado naquelas submetidas a estimulacéo elétrica (Figura 2).
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Figura 2. Monitoramento do pH do M. longissimus thoracis oriundos das carcagas de
bovinos Nelore dos grupos Carne moderadamente dura e Carne muito dura no decorrer
das primeiras 40 horas post-mortem. Diferenga estatistica significativa (P < 0,05) entre

*CMD e CMDe, entre **CD e CDe, entre #CMD e CD e entre *CMDe e CDe.
CMD: grupo carne moderadamente dura, meias carcacas direitas (ndo estimuladas).
CD: grupo carne muito dura, meias carcagas direitas (ndo estimuladas).

CMDe: Meias carcacas esquerdas estimuladas, grupo carne moderadamente dura.
CDe: Meias carcagas esquerdas estimuladas, grupo carne muito dura.

Este resultado corrobora aos de Kim et al. (2013) e de Balan et al. (2019), onde
0 emprego da estimulacéo elétrica (EE) nas carcacas de bovinos foi capaz de acelerar a
gueda do pH nas primeiras 40 horas post-mortem (P < 0,05).

As contracbes musculares provocadas pela aplicacdo do estimulo elétrico
externo nas carcagas aceleram o consumo das reservas de glicogénio muscular e

resultam no acumulo de grande quantidade de &cido latico, o qual leva ao rapido
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declinio do pH e antecipacdo da instalacdo do rigor mortis (Kim et al., 2013; Juarez et
al., 2016; Biraima, Mohammed, & Webb, 2019).

3.2.2 Temperatura muscular

Diferentemente do que foi observado para o pH, nenhuma diferenca
significativa (P > 0,05) foi encontrada para os valores nas médias da temperatura
muscular nas primeiras 40 horas post-mortem, quando compradas as meias carcacgas
estimuladas (esquerdas — CMDe x CDe), ndo estimuladas (direitas — CMD x CD) e
entre as estimuladas e ndo estimuladas (CMD x CMDe, CD x CDe), dos grupos de

Carne moderadamente dura e Carne muito dura (Figura 3).
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Figura 3. Monitoramento da temperatura do M. longissimus thoracis oriundos das
carcagas de bovinos Nelore dos grupos Carne moderadamente dura e Carne muito dura
no decorrer das primeiras 40 horas post-mortem.

CMD: grupo carne moderadamente dura, meias carcacas direitas (ndo estimuladas).

CD: grupo carne muito dura, meias carcacas direitas (ndo estimuladas).

CMDe: Meias carcacas esquerdas estimuladas, grupo carne moderadamente dura.

CDe: Meias carcacas esquerdas estimuladas, grupo carne muito dura.
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3.2.3 Relacéo entre o pH e a temperatura muscular

A relacdo existente entre a velocidade do declinio do pH e da temperatura
muscular que antecede a instalacdo do rigor mortis (pH 6,0), tem grande influéncia nas
caracteristicas de qualidade da carne, principalmente, na maciez (Wu et al., 2014).

Em condicBes ideais o inicio do rigor mortis deve ocorrer em pH 6,0, em
temperatura entre 15 e 20 ° C, e o pH final se estabilizar entre 5,5 e 5,8 dentro de 24
horas ap0s o abate. Nos casos em que o inicio do rigor mortis (pH 6,0) ocorre em
temperaturas entre 22 ° a 35 °C, os musculos sofrem encurtamento pelo calor (High
Rigor temperature), e quando nesta condigdo de pré-rigor séo resfriados a temperaturas
inferiores a 12°C, sofrem encurtamento pelo frio (Cold shortening). Ambas as situacoes
de High Rigor temperature e Cold shortening, influenciam negativamente a qualidade
da carne, principalmente a maciez (Cadavez, Xavier, & Gonzales-Barron, 2019).

Na figura 4 pode ser observada a importante relagdo entre o declinio do pH e
da temperatura durante a transformacdo do musculo em carne (rigor mortis), além das
condicdes (“janelas”) que desencadeiam o surgimento de High Rigor temperature e
Cold shortening. Nota-se que tanto as meias carcacas ndo estimuladas (direitas) do
grupo Carne moderadamente dura (CMD) quanto as do Carne muito dura (CD)
passaram proximo da “janela” do Cold shortening, atingindo pH 6,0 em uma faixa de
temperatura muscular entre 10° e 15° C. J4, as suas respectivas meias carcagas esquerdas
estimuladas (CMDe e CDe) passaram longe das “janelas” de High Rigor temperature e
Cold shortening, com pH 6,0 em temperatura de 25° a 30° C para as do grupo Carne
moderadamente dura e de 30 a 35°C para as do Carne muito dura.
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Figura 4. Relagdo entre o declinio do pH e a temperatura do M. longissimus thoracis
nos grupos de carne moderadamente dura e muito dura, frente as condigdes propicias
ao surgimento de Heat Toughering (High Rigor Temperature) e de Cold Shortening.
CMD: grupo carne moderadamente dura, meias carcagas direitas (ndo estimuladas).
CD: grupo carne muito dura, meias carcacas direitas (ndo estimuladas).

CMDe: Meias carcacas esquerdas estimuladas, grupo carne moderadamente dura.
CDe: Meias carcagas esquerdas estimuladas, grupo carne muito dura

3.3 Caracteristicas de qualidade da carne com 48 horas post-mortem

As caracteristicas pH, comprimento de sarcémero, cor (L*, a*, b*), tonalidade,
saturacdo e exsudacdo avaliadas com 48 horas post-mortem, ndo diferiram (P > 0,05)
entre as meias carcacas ndo estimuladas (direitas) e entre as meias carcagas estimuladas
(esquerdas) dos grupos de Carne moderadamente dura e Carne muito dura. Contudo, as
carnes oriundas das meias carcacas ndo estimuladas (direitas) do grupo experimental
Carne muito dura apresentaram para este mesmo periodo maior WBSF (7,28 + 0,42 kg)
e perda de peso por cozimento (29,72 + 2,46 %) do que as meias carcagas nao
estimuladas do grupo Carne moderadamente dura (CMD) (P < 0,05) (Tabela 2).



Tabela 2. Média e desvio padrédo das caracteristicas de qualidade das carnes de
bovinos Nelore dos grupos Carne moderadamente dura e Carne muito dura,
avaliadas com 48 horas post-mortem, submetidas ou ndo a estimulacdo elétrica

Caracteristicas cMmD! CD?
pH (laboratdrio) 5,66 + 0,07 573+0,11
Forca de cisalhamento (kg) 5,00 + 0,17b 7,28 + 0,42a
Comprimento de sarcébmero (um) 1,82 + 0,06 192 +0,13
L* (Luminosidade, CIE) 39,69 + 1,63 39,25 + 1,67
a* (Intensidade de vermelho, CIE 24,14 + 0,70 2332 +1,01
b* (Intensidade de amarelo, CIE) 8,59 + 0,86 7,76 £ 1,19
Tonalidade (Hue angle) 0,35+ 0,02 0,33+ 0,04
Saturacao da cor (Chroma) 25,62 + 0,95 2459 + 1,33
Perda de peso por cozimento (%) 24,94 + 3,30b 29,72 + 2,46a
Exsudacdo (EZ - DripLoss, %) 0,78 + 0,31 0,47 + 0,19
Caracteristicas CMDe? CDe*
pH (laboratério) 571+0,13 570+ 0,12
Forca de cisalhamento (kg) 544 + 0,63 5,34 + 1,06
Comprimento de sarcémero (um) 1,87 +£ 0,09 1,79 £ 0,04
L* (Luminosidade, CIE) 40,17 £ 1,64 39,35+ 2,05
a* (Intensidade de vermelho, CIE 24,19 + 0,01 2433 + 0,54
b* (Intensidade de amarelo, CIE) 8,81 + 1,02 8,47 + 0,75
Tonalidade (Hue angle) 0,36 £ 0,03 0,35 £ 0,02
Saturacao da cor (Chroma) 25,75+ 1,29 25,77 £ 0,74
Perda de peso por cozimento (%) 28,85+ 4,31 26,14 + 8,33
Exsudacdo (EZ - DripLoss, %) 1,21 +£ 0,65 0,69 + 0,43

1CMD: grupo Carne moderadamente dura, meias carcagas direitas (ndo estimuladas).
2CD: grupo Carne muito dura, meias carcagas direitas (ndo estimuladas).
3CMDe: grupo Carne moderadamente dura, meias carcagas esquerdas estimuladas.
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4CDe: grupo Carne muito dura, meias carcagas esquerdas estimuladas.
& b \Valores com letras distintas na linha sdo diferentes estatisticamente (P < 0,05)
pelo teste Tukey.

Neste estudo, 0s animais que compuseram 0S grupos experimentais Carne
moderadamente dura e Carne muito dura pertenciam a um mesmo grupo genético (raca
Nelore), mesma condicdo sexual (machos ndo castrados) e passaram por situacOes
semelhantes de criacdo, manejo e abate. Entretanto, algumas diferencas significativas (P
< 0,05) foram notadas entre estes grupos (meias carcagas ndo estimuladas) para a
WBSF com 48 horas post-mortem.

Como os fatores raca, condicdo sexual, manejo e abate ndo foram distintos
entre 0s animais de ambos 0s grupos experimentais, supdem-se que a diferenca de
WBSF com 48 horas post-mortem (P < 0,05) entre estes pode estar relacionada com as

variagOes de expressdo de genes (exemplo, calpainas, CAST, CAST 1 e CAST 2) e de
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proteinas, como as de choque térmico (HSPs), durante o post-mortem (Kim et al., 2008;
Baldassini et al., 2015).

As diferencas nas expressdes de isoformas de genes entre carnes bovinas
classificadas como macias (WBSF 4,11 £+ 0,30 kg) e duras (WBSF 8,93 + 1,23 kg)
foram demonstradas no estudo de Muniz et al. (2020). Os autores relataram maior
expressdo de isoformas de genes que afetam a velocidade da protedlise muscular no
post-mortem, como a miotilina (MYOT), a qual protege as proteinas miofibrilares da
degradacdo, a calsequestrina 1 (regula liberacdo de Ca*), a Sinaptopodina (SYNPO —
201, organizador do citoesqueleto de actina e liberacdo de Ca++), entre outras, no grupo
de carne dura em relagdo ao de carne macia (P <0,001).

As proteinas de choque térmico (HSPs) sdo outras que também podem
influenciar a maciez da bovinos Nelore, ja que preservam as proteinas estruturais contra
a desnaturacdo, impedindo assim, a degradacdo dos componentes estruturais das
miofibrilares durante o post-mortem (Yang et al., 2012).

Alguns estudos tém demonstrado a influéncia das HSPs para a maciez da carne
de bovinos Nelore. Malheiros et al. (2018), ao avaliarem a associacdo da expressdo de
CAST, CAST 1, CAST 2 e HSPs com a maciez da carne desses animais, encontraram
maior expressdo (P < 0,05) de CAST 2 e de HSPB1 (codifica Hsp 27) em carnes com
alta WBSF (8,04 + 1,5 kg). J4, Baldassini et al. (2015), observaram uma tendéncia de
maior expressdo de Hsp 27 na carne de bovinos Nelore classificada como dura (WBSF
5,30 - 10,11 Kkg).

Conforme mencionado anteriormente, o grupo Carne muito dura (meias
carcacas ndo estimuladas - direitas) apresentou, com 48 horas post-mortem, maior perda
de peso por cozimento (29,72 + 2,46 %) comparado ao grupo Carne moderadamente
dura (meias carcacas ndo estimuladas — direitas) (24,94 + 3,30 kg) (P < 0,05).

Dentre os provaveis fatores que contribuem para a maior perda de agua pela
carne estdo as alteragcbes no comprimento dos sarcoémeros e a velocidade do declinio do
pH e da temperatura muscular no post-mortem (Geesink et al., 2001; Yuan et al., 2012).

No musculo esquelético, grande parte da agua (85%) esta localizada nas
miofibrilas (entre estas e 0 sarcolema, entre os feixes musculares e os filamentos de
actina e miosina), nas formas livre ou ligada as proteinas. A agua ligada as proteinas
miofibrilares € a mais afetada durante a transformacg@o do musculo em carne (Gomide,
Ramos, & Fontes, 2013).



33

A alteracdo das cargas (ponto isoelétrico) das proteinas envolvidas com a
ligacdo da agua e a maior desnaturacao destas, em virtude do declinio acelerado do pH
em temperatura ainda elevada, resulta em maior perda de 4gua pela carne. A reducéo do
espaco entre os filamentos grossos e finos das miofibrilas, com o estabelecimento do
rigor mortis, também pode resultar em maior expulsdo das moléculas de agua de entre
os filamentos para fora das miofibrilas, fazendo com que a carne elimine mais agua
(Zeng, Li, & Ertbjerg, 2017).

A maior perda de peso por cozimento observada no grupo Carne muito dura
(29,72 + 2,46 %) (meias carcagas nao estimuladas) em relacdo ao Carne moderadamente
dura (24,94 * 3,30 %) (meias carcagas nao estimuladas) (P < 0,05), ndo foi influenciada
pelo pH e pela temperatura durante a transformacdo do masculo em carne, nem pelo
comprimento dos sarcdmeros, ja que estas caracteristicas nao diferiram (P > 0,05) entre
estes dois grupos experimentais. Portanto, acredita-se que outras modificacdes post-
mortem podem ter contribuido para que as carnes de bovinos Nelore com maior WBSF
e maior expressdo de CAST 1 e CAST 2 percam mais agua (perda de peso por cozimento
com 48 horas post-mortem, do que aquelas com maior maciez e menor expressao de
CAST 1 e CAST 2.

As carnes oriundas das meias carcacas esquerdas estimuladas dos grupos Carne
moderadamente dura e Carne muito dura ndo apresentam diferencas nas caracteristicas
pH, comprimento do sarcébmero, perda de peso por cozimento, cor (L*, a*, b*),
saturacdo, tonalidade e exsudacdo com 48 horas post-mortem, em relacdo as suas
respectivas meias carcagas ndo estimuladas (direitas) (P > 0,05). Resultados
semelhantes foram obtidos nos estudos de Toohey et al. (2008) e Balan et al. (2019)
para a perda de peso por cozimento (P > 0,05) e por Hopkins et al. (2014) para a
exsudacdo (P > 0,05) ao compararem estas caracteristicas entre carcacas bovinas
submetidas ou ndo a estimulacéo elétrica.

Entretanto, Biraima, Mohammed, & Webb (2019) demonstraram que as carnes
oriundas das carcagas bovinas submetidas a estimulacdo elétrica apresentaram maior
luminosidade (L* = 44,26 CIE) e tonalidade (46,7) e menor intensidade de vermelho (a*
= 13,74 CIE) e saturagdo (20,4), comparada as respectivas meias carcagas ndo
estimuladas (P < 0,05).

Embora a EE ndo tenha apresentado, em nenhum dos grupos experimentais,
efeito na maioria das caracteristicas avaliadas (48 horas post-mortem) e citadas

anteriormente (P > 0,05), foi observada uma contribuicdo significativa para a redugéo
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da dureza da carne do grupo Carne muito dura, sendo que as carnes oriundas das meias
carcacas esquerdas estimuladas deste grupo apresentaram valores inferiores para WBSF
(5,37 + 1,06 kg) comparados as suas respectivas meias carcacas direitas ndo estimuladas
(7,28 + 0,42 kg) (P < 0,05) (Figura 5), ndo sendo observado 0 mesmo para 0 grupo

Carne moderadamente dura (P > 0,05)

7,7 a
6,6 =CD mCDe
5,5
4.4
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2,2

Forc¢a de cisalhamento (WBSF, kg)

1,1

48 horas post-mortem

Figura 5. Efeito da estimulacéo elétrica de média voltagem na reducéo da dureza
da carne de bovinos Nelore pertencentes ao grupo Carne muito dura com 48 horas
post-mortem. * P Letras distintas nas colunas representam diferenca estatistica (P
< 0,05) pelo teste de Tukey.

CD: grupo Carne muito dura, meias carcacas direitas (ndo estimuladas).

CDe: grupo Carne muito dura, meias carcagas esquerdas (estimuladas).

A menor maciez das carnes oriundas de bovinos de genétipo Bos taurus
indicus é resultante, principalmente, da maior expressdo do gene CAST e das suas
isoformas CAST 1 e CAST 2 (Aroeira et al., 2016, Wright et al., 2018, Oliveira et al.,
2019).

Neste estudo, o0 uso da EE mostrou um efeito mais positivo para a melhoria da
maciez das carnes (48 horas post-mortem) do grupo Carne muito dura. 1sso demonstra
gue embora as isoformas CAST 1 e CAST 2 tenham sido mais expressas neste grupo (P
< 0,05), quando foi realizada a EE (meias carcagas esquerdas) a WBSF reduziu
consideravelmente em 1,91 kg (P < 0,05), ndo sendo observado 0 mesmo para 0 grupo
de Carne moderadamente dura (P > 0,05).

No estudo de Hopes-Jones et al. (2010), ao utilizarem bovinos da raca
Bonsmara, suplementacdo com R — agonista (Zipaterol), EE e maturacdo (3 — 14 dias),
os autores encontraram elevada WBSF e atividade de CAST (24 horas) no grupo que
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recebeu o Zipaterol (P < 0,05). No entanto, quando a EE foi realizada, os efeitos desta
na reducdo da WBSF e na atividade de CAST e aumento da atividade de m — calpaina
(24 horas post-mortem), foram mais pronunciados no grupo Zipaterol comparado ao seu
controle (P < 0,05).

Comparando as carnes de bovinos de trés grupos genéticos (gendtipos 100%
Brahman, 50% Brahman / Hereford e 100% Hereford), Ferguson et al. (2000)
observaram que a WBSF e a atividade de CAST (M. longuissimus) aumentaram
proporcionalmente a medida que aumentavam as porcentagens de gendtipo Bos taurus
indicus (P < 0,05). Entretanto, com o emprego da EE encontraram uma reducdo na
atividade de CAST, maior atividade de m — calpaina e diminuicéo de cerca de 45% nas
diferencas de WBSF das carnes de Brahmans de raca pura (100%) em relacdo ao
gendtipo 100% Hereford (P < 0,05).

A diminuicdo ou até mesmo a remocdo das diferencas na maciez das carnes de
animais Bos taurus taurus e Bos taurus indicus ap6s a EE das carcacas tem sido
demonstrada nos estudos de Ferguson et al. (2000), Gursansky et al. (2010), Hope-Jones
et al. (2010), & Highfill et al. (2012).

Ao confrontarem as WBSF das carnes de bovinos com 100% de gendtipo Bos
taurus taurus e 100% Bos taurus indicus, cujas carcacas ndo foram estimuladas,
Gursansky et al. (2010) observaram maior dureza (P < 0,05) das carnes oriundas das
carcacas zebuinas (P > 0,05). Ap6s a EE destas (1130 V, 14,28 pulsos sinusoidais
bidirecionais de 10 ms / s / por 60 s em até 60 min post-mortem), a WBSF passou a ser

semelhante a das carcacas taurinas (P > 0,05).

3.4 Caracteristicas de qualidade da carne nos diferentes tempos de maturacao

Os valores das médias das caracteristicas pH, WBSF, L*, a*, b*, tonalidade,
saturacdo e perda de peso por cozimento ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa (P > 0,05) entre as carnes das meias carcacas ndo estimuladas (direitas)
dos grupos de Carne moderadamente dura e Carne muito dura em nenhum dos periodos
de maturagéo (7, 14, 21 e 28 dias) avaliados.

No entanto, avaliando o comportamento destas caracteristicas (pH, WBSF, L*,
a*, b*, tonalidade, saturacdo e perda de peso por cozimento) nas amostras de carnes das
meias carcacas direitas ndo estimuladas, em cada grupo experimental e no decorrer de

todo o tempo post-mortem (48 horas, 7, 14, 21 e 28 dias), observou-se maior perda de
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peso por cozimento (P < 0,05) nas amostras com 28 dias de maturacao pertencentes ao
grupo Carne moderadamente dura, comparada as com 7 dias de maturacdo. Este
resultado demonstra efeito do processo de maturacdo, caracterizado pelo aumento da
degradacédo das proteinas miofibrilares e a reducdo da capacidade de retencdo de agua
pela carne (Zeng, Li, & Ertbjerg, 2017).

Ainda, os valores das médias de WBSF das amostras de carnes (meias carcagas
direitas ndo estimuladas) pertencentes tanto ao grupo Carne moderadamente dura
quanto ao Carne muito dura, diminuiram a medida que o tempo post-mortem aumentou
(P < 0,05), sendo que aos 28 dias de maturacdo, as carnes de ambos 0S grupos
apresentaram valores compativeis aos de carne macia (WBSF < 4,4 kg), segundo a
American Society for Testing and Materials (2018) (Tabela 3). Este resultado corrobora
aos observados por Wu et al. (2014) e Zhang et al. (2019), onde a WBSF diminuiu
conforme aumentou o tempo de maturacdo, possivelmente em virtude da degradacédo
das principais proteinas estruturais do musculo esquelético (titina, nebulina, filamina e
miosina).

As demais caracteristicas (pH, L*, a*, b*, tonalidade e saturacdo) ndo
apresentaram diferenca significativa (P > 0,05) entre os periodos de maturacdo em

nenhum dos grupos experimentais avaliados (Tabela 3).



Tabela 3. Média e desvio padrdo das carateristicas de qualidade das carnes de bovinos Nelore pertencentes aos grupos Carne moderadamente dura e Carne

muito dura oriundas de bovinos Nelore, no decorrer do tempo post-mortem

37

CMD!
Caracteristicas Tempo post - mortem P valor
48 horas 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
pH 5,66 = 0,07 5,71 £ 0,07 5,73 £ 0,07 5,76 = 0,08 5,75 + 0,08 0,2829
Forca de cisalhamento (kg, WBSF) 500+ 017%®  591+107° 527+081%° 473+078® 408+063° 00152
L* (Luminosidade, CIE) 39,70 £ 1,62 40,38 £ 2,02 41,21 +£1,49 41,96 £ 1,30 42,02 £1,40 0,1308
a* (Intensidade vermelho, CIE) 24,14 £ 0,70 25,19+ 1,28 24,73 £ 0,73 25,81 £ 0,72 2581 +1,14 0,0483
b* (Intensidade amarelo, CIE) 8,60 + 0,86 9,25+ 1,30 8,98 + 0,77 10,03 £ 0,51 10,07 £ 1,23 0,1024
Tonalidade (Hue angle) 0,35 + 0,02 0,36 = 0,03 0,36 + 0,02 0,39 £ 0,01 0,39 =+ 0,03 0,1713
Saturacdo (Chroma) 25,62 £ 0,95 26,84 £ 1,64 26,31 £ 0,91 27,69 £ 0,83 27,71 £ 151 0,0571
Perda de peso por cozimento (%) 2494 +330° 2857+352°%° 2038+193%° 2918+201%° 3230+218% 00069
CD?
Caracteristicas Tempo post - mortem P valor
48 horas 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

pH 573+£011 573+£0,10 577 +£0,10 583+£0,14 5,74 £ 0,10 0,6175
Forca de cisalhamento (kg, WBSF) 728 +042%  583+050%°  616+084% 442+120°° 395+058°  <.0001
L* (Luminosidade, CIE) 39,25 + 1,67 39,76 £ 1,72 40,75+ 2,11 41,06 £ 1,63 42,07 £ 1,10 0,1646
a* (Intensidade vermelho, CIE) 23,32+ 1,00 2414 + 1,18 24,63 £ 0,91 2477+089 2532+1,01 0,0533
b* (Intensidade amarelo, CIE) 7,76 £1,19 833+1,11 8,72 + 0,87 8,88 + 1,01 9,62 +1,15 0,1241
Tonalidade (Hue angle) 0,33 £ 0,03 0,34 £ 0,03 0,35 + 0,02 0,36 £ 0,03 0,38 £ 0,03 0,1859
Saturacdo (Chroma) 2459 + 1,33 2554 + 147 26,13+ 1,13 26,32 + 1,18 27,10 £ 1,35 0,0671
Perda de peso por cozimento (%) 29,72 + 2,46 29,07 + 3,19 31,40 + 0,97 2655+586 30,27 +£ 2,87 0,2803

! Grupo de carne moderadamente dura, meias carcacas direitas ndo estimuladas (n = 5).

2 Grupo de carne muito dura, meias carcacas direitas ndo estimuladas (n = 5).

a.b.¢ Valores com letras distintas na linha representam diferenca estatistica (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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3.5 Caracteristicas de qualidade da carne ap0s a estimulacao elétrica e maturacgao

As caracteristicas pH, WBSF, L* e perda de peso por cozimento nao
apresentaram diferencas significativas (P > 0,05) entre as carnes oriundas das meias
carcacas esquerdas dos grupos Carne moderadamente dura e Carne muito dura em
nenhum dos periodos de maturacao (7, 14, 21 e 28 dias) avaliados. Porém, as carnes do
grupo Carne moderadamente dura (meias carcagas esquerdas estimuladas) apresentaram
maior tonalidade (P < 0,05) aos 7 dias de maturacdo que as do grupo Carne muito dura.
Neste mesmo periodo, e também aos 28 dias de maturacgéo, as carnes das meias carcacas
esquerdas do grupo Carne moderadamente dura também apresentaram maior
intensidade de vermelho (a*), de amarelo (b*) e saturagdo (P < 0,05) que as do Carne

muito dura (Tabela 4).
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Tabela 4. Média e desvio padrdo das caracteristicas de qualidade da carne de bovinos Nelore oriunda das meias carcacas submetidas a estimulacédo elétrica dos grupos
experimentais Carne moderadamente dura e Carne muito dura, nos diferentes tempos de maturacdo

Com estimulacdo elétrica e maturacdo (dias)

Caracteristicas I >
7d CMDe 7d CDe 14d CMDe 14d CDe 21d CMDe 21d CDe 28d CMDe 28d CDe

pH (laboratorio) 573+0,06 574 +1,16 571 +0,11 579 £0,17 574+009 577 +0,11 584 +0,06 5,80 +0,16
Forca de cisalnamento (kg) 498 +0,70 5,35 +0,67 4,54 +0,90 4,66 +0,54 3,61 +0,42 3,94 +£0,63 346 +0,62 3,55 +0,60
L* (Luminosidade, CIE) 41,72 +153 40,09 +2,10 41,99 +210 4141 +1,82 42,64 +189 4271 +217 4265 +£1,86 42,70 +1,16
a* (Intensidade vermelho, CIE) 25,74 + 0,51al 23,61 + 0,76b 25,30 +1,02 24,87 +£0,80 2583 +0,46 25,06 £0,72 26,34 * 0,52a 25,64 + 0,14b
b* (intensidade amarelo, CIE) 9,93 + 0,64a 8,05 0,82b 9,61 £1,05 9,17 +£1,04 10,26 +0,68 9,53 +0,86 10,62 * 0,52"’1 9,85 + 0,40b
Tonalidade (Hue angle) 0,38 + 0,02a 0,34 + 0,03b 0,38 £0,03 0,37 £0,03 0,40 +£0,02 0,38 +£0,02 0,40 £0,01 0,38 £0,01
Saturacdo da cor (Chroma) 27,60 + 0,70a 24,95 + 0,95b 27,10 +1,31 26,52 +£1,10 2780 +0,63 26,81 £0,96 2841 * 0,65a 27,47 + 0,27b

30,62 +0,60 28,15 +2,40 27,89 +335 30,16 +£1,89 27,67 4,42 30,12 £2,12 29,33 +4,02 29,38 +1,54

Perda por cozimento (%)

! Grupo experimental Carne moderadamente dura, meias carcagas esquerdas (estimulacdo elétrica de média voltagem com tensdo crescente de 20, 40, 60 e 80 VRMS,
frequéncia de 12,5 Hz, durante 52 segundos), (n = 5).
2 Grupo experimental Carne muito dura, meias carcagas esquerdas (estimulagdo elétrica de média voltagem com tensdo crescente de 20, 40, 60 e 80 VRMS, frequéncia de

12,5 Hz, durante 52 segundos), (n = 5).
ab Valores com letras distintas na linha representam diferenca estatistica (P < 0,05) pelo teste Tukey nas médias entre as meias carcagas esquerdas dos dois grupos, em cada

periodo avaliado.
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Durante todo tempo post-mortem (48 horas, 7, 14, 21 e 28 dias), apenas as
caracteristicas WBSF, intensidade de vermelho (a*), intensidade de amarelo (b*) e
saturacdo demonstraram diferencgas significativas (P < 0,05) nas amostras de carnes
oriundas das meias carcacas esquerdas estimuladas, tanto no grupo Carne
moderadamente dura e quanto no Carne muito dura. As carnes das meias carcagas
esquerdas estimuladas tanto do grupo Carne moderadamente dura quanto do Carne
muito dura apresentaram maior maciez (WBSF < 4,4 kg) aos 21 e 28 dias post-
mortem, comparadas as amostras com 48 horas e 7 dias post-mortem (P < 0,05).

Os valores médios de a*, b* e saturacdo aumentaram com o decorrer do
tempo post-mortem (P < 0,05) tanto nas carnes oriundas das meias carcagas esquerdas
estimuladas do grupo Carne moderadamente dura quanto nas do grupo Carne muito
dura (Tabela 5).



Tabela 5. Média e desvio padrdo das carateristicas de qualidade da carne de bovinos Nelore provenientes das meias carcacas submetidas a estimulacdo

elétrica dos grupos experimentais Carne moderadamente dura e Carne muito dura, no decorrer do tempo post-mortem

CMDe!
Caracteristicas Tempo post - mortem P valor
48 horas 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
pH 571+0,13  5,73+0,06 5,71 +0,11 5,74 + 0,10 5,84 + 0,06 0,2225
Forca de cisalhamento (kg, WBSF) 5,44 +0,63°  4,98+0,70° 454+090% 361+042° 346+0,62°  0,0005
L* (Luminosidade, CIE) 40,17 +1,64 41,73+153 42,00+2,10 42,64+1,89 42,65+ 1,86 0,2253
a* (Intensidade vermelho, CIE) 2419+1,01° 2574+051% 2530+1,02°° 2583+046° 26,35+052°  0,0027
b* (Intensidade amarelo, CIE) 8,81+1,02° 9,093+0,64%® 961+1,05" 1026+0,68" 10,62+052% 00224
Tonalidade (Hue angle) 0,36 + 0,03 0,38 + 0,02 0,38 + 0,03 0,40 + 0,02 0,40 + 0,01 0,0925
Saturacio (Chroma) 2575+1,29° 27,60+0,68° 27,07+131%° 2780+0,63" 2841+0,65°  0,0041
Perda de peso por cozimento (%) 28,85 + 1,30 30,62 + 1,57 27,90 + 3,35 27,67 £ 4,42 29,33 4,02 0,7212
CDe?
Caracteristicas Tempo post - mortem P valor
48 horas 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

pH 5,70 + 0,12 5,74 + 0,16 5,80 + 0,17 5,80 + 0,11 5,79 + 0,16 0,8254
Forca de cisalhamento (kg, WBSF) 5,37 +1,06° 535+0,67° 4,66+054° 394+063” 355+060° 0,0018
L* (Luminosidade, CIE) 39,35+2,05 40,09+2,10 4141+1,82  4271+217 42,70+1,16 0,0346
a* (Intensidade vermelho, CIE) 24,33+ 0,54°° 23,60+0,76° 24,87 +0,80%° 2506+0,72%® 2564+0,14%  0,0009
b* (Intensidade amarelo, CIE) 8,47 +0,75%°° 8,05+0,82° 917+1,04° 0953+086" 9,85+040° 00114
Tonalidade (Hue angle) 0,35 + 0,02 0,34 + 0,03 0,37 + 0,03 0,38 + 0,02 0,38 + 0,01 0,0416
Saturacdo (Chroma) 2577 +0,74°° 24,94 +0,95° 26,52 + 1,10°°° 26,81 +0,96%° 27,47+027°  0,0017
Perda de peso por cozimento (%) 26,14 + 8,33 28,15 + 2,40 30,16 + 1,89 30,12 £ 2,12 29,38 + 1,54 0,5192

1 Grupo carne moderadamente dura, meias carcacas esquerdas estimuladas (estimulagdo elétrica de média voltagem com tenséo crescente de 20, 40,
60 e 80 VRMS, frequéncia de 12,5 Hz, durante 52 segundos), (n = 5).
2 Grupo de carne muito dura, meias carcacas esquerdas estimuladas (estimulagéo elétrica de média voltagem com tensdo crescente de 20, 40, 60 e 80

VRMS, frequéncia de 12,5 Hz, durante 52 segundos), (n = 5).

a.b.¢ \alores com letras distintas na linha representam diferenca estatistica (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Quando as caracteristicas pH, WBSF, L*, a*, b*, tonalidade, saturacdo e
perda de peso por cozimento foram avaliadas entre as meias carcagas esquerdas
estimuladas e as suas meias carcacas direitas correspondentes ndo estimuladas, de cada
grupo experimental (Carne moderadamente dura e Carne muito dura) e no decorrer de
todo o periodo post-mortem, houve diferenca significativa, somente, para a WBSF do
grupo Carne muito dura, sendo que as meias carcagas esquerdas estimuladas deste
grupo apresentaram carnes mais macias com 48 horas post-mortem e aos 14 dias de
maturacdo, comparadas as suas meias carcacas nao estimuladas (direitas

correspondentes) (Figura 6).
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Figura 6. Valores médios de forca de cisalhamento (WBSF, kg) da carne de
bovinos Nelore com meias carcacas submetidas (esquerdas) ou ndo submetidas
(direitas) a estimulacéo elétrica. A - grupo Carne muito dura (CD e CDe); B - grupo
Carne moderadamente dura (CMD e CMDe). *Diferenca estatistica significativa (P
< 0,05) pelo teste Tukey.
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4. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a dureza da carne de bovinos
Nelore esta relacionada a expressdo das isoformas da calpastatina (CAST 1 e CAST 2).
O uso da estimulacéo elétrica gerou maior taxa de declinio do pH post-mortem e reduziu
as diferencas de forca de cisalhamento entre os grupos ja com 48 horas post-mortem. A
associacdo da estimulacdo elétrica com a maturacdo comercial torna as carnes de
bovinos Nelore macias (WBSF < 4,4 kg) aos 21 dias, enquanto as apenas maturadas,
aos 28 dias. As carnes com maior dureza e expressdo de CAST 1 e CAST 2 apresentam

resposta mais eficiente a estimulacgéo elétrica e a maturacéo.
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IMPLICACOES

A falta de padronizacdo da maciez da carne brasileira, oriunda de bovinos de
racas zebuinas, e a predominancia do abate de animais da raca Nelore, notoriamente
conhecidos por apresentarem menor maciez da carne, representam dois dos grandes
desafios encontrado nas inddstrias do ramo, onde a busca por ferramentas capazes de
otimizar os processos bioquimicos no post-mortem, como a estimulagdo elétrica das
carcacas e a maturagdo comercial, tem sido cada vez mais frequentes (BHAT et al.,
2018; ZYWICA et al., 2018).

Estudos como este que buscam alternativas para melhorar a qualidade da carne,
mais precisamente a maciez, de animais que apresentam genética Bos taurus indicus,
popularmente conhecida por produzirem carne “dura” (WBSF > 4,4 kg), se tornam de
extrema importancia na busca por carnes com maciez mais homogénea para 0S
mercados consumidores, além de permitir maior valorizacdo da genética bovina
predominante no pais.

Este estudo demonstrou resultados satisfatérios na reducdo da dureza da carne
de bovinos da raca Nelore quando na utilizacao da estimulacdo elétrica e da maturacéo.

Resultado relevante neste estudo, foi a variagcdo na expressdo génica de CAST 1
e CAST 2 entre individuos do mesmo grupo genético, idade, sexo e criacdo, e, que estas
isoformas estavam mais relacionadas a dureza da carne desses do que o gene completo
da calpastatina (CAST). Além disso, as carnes que apresentaram maior dureza com 48
horas post-mortem (7,28 = 0,42 kg) e expressdo de CAST 1 e CAST 2 (P < 0,05)
aparentemente apresentaram resposta mais eficiente a estimulacdo elétrica e a
maturacao.

Na literatura, alguns estudos tambeém encontraram resultados semelhantes,
porém a maioria observou a relacdo da dureza da carne de bovinos da raca Nelore com
apenas uma isoforma do gene calpastatina (CAST).

Com os resultados observados neste estudo supde-se que 0s mecanismos que
ocorrem durante o post-mortem e a resposta aos efeitos da estimulacdo elétrica e da
maturacdo sejam distintos em carnes com maior dureza e expressao de CAST e / ou das
suas isoformas, demonstrando a complexidade dos fatores determinantes para esta

caracteristica na carne destes animais.



