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CAPITULO 1

INFLUENCIA DA SUSPENSAO PELVICA E MATURAGAO NA QUALIDADE
SENSORIAL E MOLECULAR DA CARNE DE BOVINOS NELORE: UMA RE-
VISAO

Resumo

A qualidade da carne bovina é significativamente influenciada por fatores como
manejo pré-abate, técnicas de processamento e caracteristicas genéticas dos
animais. Este artigo de revisao visa analisar a influéncia da suspenséao pélvica e
dos métodos de maturagédo na qualidade sensorial € molecular da carne de bo-
vinos Nelore. A revisao compila e discute estudos recentes que exploram como
essas praticas impactam parametros criticos, como maciez, suculéncia, sabor e
valor nutricional da carne, além de detalhar as transformagdes bioquimicas e
estruturais que ocorrem no musculo durante a maturagao. A suspensao pélvica
€ uma técnica que visa melhorar a maciez da carne, impedindo a retracdo das
fibras musculares pods-abate. Evidéncias cientificas sugerem que esta técnica
pode resultar em carne significativamente mais macia e com melhor qualidade
sensorial em comparagao aos meétodos tradicionais de suspensao. Esta reviséo
avalia a eficacia da suspensao pélvica especificamente em bovinos Nelore, uma
raga notavel por sua rusticidade e qualidade de carne, amplamente utilizada na
pecuaria brasileira. Além disso, os métodos de maturacao, incluindo a maturacao
a seco (dry aging) e a maturagao umida (wet aging), séo analisados em profun-
didade. Amaturacao a seco, realizada em condi¢cdes controladas de temperatura
e umidade, promove a desidratagao gradual e a concentragcédo dos sabores, além
de alteracbes enzimaticas que melhoram a maciez da carne. Em contrapartida,
a maturagao umida, que se da em embalagens a vacuo, preserva a umidade e
acelera a agao das enzimas proteoliticas. Ambos os métodos apresentam van-
tagens e desvantagens, sendo a escolha do método ideal dependente das con-
dicdes de produgéo e das preferéncias do mercado consumidor. Este artigo tam-
bém destaca as abordagens moleculares que elucidam os mecanismos subja-
centes as mudancgas na qualidade da carne. Este artigo também destaca as
abordagens moleculares que elucidam os mecanismos subjacentes as mudan-
cas na qualidade da carne, com énfase nas técnicas de metabolémica. A analise
de marcadores moleculares, junto a utilizacdo avangada de metabolémica, per-
mite a identificagdo e quantificagdo dos metabdlitos envolvidos nas transforma-
¢cbes bioquimicas durante a maturacdo da carne. Essas abordagens fornecem
respostas valiosas sobre a otimizac&do dos processos de maturagao, contribuindo
para a melhoria da qualidade sensorial e nutricional da carne de bovinos Nelore.
Conclui-se que a combinagao de suspensao pélvica com métodos de maturacao
adequados pode resultar em carne de qualidade superior, atendendo as cres-
centes demandas dos consumidores por produtos de alta qualidade.

Palavras chaves: Qualidade da carne bovina; suspensao pélvica; métodos de
maturacao; metabolémica



INFLUENCE OF PELVIC SUSPENSION AND AGING ON THE SENSORY
AND MOLECULAR QUALITY OF NELORE BEEF: A REVIEW

Abstract

The quality of beef is significantly influenced by factors such as pre-slaughter
management, processing techniques, and genetic characteristics of the animals.
This review article aims to analyze the influence of pelvic suspension and aging
methods on the sensory and molecular quality of Nelore beef. The review com-
piles and discusses recent studies exploring how these practices impact critical
parameters such as tenderness, juiciness, flavor, and nutritional value of the
meat, while also detailing the biochemical and structural transformations occur-
ring in the muscle during aging. Pelvic suspension is a technique aimed at im-
proving meat tenderness by preventing post-slaughter muscle fiber retraction.
Scientific evidence suggests that this technique can result in significantly softer
and better sensory quality meat compared to traditional suspension methods.
This review evaluates the effectiveness of pelvic suspension specifically in Nelore
cattle, a breed notable for its ruggedness and meat quality, widely used in Brazil-
ian livestock farming. Additionally, aging methods, including dry aging and wet
aging, are analyzed in depth. Dry aging, conducted under controlled temperature
and humidity conditions, promotes gradual dehydration and flavor concentration,
along with enzymatic changes that enhance meat tenderness. In contrast, wet
aging, which occurs in vacuum packaging, preserves moisture and accelerates
the action of proteolytic enzymes. Both methods have advantages and disad-
vantages, with the choice of the ideal method depending on production conditions
and consumer preferences. This article also highlights molecular approaches elu-
cidating the underlying mechanisms of changes in meat quality, with emphasis
on metabolomics and metagenomics. Molecular marker analysis, combined with
advanced metabolomics, allows for the identification and quantification of metab-
olites involved in biochemical transformations during meat aging. These ap-
proaches provide valuable insights into optimizing aging processes, contributing
to the enhancement of sensory and nutritional quality of Nelore beef. In conclu-
sion, the combination of pelvic suspension with appropriate aging methods can
result in superior quality meat, meeting the increasing consumer demand for high-
quality products. However, genetic variability among animals and specific produc-
tion conditions are crucial factors to consider when implementing these practices.
Future research should focus on integrating molecular approaches with pro-
cessing techniques to develop optimized strategies ensuring the consistency and
excellence of Nelore beef.

Keywords: Beef quality; pelvic suspension; aging methods; metabolomics



Consideragoes iniciais

A qualidade da carne € um atributo complexo e multifatorial que abrange
aspectos sensoriais, fisico-quimicos e nutritivos e que sdo essenciais para aten-
der as expectativas dos consumidores. Dentre os fatores criticos que determi-
nam a qualidade da carne, destacam-se a maciez e o sabor. Estes fatores sao
influenciados por uma variedade de praticas e técnicas ao longo de toda cadeia
produtiva, incluindo a forma com que a carcacga é suspensa e os diferentes mé-
todos de maturagéo.

A maciez, um dos atributos mais valorizados pelos consumidores, pode
ser afetada por fatores genéticos, métodos de processamento e condigdes de
maturacao. O sabor, componente essencial da palatabilidade da carne, é deter-
minado por uma complexa interacido de compostos volateis e ndo volateis, mui-
tos dos quais podem ser produtos do metabolismo muscular. Nesse contexto, a
metabolémica emerge como ferramenta poderosa para a identificacao e quanti-
ficacdo destes metabdlitos, proporcionando uma visao detalhada das mudancas

bioquimicas que ocorrem durante o processamento e armazenamento da carne.

1. Suspensdo de carcaca e métodos de maturagcao no amaciamento da
carne

1.1. Suspensao de carcaga

Tradicionalmente, a suspensao da carcaga bovina é realizada pelo tendao
calcaneo, que causa a compressao de alguns musculos de grande interesse co-
mercial, como os da regido do coxao (Sarheim et al., 2001). Em contrapartida, a
maciez da carne bovina esta relacionada com o grau de estiramento dos mus-
culos, que geram diferencas no comprimento do sarcomero, variavel importante
para a definigdo da textura da carne (Rhee et al., 2004). Visando a melhoraria
na maciez da carne ainda ndo maturada, a suspensao da carcaca pelo osso
pélvico € um método ja utilizado em alguns paises para aumentar o comprimento
do sarcémero dos principais musculos de alto valor comercial evitando uma con-
tracdo indesejavel durante o estabelecimento do rigor mortis (Meat Standards

Australia beef information kit, 2011).



Com base nos estudos de comprimento de sarcomero de Locker (1960),
Hostetler et al. (1972) avaliou diferentes cortes carneos de carcagas bovinas e,
apos teste sensorial, concluiu que aqueles submetidos a pendura pelo osso pél-
vico foram mais macios quando comparados aos que sofreram pendura tradici-
onal. Bayraktaroglu; Kahraman (2011) encontraram resultados semelhantes, no
qual o comprimento do sarcomero foi 7,5% maior quando comparado a pendura
tradicional. Ahnstrém; Hunt; Lundstrdm, (2012) avaliaram bovinos machos e fé-
meas de diferentes idades, nos quais a técnica de suspensao de carcagas pelo
0sso pélvico melhorou significativamente a maciez da carne dos machos de 34
meses (21%), e diminuiu as diferencas de maciez em relagao as fémeas. Liu et
al. (2016) obtiveram resultados semelhantes mostrando que a pendura pelo osso
pélvico aumentou efetivamente o comprimento dos sarcomeros e melhorou a
textura da carne quando comparadas com a suspensao pelo método tradicional
(tendao calcaneo), além de demonstrar menor variagao de maciez entre os mus-
culos. Em estudo recente conduzido por Basinger et al. (2019), demonstrou-se
que a pendura de carcacas de cabras pelo osso pélvico aumentou o compri-
mento do sarcomero.

Bouton; Harris; Shorthose (1972) e Bouton et al. (1973) descrevem que a
suspensao da carcaga pela pelve diminui a resisténcia do tecido conjuntivo e
colageno e aumenta a capacidade de retengao de agua, resultando em menores
perdas durante o processo de maturagéo destas carnes. Pinheiro & Souza (2011)
testaram o método de suspensdo da carcaca pelo osso pélvico em ovinos de
descarte por 24 horas e reportaram influéncia na maciez da carne, sendo o mé-
todo de suspensédo pélvica o que apresentou melhor resultado sobre a forca de
cisalhamento. Adicionalmente, os autores reportaram nenhuma interferéncia do
meétodo de suspensio da carcaga pelo 0sso pélvico sobre outras caracteristicas
de qualidade da carne como pH, cor e capacidade de retencdo de agua e as
carcacas penduradas pelo método tradicional apresentaram maiores perdas pelo
cozimento nos cortes comerciais avaliados.

Segundo Baldassini et al. (2023), a suspenséao da carcaga pelo 0sso pélvico
melhorou a qualidade da carne dos bovinos, reduzindo o tempo necessario para
maturacao da carne de 15 para 5 dias sem comprometer, e até favorecendo, as
caracteristicas sensoriais e objetivas. Ademais, a suspenséo pelo osso pélvico

mostrou ser mais eficaz na melhoria da qualidade da carne de carcacas de



Nelore em comparagao com novilhas Brangus, com resultados sensoriais positi-

vOS mais consistentes para os bovinos Bos indicus (Baldassini et al., 2023).
1.2. Maturagcao

A maturacédo visa a melhoria da maciez da carne e tem grande importancia
para os sistemas de produgao de carne bovina no Brasil ja que as carnes produ-
zidas no territério nacional sdo menos macias do que na Europa e América do
Norte devido a elevada participagao da genética zebuina no rebanho bovino bra-
sileiro, além de maior idade de abate e terminagédo dos animais a pasto. Estes
fatores fazem com que tanto a carne consumida no mercado interno quanto a
exportada tenham uma aceitagdo sensorial bem reduzida (De Felicio; Pflanzer,
2018).

Durante o processo de maturagao da carne ocorrem diversas alteragdes
quimicas e estruturais no tecido muscular, incluindo a degradacao de proteinas
como linha Z, desmina, titina, obscurina e nebulina, além do desaparecimento
de troponina-T, que influencia diretamente a maciez da carne (Goll et al., 1992).
Segundo mesmo autor, estas transformagdes sao fundamentais para o desen-
volvimento do sabor e textura desejada pelos consumidores. Dentre os diversos
métodos de maturacdo existentes, os que se destacam na industria sdo o Wet
aging (maturacéo umida) e o Dry aging (maturagéo a seco). O Wet aging € um
meétodo tradicional no qual os cortes de carne desossados sdo armazenados em
embalagens a vacuo, com alta barreira contravapor de agua e oxigénio, e man-
tidos sob refrigeragao de 0 a 2 °C. Esta técnica promove o amaciamento da carne
ao longo do tempo devido a exclusdo de oxigénio e umidade da embalagem,
bem como a manutengdo da temperatura baixa, impedindo a oxidacgao lipidica,
retarda o crescimento bacteriano, atividade enzimatica indesejada, promovendo
uma maturagao controlada (De Felicio; Pflanzer, 2018). Isso n&o apenas melhora
a maciez, mas também prolonga a vida util do produto, minimizando a contami-
nagao microbiana devido a esta auséncia de oxigénio na embalagem do produto
(Kim; Kemp; Samuelsson, 2016).

O sabor da carne é atributo crucial para os consumidores e na maturagao
umida o sabor pode apresentar nuances de “sangue” ou “metalico” que podem
nao ser apreciados, afetando a aceitagao do produto (De Felicio; Pflanzer, 2018).

Como alternativa para melhoria do sabor, a maturagdo a seco surge como



processo distinto que envolve o0 armazenamento dos cortes carneos em camaras
refrigeradas com um controle rigoroso de umidade, temperatura e ventilagao,
sem o uso de nenhuma embalagem adicional (Kim; Kemp; Samuelsson, 2016),
permitindo que a carne desenvolva sabores mais concentrados e uma textura
mais firme, criando uma experiéncia sensorial diferenciada para os apreciadores
de carne de alta qualidade (Ahnstrom et al., 2006). Estudos recentes (Berger et
al., 2018; DeGeer et al., 2009; Kim et al., 2017; Kim; Kemp; Samuelsson, 2016;
Setyabrata et al., 2021) utilizaram alguns paréametros ideais para a cdmara de
maturagédo como temperatura média de 2°C, fluxo de ar minimo de 0,5 e umidade
relativa do ar entre 50% e 78%.

O método Dry aging é conhecido por ter forte influéncia no sabor da carne,
gerando um produto unico e distinto em relagdo a carne maturada a vacuo
(Setyabrata et al., 2021), remetendo um sabor de “carne assada” e de “castanha”
(De Felicio; Pflanzer, 2018). O uso de espectrometria de massas auxiliou na
identificacdo de compostos com niveis significativamente elevados de glutamina,
acido glutamico e acido aspartico (Kim; Kemp; Samuelsson, 2016; Setyabrata et
al., 2021), que influenciam no sabor umami (Ramalingam; Song; Hwang, 2019)
que ocorre devido a liberacdo de peptideos gamma glutamyl e a presenga de
alguns microrganismos durante o processo este processo de maturagao a seco.
No mesmo sentido, recentemente foram identificados metabdlitos de glutamina
gerados pelo metabolismo da glutationa (Setyabrata et al., 2021).

Segundo Berger et al. (2018) a maturacéo a seco pode melhorar consider-
avelmente a qualidade da carne de bovinos oriundos de producgao extensiva (ali-
mentados com forragem de baixa qualidade nutricional e com baixa marmori-
zagao), sem induzir qualquer impacto negativo nas propriedades microbioldgi-
cas. Em outro estudo, observou-se menor forga de cisalhamento na carne matu-
rada a seco (Kim; Kemp; Samuelsson, 2016) quando comparado a maturagao
umida. Destaca-se que no processo de maturagao a seco, as carnes desenvol-
vem maior desidratagdo superficial, tornando necessario a remogao dos frag-
mentos externos da pecga, resultando em um maior custo de produgao (Dashdorj
et al., 2016) e gerando discussdes sobre a viabilidade econdmica acerca do pro-
duto (Witte et al., 2020).

Uma vez que o sabor da carne é parametro importante para uma boa qua-

lidade e aceitabilidade geral, 0 aumento da oxidagao dos acidos graxos durante



a maturacao deve ser controlado para que ndo cause sabores indesejaveis (Gor-
raiz et al., 2002) como o amargor € o cheiro de rango, que ocorre devido a oxi-
dacgao de lipidios (Dashdorj; Amna; Hwang, 2015). Zhang et al. (2019) sugerem
que a carne bovina se mantém aceitavel para os consumidores quando seus
valores de TBARS (Substéancias reativas ao acido tiobarbiturico) atingem niveis
de 2,5 mg de malonaldeido (MDA/kg).

1.3. Apoptose, protedlise e amaciamento da carne

As mudancas bioquimicas que acontecem apds o abate do animal tém
forte influéncia na qualidade da carne e nas proximas etapas do processamento.
A transformacgéo do musculo em carne ocorre a partir de varios processos bio-
quimicos e biofisicos, ocasionando transformagdes substanciais no musculo, in-
fluenciando diretamente a qualidade da carne (Paredi et al., 2012). O musculo
do animal, mesmo depois de abatido, permanece funcional e metabolicamente
ativo por varios dias, mesmo nao havendo oxigénio circulante e renovagao dos
produtos metabdlicos finais (Paredi et al., 2012).

Assim que o animal é abatido, o fluxo de oxigénio é cessado, fonte impor-
tante da geracéo de adenosina trifosfato (ATP), o que causa esgotamento gra-
dual da energia disponivel. Sem o oxigénio, ha uma mudang¢a no metabolismo
aerobico para o metabolismo anaerdbico, o que favorece a producao e acumulo
de acido latico e a consequente queda do pH, processo denominado acidificacao
muscular, desnaturacao proteica e ativagcao de enzimas proteoliticas (Huff Lone-
rgan; Zhang; Lonergan, 2010).

A acidificagao do musculo gera uma perda na capacidade de retencao de
agua bem como a liberagao de calcio. Com isso, ha um aumento na forga ibnica
devido a incapacidade de funcionamento das bombas de calcio, sédio e potassio
que sao dependentes de ATP, causando uma crescente incapacidade da célula
manter condi¢des redutoras (Huff Lonergan; Zhang; Lonergan, 2010). A juncéo
desses fatores resulta no aparecimento do Rigor Mortis, caracterizado pela maior
diminuicdo do pH e simultdnea queda da flexibilidade muscular (Paredi et al.,
2012).

O amaciamento da carne é causado pela degradacao de proteinas estru-
turais da carne por proteases enddégenas como as catepsinas, calpainas e outras

peptidases musculares (Ba et al., 2014; Kemp et al., 2010). Entretanto, a relagao



entre o comprimento do sarcomero e a protedlise foi abordada em poucos estu-
dos, nos quais foram obtidos resultados conflitantes. Wheeler & Koohmaraie
(1999) nao encontraram efeito do comprimento do sarcomero na degradacao da
desmina e da troponina-T no musculo Longissimus de cordeiro e White, O'Sulli-
van, O'Neill e Troy (2006) observaram sem clareza o efeito do encurtamento pelo
frio na degradacgao da troponina-T apds um periodo de maturagao de 21 dias no

musculo Longissimus bovino.
2. Perfil de metabdlitos

Os metabdlitos tém um papel crucial na definicdo das caracteristicas de
qualidade da carne preferidas pelos consumidores e no aumento do valor nutri-
tivo dos alimentos. Tanto os fatores pré quanto os pds-abate influenciam signifi-
cativamente a qualidade da carne. O perfil de metabolitos fornece ferramentas
robustas para obter uma visdo abrangente das pequenas moléculas presentes
no tecido muscular post-mortem, como acidos, aminoacidos, acidos glicoliticos
e tricarboxilicos, acidos graxos e agucares, e compreender seu papel na quali-
dade da carne (Ramanathan et al., 2023). Neste contexto, a analise de perfil dos
metabdlitos € uma ferramenta poderosa para obter uma compreensao mais pro-
funda das informagdes bioldgicas e agricolas significativas nos perfis do meta-
boloma global e nas mudangas causadas por fatores nos processos de produgéo
de alimentos (Garcia-Canas et al., 2012).

Para obter um perfil metabdlico, a metaboldmica se mostra como diferencial
e com alta aceitacao pela pesquisa cientifica, uma vez que é uma técnica bem
estabelecida que, quando aplicada a misturas complexas, permite a deteccao
simultanea de inimeras moléculas de baixo massa molecular (CASTEJON, et
al., 2015). Essa técnica mostrou ser muito util para avaliar de forma confiavel
amostras de carne em um estudo do perfil de metabolitos (RITOTA, et al., 2012).
Sua utilizagdo permite investigar compostos chave que influenciam as proprie-
dades fisico-quimicas e na percepgao sensorial, contribuindo assim para avaliar
a palatabilidade da carne e aspectos como cor e capacidade de retencédo de
agua (CRA). Os metabdlitos presentes no musculo esquelético, como aminoaci-
dos e agucares, sao afetados por varios fatores como: genética do animal, dieta,

tipo de musculo, tratamentos pré e pos abate e processamento da carne e estao



relacionadas as propriedades fisico-quimicas dos musculos e da carne (Muroya
et al., 2020).

2.1. Relagao entre perfil de metabdlitos e os atributos maciez e sabor da
carne bovina

Apos o abate do animal, comega a conversao do musculo em carne € isso
envolve uma série de processos bioquimicos e fisicos. Apos o abate, ocorrem
interagdes entre diferentes biomoléculas no tecido muscular. O fluxo sanguineo
cessa, e o metabolismo muda de aerdbico para anaerobico. As células tentam
manter a homeostase e utilizam varios substratos para atender as necessidades
energéticas. No entanto, a morte celular se inicia, caracterizada por encolhi-
mento celular e alteragdes mitocondriais (Ouali et al., 2013). A transi¢do para
condi¢cdes anoxicas apos o abate limita as vias de producédo de ATP dependentes
de oxigénio, como o ciclo do acido tricarboxilico. As vias glicoliticas predominam,
levando ao acumulo de acido latico e queda do pH. O declinio do pH pds-morte
depende do potencial glicolitico e pode influenciar a atividade de enzimas relaci-
onadas a maciez, sabor e cor da carne (Ramanathan et al., 2023). Fatores como
o teor de glicogénio no tecido antes do abate, o estresse perimorte e as condi-
¢coes de armazenamento influenciam a utilizagcdo e acumulagao de metabdlitos

e o pH final da carne (Mahmood et al., 2018).
2.1.1. Maciez

Diversos fatores ante, peri e post-mortem contribuem para a alteracéo da
maciez através da modulagao das interagdes biomoleculares na matriz do tecido
muscular (Johnson et al., 2023). Todo o processo de transformagao do musculo
em carne resulta na formacao de metabdlitos e diversas pesquisas observaram
que glicogénio, glicose, glicose-6-fosfato, frutose-6-fosfato e lactato sdo respon-
saveis por 95% do total de intermediarios glicoliticos no musculo post-mortem
(Dalrymple; Hamm, 1975) e além dos metabdlitos, enzimas como calpainas, ca-
tepsinas e proteossomos podem aumentar a protedlise durante o cozimento du-
rante o armazenamento degradando as proteinas do citoesqueleto (King et al.,
2019).

O numero de estudos do perfil de metabdlitos que investigaram a maciez
da carne é limitado. O estudo mais recente utilizou a técnica UHPLC-MS para

entender o perfil de metabdlitos através do exsudato das carnes em diferentes
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tempos de maturagao (Yu et al., 2024). Esse estudo concluiu que a protedlise é
um processo importante durante a maturagao no qual as proteinas musculares
sao degradadas por sistemas enzimaticos enddégenos, como calpainas, catepsi-
nas e proteassomas. Essa degradacéo resulta na formagéao de peptideos e ami-
noacidos livres, que se relacionam para uma melhor maciez e sabor da carne e
a formagao de dipeptideos na qual sua presencga no exsudato da carne esta re-
lacionada a degradacéao de proteinas em peptideos menores. Esses dipeptideos
podem estar associados um papel na textura e sabor da carne, contribuindo para
sua maciez e qualidade sensorial (Yu et al., 2024). Por meio das técnicas de CG-
MS e UPLC-MS, aminoacidos, pequenos peptideos e principalmente a metionina
e tirosina, além de glicose e glicose-6-fosfato foram relacionadas a carnes de
carcacas classificadas como macias em comparagao com carcacas classificadas
como carne dura, onde foi encontrado acido malico, ambos aumentando a quan-

tidade com o tempo de maturagao (King et al., 2019).

Em uma pesquisa semelhante, o perfil de metabolitos baseado em RMN
foi usado para diferenciar carnes macias e duras de bovinos Nelore vs Angus
(Antonelo et al., 2020a). Acetil-carnitina, adenina, beta-alanina, fumarato, gluta-
mina e valina apresentaram concentragdes mais elevadas em carne macia em
comparagao com carne dura. No mesmo sentido, lactato, glicose, creatina e glu-
tamina foram identificadas como os quatro compostos mais importantes que di-
feriam entre carne macia e dura, indicando possiveis alteragdes em vias meta-
bolicas como o metabolismo de D-glutamina e D-glutamato, metabolismo de
beta-alanina, metabolismo de purinas e ciclo do acido tricarboxilico sugerindo
que o perfil metabdlico da carne macia e dura era diferente e poderia indicar vias
metabdlicas alteradas associadas a variabilidade da maciez (Antonelo et al.,
2020a)

Abrangendo ainda a maturagdo da carne, um estudo avaliou o perfil de
metabdlitos de vacas de descarte da raga Piemontese por abordagem HPLC-MS
(Lana et al., 2015). Foram identificados alguns metabdlitos que estéo relaciona-
dos com a maciez da carne, entre eles, o glutamato foi destacado como um me-
tabolito chave, conhecido por estar relacionado com o sabor umami da carne.
Aminoacidos como serina e arginina também foram mencionados como possi-

veis bons preditores dos parametros de qualidade final da carne principalmente
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por acumularem-se constantemente até o dia 44 de maturacéo, indicando sua
importancia na qualidade da carne (Lana et al., 2015).

Em estudo utilizando bovinos Maremmana com abordagem LC-MS e
HPLC-MS alguns metabdlitos foram relacionados a maciez da carne (D’Alessan-
dro et al., 2012). Foi observado que a concentragao relativa de fosfoenolpiruvato,
lactato, NADH, NAD+, e guanosina monofosfato (GMP) estava associada a ma-
ciez da carne. O fosfoenolpiruvato mostrou um aumento médio de mais de 3
vezes da carne macia para a carne dura, juntamente com um aumento substan-
cial nas concentragdes relativas de lactato, NADH, NAD+ e GMP nas amostras
de carne macia. Além disso, a relagado entre GSSG/GSH (glutationa oxidada/glu-
tationa reduzida) também foi destacada como um indicador de maciez da carne,
com a relacdo sendo maior na carne macia em comparagao com a carne dura.
Esses metabdlitos estdo envolvidos em processos metabdlicos e de estresse
oxidativo que podem influenciar a maciez da carne bovina (D’Alessandro et al.,
2012).

Uma analise baseada em RMN foi utilizada para entender as diferencas
de maciez da carne de cordeiros diferindo as formas de resfriamento rapido e
muito rapido (Warner et al., 2015). Os musculos submetidos ao resfriamento
muito rapido tinham intermediarios glicoliticos mais elevados, produtos finais do
inicio do rigor mortis, advindos do metabolismo dos nucleotideos de adenosina
e nicotinato. A presenca de niveis mais elevados de glicose e intermediarios gli-
coliticos pode indicar uma maior atividade metabdlica e produgao de energia no
musculo, o que pode contribuir para a maciez da carne. A presencga de Nicotina-
mida Adenina Dinucledtido (NAD+) em concentragdes finais mais baixas pode
estar relacionada com processos metabdlicos que influenciam a maciez da
carne, possivelmente através de vias de sinalizagao celular e metabolismo ener-
geético. Niveis mais elevados de nicotinato podem estar associados a processos
metabdlicos especificos que impactam a maciez da carne, possivelmente influ-
enciando vias metabdlicas relacionadas a qualidade da carne (Warner et al.,
2015).

2.1.2. Sabor

A carne possui varios metabdlitos como aminoacidos, agucares, acidos

graxos e vitaminas, que tem a capacidade de desenvolver sabor (Khan; Jo; Tariq,
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2015). Segundo mesmo autor, os compostos aromatizantes da carne sao produ-
zidos através da oxidacgao lipidica, reagao de Maillard, degradacao de vitaminas
e interacao entre seus produtos de degradacgao. A analise do perfil de metabdlitos
se apresenta como uma ferramenta importante e com grande potencial para des-
cobrir e identificar os compostos volateis e ndo volateis contribuintes para o sa-
bor da carne (Lee et al., 2011).

Em estudo que avaliou os metabdlitos que desempenham um papel na
geragao de sabor no aroma da carne de Wagyu (Ueda et al., 2021), a glutamina,
conhecida por fornecer um sabor umami a carne, esta intimamente relacionada
ao aroma e sabor. Além, metabdlitos como acido decanoico, acido fosférico e
acido latico estao envolvidos na geragado de sabor e apresentaram relacéo ne-
gativa com y-hexalactona, um dos compostos odoriferos identificados. Esses
acidos sao derivados de inosina monofosfato (IMP), um nucleotideo relacionado
ao sabor umami, que se degrada em hipoxantina durante a maturagao post-mor-
tem. Esses resultados sugerem que a composi¢ao metabdlica da carne, inclu-
indo a presenca e concentragao desses metabdlitos, desempenha um papel cru-

cial na geragao do sabor caracteristico da carne de Wagyu (Ueda et al., 2021).

No mesmo sentido, um estudo avaliando o teor de marmoreio do gado
coreano (Jeong et al., 2020) encontrou diferencas significativas nos metabdlitos
relacionados ao sabor entre os grupos de carne com diferentes niveis de gor-
dura, como N,N-dimetilglicina, creatina, lactato, carnosina, carnitina, sn-glicerol-
3-fosfocolina, betaina, glicina, glicose, alanina, triptofano, metionina, taurina e
tirosina. Dentre eles, carnosina, creatina, glicose e lactato apresentaram niveis
significativamente mais altos em carne com alto marmoreio em comparagéo com
carne com baixo marmoreio identificando potenciais marcadores envolvidos em
vias metabdlicas relacionadas ao sabor da carne, incluindo o metabolismo de
carboidratos e aminoacidos (Jeong et al., 2020). Estudos recentes observaram
que os metabdlitos carnosina, creatina, glucose e lactato foram encontrados em
maior quantidade em carne com mais marmoreio, sugerindo que esses metabo-
litos podem ser usados como marcadores para medi¢des de qualidade da carne,
incluindo sabor (KERTH et al., 2023).

O perfil de metabdlitos de bovinos das racas Nelore e Angus foram avali-

ados em estudo brasileiro (Antonelo et al., 2020b). Os metabdlitos que
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apresentaram diferengas entre as ragas foram principalmente glicina, glucose,
alanina e carnosina. Essas diferencas podem estar relacionadas a variagdes nos
processos metabdlicos especificos de cada raga, como o metabolismo de ami-
noacidos, glutamina, glutamato, valina, leucina e isoleucina. Esses metabdlitos
estdo envolvidos em vias metabodlicas que podem ser influenciadas genetica-
mente, levando a variagdes na composi¢cao metabdlica da carne entre diferentes
racas. Essas diferencas nos metabdlitos podem contribuir para as variagdes nas
propriedades sensoriais da carne, como sabor e aceitacédo pelos consumidores
(Antonelo et al., 2020Db).

A transformacao do musculo em carne envolve diversas reagoes e a libe-
racao de diversos metabdlitos (Ramanathan et al., 2023). Em pesquisa brasileira
analisando os metabdlitos gerados na conversao do musculo em carne e a ma-
turagdo umida, foram encontrados compostos relacionados a protedlise, glicdlise
post-mortem, ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e metabolismo de purinas, aci-
dos graxos, proteinas e nitrogénio. Esses compostos s&o importantes para o sa-
bor e aroma da carne, uma vez que a presenca de nucleotideos, aminoacidos
livres e carboidratos metabolizados impactam significativamente essas caracte-
risticas (Consolo et al., 2021). Ja no processo de maturagao, os compostos re-
lacionados ao sabor aumentaram conforme aumentou o tempo de maturacgao.
Foi identificado um aumento continuo da concentragcao de metabdlitos até 21
dias de maturacao, representado por metabdlitos de degradacéo de proteinas;
entre 7 e 14 dias, houve um aumento da concentragao de metabdlitos represen-
tado por glicélise e metabolismo de purinas. Essas mudangas nos metabdlitos
de sabor sdo destacadas pelos eventos bioquimicos envolvidos na glicélise, no
ciclo do acido citrico, na degradagéo de proteinas, na geragao de aminoacidos
e nos metabolismos de purinas (Cénsolo et al., 2021).

A acumulacado de aminoacidos durante a maturagao da carne esta forte-
mente relacionada a protedlise pds-morte (Kerth et al., 2023). Neste estudo, du-
rante a maturagao, houve um aumento na concentracdo de metabdlitos que po-
dem contribuir para o desenvolvimento de diferencas no sabor da carne. Além
disso, a maturagao da carne reduziu os metabdlitos relacionados a sabores in-
desejaveis, como terpenoides. Estudos anteriores identificaram que metabdlitos

como carnosina, creatina, glucose, lactato, betaina, glicerol e creatinina estéo
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correlacionados com os escores de aceitabilidade sensorial da carne bovina
(Kerth et al., 2023).

Na maturagdo pelo método a seco, existe uma maior concentragao de
mtabalitos de sabor (Setyabrata et al., 2021). Essa pesquisa avaliou a maturagao
umida e seca da carne bovina e observou maior abundancia de precursores de
sabor, como dipeptideos contendo glutamato/glutamina e metabdlitos derivados
de nucleotideos, identificados em amostras de carne bovina maturada a seco,
comparadas com carne maturada umida, potencialmente contribuindo para o sa-
bor unico associado a produtos maturados a seco durante o cozimento. A liber-
tacdo de peptideos de gama-glutamil a partir do envolvimento microbiano du-
rante o processo de maturagdo a seco e metabdlitos de glutamina através do
metabolismo da glutationa foram identificados como componentes importantes
na geragao de sabor da carne maturada a seco (Setyabrata et al., 2021). Estudos
mais recentes, além de corroborar com esses resultados, apresentaram altera-
¢bes nos acgucares redutores. A concentragdo de agucares redutores, como ri-
bose e glucose, aumentou apds o processo da maturagao a seco, indicando uma
possivel contribuicdo para o desenvolvimento de sabores unicos por meio da
reacao de Maillard. Além disso, os compostos volateis, como aldeidos, alcoois e
dissulfeto de carbono, apresentaram variagdes na concentragao nas amostras
envelhecidas a seco, o que pode influenciar a complexidade e intensidade do
sabor da carne (Setyabrata et al., 2022).

A presenca reduzida de metabalitos lipidicos, como terpenoides e esteroi-
des, em amostras de carne maturada a seco em comparagao com carne matu-
rada umida, possivelmente contribuiu para a minimizacdo de aromas e sabores
negativos. A observagao de mais compostos antioxidantes, como carnitina e gli-
cosideos, em amostras de carne maturada umida, sugere um potencial papel na
reducao da formacgao de sabor a partir do processo de oxidacao lipidica (Setya-
brata et al., 2021). Esses resultados sugerem que a metabolémica desempenha
um papel fundamental na identificacdo e compreensao dos metabdlitos envolvi-
dos no desenvolvimento do sabor da carne durante a maturagao a seco, forne-
cendo insights valiosos sobre os mecanismos bioquimicos subjacentes a essas
mudancas sensoriais (Setyabrata et al., 2022).

Um estudo testou o método de maturacdo a seco em Novilhas e vaca

‘black-and-white’ (Bischof et al., 2023a) e doze dos trinta metabdlitos analisados
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foram significativamente afetados pelo tipo de maturacgéo, indicando que esses
metabolitos podem ser considerados biomarcadores potenciais. Além disso,
houve uma interagao entre o tempo de maturagao e o tipo de maturagéao para
quinze metabdlitos, incluindo todos os doze metabdlitos afetados pelo tipo de
maturacao. Os metabdlitos acido lactico, anserina, acido fumarico e O-acetil-L-
carnitina diferiram significativamente devido ao tipo de maturacéo, indicando que
a raga e a idade dos animais afetam a composicado metabdlica e as mudancgas
durante a maturac&o da carne (Bischof et al., 2023a). No mesmo sentido, utili-
zando animais da raga Simental, os mesmos autores descrevem que aminoaci-
dos como fenilalanina, tirosina, e valina estdo associados a um sabor amargo.
Peptideos como carnosina e anserina sdo compostos ativos no sabor 'umami'.
Acidos como aspartico, glutdmico e o nucleotideo inosina 5'-monofosfato (IMP)
também estdo associados ao sabor 'umami'. Os metabdlitos carnosina, gluta-
mato e IMP correlacionaram-se com atributos sensoriais como sabor, suculéncia
e maciez da carne (Bischof et al., 2023b).

Ao comparar ambos os artigos, as diferengcas nos metabdlitos entre as
racas Simmental e Black-and-White sugerem variagdes na qualidade e sabor da
carne, com impacto nas caracteristicas sensoriais percebidas pelos consumido-
res. Além disso, as variagdes nos metabalitos entre a carne seca e umida indi-
cam que o processo de maturagao afeta a composicao quimica da carne de
forma distinta, o que pode influenciar a qualidade e palatabilidade do produto
final. Os metabdlitos carnitina, creatina, inosina 5'-monofosfato, acido lactico e
O-acetil-L-carnitina variaram significativamente entre carne seca e carne umida
de ambas as ragas e os metabdlitos acetato, alanina, carnosina, creatinina, gli-
cose, glutamato, glicina, IMP, metionina e succinato diferiram significativamente
entre as duas racas (Bischof et al., 2023a, 2023b). Os resultados discutem a
influéncia da raga e do tipo de maturagdo na composicdo metabdlica da carne
bovina. Essas descobertas ressaltam a importancia de considerar ndo apenas a
raca do animal, mas também o método de maturacdo, ao avaliar e otimizar a

qualidade da carne bovina (Bischof et al., 2023b).
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Resumo

Objetivou-se avaliar alteragées metabdlicas em carcagas Bos indicus sus-
pensas pelo tendao de Aquiles (AS) versus pélvica (PS) no metabolismo e ca-
racteristicas de qualidade da carne. Foram utilizados dez bovinos Nelore, ma-
chos ndo castrados, terminados em confinamento. As meias carcacas, dos mes-
mos animais, foram suspensas aleatoriamente pelos métodos AS (n = 10) ou PS
(n =10) por 48 horas, reduzindo a variagao entre animais. Na desossa, amostras
do Longissimus thoracis et lumborum (LTL) foram coletadas para avaliagéo por
consumidores nao treinados quanto a maciez, sabor, suculéncia e satisfagao ge-
ral em dois momentos: controle (5 dias post-mortem) e apés maturagcado de 15
dias. Adicionalmente, amostras do LTL foram utilizadas para analises de forca de
cisalhamento (WBSF), cor (L* a* b* chroma e hue), pH final, perda por cozi-
mento (CL) e perda por descongelamento (PL). Ensaios de metabolémica foram
conduzidos utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de mas-
sas (GC-MS) para a identificagdo de metabdlitos volateis e espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear ('"H NMR) para a identificacao de metabdlitos ndo
volateis. Os resultados indicaram que o método PS melhorou a maciez e a sa-
tisfacado geral da carne em comparagdo com o método AS (P < 0,05). Apés 15
dias de maturagdo, a maciez sensorial foi significativamente maior no grupo PS
(P < 0,01). Observou-se interagcado entre o método de suspensao e a maturagao
(P < 0,05). O PS resultou em carne mais macia (menor WBSF) e com menores
perdas por cozimento em comparagao com o AS (P = 0,04). No entanto, os mé-
todos de suspensao nao afetaram a cor, pH ou perda por gotejamento da carne.
A maturacao por 15 dias aumentou o hue (P < 0,01), pH (P < 0,01), oxidagao
lipidica (P < 0,01) e o indice de fragmentacao miofibrilar (P < 0,01). A PS favore-
ceu a formacao de compostos volateis como 1-hexanol e cetonas, que conferem
notas herbaceas e frutadas, indicativas de uma maturagao acelerada e maior
intensidade sensorial. A PS também resultou em maior concentragao de amino-
acidos livres e acelerou a protedlise, associada possivelmente a liberacdo de
calcio e glicolise intensificada, resultando em carne mais macia. Em contraste, a
AS preservou melhor a integridade muscular, com maior acumulagao de succi-
nato e menor degradacéao proteica, resultando em uma carne menos macia. O
método PS melhorou a maciez, o sabor e a suculéncia da carne, com alteracdes
no perfil metabdlico que impactaram positivamente as caracteristicas sensoriais.
Este é o primeiro estudo com bovinos Nelore a descrever alteragdes metabdlicas
do tecido muscular em resposta a suspensao pélvica da carcaga e os impactos
sobre a qualidade da carne.

Palavras-chave: maciez da carne; metabolédmica; suspensao de carcacas,

aceitagao geral, sabor.

METABOLIC CHANGES IN THE MUSCLE TISSUE OF NELORE CATTLE
(BOS INDICUS) IN RESPONSE TO PELVIC SUSPENSION: IMPACTS ON
MEAT QUALITY
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Abstract

The objective of this study was to evaluate metabolic changes in Bos indicus car-
casses suspended by the Achilles tendon (AS) versus pelvic suspension (PS)
and their effects on meat quality characteristics and metabolism. Ten feedlot-fin-
ished, non-castrated male Nelore cattle were used. The half-carcasses were ran-
domly suspended by either the AS (n = 10) or PS (n = 10) method for 48 hours.
During deboning, samples of the Longissimus thoracis et lumborum (LTL) were
collected for evaluation by untrained consumers regarding tenderness, flavor,
juiciness, and overall satisfaction at two time points: control (5 days post-mortem)
and after 15 days of aging. Additionally, LTL samples were used for analyses of
Warner-Bratzler shear force (WBSF), color (L, a, b*, chroma, and hue), ultimate
pH, cooking loss (CL), and thawing loss (PL). Metabolomic assays were con-
ducted using gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) to
identify volatile metabolites and nuclear magnetic resonance spectroscopy (*H
NMR) to identify non-volatile metabolites. The results indicated that the PS
method improved tenderness and overall satisfaction compared to the AS method
(P < 0.05). After 15 days of aging, sensory tenderness was significantly higher in
the PS group (P < 0.01). An interaction between suspension method and aging
was observed (P < 0.05). PS resulted in more tender meat (lower WBSF) and
reduced cooking losses compared to AS (P = 0.04). However, suspension meth-
ods did not affect meat color, pH, or drip loss. Aging for 15 days increased hue
(P <0.01), pH (P <0.01), lipid oxidation (P < 0.01), and myofibrillar fragmentation
index (P < 0.01). PS favored the formation of volatile compounds such as 1-hex-
anol and ketones, which impart herbaceous and fruity notes, indicative of accel-
erated aging and greater sensory intensity. PS also led to higher concentrations
of free amino acids and accelerated proteolysis, possibly associated with calcium
release and enhanced glycolysis, resulting in more tender meat. In contrast, AS
better preserved muscle integrity, with greater succinate accumulation and re-
duced protein degradation, leading to less tender meat. The PS method improved
tenderness, flavor, and juiciness, with metabolic profile changes that positively
impacted sensory characteristics. This is the first study on Nelore cattle to de-
scribe metabolic changes in muscle tissue in response to pelvic suspension and
its effects on meat quality.

Keywords: meat tenderness; metabolomics; carcass suspension; overall ac-
ceptance; flavor.

1. INTRODUCAO

A carne bovina € um dos alimentos mais consumidos em todo o mundo,
apreciada por suas caracteristicas sensoriais como sabor, suculéncia e, princi-
palmente, maciez (ABIEC, 2023; Godfray et al., 2018). Contudo, a maciez da

carne pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo a raga do animal, a
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alimentagcao, o manejo pré-abate e, especialmente, as técnicas de manipulagéo
pos-abate (Shi et al., 2021). Entre as racas criadas no Brasil, o Nelore se destaca
por sua adaptacao ao clima tropical e por sua importancia na pecuaria de corte
(Silva et al., 2020). No entanto, a carne de animais da raca Nelore é frequente-
mente associada a uma menor maciez em comparagdo com ragas taurinas, o
que representa um desafio significativo para a industria (Bressan et al., 2011;
Santana Filho et al., 2016).

A maciez da carne de bovinos é economicamente importante para produ-
tores e consumidores, afetando a aceitagdo e o valor do produto no mercado
(Santos et al., 2021). A suspensao da carcaca pelo osso pélvico tem demons-
trado melhorar a maciez da carne de animais zebuinos (Baldassini et al., 2023;
Wolcott et al., 2009) e taurinos (Ahnstrom et al., 2012; Pogorzelski; Pogorzelska;
Wierzbicka, [S.d.]) apresentando resultados mais desejaveis para o mercado.
Pesquisas recentes avaliaram o proteoma de bovinos Bos taurus sob diferentes
suspensdes de carcaga (Cai et al., 2021, 2023). No entanto, os mecanismos bi-
oquimicos e metabdlicos da suspensao de carcaca que tornam essa técnica efi-
caz ainda nao estdo completamente esclarecidos pela literatura, com uma es-
cassez de trabalhos que abordem especificamente animais Bos indicus, como a
raca Nelore. A falta de um entendimento aprofundado desses processos, parti-
cularmente neste biotipo animal de grande importancia econémica para o Bra-
sil, limita a formulacdo de estratégias precisas para otimizar a qualidade da

carne nesse contexto.

Nesse contexto, o presente estudo parte da hipétese de que a aplicagao
de métodos alternativos de suspenséo de carcagas, como a suspensao pela pél-
vis, pode resultar em padrbes metabdlicos diferentes durante a transformacéao
do musculo em carne, o que acarretaria melhorias na qualidade da carne de
bovinos Nelore, em comparagcao ao método tradicional de suspensao pelo ten-
dao de Aquiles. Acredita-se que a alteragdo no posicionamento da carcaga du-
rante o resfriamento possa influenciar os processos bioquimicos pds-abate, con-
tribuindo para uma melhor qualidade. Assim, objetivou-se avaliar o impacto de
dois métodos de suspensdo de carcacas na qualidade da carne de bovinos Ne-
lore, comparando os efeitos dos métodos de suspensao pela pélvis e pelo tendao
de Aquiles sobre as alteracdes fisicas, bioquimicas e metabdlicas.
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2. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica (CEUA) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
UNESP, Campus de Botucatu (protocolo numero 0094/2020; data de aprova-
céo: 12 de agosto de 2020).

2.1. Animais, caracteristicas de carcaca e coleta de amostras de
carne

Foram utilizados 10 bovinos da rag¢a Nelore, machos n&o castrados, com
idade aproximada de 30 meses. Os animais foram terminados em confinamento,
apresentando peso vivo médio inicial de 410 £ 11 kg e peso vivo médio final de
590 + 57 kg. Os animais foram manejados de forma uniforme e submetidos as
mesmas condi¢gbes nutricionais, recebendo dieta composta por 15 % de volu-
moso (bagacgo de cana) e 85 % de concentrado a base de milho (farelo de soja,
milho moido, ureia, e uma mistura mineral). Todos foram abatidos em frigorifico
comercial (Boituva, Sdo Paulo, Brasil). Os animais foram selecionados aleatori-
amente para o estudo com padronizagao de peso, sexo e raga. O peso de abate
foi determinado de acordo com o protocolo comercial do frigorifico baseado nos

padroes de seus produtos carneos.

Dez carcacgas foram divididas longitudinalmente em duas partes e pesa-
das individualmente. As meias carcacas foram suspensas pelo método conven-
cional (tenddo calcéaneo - AS, n = 10), no lado direito da carcaga, ou pelo método
de suspenséo tenderstrech (osso pélvico - PS, n = 10), no lado esquerdo, con-
forme previamente definido e permaneceram em camara fria (1 °C) por 48 h.
Apos o resfriamento, todas as carcagas foram avaliadas quanto ao peso de car-
caca; idade por ossificagdo (maturidade fisioldgica); espessura de gordura sub-
cutanea (EGS) no contrafilé; area de olho de lombo (AOL); cor da carne; cor da
gordura; escore de marmorizagao e pH final (48 h post-mortem), descrito em
materiais anexos, Tabela 1. Apos a desossa, amostras do musculo Longissimus
thoracis et lumborum (LTL) (~12 cm) foram coletadas das meias carcagas entre
a 112 e a 132 costela, as quais foram utilizadas em analises laboratoriais, testes

sensoriais de qualidade de carne e analises moleculares.

2.2. Preparagao das amostras
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As amostras foram cortadas em bifes de 2,54 cm, embaladas a vacuo e iden-
tificadas conforme o tratamento AS ou PS. Em seguida, foram submetidas a ma-
turagdo umida por 5 e 15 dias em uma incubadora de refrigeragao (TE-371, TEC-
NAL, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil), mantida a uma temperatura de 0 a 2 °C.
ApOs o periodo de maturagao, todas as amostras foram congelados a -20 °C.
Para os testes sensoriais, dois bifes de cada tratamento e tempo de maturagao
foram utilizados, enquanto os outros dois bifes foram destinados as analises ob-
jetivas da qualidade da carne. Foi retirado uma aliquota de 10 g de cada animal
apdés maturacio de 5 dias e foram armazenados a -80 °C para analise posterior
do perfil de metabdlitos por espectroscopia de 1 H-RMN, para identificagcao e
quantificacdo de metabdlitos ndo volateis e cromatografia gasosa-espectrome-
tria de massa (GC-MS), para identificagcdo e quantificagdo de metabdlitos vola-

teis.
2.3. Analises de qualidade de carne

Amostras de carne bovina dos tratamentos foram analisadas no Laboratério
de Ciéncia da Carne - Universidade Estadual Paulista (UNESP Botucatu, Sao
Paulo, Brasil) conforme descrito por Baldassini et al. (2023). O pH da carne foi
medido utilizando um pHmetro digital equipado com sonda de penetragado (Mo-
delo AK86, AKSO Instruments, Rio Grande do Sul, Brasil). A coloragao da carne
(L* - luminosidade; a* - coloragao vermelho; b* - coloracdo amarelo) foi mensu-
rada a partir do sistema CIELAB, em todas as amostras. O indice colorimétrico
Croma (quantidade de cor ou saturagao de cor) foi calculado pela equagéo [(a*)?
+ (b*)?]%5 e a matriz (coloragéo real) a partir da férmula [tan™" (b*/a*)](Hernandez
Saluena et al., 2019) .

Um bife de cada tratamento foi utilizado para determinar as perdas por coc-
cao e a forca de cisalhamento considerando o controle (5 dias) e a maturagao
(15 dias). As perdas por cocgao (PC), dividida em perda por evaporagao (PE) e
perda por gotejamento (DL) foram determinadas como descrito por pesquisado-
res (Baldassini et al., 2024). Para a determinagao das perdas por cocg¢éo e forga
de cisalhamento (WBSF), as amostras e as bandejas foram pesadas, identifica-
das e entdo assadas em forno industrial elétrico (Italia Roma Inox, VENANCIO)
com um termémetro (termémetro digital Modelo 612, ATP Instrumentation,

Ashby-de-la-Zouch, Inglaterra) acoplado no centro geométrico das amostras
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para monitorar a temperatura interna. A40 °C, as amostras de carne foram vira-
das e permaneceram no forno até atingir a temperatura interna de 71 °C. As
amostras foram entdo mantidas a 21 °C por 15 min e pesadas, como descrito

por pesquisadores (Oliveira et al., 2024).

Na determinacdo da WBSF foi utilizado um analisador de textura Brookfield
CT-3 (AMETEK Brookfield, Middleborough, Massachusetts, Estados Unidos)
equipado com lamina Warner-Bratzler Shear Force de ago inoxidavel com 3,07
mm de espessura e aresta de corte em formato de V (angulo de 60°) e velocidade
de 20 cm/min. Os bifes assados foram mantidos por 12 h em refrigerador 2 °C
em BOD, modelo TE — 371 da TECNAL. Apds o resfriamento, foram retirados,
de cada bife, oito cilindros de 2 polegada em sentido longitudinal as fibras mus-
culares (Wheeler et al., 1994) para determinagéo do cisalhamento, e os resulta-
dos obtidos foram expressos em quilogramas forca (kgf). A capacidade de reten-
cao de agua (WHC) foi determinada pela porcentagem de perda de agua por
pressao (Barbut, 1996). Para medir os produtos de oxidagao lipidica foi utilizado
o método de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS) (Pikul; Les-
zczynski; Kummerow, 1989). O indice de fragmentagao miofibrilar foi obtido pelo
método descrito por pesquisadores (Culler et al., 1978) a partir de trés fragmen-
tos de cada amostra (~3.0 g) e homogeneizados com tampéo de extragdo e a
concentragcédo de proteina foi estimada pelo método do biureto (Gornall;, Bar-
dawill; David, 1949).

2.4. Analise sensorial

As amostras de carne foram transportadas sob refrigeragao para o local de
teste sensorial. Antes do cozimento, foram imersas em uma solugdo de NaCl a
5% por 10 segundos para minimizar a variabilidade no sabor e na aceitabilidade
geral, garantindo uma avaliagdo sensorial mais consistente. A analise sensorial
foi realizada com consumidores nao treinados utilizando um protocolo que utiliza
o software SensoryMeat (Brazil Beef Quality Ltda., Brazil) maciez (TE), sabor
(FL), suculéncia (JU) e aceitagao geral (OA), abordagem utilizada em nossos
estudos anteriores (Oliveira et al., 2024). Foram disponibilizados agua e garfos
e guardanapos descartaveis para garantir 0 manuseio higiénico e consistente
das amostras durante a avaliagdo. Foram utilizados quarenta e oito consumido-

res em cada experimento, sendo duas sessdes compostas por 24 consumidores
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divididos em dois grupos (G1 e G2) de doze consumidores cada. O G2 foi uma
repeticdo do G1 para aumentar a estimativa da variancia do erro. Os consumi-
dores receberam sete amostras, sendo a primeira degustagao utilizada como

amostra de referéncia (amostra padréo).

Para tanto, uma das amostras testadas foi selecionada aleatoriamente em
cada sessédo. Depois de degustadas as amostras de referéncia, os consumidores
analisaram as seis amostras subsequentes de trés animais, sendo cada animal
submetido aos dois métodos de suspensao, lado esquerdo da carcaga (PS) e
lado direito (AS), correspondentes as seis amostras. Os bifes foram grelhados
em grelha a gas (Char-Broil Signature 3Q — Infrared, Columbus, GA, EUA) e a
temperatura interna foi monitorada com termopares (ThermoPro, Modelo TP-16,
Hong Kong, China) até serem retirados da grelha quando seu centro geométrico
atingiu a temperatura de 63 °C. As amostras foram servidas em caixas descar-
taveis (Brasil Beef Quality Ltd., Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) com divisérias para
evitar comparacao visual entre as amostras e para manter a temperatura durante

a avaliagao

2.5. Perfil de metabolitos

2.5.1. Cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS)

A extracdo dos compostos volateis foi realizada em 3 pools de amostras de
cada tratamento de acordo com literatura (Xu et al., 2016). Apds cada ponto de
amostragem, as amostras para analise de CG foram imediatamente armazena-
das a -80 °C para evitar a perda de analitos. As analises cromatograficas foram
realizadas em um Agilent 7890A ligado ao espectrémetro de massa triplo qua-
drupolo Agilent 7000 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Hélio foi empregado
com vazéao de 1 mL/min. Os dados foram adquiridos usando a analise qualitativa
e quantitativa do software Agilent MassHunter Workstation para QQQ (Agilent
Technologies Inc.). Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia (Programas Bibli-
oteca Espectral de Massa versao 2.0, 2011, Gaithersburg, Maryland, EUA) O

banco de dados MS foi empregado para consulta sobre fragmentacgao iénica.

Todas as analises foram realizadas no modo splitless, utilizando um liner ade-
quado para analise SPME. Foi utilizada coluna capilar HP-5ms 30 m x 0,25 mm

ID x 1,0 um df (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Os parametros de
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temperatura do injetor e do forno foram otimizados de (Xu et al., 2016). Apos a
extracao, a dessorcgao foi realizada imediatamente no injetor do injetor GC a 250
°C. Arampa de temperatura da coluna foi: 40 °C por 1 min, depois elevada para
100 °C a 4 °C/min, e elevada para 230 °C a 6°C/min, que foi a temperatura final
mantida por 1 min. Os espectros de massa foram adquiridos usando fragmenta-
cao de ions por ionizagao eletrénica (70 eV). Nitrogénio e Hélio foram emprega-
dos como gas de colisédo, seguido de aquisicdo de dados em Monitoramento de
Reagbes Multiplas (MRM). A varredura completa foi adquirida antes da analise
de MRM usando as seguintes condigdes: velocidade de varredura de 10.000
amu/s e faixa de massa de 30 a 400 m/z para investigar ions de produto e todas

as transi¢des de massa relevantes.
2.5.2. Ressonéancia magnética nuclear

Para analise de '"H NMR, foram utilizados 2 pools de 5 amostras de cada
tratamento. Foram imediatamente armazenadas a -80 °C. Apds congelamento e
antes da analise de NMR, as amostras foram liofilizadas. Os procedimentos de
analise de '"H NMR foram realizados conforme descrito pela literatura (De Car-
valho Baptista, 2018). Os experimentos de NMR foram realizados em um espec-
trometro Agilent de 600 MHz equipado com um detector inverso One Probe ™ de
5 mm ("H'9F/>N-3'P) com gradiente Z ativamente protegido. Os espectros de 'H
NMR foram adquiridos em ftriplicata sob condi¢ées quantitativas usando a se-
quéncia de pulso PRESAT para supressao de agua em 0 4,86, pulso calibrado
para 90° (comprimento de pulso de 9,62 s a 58 dB de poténcia), 32 varreduras,
64 k de pontos no dominio do tempo com um janela espectral de 20,0 ppm,
tempo de aquisi¢ao de 5,0 s, atraso de relaxagao de 25,0 s. Um valor pré-fixado
de 36 para ganho do receptor foi utilizado para todas as aquisicoes e a tempe-
ratura foi controlada para 298 K. Os espectros foram processados aplicando mul-
tiplicagao exponencial dos FIDs por um fator de 0,3 Hz e transformagao de Fou-
rier de 64k pontos. A correcao de fase foi realizada manualmente e a correcao
da linha de base foi aplicada em toda a faixa espectral (Alves Filho et al., 2017).
Os compostos da amostra foram identificados através de experimentos de NMR
2D de COSY (espectroscopia de correlagado), HSQC (coeréncia quantica unica
heteronuclear) e HMBC (correlagao de ligagbes multiplas heteronucleares) por
comparagao usando um banco de dados de acesso aberto (www.hmdb.ca) e
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literatura. Os compostos que apresentaram grandes variagdes na quimiometria
e nao exibiram ressonancias sobrepostas foram quantificados utilizando o mé-

todo de referéncia externa fornecido pelo programa VnmJ™ (verséo 4.2, Agilent).

2.6. Analise estatistica

2.6.1. Analise estatistica de qualidade de carne e sensorial

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Statistical Analysis
System (SAS), versao 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, EUA). As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, considerando um nivel de signi-
ficancia de P < 0,05. O modelo estatistico incluiu os tratamentos de carcaca e os
tempos de maturacdo como efeitos fixos, enquanto o animal foi considerado um
efeito aleatério. A interacao entre o tratamento da carcaca e o tempo de matura-

cao também foi avaliada da seguinte forma:
Yij=pu+1i+Ti+Ac+ Tjx Ac+ ejik
Onde:

Yij = caracteristica de interesse (caracteristica objetiva de qualidade da carne);
M = média geral; li = efeito do animal; Tj = efeito do método de suspensao da
carcacga; Ak = efeito do tempo de maturagao; Tj x Ak = efeito da interagao entre

suspensao e maturagao; e eijk = erro aleatdrio.

As sessobes dos testes sensoriais foram organizadas considerando dois fato-
res de blocagem, consumidor e ordem de avaliagdo, em delineamento em qua-
drado latino (6 x 6 balanceados para vizinhanga como descrito por Baldassini et
al. (2023). Foi utilizado o modelo linear generalizado misto considerando distri-
bui¢ao binomial dos dados, por meio do pacote estatistico PROC GLIMMIX (SAS
9.4). O método de eliminagéo (Bonny et al., 2017) foi adotado, no qual, para cada
sessao e para cada amostra, os dois valores mais altos e os dois mais baixos de
cada atributo sensorial foram descartados. Para as variaveis sensoriais, 0 mo-
delo incluiu o método de suspensao (AS e PS) e o tempo de maturagao (5 e 15
dias) como efeitos fixos, e a sequéncia (ordem de degustagado das amostras) e
o consumidor como efeitos aleatérios. O termo de interagao foi testado conforme

descrito a seguir:

Yijkim = + Ci + li + Sj + TI + Am + Tl x Am + eijkim
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Onde:

Yijklm = variavel de interesse (atributo sensorial de qualidade da carne); y = mé-
dia geral; Ci = efeito do consumidor; li = efeito do animal; Sj = efeito da sequén-
cia; Tl = efeito do método de suspensao da carcaga; Am = efeito do tempo de
maturacdo; Tl x Am = efeito da interagdo entre método de suspensao e tempo

de maturagao; e eijklm = erro aleatorio.
2.6.2. Analise estatistica multivariada do perfil de metabdlitos

A analise estatistica multivariada foi aplicada para avaliar a influéncia de
diferentes métodos de suspensao de carcaga (PS e AS) no perfil de metabdlitos
da carne de bovinos Nelore. Para a variabilidade dos compostos organicos vola-
teis (COV), foi construida uma matriz numérica considerando os resultados se-
miquantitativos (area de sinais nos cromatogramas de GC-MS); e para a varia-
bilidade dos metabdlitos primarios polares por 'H NMR, os resultados quantitati-
vos absolutos (concentragdes em uM) foram utilizados para construgdo da matriz
numérica. Cada matriz numérica foi importada separadamente pelo software
PLS-Toolbox™ (versdo 8.6.2, Eigenvector Research Incorporated, Manson, WA
EUA) para avaliagéo classificatéria por Analise Discriminante de Minimos Qua-
drados Parciais (PLS-DA), considerando cada suspensao de carcaga (PS e AS)

como classe de amostras.

Os conjuntos de dados GC-MS e 'H NMR foram escalonados automatica-
mente (centrados na média com escalonamento de variancia subsequente) e o
algoritmo SVD (Singular Value Decomposition) foi aplicado para decompor as
matrizes em pontuacdes, pesos e modelagem residuos. O método Venetian
Blinds (10 divisdes e espessura da cortina igual a 1) foi utilizado para validagao
cruzada (CV) sob o nivel de confianga de 95%; e o numero de Variaveis Latentes
(LV) foi escolhido com base nos seguintes parametros estatisticos: variancia total
capturada; distorgdo do modelo na calibragao (bias) e na validagao cruzada (CV
bias); RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration); RMSECV (Root Mean
Square Error of Cross-validation); e indice de similaridade (RMSEC/RMSECV)
(Ballabio; Consonni, 2013; Freitas et al., 2018). . O numero de componentes la-
tentes (LV) foi 2 para ambos os métodos. O erro quadratico médio de calibracao
(RMSEC) foi de 0,10 no GC-MS e 0,30 no "H-NMR, enquanto o erro quadratico
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médio de validagéo cruzada (RMSECV) foi de 0,30 para o GC-MS e 0,59 para o
"H-NMR. O viés de validagéo cruzada (CV bias) foi de -0,12 no GC-MS e 0,15
no 'H NMR.

Devido a complexidade dos conjuntos de dados pelo elevado numero de
compostos organicos (144 compostos organicos volateis VOC obtidos por GC-
MS e 52 metabdlitos obtidos por "H NMR) e pela variabilidade experimental pro-
posta (dois métodos de suspensao de carcaga — PS e AS), uma analise estatis-
tica multivariada supervisionada por PLS-DA foi aplicada para classificar as
amostras com base na suspensao de carcaga como classes de amostras. As
variaveis latentes (LV1 e LV2) geradas pela analise PLS-DA correspondem aos
eixos que sintetizam a maior variabilidade dos dados em relagao as classes es-
tudadas. LV1 representa o eixo de maior contribuicdo para a separacao entre as
classes (PS e AS), enquanto LV2 reflete a segunda maior fonte de variagao ex-
plicada pelo modelo. Esses eixos representam combinacgdes lineares das varia-
veis originais (metabdlitos ou compostos orgéanicos volateis) que explicam a co-
variancia entre as variaveis dependentes (perfil metabdlico) e independentes
(método de suspensao). O numero de LV foi definido com base em critérios es-
tatisticos como RMSEC, RMSECYV, e CV bias.

A andlise de enriquecimento de vias metabdlicas foi conduzida utilizando-se
a plataforma online MetaboAnalyst 5.0. Para tal, a lista dos metabdlitos identifi-
cados pela analise de RMN "H que apresentaram VIP maior que 1 entre os dois
tipos de suspensao AS e PS foi submetida ao médulo de Analise de Enriqueci-
mento de Vias. O banco de dados de referéncia selecionado para a analise foi o
Homo sapiens (KEGG), padréo para estudos de tecido muscular. O algoritmo de
sobre-representagao foi baseado no teste hipergeométrico, e a topologia das
vias foi analisada utilizando a medida de centralidade "Betweenness Centrality".
As vias metabdlicas foram consideradas significativamente enriquecidas com
base em um p-value ajustado (FDR) inferior a 0,05, sendo subsequentemente

rankeadas e visualizadas de acordo com o seu grau de enriquecimento.

3. RESULTADOS
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3.1. Variaveis de qualidade de carne e analise sensorial

Os dados do presente estudo confirmam e expandem os achados prévios de
Baldassini et al. (2023). Assim como observado anteriormente, a PS resultou em
maior maciez sensorial (especialmente aos 5 dias de maturacdo, P < 0,01) e
menor WBSF (P = 0,024) na carne de Nelore comparada a suspensao AS, além
de uma interagao significativa (P < 0,05) entre método de suspensao e tempo de
maturagao para aceitagao geral, sabor e suculéncia, apresentadas na figura 1. A
presente analise, no entanto, realizada com uma amostragem completa e com-
plementada por investigagbes metabdlicas, avanga na compreensao dos meca-

nismos subjacentes a essas melhorias de qualidade.

Para as variaveis de TBARS e MFI, nao foi observada interagao significativa
entre os tratamentos (método de suspensao da carcaga e tempo de maturagao).
Por esse motivo, os resultados referentes a interacdo nao foram apresentados,
e as analises foram discutidas considerando os efeitos principais de cada trata-
mento separadamente. O TBARS aumentou apds 15 dias de maturacao (P =
0,008) e o MFI também foi maior apos 15 dias (P = 0,006).
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Figura 1. Caracteristicas sensoriais da carne de amostras maturadas (5 ou 15
dias) de touros Nelore terminados em confinamento, cujas meias-carcagas foram
suspensas pelo método tradicional do tendao de Aquiles ou pelo osso pélvico. S
= Suspensao; M = Maturacao; SxM = Interagado. Letras maiusculas apresentam
diferengas para suspensao e letras maiusculas apresentam diferenca para ma-

turacao.
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Figura 2. Intensidade de vermelho (a*); Intensidade de amarelo (b*); Luminosi-
dade (L*); Matiz (Hue); Croma (Chr); Perda por gotejamento (DL); Perda por eva-
poracao (EL); Perdas por cocg¢ao (CL); Capacidade de retencéo de agua (WHC);
Forca de cisalhamento (WBSF); Oxidacao lipidica (TBARS); Indice de fragmen-
tacao miofibrilar (MFI).

3.2. Perfil de metabdlitos

As Figuras 3a e 3b ilustram clara discriminagdo das amostras de acordo
com a suspensao de carcacga relacionadas a variancia total capturada de acordo
com o nimero de LV. A analise realizada com os modelos de GC-MS e 'H-NMR
mostrou que a variancia total explicada foi de 69,57% para o GC-MS e 83,74%
para o '"H-NMR. De acordo com os resultados multivariados do VOC (Figura 3a)
e '"H-NMR (Figura 3b), as carnes da suspensdo AS agruparam-se em valores
positivos de LV1; e as carnes da suspensao PS agruparam-se em pontuagoes

negativas de LV1. A analise por VIP revelou as variaveis mais relevantes para a
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discriminagao dessas amostras (valores das variaveis acima do limite em 1), re-
duzindo a complexidade de carregamento de 144 para 62 variaveis para VOC
(Tabela 1) e de 52 para 20 metabdlitos. A Figura 3 apresenta as pontuagdes (LV1
x LV2) da avaliagdo dos conjuntos de dados GC-MS (a) e '"H NMR (b). Adicio-
nalmente, os pesos de LV1 e os resultados de VIP (Importancia das Variaveis na
Projegao) para GC-MS e 'H NMR.
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Figura 3 — Pontuagdes (LV1 x LV2) dos conjuntos de dados GC-MS (a) e 'H
NMR (b) das carnes Nelore, comparando os dois tipos de suspenséo de carcaca
PS e AS.

Os COV desempenham um papel crucial no aroma e sabor da carne. A
suspensao pela pélvis, que acelerou a degradacao de proteinas e lipidios, favo-
receu a liberacdo de uma gama mais complexa de volateis associados a notas
agradaveis de aroma e sabor. Compostos como alcoois, cetonas, éteres e alde-
idos, foram especialmente abundantes na carne suspensa pela pélvis, sugerindo
uma formacgao acelerada e intensa de precursores quimicos de sabor devido a
um ambiente bioquimico propicio para a protedlise e lipdlise.

Table 1 — The LV1 loadings from the PLS-DA evaluations related to Figure 1a
(GC-MS dataset), with the variables highlighted by the VIP analysis in bold (val-

ues above the threshold at 1), represented by colors related to the respective
scores: high values to PS condition in blue, and AS condition in red.

Compostos LV1 VIP
Alcoois

1-Hexanol, 2-ethyl- 1.59
2,3-Butanediol, [R-(R*,R*)]- 1.59

2,3-Butanediol 1.59



1-Butanol, 2-methyl-
1-Butanol, 3-methyl-
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1.54

1.51
1-Hexanol 1.51
1-Pentanol 1.36
1-Tetradecanol 1.35
1-Propanol 1.16
1-Propanol, 2-methyl- 1.03
Cetonas
2-Heptanone 1.56
2-Nonanone 1.43
2-Hexenal, (E)- 1.24
Cyclobutanone, 2,2,3-trimethyl- 1.22
2-Butanone 1.21
2-Octanone 1.07
Eteres
Dimethyl ether 1.58
Propylene oxide 1.36
2-Propanol, 1-methoxy- 1.22
Ethyl Acetate 1.56
1-Butanol, 3-methyl-, acetate 1.48
Acetic acid, methyl ester 1.43
Aldeidos
Octanal 1.34
Hexanal 1.25
Butanal 1.25
Benzaldehyde 1.22
Heptanal 1.22
Hidrocarbonetos

Heptane, 2,2,4-trimethyl-
Hexane, 2,2,5-trimethyl-
3-Octene, (E)-

Dodecane

Decane, 5-methyl-6-methylene-
Undecane, 5-methyl-
Cyclopropane, 1-(2-methylbutyl)-1-(1-methylpropyl)-
Cyclopropane, pentyl-
1-Octene

2-Undecene, 3-methyl-, (2)-
trans-1-Butyl-2-methylcyclopropane
Cyclooctane

Cyclotridecane

1-Tridecene

Undecane, 4,4-dimethyl-
Tridecane, 5-methyl-

Heptane, 2,3-dimethyl-
Tetradecane

Heptane, 3-methyl-
Ethylbenzene

Octane
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Heptane, 2,4-dimethyl- 1.03
Cyclooctane, 1,4-dimethyl-, trans- 1.01
Octane, 2-methyl- 1.0
Tricyclo[2.2.1.0(2,6)]heptane, 1,3,3-trimethyl- 1.0
3-Carene 1.56
Aminas

2-Propen-1-amine 1.31
Methylamine, N,N-dimethyl- 1.21
Pyridine

Outros

Dimethyl sulfone (Sulfona) 1.09
Dimethyl sulfide (Sulfeto) 1.21

Entre os metabdlitos detectados por 'H-NMR, as carnes das carcacas

suspensas pelo método AS apresentaram maiores concentragdes dos seguintes

compostos (em pesos positivos de LV1 coloridos em vermelho): histidina; succi-

nato; ADP; tirosina; glutamato; inosina; sn-glicero-3-fosfocolina; isoleucina; feni-

lalanina; metionina; leucina; hipoxantina; e lisina. Por outro lado, as carnes das

carcacgas suspensas pelo método PS apresentaram maiores concentragoes dos

seguintes metabdlitos (em pesos negativos de LV1 coloridos em azul): maltose;

treonina; betaina; serina; glicose; e aspartato, descritos na tabela 2.

Table 2 — The LV1 loadings from the PLS-DA evaluations presented in Figure 1b
("H NMR dataset), with the variables highlighted by the VIP analysis in bold (val-
ues above the threshold at 1), represented by the respective colors: PS condition

in blue; and AS condition in red.

Variables LV1 -41.34% VIP

Maltose 1.68
Histidine 1.65
Threonine 1.64
Succinate 1.62
Betaine 1.61
ADP 1.61
Serine 1.54
Tyrosine 146
Glutamate 1.39
Inosine 1.35
sn-Glycero-3-phosphocholine 1.31
Isoleucine 1.29
Glucose 1.23
Phenylalanine 1.18
Methionine 1.09
Leucine 1.07
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Aspartate 1.04
Hypoxanthine 1.03
Lysine 1.02

A analise de enriquecimento funcional de metabdlitos revelou uma série
de vias que foram enriquecidas na comparagéo entre os tratamentos, indicando
diferengas em processos bioquimicos especificos (Figura 4). O metabolismo do
amido e da sacarose foi enriquecido pelos metabdlitos D-maltose e ADP, suge-
rindo uma mobilizacio ativa de carboidratos. O metabolismo de selenoaminoa-
cidos foi enriquecido com serina e ADP, enquanto a biossintese de fosfatidileta-
nolamina também mostrou enriquecimento com serina e ADP, apontando para
uma possivel relagao entre a sintese de aminoacidos e fosfolipidios de mem-
brana. O Efeito Warburg, caracterizado pelo aumento da glicolise anaerdbica
mesmo na presenga de oxigénio (Muroya et al., 2023), apresentou enriqueci-
mento com os metabdlitos D-glicose, acido glutdmico, acido succinico e ADP,
refletindo a interligagdo entre o metabolismo glicolitico e o ciclo do acido citrico.
No metabolismo da metil-histidina, o metabdlito histidina foi detectado como en-
riquecido, e a reciclagem de amdnia foi enriquecida com acido glutédmico, histi-
dina, serina, acido L-aspartico e ADP. O ciclo da ureia foi enriquecido com acido
glutédmico, acido L-aspartico e ADP, indicando uma alta atividade na converséao
de amoénia em ureia. Esses resultados evidenciam o envolvimento dessas vias

em processos fundamentais de metabolismo energético e proteico.
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Figura 4. Principais vias metabdlicas enriquecidas em Bos indicus (Nelore) rela-
cionadas aos métodos de suspensao PS e AS com base em analise metabolo-
mica por 'H-NMR

4. DISCUSSAO

4.1. Suspensao de carcaca e maturagao

A suspensao da carcaga por PS € um método ja utilizado em alguns pai-
ses para melhorar a maciez dos principais musculos de alto valor comercial evi-
tando uma contracdo indesejavel durante o estabelecimento do rigor mortis
(Meat Standards Australia beef information kit, 2011). Essa afirmagéao foi confir-
mada no presente estudo para a carne bovina de animais Nelore ndo maturada
que, além da tendencia a menor WBSF, também diminuiu a CL mesmo em carne
nao maturada. No entanto, a maciez entre os métodos de suspensao foi reduzida
no decorrer dos dias de maturagao.

Os resultados corroboram estudos prévios com novilhas Angus (Ahnstrém
et al., 2012) que demonstraram que o PS pode reduzir a WBSF, alcangando

niveis de maciez semelhantes a maturagao de 7 dias. Estudos com touros Angus
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(Ahnstrom; Hunt; Lundstrom, 2012) também relataram uma diminuig&o significa-
tiva na WBSF (19% a 21%) em carcagas suspensas por PS. Esses achados
reforcam a teoria de que a técnica PS melhora a maciez devido ao aumento no
comprimento do sarcémero, o que otimiza a sobreposi¢cao dos filamentos de ac-
tina e miosina, resultando em uma textura mais macia. No entanto, no presente
estudo, a diferenca na WBSF entre os métodos de suspensao foi menos evidente
apos 15 dias de maturagao. Isso sugere que, ao longo do tempo, o processo de
maturagdo contribui para melhorar a maciez independentemente do método de
suspensao, possivelmente devido a agao continua de enzimas proteoliticas.

O método PS também reduziu a porcentagem de CL em comparagao ao
método AS, resultado alinhado com outros estudos (Ahnstrom et al., 2012; Ka-
matara et al., 2014; Sgrheim et al., 2001). A reducdo na CL pode ser atribuida a
menor contragdo muscular no PS, que resulta em sarcémeros alongados e maior
retencao de agua no espaco interfilamentar. Estudos anteriores indicam que
musculos menos contraidos mantém mais agua devido ao aumento no espago
disponivel entre filamentos (Ahnstrom et al., 2012). No entanto, resultados con-
traditérios foram relatados por pesquisadores (Hou et al., 2014) que observaram
que a suspensao e a maturagao nao influenciam a CL. Essa variagao pode ser
explicada por diferengas nas condi¢goes experimentais, como tipo de racga, idade
dos animais ou metodologia de analise.

A maturagdo pés mortem da carne bovina € um processo necessario e
muito comum afim de melhorar os atributos de qualidade (Terjung; Witte; Heinz,
2021) e essa tecnologia proporciona tempo e ambiente para o desenvolvimento
e processos enzimaticos e oxidagao (Ouali et al., 2013). O pH da carne tende a
aumentar com o tempo de maturacao e esse aumento € causado pela alcalini-
zacao devido a liberagao dos produtos da protedlise post-mortem (Lee; Shin,
2019). A estabilidade da cor da carne durante a maturacao € influenciada por
fatores como o pH e a oxidagdo da mioglobina (Lindahl, 2011).

O croma e a matiz sdo parametros importantes na avaliacdo da cor da
carne, sendo influenciados por diversos fatores, incluindo o tempo de maturacgao,
pH e a perda de agua. O croma representa a intensidade ou saturacao da cor,
indicando o quao vibrante e intenso é o tom da carne e a matiz refere-se a tona-
lidade ou ao tom especifico da cor, podendo variar de vermelho a marrom (Lin-

dahl, 2011). Durante o processo de maturagao da carne, altera¢gdes no croma e
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no matiz podem ocorrer, refletindo mudangas na composicdo dos pigmentos
musculares e na oxigenagao dos tecidos, o que impacta diretamente na percep-

¢ao visual e na aceitagao do produto (Luciano et al., 2009).
Sensorial

Os consumidores na analise sensorial apontaram maior maciez para as
carnes suspensas pelo método PS quando comparadas as carnes do tratamento
AS, resultados também verificados em outros estudos da literatura (Ahnstrom et
al., 2009; Ahnstrém; Hunt; Lundstrém, 2012; Baldassini et al., 2023). Houve in-
teragao entre as variaveis sabor, suculéncia e aceitagcado geral no método de sus-
pensao e maturacdo. Isso mostra que a combinacdo PS e maturacao proporci-
ona uma melhora significativa na qualidade da carne, sendo recomendada para
garantir a maciez e a aceitabilidade pelos consumidores (MORAN et al., 2021).
Com carne de novilhas Angus maturada por 14 dias, pesquisadores (Park et al.,
2008) reportaram que o método de suspensao PS afetou todas as caracteristicas
sensoriais, exceto o sabor, destacando a maciez como principal atributo melho-
rado. Esses resultados corroboram com a atual pesquisa, demonstrando que a
suspensao pelo método PS melhorou a maciez sensorial da carne (Pogorzelski
et al., 2022).

A interacao dos resultados entre os métodos de suspensao e maturagao fo-
ram condizentes com estudo publicado com animais cruzados Hostein e Limou-
sine/Simmental (Pogorzelski; Pogorzelska; Wierzbicka, [S.d.]). De acordo com
os autores, a maturacao teve um efeito positivo na maciez da carne, com dife-
rengas significativas entre os periodos de maturagao de 7, 14 e 21 dias. A inte-
racao entre os tratamentos na avaliacdo sensorial indicou que o método de sus-
pensdo de carcaga e o periodo de maturacao tiveram impactos significativos na
maciez, suculéncia, sabor e aceitagao geral dos cortes. Tal como observado no
presente estudo, a combinagao de suspensdo PS e maturacao pode afetar de
forma distinta a suculéncia, sabor e aceitagdo geral devido a localizagao do
musculo LTL (Pogorzelski et al., 2022).

4.2, Metabolomica

Em virtude do alto custo e do tempo de analise demandado pela técnica

de RMN 'H, a estratégia de pooling de amostras foi adotada. Este método
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otimiza o uso do equipamento e dos recursos, permitindo uma analise metabo-
I6Gmica robusta e viavel dentro do escopo do projeto. A abordagem garante que
o perfil metabdlico obtido seja uma representagao confiavel da resposta média

de cada grupo experimental ao tratamento de maturagéo.

4.2.1. Compostos organicos volateis (CG-MS)

Entre os alcoois detectados, compostos como 1-hexanol e 1-pentanol se
destacaram por suas elevadas concentragdes, especialmente na PS. Esses
compostos sdo conhecidos por conferir notas herbaceas, que adicionam frescor
e complexidade sensorial a carne (Campo et al., 2006). O aumento dessas subs-
tancias na PS pode ser explicado pelo incremento na protedlise, que gera uma
rapida disponibilidade de substratos, como aminoacidos livres, favorecendo a
formacéo de compostos volateis associados ao sabor. Por outro lado, a suspen-
sdo por AS apresentou concentragdes mais baixas desses alcoois, 0 que sugere
um processo mais lento de degradacao proteica, refletindo em um perfil sensorial
menos intenso (Saraiva et al., 2015). As cetonas, como 2-heptanona e 2-nona-
nona, também apresentaram maiores concentracdes na PS. Esses compostos
sdo derivados da oxidagao de acidos graxos e proporcionam notas frutadas e
maduras, caracteristicas de carnes bem desenvolvidas e amplamente aprecia-

das sensorialmente (Bork et al., 2022).

Os aldeidos foram especialmente destacados na PS, contribuindo com
notas herbaceas e de gordura oxidada, frequentemente associadas a carnes ma-
turadas. Esses compostos se formam pela degradagao de acidos graxos insatu-
rados, um processo que € intensificado pela rapida deplecao energética e pelo
ambiente bioquimico mais acido observado na PS. Isso sugere que a PS favo-
rece uma maturagao mais acelerada, promovendo a liberagao de aromas tipicos
de carnes maturadas (Tatiyaborworntham et al., 2022). Além disso, a maior ati-
vidade de enzimas lipoliticas na PS pode ter contribuido para intensificar a gera-
cao desses aldeidos, reforcando a eficiéncia desse método em acelerar os pro-

cessos bioquimicos de maturagao.

Por outro lado, os hidrocarbonetos foram mais prevalentes na suspensao
por AS, indicando uma menor oxidagao lipidica inicial (Fu et al., 2022). Embora

esses compostos tenham pouca contribuicdo direta para o aroma, sua formacéao
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esta associada a processos de estabilizacdo lipidica. Na PS, a menor formacao
de hidrocarbonetos foi acompanhada por um aumento relativo de aldeidos e ce-
tonas, que tém impacto direto no aroma da carne. Isso reforga a ideia de que a
PS intensifica os processos bioquimicos ligados a maturagado e ao desenvolvi-

mento do aroma (Fu et al., 2022).
4.2.2. Metabdlitos nao volateis (NMR)

A maior concentragdo de aminoacidos livres na suspensao pélvica (PS) in-
dica uma degradacéo proteica mais avangada. Estudos prévios confirmam que,
durante o rigor mortis, ocorre uma rapida quebra de proteinas musculares, resul-
tando no aumento dos niveis de aminoacidos livres e peptideos (Thompson et
al., 2006). A taxa de degradacgao proteica pode variar conforme as condi¢des
estruturais e bioquimicas, explicando o perfil diferenciado entre PS e a suspen-

sao por AS.

O método PS pode acelerar significativamente o processo de rigor mortis
possivelmente devido a maior liberagao de calcio, tanto do reticulo sarcoplasma-
tico quanto das mitocondrias. O calcio intracelular é essencial para a contracéo
muscular e a ativagdo do rigor mortis, pois possibilita a formacéo de ligagbes
entre as proteinas contrateis actina e miosina (Lopez-Bote, 2017). Na PS, a au-
séncia de compressao muscular favorece a liberagao eficiente de calcio, resul-
tando em contracdes mais eficazes e em um inicio mais rapido do rigor mortis.
Essa aceleracao influencia diretamente a textura e a qualidade final da carne
(Ahnstrom et al., 2012).

Além disso, o calcio intracelular ativa as calpainas, enzimas dependentes de
calcio responsaveis pela degradacgao de proteinas miofibrilares, como desmina
e titina (Zhao et al., 2025). A ativacao precoce das calpainas na PS, devido a
maior disponibilidade de calcio, pode ter contribuido para o amaciamento mais
rapido da carne, promovendo uma protedlise mais intensa. A correlacéo positiva
entre a atividade de calpainas e a maciez da carne reforga a importancia desse

mecanismo na melhoria da textura (Wang et al., 2018; Warner et al., 2022).

A alta concentracdo de maltose na PS indica um metabolismo acelerado de
carboidratos. A maltose, glicose e ADP detectados no grupo PS sugerem uma

ativacao intensificada da glicolise anaerdbica, crucial para a rapida ressintese de
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ATP durante o rigor mortis (Soji; Chulayo, 2020). Esse metabolismo acelerado
pode ser explicado pelo aumento da disponibilidade de substratos metabdlicos
e pela via de metabolizagao da glicose e maltose, que oferece suporte a produ-
¢ao de energia em condi¢des de estresse celular (Chen et al., 2016). Essas di-
ferengas no metabolismo energético foram evidenciadas pelo enriquecimento
das vias metabdlicas, sendo que a via mais importante foi a do metabolismo de
amido e sucrose, efeito de Warburg, oxidagao de acidos graxos e cadeia trans-

portadora de elétrons na mitocéndria.

O efeito Warburg, evidenciado pelo aumento de glicose e acido glutamico no
grupo PS, pode ser outro fator explicativo para as diferencas observadas. O
efeito Warburg é caracterizado pelo aumento da glicolise anaerdbica mesmo na
presencga de oxigénio, sendo geralmente observado em células de rapido cres-
cimento, como células tumorais, mas também presente em células musculares
sob estresse (Gomez et al., 2020; Muroya et al., 2023). Em carne bovina, o au-
mento da glicélise anaerdbica sugere uma rapida utilizagdo dos estoques de gli-
cogénio muscular, o que resulta em uma queda mais rapida do pH post-mortem

e aceleragao da protedlise.

No grupo AS, a maior concentragado de succinato reflete a manutengéo pro-
longada do ciclo de Krebs, indicando que esse método favorece a fosforilagdo
oxidativa e preserva a integridade muscular por mais tempo (Murphy; O’Neill,
2018). Essa manutencao do metabolismo energético retarda o rigor mortis, re-
sultando em menor degradacgao proteica e menor maciez. Os resultados obtidos,
tanto na analise sensorial quanto nos testes objetivos de maciez, confirmam essa
observacao. Além disso, a maior concentracao de histidina e isoleucina na AS
esta associada a preservagao da integridade proteica. A histidina, precursora da
carnosina, desempenha um papel como tampao contra acidose, retardando a
degradagao proteica (Boldyrev; Aldini; Derave, 2013). Embora essa agéao limite
a ativacao de proteases responsaveis pela protedlise, também resulta em carne
menos macia, como apontado em estudos prévios sobre métodos de suspensao

de carcacas.

5. CONCLUSAO
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A PS demonstrou ser uma estratégia eficaz para melhorar a qualidade da
carne Nelore, promovendo uma maciez superior e maior aceitagdo sensorial
quando aliada a maturagao. Este método acelera processos bioquimicos cruci-
ais, como a liberagdo precoce de calcio, a glicolise anaerdbica e a protedlise
intensa, resultando em uma resolugcdo mais rapida do rigor mortis e na antecipa-
cao da protedlise tardia caracteristica da raca. Além disso, a PS favorece a for-
macao de compostos aromaticos complexos (aldeidos e cetonas), conferindo
notas sensoriais mais intensas. Em contraste, a AS mantém o metabolismo ener-
geético por mais tempo, com um perfil de desenvolvimento aromatico mais lento
e equilibrado, associado a notas de frescor e suculéncia, embora gere um perfil
sensorial menos intenso. As diferengas metabdlicas entre os métodos explicam

integralmente as variagbes observadas na maciez, sabor e aroma da carne.
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Resumo

Objetivou-se comparar os efeitos da maturagdo umida wetaged (Wet) e a matu-
racao seca dryaged (Dry) utilizando abordagens fisico-quimica e molecular nas
caracteristicas da carne de bovinos da raca Nelore. Amostras do Longissimus
thoracis et. lumborum foram coletadas (entre a 122 e 132 costela) na desossa
(48h post-mortem) de 10 touros Nelore terminados em confinamento comercial
com idade média de 30 meses e peso de abate de 590 £ 57 kg. Apds a matura-
¢ao por 28 dias, realizada em um delineamento pareado onde cada amostra Dry
e Wet (n=10/grupo) foi proveniente da mesma carcacga, foram determinadas a
forca de cisalhamento (WBSF), cor da carne (L, a, b*, Chroma [Chr] e Hue), pH
final, perdas por cozimento (gotejamento, evaporagéo e totais), capacidade de
retencado de agua (WHC), oxidacao lipidica (TBARS) e indice de fragmentacao
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miofibrilar (MFI). Adicionalmente, ensaios de metaboldbmica foram conduzidos
em amostras controle (coletadas apds desossa sem aplicagdo de maturagéo) e
amostras maturadas pelos métodos Dry e Wet utilizando cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas (GC-MS) e ressonancia magnética nuclear
("H-NMR) visando identificagdo de metabdlitos volateis e ndo volateis, respecti-
vamente. O método Dry resultou em uma reducg&o no valor de a* b*e L (P <
0,01). O Chr também foi menor no Dry (P < 0,01), enquanto o pH foi menor no
método Wet (P < 0,01). A maturacdo Wet apresentou maiores valores para EL e
CL (P <0,01). Ja o método Dry mostrou uma maior WHC (P < 0,01). Em relac&o
a oxidacao lipidica, o método Wet teve menores niveis de TBARS (P = 0,02). Na
analise de compostos organicos volateis (VOCs), o método Dry destacou-se pela
maior concentragdo de compostos relacionados a aldeidos, cetonas, furanoides
e aromaticos, enquanto o Wet apresentou maior abundancia de alcoois, aldei-
dos, cetonas e ésteres. A analise de '"H-NMR revelou que o Dry aumentou a con-
centracdo de metabdlitos como glutamato, colina, acetato e alanina, enquanto o
Wet influenciou principalmente alanina, carnitina e glicina. A analise de enrique-
cimento metabdlico identificou 25 vias principais, com destaque para o metabo-
lismo de carboidratos, lipidios e aminoacidos. O método Dry mostrou maior ati-
vidade em vias como glicélise, gliconeogénese e ciclo glicose-alanina, associa-
das a maiores concentragdes de D-glucose, acido glutamico e L-alanina. A ma-
turagdo Dry promoveu maior degradagao lipidica e proteica, refletida pela ativa-
¢ao de vias como o metabolismo de triptofano e a oxidagao de glicerolipidios, o
que esta diretamente associado ao sabor mais rico e ao perfil aromatico com-
plexo da carne maturada a seco. Compostos como hexanal, 2-nonenal e 2-hep-
tanona, derivados da oxidacgao lipidica e reacdes de Maillard, sugerem maior
formagao de compostos associados a notas aromaticas de gordura oxidada. Por
outro lado, o método Wet, caracterizado por um ambiente anaerdbico, favoreceu
a producgao de alcoois e acidos orgéanicos, como 2,3-butanodiol, resultantes do
metabolismo de bactérias laticas. Esse processo pode contribuir para obtengao
de maior suculéncia, porém com menor intensidade de sabor em comparagao
ao Dry. Conclui-se que a maturagéo Dry promoveu alteragdes metabdlicas e fi-
sico-quimicas distintas, com potencial impacto na qualidade sensorial da carne,
enquanto o Wet apresenta vantagens na reducao da oxidagao lipidica e na ma-
nutencao da suculéncia. As diferencas observadas ndo se devem apenas a de-
sidratacdo, mas também a processos metabdlicos especificos em cada método.

Palavras-chave: Bos indicus, maturagao da carne, metabolémica, oxidacao lipi-
dica, protedlise.
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DRY AGED IMPROVES MEAT QUALITY OF NELLORE CATTLE (BOS INDI-
CUS): A METABOLOMIC OVERVIEW

Abstract

This study aimed to compare the effects of wet aging (Wet) and dry aging (Dry)
on beef quality using physicochemical and molecular approaches. Samples
of Longissimus thoracis et lumborum were collected (between the 12th and 13th
ribs) during deboning (24 h post-mortem) from 10 Nelore bulls finished in a com-
mercial feedlot, with an average age of 30 months and a slaughter weight of 590
+ 57 kg. After aging (Wet vs. Dry; n = 10 each) for 21 days, the following param-
eters were determined: shear force (WBSF), meat color (L*, a*, b*, Chroma, and
Hue), final pH, cooking losses (drip, evaporation, and total), water-holding capac-
ity (WHC), lipid oxidation (TBARS), and myofibrillar fragmentation index (MFI).
Additionally, metabolomic analyses were performed using gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS) and nuclear magnetic resonance ('H
NMR) to identify volatile and non-volatile metabolites. The Dry method resulted
in a reduction in a*, b*, and L* values (P < 0.01). Chroma was also lower in Dry
(P < 0.01), while pH was lower in the Wet method (P < 0.01). Wet aging showed
higher values for EL and CL (P < 0.01), whereas Dry aging exhibited higher WHC
(P < 0.01). Regarding lipid oxidation, the Wet method had lower TBARS levels (P
= 0.02). In the analysis of volatile organic compounds (VOCs), the Dry method
stood out for its higher concentration of compounds related to aldehydes, ke-
tones, furanoids, and aromatics, while Wet aging showed greater abundance of
alcohols, aldehydes, ketones, and esters. '"H NMR analysis revealed that Dry ag-
ing increased the concentration of metabolites such as glutamate, choline, ace-
tate, and alanine, while Wet aging primarily influenced alanine, carnitine, and gly-
cine. Metabolic enrichment analysis identified 25 main pathways, with emphasis
on carbohydrate, lipid, and amino acid metabolism. The Dry method showed
higher activity in pathways such as glycolysis, gluconeogenesis, and the glucose-
alanine cycle, associated with higher concentrations of D-glucose, glutamic acid,
and L-alanine. Dry aging promoted greater lipid and protein degradation, re-
flected by the activation of pathways such as tryptophan metabolism and glycer-
olipid oxidation, which are directly associated with the richer flavor and complex
aromatic profile of dry-aged meat. Compounds such as hexanal, 2-nonenal, and
2-heptanone, derived from lipid oxidation and Maillard reactions, suggest the for-
mation of compounds associated with oxidized fat aromas. On the other hand,
the Wet method, characterized by an anaerobic environment, favored the pro-
duction of alcohols and organic acids, such as 2,3-butanediol, resulting from lac-
tic acid bacteria metabolism. This process contributed to a distinct sensory profile,
with greater juiciness and less flavor intensity compared to Dry aging. In conclu-
sion, Dry aging promotes distinct metabolic and physicochemical changes, with
potential impacts on the sensory quality of meat, while Wet aging offers ad-
vantages in reducing lipid oxidation and maintaining juiciness. The observed dif-
ferences are not solely due to dehydration but also to specific metabolic pro-
cesses that generate unique sensory profiles in each method.
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1. INTRODUGAO

A maturagao a seco, também conhecida como “Dry aging”, € uma técnica que
tem atraido a atencio de consumidores e pesquisadores devido aos seus efeitos
positivos na qualidade sensorial da carne (Alvarez et al., 2021). Este método,
que envolve a exposig¢ao controlada da carne a condigdes ambientais especifi-
cas, promove a desidratagao e a concentragao de compostos de sabor, além de
favorecer processos enzimaticos que melhoram a textura da carne (Dashdorj et
al., 2016). Ja a maturagdo umida, também conhecida como Wet aging, € um
processo em que as carnes sao embaladas a vacuo e armazenados em um am-
biente refrigerado por certo periodo. Este método € amplamente utilizado na in-
dustria de carnes por suas vantagens, como a significativa redugéo na perda de
peso, menos perda de aparas, menor espago de armazenamento e prolonga-
mento da vida util sem comprometer a palatabilidade (Kim et al., 2018).

Animais Bos indicus ou zebuinos, sdo amplamente produzidos no Brasil e em
outros paises tropicais (Nunes et al., 2024; Silva et al., 2016). No entanto, a carne
desses bovinos é considerada de qualidade inferior em comparacido as ragas
Bos taurus, principalmente devido a menor maciez e ao reduzido teor de gordura
intramuscular, fatores que impactam diretamente na percepg¢ao de qualidade
pelo consumidor (Ramos et al., 2024). Nesse contexto, os métodos de matura-
¢ao surgem como estratégia para permitir que os cortes se tornem mais macios
e saborosos ao longo do tempo.

Embora a maturagédo a seco seja amplamente reconhecida por suas vanta-
gens sensoriais, como a melhoria do sabor e da maciez (Berger et al., 2018;
Setyabrata et al., 2021), o conhecimento sobre seus efeitos na carne de Nelore
ainda é limitado, especialmente no tocante as alteragdes bioquimicas e molecu-
lares. A maioria dos estudos existentes (Liu et al., 2025; Zhang et al., 2025) esta
focado em ragas taurinas. Os mecanismos moleculares influenciados pela ma-
turacao a seco na carne de zebuinos, particularmente a raca Nelore, ainda ca-
recem de investigagdes detalhadas. Nesse contexto, o uso de abordagens avan-
cadas, como a metabolédmica (Muroya et al., 2020; Ramanathan et al., 2023)

surge como uma ferramenta promissora para preencher essas lacunas e
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aprofundar o entendimento sobre as transformagdes que ocorrem na carne du-
rante a maturacao a seco.

A metabolémica envolve a analise de perfis de metabdlitos para entender as
alteragdes bioquimicas, sendo uma ferramenta valiosa para identificar os com-
postos que contribuem para as mudangas no sabor, textura e aroma durante o
processo de maturagdo (Ramanathan et al., 2023). Na literatura, dois estudos
recentes avaliaram compostos volateis e n&o volateis na carne bovina, descre-
vendo seus impactos sobre caracteristicas como o perfil aromatico e maciez. Li
et al. (2021) identificaram que a maturagao a seco promove a formagao de com-
postos como aldeidos e cetonas, que estao associados a notas aromaticas de
nozes e manteiga. Ja Muroya et al. (2020) destacaram o papel de metabdlitos
como glutamato e lactato na intensificacdo do sabor umami e na melhoria da
textura da carne maturada.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi comparar as diferencas na quali-
dade da carne de bovinos Nelore apds aplicagdo da maturagao umida versus
maturagao a seco, avaliando-se caracteristicas fisico-quimicas e metabdlicas da

carne.

2. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” - UNESP, Campus de Botucatu (protocolo n® 0094/2020; data de aprova-
¢éo: 12 de agosto de 2020).

21. Animais e coleta de amostras de carne

Foram utilizados 10 bovinos Nelores, machos nao castrados, produzidos em
sistema extensivo e terminados em confinamento, com idade média de 30 meses
e peso de abate de 590 + 57 kg. O peso de abate foi determinado com base no
protocolo comercial do frigorifico, seguindo os padrdes de seus produtos car-
neos. Todos os animais foram manejados de maneira uniforme e submetidos as
mesmas condigdes nutricionais durante o confinamento, recebendo uma dieta
composta por 15% de volumoso (bagago de cana) e 85% de concentrado (milho

grao seco moido, farelo de soja, ureia e uma mistura mineral). Os animais foram



54

abatidos em frigorifico comercial localizado em Boituva, Sdo Paulo, Brasil e o

peso médio da carcacga quente foi de 372,26 + 11,45 kg.

Apos o resfriamento (48h post-mortem), amostras do musculo Longissimus
thoracis et. lumborum (LTL) foram coletadas da meia carcaga de cada animal
(entre a 122 e 132 costela) e, posteriormente, utilizadas nos processos de matu-
racao, analises laboratoriais de qualidade de carne e ensaios de biologia mole-
cular. Do abate até o inicio das maturacdes as carnes permaneceram 5 dias post-
mortem sob resfriamento (1 — 2 °C) para o total estabelecimento do rigor mortis,
quando entao coletou-se um bife de cada meia carcacga para caracterizagao ini-

cial.

As aliquotas utilizadas para a analise metabolémica foram obtidas a partir de
amostras coletadas e depois transformadas em pool, com a coleta ocorrendo
apo6s a desossa. As amostras denominadas controle (sem aplicagdo de matura-
¢ao) foram preservadas imediatamente em nitrogénio liquido e posteriormente
armazenadas em ultrafreezer a -80 °C, a fim de preservar a integridade metabo-
lica. Cada amostra foi coletada e armazenada em tubos Falcon, com aproxima-
damente 5 g por aliquota. Essas amostras de carne ndo passaram por matura-
¢ao seca (Dry) nem umida (Wet), sendo utilizadas para comparagao com as

amostras que passaram por diferentes tipos de maturacéo.

2.2. Preparagao das amostras e maturagao

Para aplicacdo dos métodos de maturagéo foi utilizado um periodo de 28
dias: maturagdo umida (wet-aged - Wet) e a seco (dry-aged - Dry). Para cada
tipo de maturacao foi utilizada uma amostra da meia-carcaca de cada animal,
distribuida aleatoriamente entre os tratamentos. As aliquotas utilizadas nas ana-
lises de biologia molecular foram coletadas apds o periodo de maturagao, sendo
preservadas em ultrafreezer (-80 °C) até o momento das analises. Para a matu-
racao umida, foram retirados dois bifes do LTL com espessura de 2,54 cm, os
quais foram embalados a vacuo e maturados por 28 dias em uma camara BOD
(TE-371, TECNAL, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil), mantendo-se a temperatura
entre 0 e 2 °C e assim denominada maturacdo Wet. Para a maturacdo umida,
foram utilizados sacos plasticos especiais, projetados para alto vacuo e baixa

permeabilidade ao oxigénio. Para a maturagdo a seco um bife com espessura
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de 12 cm foi colocado em uma camara dryager (Eletrofrio, Dry Aged 1.20M, Lon-
drina, Brasil) com temperatura de 0 a 2 °C, ventilagdo acima de 0,5 m/s e umi-
dade média de 50%, conforme descrito pela literatura (Kim; Kemp; Samuelsson,
2016) e assim denominando-se tratamento Dry. A temperatura, umidade e ven-
tilagao foram aferidas a cada dois dias, a fim de garantir o cumprimento das nor-
mas sanitarias e dos parametros exigidos para a maturagao a seco. Ao final do
processo de maturagdo umida, as amostras foram congeladas imediatamente.
As amostras submetidas a maturagao a seco passaram por um processo de lim-
peza (trimming), seguido pela retirada do osso (foilette) e foram congeladas ime-

diatamente.

2.3. Analises de qualidade de carne

As amostras de carne bovina dos dois tipos de maturacao (Dry e Wet) foram
descongeladas e, subsequentemente, utilizadas para analise de cor da carne,
pH, forca de cisalhamento (WBSF), perda por cozimento (CL), capacidade de
retencao de agua (WHC), oxidacao lipidica (TBARS) e indice de fragmentacao
miofibrilar (MFI).

O pH das amostras foi analisado utilizando um pHmetro digital equipado com
sonda de penetracao (Modelo AK86, AKSO Instruments, Rio Grande do Sul, Bra-
sil) calibrado com tampdes de pH 4,0 e 7,0 a temperatura ambiente de 25 °C. A
coloragao da carne, avaliada pelos parametros L* (luminosidade), a* (coloragéo
vermelha) e b* (coloracdo amarela), foi mensurada de acordo com o sistema
CIELAB, utilizando um colorimetro KONICA MINOLTA - CR 400 (Konica Minolta
Sensing, Inc., Téquio, Japdo), sob luz padrao D65, angulo de observacéo de 10°,
abertura de 5,0 cm e um display com reflectancia Y variando de 0,01 a 160%. O
indice colorimétrico Chroma (Chr), que representa a quantidade de cor ou satu-
ragéo, foi calculado pela equacgao [(a*)? + (b*)?]°° e o angulo de tonalidade (Hue)
a partir da formula [tan”' (b*/a*)](Hernandez Salueiia et al., 2019; Lopes et al.,
2020).

Um bife de cada tratamento foi utilizado para determinar as perdas por coc-
¢ao e a forga de cisalhamento. As perdas por cocgao (PC), perda por evaporagao
(EL) e perda por gotejamento (DL) foram determinadas como descrito por pes-

quisadores (Oliveira et al., 2024). Para determinar as perdas por cocgao € a forga
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de cisalhamento (WBSF), as amostras e suas bandejas foram pesadas, identifi-
cadas e assadas em um forno industrial elétrico (Feri90 Venancio Aires, Rio
Grande do Sul, Brasil). Um termémetro digital (Modelo 612, ATP Instrumentation,
Ashby-de-la-Zouch, Inglaterra) foi acoplado no centro geométrico das amostras
para monitorar a temperatura interna. As amostras foram viradas quando atingi-
ram 40 °C, sendo mantidas no forno até atingirem uma temperatura interna de
71 °C.

Apoés o cozimento, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente
por 15 minutos e pesadas. Posteriormente, foram reembaladas e mantidas a 5
°C durante 12 horas (overnight). Apds o resfriamento foram retirados oito cilin-
dros de 2 polegada em sentido longitudinal as fibras musculares (Wheeler et al.,
1994) para a determinacéo da forga de cisalhamento (WBSF), cujos resultados
foram expressos em quilogramas (kg). AWBSF foi obtida por meio de analisador
de textura Brookfield CT-3 (AMETEK Brookfield, Middleborough, Massachusetts,
Estados Unidos), equipado com |amina Warner-Bratzler de ago inoxidavel, com
3,07 mm de espessura e aresta de corte em formato de V (angulo de 60°), apli-

cando-se uma velocidade de 20 cm/min.

A capacidade de retencéo de agua (WHC) foi determinada pela porcentagem
de perda de agua por pressao (Barbut, 1996). Para medir os produtos de oxida-
¢ao lipidica, foi utilizado o método de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitu-
rico (TBARS), conforme descrito na literatura (Pikul; Leszczynski; Kummerow,
1989). O indice de fragmentacao miofibrilar (MFI) foi obtido segundo o método
descrito na literatura (Culler et al., 1978). Brevemente, a concentragao de prote-
ina total foi estimada pelo método do biureto (Gornall; Bardawill; David, 1949) e
leitura de absorbancia em espectrofotémetro (Thermo Fisher, modelo Spectrum
2000UV, Massachusetts, Estados Unidos) a 540 nm.

2.4. Perfil de metabdlitos

A escolha de metodologias distintas para a identificacdo de metabdlitos vola-
teis e ndo volateis se justifica pela necessidade de caracterizar de forma abran-
gente o perfil quimico da carne, considerando que compostos volateis estao di-
retamente relacionados ao aroma e sabor, enquanto os nao volateis fornecem

informacdes sobre o0s processos bioquimicos associados a protedlise. A
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comparagao entre as amostras maturadas e o grupo controle foi realizada para
elucidar as transformacgdes bioquimicas promovidas pelos diferentes métodos de

maturacao.
2.4.1. Cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS)

A extracdo dos compostos volateis foi realizada em 3 pools de amostras
conforme descrito pela literatura (Xu et al., 2016). Apds cada ponto de amostra-
gem, as amostras destinadas a analise de cromatografia gasosa (CG) foram ime-
diatamente armazenadas a -80 °C para prevenir a perda de analitos. As analises
cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo Agilent 7890A acoplado
a um espectrémetro de massa triplo quadrupolo Agilent 7000 (Agilent Technolo-
gies, Palo Alto, Califérnia, Estados Unidos). O gas hélio foi utilizado com uma
vazao de 1 mL/min. Os dados foram adquiridos por meio da analise qualitativa e
quantitativa utilizando o software Agilent MassHunter Workstation para espectré-
metro de massas triple quadrupole (QQQ) (Agilent Technologies Inc. Santa
Clara, Califérnia, Estados Unidos), juntamente com a biblioteca espectral de
massa do Instituto Nacional de Padrées e Tecnologia (versdao 2.0, 2011,
Gaithersburg, Maryland, Estados Unidos) para consulta sobre fragmentagao i6-

nica.

Todas as analises foram conduzidas no modo splitless, utilizando um liner
apropriado para analise por SPME (Extragdo em Fase Sdlida). Foi empregada
uma coluna capilar HP-5ms com dimensdes de 30 m x 0,25 mm ID x 1,0 um de
pelicula (Agilent Technologies, Palo Alto, Califérnia, Estados Unidos). Os para-
metros de temperatura do injetor e do forno foram otimizados de acordo com a
literatura (Xu et al., 2016). Apds a extragdo, a dessorcéo foi realizada imediata-
mente no injetor do cromatdgrafo gasoso a 250 °C. A rampa de temperatura da
coluna foi configurada da seguinte forma: 40 °C por 1 minuto, seguido de um
aumento para 100 °C a uma taxa de 4 °C/min, e, em seguida, elevado para 230
°C a uma taxa de 6 °C/min, mantendo essa temperatura final por 1 minuto. Os
espectros de massa foram adquiridos utilizando fragmentagao por ionizagao ele-
tronica (70 eV). Os gases nitrogénio e hélio foram utilizados como gas de colisao,
com a aquisi¢do de dados em modo de Monitoramento de Reacdes Multiplas
(MRM). Antes da analise de MRM, foi realizada uma varredura completa sob as

seguintes condi¢des: velocidade de varredura de 10.000 amu/s e faixa de massa
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de 30 a 400 m/z, a fim de investigar ions de produto e todas as transigdes de

massa relevantes.
2.4.2. Ressonéancia magnética nuclear

Para a analise de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (*H-
NMR), foram utilizados 3 pools de amostras que foram imediatamente armaze-
nadas a - 80 °C. Apds o congelamento e antes da analise, as amostras foram
liofilizadas. Os procedimentos de analise de "H-NMR foram realizados conforme
descrito na literatura (De Carvalho Baptista, 2018). Os experimentos de "H-NMR
foram conduzidos em um espectrometro Agilent de 600 MHz (Agilent Technolo-
gies Inc., Santa Clara, Califérnia, Estados Unidos), equipado com um detector
inverso One Probe™ de 5 mm (1H19F/15N-31P) com gradiente Z ativamente
protegido. Os espectros de "H-NMR foram adquiridos em triplicata sob condigdes
quantitativas, utilizando a sequéncia de pulso PRESAT para supressao da agua
em 0 4,86, com um pulso calibrado para 90° (comprimento de pulso de 9,62 ys
a 58 dB de poténcia). Foram realizadas 32 varreduras, gerando 64 mil pontos no
dominio do tempo com uma janela espectral de 20,0 ppm, um tempo de aquisi-
cao de 5,0 s e um atraso de relaxagao de 25,0 s. Um valor pré-definido de 36
para o ganho do receptor foi utilizado em todas as aquisi¢des, e a temperatura
foi controlada a 24 °C. Os espectros foram processados aplicando multiplicacédo
exponencial dos sinais de dominio do tempo (FID) por um fator de 0,3 Hz, se-
guido da transformacao de Fourier com 64 mil pontos. A correcado de fase foi
realizada manualmente, e a corre¢cao da linha de base foi aplicada em toda a
faixa espectral (Alves Filho et al., 2017). Aidentificagdo dos compostos presentes
nas amostras foi realizada por meio de experimentos de ressonancia magnética
nuclear 2D (NMR 2D), incluindo COSY (espectroscopia de correlagao), HSQC
(coeréncia quantica unica heteronuclear) e HMBC (correlagéo de ligagées multi-
plas heteronucleares), utilizando comparagcdo com um banco de dados de

acesso aberto (www.hmdb.ca). Os compostos que apresentaram grandes varia-

cdes na quimiometria e que nao exibiram ressonancias sobrepostas foram quan-
tificados utilizando o método de referéncia externa fornecido pelo programa

VnmJd™ (verséo 4.2, Agilent, Santa Clara, Califérnia, Estados Unidos).

2.5. Analise estatistica


http://www.hmdb.ca/
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A analise estatistica foi conduzida por meio de um Modelo Linear Misto
(LMM), utilizando o pacote Ime4 no R version 4.4.2 (2024-10-31 ucrt). Para as
variaveis MFIl e TBARS, foi realizada uma transformagao de Box-Cox para nor-
malizar a distribuicdo dos dados, conforme necessario. A analise de variancia
(ANOVA) foi utilizada para avaliar o efeito dos tratamentos wet e dry, conside-

rando um nivel de significancia de 5%.
As caracteristicas de interesse foram analisadas considerando o modelo:
Yik =+ Fi + Aj+ eju

Onde: Yk representa a observacao para a caracteristica de interesse, u é a
média geral, F; é o efeito do fator i (método de maturagao: Dry, Wet), A, é o efeito

do animal j (aleatério) e ejx € o erro aleatdrio.

A analise estatistica multivariada foi aplicada para avaliar a influéncia de di-
ferentes métodos de maturagao (Dry e Wet) no perfil de metabdlitos da carne.
Para a variabilidade dos compostos organicos volateis (COVs), foi construida
uma matriz numérica considerando os resultados semiquantitativos (area de si-
nais nos cromatogramas de GC-MS); e para a variabilidade dos metabdlitos pri-
marios polares por '"H-NMR, os resultados quantitativos absolutos (concentra-
¢cdes em pM) foram utilizados para construgdo da matriz numérica. Cada matriz
numeérica foi importada separadamente pelo software PLS-Toolbox™ (verséo
8.6.2, Eigenvector Research Incorporated, Manson, Washington, Estados Uni-
dos) para avaliacao classificatoria por Analise Discriminante de Minimos Qua-
drados Parciais (PLS-DA), considerando cada maturacao (Dry e Wet) e controle

como classe de amostras.

Os conjuntos de dados GC-MS e '"H NMR foram escalonados automatica-
mente (centrados na média com escalonamento de variancia subsequente) e o
algoritmo SVD (Singular Value Decomposition) foi aplicado para decompor as
matrizes em pontuacdes, pesos e modelagem residuos. O método Venetian
Blinds (10 divisbes e espessura da cortina igual a 1) foi utilizado para validagéo
cruzada (CV) sob o nivel de confianga de 95%; e o numero de Variaveis Latentes
(LV) foi escolhido com base nos seguintes parametros estatisticos: variancia total
capturada; distorgdo do modelo na calibragao (bias) e na validagao cruzada (CV
bias); RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration); RMSECV (Root Mean
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Square Error of Cross-validation); e indice de similaridade (RMSEC/RMSECYV)
(Ballabio; Consonni, 2013; Freitas et al., 2018). Devido a complexidade dos con-
juntos de dados, pelo elevado numero de compostos organicos (144 VOC iden-
tificados por GC-MS e 52 metabolitos identificados por 'H NMR) e pela variabili-
dade experimental proposta (Controle, Wet e Dry), foi aplicada analise estatistica
multivariada supervisionada (PLS-DA) para classificar as amostras com base na
variabilidade de sua composi¢cao em relagao a condi¢gao de maturagao: Controle,
Wet e Dry.

A andlise de VIP foi realizada utilizando os dados obtidos por GC-MS e H
NMR para avaliar a importancia das variaveis (metabdlitos) nas proje¢cdes do
modelo de Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise Discriminante
por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA). A partir do modelo PLS-DA, foram
calculados os escores de importancia de variaveis (VIP) para identificar os me-
tabdlitos mais relevantes que contribuiram para a diferenciagcédo entre os grupos
experimentais. Os valores de VIP superiores a 1,0 foram considerados como
significativos para a discriminagcéo entre os tratamentos, sendo esses metabdli-
tos selecionados para a interpretacao das diferengas bioquimicas observadas

nas amostras.

A andlise de enriquecimento de vias metabdlicas foi conduzida utilizando-se
a plataforma online MetaboAnalyst 5.0. Para tal, a lista dos metabdlitos identifi-
cados pela analise de RMN 'H que apresentaram VIP maior que 1 entre os tra-
tamentos Wet e Dry foi submetida ao modulo de Analise de Enriquecimento de
Vias. O banco de dados de referéncia selecionado para a analise foi o Homo
sapiens (KEGG), padrao para estudos de tecido muscular. O algoritmo de sobre-
representacao foi baseado no teste hipergeométrico, e a topologia das vias foi
analisada utilizando a medida de centralidade "Betweenness Centrality". As vias
metabdlicas foram consideradas significativamente enriquecidas com base em
um p-value ajustado (FDR) inferior a 0,05, sendo subsequentemente rankeadas

e visualizadas de acordo com o seu grau de enriquecimento.

3. RESULTADOS
3.1. Qualidade de carne
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Os efeitos das maturagdes Wet e Dry sobre as variaveis de qualidade da
carne foram descritos na Tabela 1. Os parametros DL, WBSF, Hue e MFI n&o
apresentaram diferengas significativas entre os métodos de maturagéo.

Tabela 1. Efeitos dos métodos de maturagao Dry aging e Wet aging sob as vari-
aveis de qualidade de carne de bovinos Nelore (Bos indicus).

Maturacao
Wet Dry
Variaveis Média  SE  Média  SE | -valor
a* 138 057 846 079 <0,01
b* 619 017 421 03 <001
L* 3395 121 2776 092 <001
Hue 2433 078 2707 143 009
Chr 1514 056 948 081 <001
oH 566 001 576 002 <001
DL, % 486 034 400 061 022
EL, % 2272 080 1745 078 <0,01
CL, % 2758 100 2144 088 <0,01
WHC, % 59,1 110 6969 153 <001
WBSF, kg 311 012 305 010 048
TBARS, mg MDA/ kg carne 0,41 006 055 005 0,02
MF| 229 216 3607 583 011

Wet= maturacdo umida; Dry= maturagéo seca; SE= erro padrao; Intensidade de
vermelho (a*); Intensidade de amarelo (b*); Luminosidade (L*); Matiz (Hue);
Croma (Chr); Perda por gotejamento (DL); Perda por evaporagéo (EL); Perdas
por coccao (CL); Capacidade de retengao de agua (WHC); Forca de cisalha-
mento (WBSF); Oxidacao lipidica (TBARS); Indice de fragmentagao miofibrilar
(MFI).

O método de maturacéao influenciou os parametros de cor da carne. Os
valores de a*, b*, L* e Chr foram significativamente maiores no grupo Wet em
comparacgao ao Dry (P < 0,01). O pH foi mais alto no grupo Dry em comparagao
com o grupo Wet (P < 0,01). Em relacao as perdas, EL e CL foram menores na
carne maturada pelo método Dry em comparacéo ao Wet (P < 0,01). A carne do
grupo Dry também apresentou maior WHC em relagdo ao grupo Wet (P < 0,01).
A oxidacao lipidica, avaliada por TBARS, foi maior no grupo Dry em relacdo ao

grupo Wet (P = 0,02).

3.2 Perfil de metabdlitos
Os graficos de scores (LV1 x LV2) da avaliagdo dos conjuntos de dados

de GC-MS e "H NMR foram descritos na Figura 1. Devido ao elevado numero de
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variaveis (144 VOC para GC-MS [Fig.1A] e 52 metabolitos para '"H NMR [Fig.
1B]), os loadings de LV1 e LV2, assim como os resultados de VIP, foram apre-
sentados na Tabela S1 (GC-MS) e na Tabela S2 ("H-NMR).

De acordo com os resultados estatisticos multivariados dos VOC (con-
junto de dados de GC-MS na Figura 1A), o LV1 foi o principal eixo relacionado a
discriminagao das carnes com base na duracdo da maturacdo, com as carnes
controle apresentando escores positivos, e as carnes maturadas (independente-
mente da condicdo Wet ou Dry) com escores negativos. Além disso, o eixo LV2
esta principalmente relacionado a discriminagdo entre as condigbes de matura-
¢ao Wet e Dry, com as carnes maturadas em condigao Wet apresentando esco-

res positivos, e as carnes maturadas em condi¢cdo Dry com escores negativos.

A) - B) ' Wet 28d
- : c 44 ! e
549 & wet 28d E 3 ' i P
. ' = '
a : S 21 :
™~ 0« : - :
Q . S o~ '
T : JECE TERERRRE R frememmmnanans
S 5 : S "u 5
r | = 5] Dry 28d ;
104 e 4. a c
Dry 28d E : 0
] hd L] v L] » L] hd L] hd L] hd ] hd .l hd L} d L
40 5 0 5 10 9 6 -3 0 3 6
LV1 - 50.67% LV1 - 72.24%

Figura 1 — Scores (LV1 x LV2) dos conjuntos de dados de GC-MS (a) e '"H NMR
(b) das carnes de Nelore, comparando a condigéo controle (circulos vermelhos)
e Wet (circulos azuis), e Dry (Qquadrados azuis).

A andlise multivariada dos metabolitos (conjunto de dados de '"H-NMR na
Figura 1B), revelou que o eixo LV1 foi relacionado a discriminagao entre as con-
dicoes Wet e Dry: carnes maturadas em condigdo umida com escores positivos;
e as carnes maturadas em condi¢do Dry com escores negativos. Além disso, o
eixo LV2 esta relacionado a diferenciagado das carnes com base na duragao da
maturagédo, principalmente em relagdo a condicdo Wet apresentando escores
positivos, e as carnes controle com escores negativos. As carnes maturadas em

condigado Dry apresentaram escores intermediarios no eixo LV2.
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A analise por VIP identificou as variaveis mais relevantes para a identifi-
cacao dessas amostras (valores das variaveis acima do limiar de 1), reduzindo
a complexidade dos loadings de 144 para 87 variaveis para VOC, apresentados
na tabela 2, e de 52 para 34 metabolitos. Os resultados dos loadings de LV1 da
analise estatistica multivariada dos VOC (conjunto de dados de GC-MS) revela-
ram grandes quantidades da maioria dos compostos identificados por GC-MS,
destacados pela analise VIP em carnes maturadas, representadas pela cor azul,
exceto os 7 VOC seguintes: heptano, 4,4-dimetil-; pentano, 3-etil-; glicerol; ciclo-

butanol; octano, 4-metil-; sulfeto de dimetila; e 2,4-dimetil-1-hepteno.

Tabela 2 — Loadings de LV1 e LV2 das avaliagdes de PLS-DA apresentadas na
Figura 1a (conjunto de dados de GC-MS), com as variaveis destacadas pela
analise de VIP e com as respectivas cores para o eixo LV1: controle (circulos
vermelhos), Wet 28 dias (circulos azuis) e Dry 28 dias (quadrados azuis). Legen-
das para o eixo LV2: *Wet; e **Dry.

Variaveis LV - LvV2 - VIP
] 50.67% 30.77%
Alcoois

1-Octen-3-ol 0.02* 1.2
1-Hexanol -0.04** 11.12
1-Propanol -0.05** 1?2
1-Tetradecanol 0.07* 11.1
1-Undecanol 0.06* 1?1
1-Propanol, 2-methyl- 0.08* 1?1
2,3-Butanediol 0.09* 1%1
2,3-Butanediol, [R-(R*,R*)]- 0.09* 1:.31
Glycidol -0.07** 1:.31
Cyclobutanol -0.07** 1J.|1
1-Pentanol -0.09** 11.0
1-Butanol, 3-methyl- 0.10* 1?0
1-Butanol, 2-methyl- 0.11* 1:0

Hidrocarbonetos




D-Limonene -0.01** 1.2
Octane, 2-methyl- 0.01* 1?2
Cyclooctane, 1,2-dimethyl- 0.00 1?2
Nonane, 5-methylene- 0.02* 1(.)2
Dodecane 0.06* 1(.)1
Cyclooctane, 1,4-dimethyl-, trans- 0.06* 1?1
Cyclodecane 0.03* 1?1
Decane, 5-methyl-6-methylene- 0.07* 1?1
Undecane, 5-methyl- 0.07* 1?1
Cyclopentane, 1-methyl-3-(1-methylethyl)- 0.02* 1?1
Tetradecane 0.05* 1?1
Octane, 4-ethyl- 0.00 16.51
Cyclotridecane 0.07* 1?1
Tridecane, 5-methyl- 0.07* 1?1
Undecane, 4,4-dimethyl- 0.07* 1?1
Nonane, 5-methyl- 0.01* 1?1
Heptane, 4,4-dimethyl- -0.03** 1?1
Cyclooctane, methyl- 0.06* 1‘.11
Undecane, 2,6-dimethyl- -0.05** 1‘.11
Pentane, 3-ethyl- -0.05** 1?1
Heptane, 2,2,4-trimethyl- 0.09* 1?1
Decane 0.03* 1?1
Octane, 4-methyl- -0.02** 1(.)1
Cyclopentane, 1-ethyl-1-methyl- 0.02* 100
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2-n-Butyl furan -0.10** 1.0
Pyridine 0.01* 1?0
Cyclopropane, pentyl- 0.10* 1?0
Pentane, 3,3-diethyl- 0.02* 1‘.10
Octane, 3,3-dimethyl- -0.02** 1‘.10
Heptane, 4-propyl- -0.02** 1‘.10
Octane, 3,6-dimethyl- 0.05* 1?0
Aldeidos 1

Benzene, 1,3-dimethyl- 0.00 1.2
Benzaldehyde 0.02* 1:.32
5-Ethylcyclopent-1-enecarboxaldehyde -0.06** 1‘.|1
Hexanal -0.08** 1?1
Butanal, 3-methyl- -0.02** 1?1
2-n-Butylacrolein -0.09** 1:.31
Propanal, 2-methyl- -0.04** 1‘.|1
2-Hexenal, (E)- -0.09** ‘I(.)O
2-Nonenal, (E)- 0.04* 1?0
Octanal -0.08** 1?0
Butanal, 2-methyl- -0.08** ‘IE.SO
Cetonas ;

2,3-Pentanedione 0.01* 1.2
3,5-Octadien-2-one -0.02** 1?2
5-Hepten-2-one, 6-methyl- 0.00 1‘.12
Acetyl valeryl -0.07** 1‘.11
2-Nonanone -0.09** 1‘.11




Cyclobutanone, 2,2,3-trimethyl- -0.09** 1.1
0
3-Octen-2-one -0.09** 1.1
0
2-Octanone -0.10** 1.0
9
3-Penten-2-one 0.09* 1.0
9
2-Heptanone -0.10** 1.0
8
2-Hexanone -0.12** 1.0
0
Furanoides
2(3H)-Furanone, 5-ethyldihydro- -0.01** 1.2
2
Furan, 2-pentyl- -0.09** 1.1
0
Algquenos
3,5-Octadien-2-one, (E,E)- -0.02** 1.2
4
4-Decene 0.00 1.2
0
2-Undecene, 3-methyl-, (2)- 0.07* 1.1
7
2-Butenal, 2-methyl- -0.07** 1.1
6
1-Tridecene 0.07* 1.1
5
5-Decene 0.06* 1.1
4
2,4-Dimethyl-1-heptene -0.05** 1.0
1
Ciclanos
Cyclopropane, 1-(2-methylbutyl)-1-(1- 0.07* 1.1
rpethylpropyl)— 9
Acidos
Formic acid, octyl ester -0.03** 1.1
5
Pirazinas
Pyrazine, methyl- -0.06** 1.1
5
Esteres
1-Butanol, 3-methyl-, acetate 0.08* 1.1
4
Ethyl Acetate 0.10* 1.0
6
Dimethyl ether 0.11* 1.0
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3-Methylcyclopentyl acetate -0.09** 1.0
2

Aminas

Methylamine, N,N-dimethyl- 0.02* 1.1
5

Ethylenimine 0.08* 1.1
4

Pyrolo[3,2-d]pyrimidin-2,4(1H,3H)-dione 0.06* 1.0
8

2-Propen-1-amine 0.11* 1.0
5

Sulfetos

Dimethyl sulfide 0.08* 1.0
7

Os loadings de LV2 da avaliagédo do conjunto de dados de GC-MS eviden-
ciaram diferencas nos VOCs influenciados pelos métodos de maturacdo Wet e
Dry. Na maturacdo Wet, foram observadas maiores quantidades de compostos
associados a alcoois, aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos e ésteres (simboliza-
dos por um asterisco na Tabela 2), independentemente do tempo de maturagéo.
Por outro lado, a maturagao Dry resultou em maiores concentragdes de VOCs
relacionados a aldeidos, cetonas, furanoides e compostos aromaticos (simboli-
zados por dois asteriscos na Tabela S1).

Os resultados dos /loadings de LV1 da andlise multivariada ("H-NMR) in-
dicaram que a condi¢cdo de maturacao Dry (Tabela 3) foi associada ao aumento
de metabolitos como glutamato, colina, acetato, alanina, carnitina, malonato, be-
taina e sn-glicero-3-fosfocolina, todos com VIP > 1,15. Ja os loadings de LV2
revelaram que o método Wet influenciou principalmente os metabolitos alanina,
carnitina, sn-glicero-3-fosfocolina, glicina e glicose-1-fosfato, enquanto o controle
apresentou maior influéncia sobre colina, acetato, betaina, succinato e glicose.
Tabela 3 — Loadings de LV1 e LV2 das avaliagdes de PLS-DA apresentadas na
Figura 1a (conjunto de dados de 'H NMR), com as variaveis destacadas pela
analise de VIP. Legendas para o eixo LV1: *para a condi¢do de maturagao Dry

(quadrados); **para a condi¢ao controle e maturagdao Wet (circulos). Legendas
para o eixo LV2 relacionadas a condicao controle e Wet em azul.

Variables LV1 -72.24% LV2 -21.63% VIP
Glutamate -0.16* 0.00 1.17
Choline -0.16* 1.16
Acetate -0.16* 1.16
Alanine -0.16* 1.16
Carnitine -0.16* 1.15
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Malonate -0.16* 1.15
Betaine -0.16* 1.15
sn-Glycero-3-phosphocholine -0.16* 1.15
Glycine -0.16* 1.15
Glucose-1-phosphate 0.15* 1.14
Aspartate -0.16* 0.00 1.14
Succinate -0.16* 1.14
Creatinine -0.16* 1.13
Glycerol -0.15* 1.13
Lactate -0.15* 1.12
Taurine -0.16* 1.12
Tyrosine -0.16* 1.12
Carnosine -0.16* 1.1
Hypoxanthine -0.16* 1.1
Uridine -0.15* 1.1
Nicotinurate -0.15* 1.10
m-Methylhistidine -0.16* 1.10
Isoleucine -0.15* 1.08
Leucine -0.15* 1.08
Threonine -0.15* 1.07
Serine -0.15* 1.07
Inosine -0.14* 1.07
Glucose -0.14* 1.05
Creatine -0.15* 1.05
Methionine -0.15* 1.04
Tryptophan -0.14* 1.03
Pyroglutamate -0.15* 1.01
Methanol -0.13* 1.00
Proline -0.13* 1.00

A andlise de enriquecimento dos métodos de maturacéo Wet e Dry revelou

importantes diferencas nas vias metabdlica. Foram identificadas 25 vias princi-

pais enriquecidas, associadas a diversos metabdlitos detectados em ambas as

condi¢des. Entre essas, destacam-se vias relacionadas ao metabolismo de car-

boidratos, lipidios e aminoacidos, as quais tem potencial para influenciar a qua-

lidade sensorial da carne.
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Overview of Enriched Metabolite Sets (Top 25)

Glycerolipid Metabaolism 4 .
Galactose Metabaolism 4 .
Glycalysisq .
Lactose Synthesis 4 .
Gluconeogenesis 4 .
Lactose Degradation q .
Transfer of Acetyl Groups into Mitochondria 5 .
Trehalose Degradation 9 . Enrichment Ratio
Tryptophan Metabolism 4 @ ® 46
Warburg Effectq . ® 47
Glucose-Alanine Cycle 4 . . 4.8
Aming Sugar Metabolism < . . 4.9
Pyruvate Metabolism 4 o
Mucleotide Sugars Metabolism 4 . P-value
Starch and Sucrose Metabolism 4 . 6e-05
Citric Acid Cyclaq 4e-05
Ketone Body Metabolism < ' 2e-05
Butyrate Metabaolism 1 Oe+00

Mitochondrial Electron Transport Chain 4
Phytanic Acid Peroxisomal Oxidation 4
Arginine and Proline Metakolism 4
Ethanel Degradation 4

Fatty Acid Biosynthesis 4

Methicnine Metabolism 1

Cysteine Metabolism 1

5
-log10 (p-value)

Figura 2. Principais vias metabdlicas enriquecidas em Bos indicus (Nelore) rela-
cionadas aos métodos de maturagao (Wet e Dry) com base em analise metabo-
|6mica por '"H-NMR

O enriquecimento metabdlico revelou diferengas marcantes entre os tipos
de maturagao, destacando alteragbes em varias vias metabdlicas. O metabo-
lismo de glicerolipideos foi mais expressivo no Dry, devido a maior concentragao
de glicerol. O metabolismo da galactose também se destacou nesse tratamento,
impulsionado pelos elevados niveis de D-glucose e glicerol. A glicolise foi mais
expressa no Dry, refletindo os maiores niveis de D-glucose, assim como a sin-
tese de lactose e sua degradagao, ambas mais ativas nesse mesmo tipo de ma-

turacao.

A gliconeogénese mostrou-se mais intensa no Dry, devido as maiores
concentragdes de D-glucose e acido latico. A transferéncia de grupos acetil para
a mitocéndria também foi mais expressiva nesse tratamento, em fungéo dos ni-
veis elevados de D-glucose. A degradacao da trealose foi favorecida pelo trata-
mento Dry, também devido a maior concentragao de D-glucose. O metabolismo
do triptofano apresentou sua maior expressao no Dry, com destaque para os

metabadlitos acido glutdmico, L-alanina e L-triptofano.
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O efeito Warburg foi mais pronunciado no Dry, associado aos niveis ele-
vados de D-glucose, acido glutamico e acido succinico. Por fim, o ciclo glicose-
alanina demonstrou-se mais ativo no Dry, devido as maiores concentragoes de

D-glucose, acido glutamico e L-alanina.

4. DISCUSSAO

Para a analise de metabolémica (CG-MS e RMN 'H), optou-se pela criagao
de pools a partir das amostras bioldgicas individuais. Esta estratégia é comu-
mente empregada em estudos metaboldmicos visando a homogeneizagdo do
material e a redug¢do da variabilidade bidgica individual, permitindo a obtencgao
de um perfil metabdlico médio e mais representativo do grupo de tratamento (Wet
ou Dry). Dessa forma, é possivel focar a analise nas alteragdes metabdlicas ro-
bustas e consistentes induzidas pelo processo de maturagdo, minimizando inter-

feréncias de variagdes naturais entre os animais.

Embora a maturagcdo Wet tenha resultado em menor WHC, a CL e EL foram
maiores, possivelmente devido a maior quantidade de umidade ainda presente
na carne, que foi liberada durante o aquecimento. No Dry, a perda gradual de
agua ao longo da maturacéao reduziu a perda adicional por cocgao. Esses acha-
dos estdo alinhados com pesquisadores (Cénsolo et al., 2024), que demonstra-
ram, por relaxometria TD-NMR, que a maior desidratagdo da carne Dry reduziu
as perdas térmicas, enquanto a carne Wet, com mais umidade inicial, apresentou

maior liberacdo de agua ao ser cozida.

Embora os efeitos dos métodos de maturagdo em bovinos taurinos sejam
bem documentados, as alteracbes metabdlicas especificas em carne Nelore
(Bos indicus), principalmente a maturagao a seco permaneciam pouco explora-

das.

4.1. Maturacao e qualidade objetiva da carne

Os resultados indicam que a maturagcao Dry diminui a intensidade de a*

em comparagao com a maturacao Wet devido a maior evaporagao da umidade,
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resultando em menor teor de agua e uma superficie mais escura nas amostras
maturadas a seco (Shi; Zhang; Zhou, 2020), enquanto a maior luminosidade no
grupo Wet pode ser atribuida ao maior teor de agua retido. O menor valor do Chr
no grupo Dry pode estar relacionado a maior perda de agua nas camadas exter-
nas, alterando a tonalidade da carne, conforme descrito na literatura (Zhang et
al., 2025). O maior pH no grupo Dry sugere maior protedlise durante a maturagéo
seca (Aksu; Kaya; Ockerman, 2005; Obuz et al., 2014). Os resultados das perdas
correlacionam-se com estudos anteriores (Hanagasaki; Asato, 2018; Kim et al.,
2022) que demonstraram diferencas entre a maturagdo a seco e a umido em
relacéo as perdas durante o cozimento e a WHC. A carne maturada a seco apre-
senta maior perda de agua ao longo do processo de maturagao, porém menor
perda durante o cozimento. Por outro lado, a carne submetida a maturacao
umida retém mais agua durante a maturagdo, mas apresenta perdas mais acen-
tuadas no momento do cozimento (Kim et al., 2017). A perda significativa de peso
ocorre principalmente no estagio inicial da maturagao a seco (Zhang et al., 2022)

A carne maturada a seco esta mais propensa a oxidagao lipidica (VOS-
SEN et al., 2022; ZHANG et al., 2022). Utama et al. (2020) observaram que pe-
riodos de maturagao de até 40 dias aumentam a quantidade de malonaldeido,
um dos indicadores de oxidagao lipidica. A extensao da oxidacao lipidica é influ-
enciada por varios fatores-chave, incluindo o teor de gordura, o grau de insatu-
ragao de acidos graxos na carne, métodos de maturagao a seco e condigbes de
processamento, incluindo temperatura, umidade relativa, velocidade do ar e
tempo (Zhang et al., 2025). Na maturagao Dry, a oxidagao lipidica € aumentada
e leva a formagao de certos compostos de sabor (por exemplo, aldeidos e ceto-
nas) ou precursores de sabor (subprodutos oxidativos) que contribuem para o

sabor unico da carne envelhecida a seco (Leighton et al., 2023).

4.2, Metabolomica

A maturacdo Dry promoveu maior degradacgao lipidica e proteica, con-
forme evidenciado pelo perfil de metabdlitos caracteristicos dessas vias metabd-
licas. Os resultados demonstraram ativagao significativa da gliconeogénese, me-
tabolismo de triptofano e oxidagao de glicerolipidios, com acumulo de seus me-

tabdlitos finais. Uma vez que os valores de TBARS apresentaram diferencga
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significativa, a maior concentracdo de aldeidos volateis derivados da oxidag&o
lipidica (hexanal, 2-nonenal) e de aminoacidos livres (glutamato, alanina) corro-
bora a intensificacdo desses processos enzimaticos(Fu et al., 2022; Setyabrata
et al., 2021).

4.2.1. Compostos organicos volateis

Ambos os tipos de maturagcdo promoveram a formagao de compostos vola-
teis. No Dry, a exposigcao ao oxigénio favoreceu a oxidagao lipidica, produzindo
aldeidos e cetonas, como hexanal e 2-nonenal, indicativos desse processo
(Ross; Smith, 2006). Esses compostos conferem ao método notas aromaticas
complexas, descritas como gordura oxidada, nozes e manteiga (Lee et al., 2021),
0 que pode proporcionar o sabor sofisticado da carne maturada a seco quando
comparada a maturacao Wet.

As cetonas foram os compostos de maior distingao entre os tratamentos, con-
cordando com autores (Li et al., 2021). Lee et al. (2021) sugeriram que as ceto-
nas estdo associadas a oxidagao lipidica e baixos limiares de odor. Compostos
como 2-heptanona e 3-penten-2-ona, derivados da beta-oxidagéo de acidos gra-
X0s e, possivelmente, de reagdes iniciais de Maillard, foram mais abundantes no
Dry. Em estudo anterior, a 2-heptanona foi correlacionada com aromas cremosos
e frutados (Lee et al., 2021), ja os furanos, como furan e 2-pentil-, adicionam
notas tostadas e caramelizadas (Vilar et al., 2022), reforcando o perfil aromatico
complexo do Dry, frequentemente associado a uma melhora sensorial desse
produto.

Compostos volateis como os aldeidos, alcoois e dissulfeto de carbono tam-
bém variaram significativamente na maturacao a seco, podendo influenciar a in-
tensidade do sabor da carne, conforme observado por outros pesquisadores
(Setyabrata et al., 2022). A maturagdo a seco aumentou a concentragao de ami-
noacidos livres, como aqueles associados a amargor e dogura, que atuam como
precursores de compostos aromaticos (Lee et al., 2017).

No tratamento Wet, a auséncia de oxigénio limitou a oxidagao e, possivel-
mente, favoreceu o metabolismo anaerdbico, especialmente de bactérias laticas,
que produzem alcoois e acidos organicos (Campbell et al., 2001). Esse ambiente

promove concentragdes mais elevadas de alcoois, como 2,3-butanodiol, um
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marcador de processos fermentativos tipicos do Wet, conforme relatado em car-
nes embaladas a vacuo (Li et al., 2021). Essa atividade bacteriana confere ao
Wet um perfil sensorial diferente do Dry. Dessa forma, o método de maturagéo
influencia o metabolismo post-mortem e a formagao de metabdlitos, que por sua

vez podem proporcionar distintos sabores e aroma.

4.2.2. Metabdlitos nao volateis

A maturagdo Dry € amplamente reconhecida por sua influéncia distintiva no
sabor da carne, criando perfis sensoriais unicos, como notas de “carne assada”
e “castanha” (De Felicio; Pflanzer, 2018; Setyabrata et al., 2021). Esse método
intensifica a protedlise, gerando niveis elevados de aminoacidos como gluta-
mato, alanina e taurina (Kim; Kemp; Samuelsson, 2016). No presente estudo, a
maturacao Dry levou a um aumento expressivo na concentragao de glutamato
quando comparado a maturagao Wet. O glutamato, intensificador de sabor res-
ponsavel pelo umami, é produzido por enzimas como glutaminase e glutamato
desidrogenase, que convertem intermediarios como glutamina e a-cetoglutarato
(Lee et al., 2011). Além do glutamato, observou-se aumentos significativos nos
niveis de alanina, taurina e betaina, o que reforga a hipétese de que a maturagao
Dry concentrou metabalitos relacionados ao sabor. A reducédo da umidade neste
método favorece a retencao e intensificacdo desses compostos, enriquecendo o
perfil sensorial da carne (Dashdorj et al., 2016). Este processo também esta re-
lacionado ao enriquecimento do metabolismo do triptofano, com metabdlitos
como triptofano e indol-3-acetaldeido, e ao efeito Warburg, evidenciado pelo au-
mento de glicose, piruvato e lactato, além do ciclo glicose-alanina, que foi asso-
ciado a glicose, piruvato e alanina.

Na maturacao Wet, a presenga de aminoacidos como carnitina e taurina re-
flete uma quebra proteica moderada, cujos metabdlitos podem ser categorizados
em produtos glicoliticos, gerados pela degradagéao de ATP (Muroya et al., 2023).
Esses compostos tém menos impacto na intensificagdo do sabor, mas contri-
buem para a retengdo de umidade e suculéncia, importantes para a palatabili-
dade e aceitagéo geral (Kim et al., 2020b). Adicionalmente, o aumento de lactato
e piruvato na maturagdo Dry pode refletir um fenbmeno semelhante ao efeito

Warburg, originalmente descrito como uma intensificagao da glicolise mesmo em
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condigdes aerodbicas (Vander Heiden; Cantley; Thompson, 2009). No contexto da
maturagcao da carne, esse processo pode ser uma resposta ao ambiente oxida-
tivo e desidratado, resultando na produgao de lactato e alteragdes no pH, que
contribuem para uma melhor textura e palatabilidade da carne (Huff-Lonergan;
Lonergan, 2005; Kerth et al., 2023).

A presencga de agucares redutores, como ribose e glicose, é outro fator mar-
cante no método Dry, pois favorece reagbes de Maillard, formando compostos
que conferem notas tostadas e caramelizadas (Setyabrata et al., 2022). No con-
texto das vias metabdlicas, a maturagéo Dry promoveu maior enriquecimento no
metabolismo de glicerolipidios e glicdlise. O metabolismo de glicerolipidios, im-
pulsionado pela presencga de glicerol e glicerol-3-fosfato, esta associado a de-
gradacéo lipidica, a liberacdo de compostos aromaticos e a desidratagao gradual
da carne, intensificando os compostos volateis (Wojtasik-Kalinowska et al.,
2023).

De maneira semelhante, o metabolismo de galactose, impulsionado pela gli-
cose, glicose 1-fosfato, galactose e UDP-galactose, reflete a maior atividade gli-
colitica, associada a manutengéo da energia celular e relevante para o método
Dry, que promove maior oxidagao (Kim et al., 2020a). Além disso, a via da glico-
neogénese, com metabdlitos como glicose, piruvato e lactato, sugere uma de-
manda energética elevada devido a rapida oxidagéo, resultando no acumulo de
subprodutos que contribuem para um perfil de sabor robusto (Xu et al., 2023). A
sintese de lactose, enriquecida por galactose e UDP-galactose, e a degradacgao
da lactose, associada ao metabdlito galactose, destacam o papel dessas vias no

metabolismo de acgucares.

5. CONCLUSAO

A maturacédo Dry melhorou a capacidade de retengéo de agua (WHC) e pode
ter potencializado o perfil sensorial da carne, com a formagao de compostos
como aldeidos (hexanal, 2-nonenal) e cetonas (2-heptanona), que sugerem no-
tas aromaticas de gordura oxidada, nozes e manteiga. Além disso, o aumento de
metabdlitos como glutamato e alanina pode estar associado a um sabor mais
intenso e umami. No entanto, o Dry apresentou tendencia ao aumentou da oxi-

dacgao lipidica (TBARS) e reduziu a luminosidade (L*) e a intensidade de
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vermelho (&%), possivelmente devido a desidratacado e a maior atividade proteo-
litica. Ja a maturagcao Wet manteve maior luminosidade e suculéncia, mas apre-
sentou maiores perdas por cozimento e menor WHC. O perfil metabdlico do Wet,
com predominancia de alcoois (2,3-butanodiol) e acidos orgéanicos, pode indi-

car um perfil aromatico menos complexo, resultante do metabolismo anaerdbico.
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