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MONTEIRO Jr., L.A. Avaliação do pH, temperatura e imunoistoquímica de 
proteínas envolvidas na maciez da carne de ovinos. Botucatu, 2005. Tese 
(Doutorado em Clínica Veterinária) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia – UNESP – Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista 
“Júlio de Mesquita Filho”. 
 

1- RESUMO 
 

  O presente trabalho teve por principal objetivo a realização de 

estudos que elucidassem certas atividades das enzimas presentes nas 

células musculares, sobre as proteínas que determinam a maciez da carne. 

Ressalta-se a importância das análises imunoistoquímicas, pois foram raras 

as citações literárias específicas encontradas sobre este assunto, 

relacionadas às alterações ocorridas na carne de ovinos, no processo de 

transformação do músculo em carne nas primeiras vinte e quatro horas após 

o abate. 

  Nos ensaios experimentais foram utilizados trinta ovinos 

machos mestiços da raça Suffolk que foram abatidos de forma humanitária. 

O método de insensibilização utilizado foi a eletronarcose que, 

sabidamente, influencia alguns fatores que irão determinar a qualidade da 

carne. 

  Foi retirado um fragmento do músculo Longissimus dorsi de 

cada carcaça, aproximadamente 30 minutos após a sangria, de forma 

semelhante ao “toilete” de contusão da região lombar de cada carcaça,os 

quais foram acondicionados em recipientes plásticos individuais, com as 

devidas identificações e mantidos sob refrigeração (2o a 4o C), por 24 horas 

e depois recortados e fixados em solução de formalina tamponada a 10%, 

para a realização de cortes histológicos. 



Resumo 2

  A temperatura e pH das carcaças foram mensurados com a 

utilização de um potenciômetro portátil medidor de pH, com probe seca, 

que possui um termômetro em sua estrutura. As análises 

imunoistoquímicas foram realizadas a partir do bloqueio da peroxidase 

endógena: em partes iguais de metanol e água oxigenada 20 volumes, após, 

fez-se a incubação com anticorpos primários: desmina, troponina C e 

troponina T na diluição 1:100, que incubados em solução de BSA 1% a 

4°C por 18 horas e em câmara úmida. A coloração foi realizada com o 

cromógeno Diamino-Benzidina e a contra-coloração com Hematoxilina de 

Mayer. 

  A análise do pH e da temperatura das carcaças nos três 

momentos de mensuração mostrou intensa diminuição dos valores, 

principalmente nas doze horas iniciais. Após vinte e quatro horas, a média 

do pH e da temperatura apresentava-se em 5,51 e 4,58oC, respectivamente. 

As marcações imunoistoquímicas revelaram degradação significativa da 

Desmina e da Troponina T, não sendo observada degradação considerável 

da Troponina C. 

  A comparação estatística entre as variáveis: pH, temperatura e 

proteínas citoplasmáticas revelou forte influência entre a diminuição do pH 

e da temperatura e a degradação das proteínas constituintes do sarcômero 

muscular. 

Palavras chave: ovinos, imunoistoquímica, desmina, troponinas C e T e 

pH. 
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2- ABSTRACT 
 

  The present research had as main objective the 

accomplishment studies that could elucidate some activities of muscular 

enzymes on proteins that determine meat tenderness. The Importance of the 

imunoistochemestry analyses is standed out, therefore specific related 

literature citations are rare on this subject about the modifications occured 

in the transformation process of muscle in meat at the first twenty four 

hours after slaughter of sheep. 

  In the experimental assays, thirty crossbred male Suffolk sheep 

had been slaughtered using a humanitarian method. The slaughter method 

used was electronarcosis that influenciates in some meat quality factors. 

  Longissimus dorsi fragment was excised from the carcass after 

30 minutes after bleeding and maintained in a single individual identified 

plastic recipe at 2o a 4o C during 24 hours. After this, the fragments was 

intended and fixed in formalin solution (10%) to histological assay. pH an 

temperature was measured using a dry pHmeter equipment. 

Imunoistochemestry analysis were made by blocking endogenous 

peroxidasis using the proportion of 1:1 of hydrogen peroxide (20 v.) and 

methanol. After this procedures the tissue was incubated with primary 

antibodies to desmin and troponina C and T (1:100) in a 1%BSA solution 

at 4oC in a wet chamber about 18 hours. The tissue was colored using 
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Diamino-Benzidin and colored again using Meyer hematoxilin to slide 

analysis. 

  The carcasses pH and temperature analysis were measured at 

three moments and showed intensive decrease of values, mainly in initial 

twelve hours. After twenty four hours, the average of pH and temperature 

was presented in 5,51 and 4,58oC, respectively. Imunoistochemestry 

assessment had disclosed significant degradation of Desmin and Troponin 

T. This was not observed in the degradation of Troponin C. 

  Statistics comparison of the three variables: pH, temperature 

and cytoplasmatic proteins disclosed to a great influence of pH and 

temperature decline in the degradation of muscular proteins. 

 

Key Words: sheep, imunoistochemestry, desmin, troponin C and T and 

pH. 
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3- INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 
 

  Originárias da Europa e da Oceania, as raças de corte mais 

utilizadas no Brasil – principalmente nas regiões Sul, Sudeste e Centroeste, 

onde a ovinocultura tem voltado a crescer – são a Texel, Ile de France, 

Suffolk e Hampshire Down. Após duas décadas de crise na ovinocultura, 

hoje a oferta não supre a demanda, havendo necessidade de importação de 

cordeiros oriundos do Uruguai e do Chile. A produção nacional, segundo a 

Federação Brasileira dos Criadores de Ovinos de Carne, gira em torno de 

29 mil toneladas, com um déficit de 600 mil cordeiros. No estado de São 

Paulo estima-se um rebanho de 500 mil cabeças, conforme LUCCAS, 

(2003). 

  Já a maciez é considerada a característica mais importante na 

qualidade da carne e determina a aceitabilidade pelos consumidores, devido 

a sua grande importância na palatabilidade (ALARCON-ROJO e 

DRANSFIELD, 1995, WUFF, et al, 1996, EILERS et al, 1996). Segundo 

DRANSFIELD (1994) e KOOHMARAIE (1992), também é de 

considerável importância para a indústria, pois determina a taxa de vendas 

deste produto. 

  Como observado por MONTEIRO Jr. (2000), a crescente 

demanda pela carne ovina vem ocasionando considerável aumento na 

quantidade de produtores destes animais e estes fatos ensejam a realização 

de pesquisas relacionadas a esta espécie. Ressalta-se, ainda, a importância 

das pesquisas nesta área visando o bem estar animal e a qualidade da carne 

(SWATLAND, 2000). 
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  Apesar das inúmeras pesquisas realizadas sobre os processos 

de maciez da carne, nas diversas espécies de abate, ainda há dúvidas na 

literatura com relação à atividade das enzimas e seus respectivos inibidores, 

porém o ideal seria diminuir a ação dos inibidores para se intensificar o 

processo de amaciamento da carne (ALARCON-ROJO e DRANSFIELD 

1995). WHEELER, et al, (1997), WHEELER e KOOHMARAIE (1994) 

indicam que há escassez de trabalhos na literatura que possam esclarecer os 

processos que determinam a maciez da carne. 

  Uma das maiores exigências dos mercados consumidores é a 

maciez da carne, por isso as indústrias buscam tecnologia para melhorar 

esta característica deste produto. (BIAGINI, 2001). 

  O abate de animais destinados ao consumo segue normativas 

federais específicas. Desta forma é apenas permitida a utilização de 

métodos mecânicos como pistolas de penetração ou pistolas de concussão, 

eletronarcose e métodos químicos como o emprego de dióxido de carbono, 

proibindo-se o uso da marreta ou choupa. (BRASIL, 2000). 

  A insensibilização de ovinos por eletronarcose proporciona 

bons resultados em relação à queda do pH das carcaças, um dos fatores que 

determina boa qualidade da carne, e propicia menor estresse dos animais, 

conforme observado por CHRYSTALL et al (1981), TROEGER (1991), 

WOTTON et al (1992) e MONTEIRO Jr. (2000). 

  Conforme GRANDIN (1996, 2000 a, 2000 b, 2000 c), faz-se 

necessário um bom gerenciamento de todos os procedimentos em um 

abatedouro para proporcionar condições de bem-estar aos animais e, 

principalmente, boa qualidade da carne. 
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  Segundo CASTILLO et al (1998), pode-se melhorar a 

qualidade da carne com a utilização da estimulação elétrica das carcaças, 

pois este procedimento acelera o rigor mortis e conseqüentemente a queda 

do pH e o processo de maturação da carne. 

  Estudos realizados por CRAIG, et al (1999), RATHGEBER et 

al (1999) e VEERAMUTHU e SAMS (1999), indicam que tanto o 

atordoamento por eletronarcose, quanto a estimulação elétrica pós-abate 

interferem significativamente acelerando o rigor mortis e a diminuição do 

pH das carcaças, devido a glicólise mais rápida e mais intensa. 

  Estudos feitos por EILERS et al (1996), mostram que a 

estimulação elétrica pode melhorar a maciez devido ao aceleramento do 

inicio do rigor mortis e intensifica a queda do pH. 

  Dentre os diversos fenômenos que se sucedem no post 

mortem, nota-se que a carcaça do animal recém abatido, após um período 

de repouso, apresenta em seus músculos pH em torno de 6,9 a 7,2. Quando 

o suprimento de oxigênio é cortado na sangria, o músculo passa a ter 

metabolismo anaeróbio e há formação de ácido láctico a partir das reservas 

energéticas que se esgotam mais rapidamente. Como resultado, os prótons 

(H+) que são produzidos durante a glicólise proporcionam a diminuição 

significativa do pH intracelular. As calpaínas I e II são ativadas a partir do 

momento em que há queda do pH muscular. Se houver demora no início 

desta queda, as calpaínas podem ligar-se a calpastatina, diminuindo assim a 

proteólise e o amaciamento. (FRONING e UIJTTENBOOGAART, 1988; 

GILL, et al, 1998; VERGARA e GALLEGO, 2000 e Mc GEEHIN, et al, 

2001). 
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  KOOHMARAIE (1992) e DRANSFIELD (1994), detectaram 

maior atividade das calpaínas quando o pH apresentava-se entre 7,0 e 5,5 e 

observaram que o início da inativação das calpaínas ocorre quando o pH 

encontra-se menor que 6,3. 

  Para HWANG e THOMPSON (2001), estudando a influência 

do pH a da temperatura na atividade do sistema de calpaínas e na maciez da 

carne de carcaças que sofreram estimulação elétrica, concluíram que o ideal 

de diminuição do pH muscular é que este se apresente com valores entre 

5,9 e 6,2 após apenas uma hora e meia após o abate e que a temperatura 

apresente-se entre 29 e 30 oC quando o pH atingir valores próximos a 6,0. 

Estes fatores irão proporcionar que a carne se torne muito mais macia após 

14 dias de maturação. 

  Ainda, KILLEFER e KOOHMARAIE (1994) e ILIAN, et al 

(2001), citam grande importância da bioquímica da maciez da carne, que 

não é completamente entendida. Em seus estudos com bovinos e ovinos, 

objetivando determinar a ação das calpaínas e calpastatinas, puderam 

determinar a ação do pH na maciez e quantificar frações de mRNA que 

codificam estas enzimas. Seus resultados mostraram que há influência da 

quantidade de mRNA na codificação das enzimas e que a atividade das 

calpaína 1 e calpastatina diminuíram significativamente nas primeiras 24 

horas após o abate, porém a atividade da calpaína 2 manteve-se inalterada. 

Concluíram, ainda, que na maturação da carne, o efeito das calpaínas está 

diretamente relacionado com a expressão do mRNA da fibra muscular. 
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  De acordo com GEESINK, et al (2001), que induziram 

estresse em carneiros e aplicaram estimulação elétrica de alta voltagem, 

com o objetivo de determinar a influência destes fatores no pH, na 

temperatura e na maciez da carne, demonstraram que não ocorre influência 

significativa do estresse na maciez final da carne, medida pela força de 

cisalhamento. 

  Sabe-se que as atividades musculares não desaparecem no 

momento da morte do animal. Varias alterações ocorrem após o abate, as 

quais são denominadas de "conversão do músculo em carne", sendo 

dependentes dos tratamentos ante-mortem e das técnicas de abate e 

conservação da carne. 

  A unidade fundamental do músculo – a fibra muscular – 

apresenta-se envolvida por uma delgada camada de tecido conjuntivo 

frouxo, o endomísio. Os feixes musculares são formados por um 

agrupamento de fibras musculares que também se encontram envoltas por 

tecido conjuntivo, o qual é denominado de perimísio. O conjunto de feixes 

musculares origina o músculo propriamente dito, e este está delimitado por 

outro envoltório conjuntivo – o epimísio (BANKS, 1992 e ROÇA, 2000). 

  As miofibrilas, que compõem a fibra muscular, possuem como 

unidade estrutural o sarcômero. Esta estrutura é delimitada por duas linhas 

transversais chamadas de linhas Z. Cada sarcômero é composto por 

diversas proteínas que formam filamentos grossos e finos. Os filamentos 

grossos são constituídos principalmente por miosina, mas neles encontram-

se também as proteínas C, M, I e F. Nos filamentos finos, o principal 

constituinte é a actina, que está associada a outras proteínas: tropomiosina, 
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troponinas C, T e I, e β-actinina. A α-actinina, desmina, filamina, 

vimentina e sinemina estão localizadas na linha Z. Na banda I encontra-se a 

nebulina e a titina localiza-se ao longo dos filamentos grossos e finos 

(BANKS, 1992 e FERNANDES, 1997). 

  KOOHMARAIE (1992) indica que o peso molecular das 

calpaínas na fibra muscular é de 110 kDa, por mensuração eletroforética 

com o uso de Dodecil Sulfato de Sódio em gel Poliacrilamida, e, quando 

esta proteína é degradada, observam-se subunidades: calpaína I e calpaína 

II, de 80 e 30 kDa respectivamente. As calpaínas podem ser encontradas no 

núcleo e nas mitocôndrias das células musculares, porém a maior 

concentração se dá na banda Z, podendo ser ativadas pela ação de íons 

Cálcio. 

  A atividade do sistema de calpaínas ocorre diretamente sobre 

as moléculas constituintes da linha Z, desmina, titina, nebulina, 

tropomiosina, troponinas e proteína C, porém não atuam diretamente na 

actina e na miosina. A hidrólise e liberação dos filamentos finos estão na 

dependência da hidrólise da tropomiosina e das troponinas. Os sarcômeros 

são desestruturados quando ocorre a degradação das linhas Z e da desmina, 

que conferem firmeza à estrutura do sarcômero. A degradação da actina e 

da miosina é realizada pelas catepsinas B e D, e a do colágeno, pelas 

catepsinas B e L. O pH da fibra é fator limitante para a atividade destas 

enzimas, pois necessitam de ambiente ácido para agirem. O sistema 

enzimático muscular que determina a degradação das proteínas 

constituintes das miofibrilas é composto por duas enzimas: µ-calpaína e m-

calpaína. A atividade destas enzimas está diretamente relacionada aos 

níveis de íons Cálcio (Ca2+) disponíveis no sarcoplasma. A ação destas 
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enzimas irá determinar a autólise das miofibrilas, além de possuírem ação 

sobre si mesmas, por mecanismos ainda desconhecidos, a qual inibe a 

degradação excessiva das proteínas (KUBOTA et al, 1993; ROÇA, 2000, 

GEESING, et al, 2001 e HOPKINS e THOMPSON, 2002). 

  Segundo KING e GATES (1985), As calpaínas são 

endopeptidases tecido-específicas e fazem a organização do citoesqueleto 

das células musculares. 

  Conforme DRANSFIELD (1994) e ALARCON-ROJO e 

DRANSFIELD (1995) e HUFF-LONERGAN, et al (1995), a maciez é 

determinada pela ação de enzimas proteolíticas intracitoplasmáticas. Dentre 

as principais enzimas envolvidas no processo de maciez, destacam-se as 

calpaínas e as calpastatinas que se encontram nos lisossomos das células 

musculares. Ainda não se caracterizou completamente a ação de cada 

proteinase envolvida neste processo, mas acredita-se que atuem na 

hidrólise das estruturas musculares, aumentando a maciez da carne. Pode-

se, ainda, utilizar a injeção ou imersão da carne em soluções contendo íons 

Ca++ (CaCl2), que auxilia no processo de amaciamento. Fatores como 

variações no pH e na temperatura podem influenciar a ativação das 

enzimas. 

  Estudos realizados por KARGES, et al (2001); 

MONTGOMERY, et al (2002); WERTZ, et al (2004); e KUBER, et al 

(2004), onde foi administrada vitamina D3 em 4, 7, 21 e 35 dias antes do 

abate, com o objetivo de aumentar a concentração de Cálcio no sangue e 

nos músculos e, desta forma, aumentar a maciez da carne, observaram não 

haver influência deste componente. Estes pesquisadores determinaram a 

maciez a partir da mensuração da força de cisalhamento e da degradação da 
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troponina T – por eletroforese – em amostra do Longissimus dorsi de 

bovinos. 

  O estresse pré-abate induzido experimentalmente por 

BERTRÁN, et al (1997), proporcionou intensas alterações no declínio do 

pH post mortem e diminuição considerável da maciez da carne. Além disso, 

estes pesquisadores observaram que a atividade das enzimas responsáveis 

pela degradação protéica intramuscular: calpaínas, catepsinas e 

calpastatinas, diminuiu significativamente nos animais estressados, pois os 

valores da força de cisalhamento foram mais elevados após sete dias de 

maturação das amostras. 

  A colheita de amostras em diferentes regiões de um mesmo 

músculo não acarreta variações estatisticamente significativas na análise de 

maciez da carne, segundo JEREMIAH e MURRAY (1984). 

  Estudos realizados por WUFF, et al (1996), demonstram que 

há muitas variações bioquímicas na musculatura durante o post mortem. 

Durante as primeiras 24 horas, principalmente, nota-se intensa atividade de 

calpaínas que hidrolisam a desmina, a titina e a nebulina. A tropomiosina e 

a troponina C facilitam o fenômeno da hidrólise destas proteínas. 

  KOOHMARAIE (1996) e KOOHMARAIE, et al, (1996) 

indicam que a maciez da carne vem desde o campo até o processamento na 

indústria. E, nestes processos, ocorrem mudanças estruturais como: a) 

enfraquecimento do disco Z do sarcômero, com a fragmentação das 

miofibrilas; b) degradação da desmina, que faz a ligação transversal entre 

as miofibrilas; c) degradação da titina, responsável pela tensão entre as 

miofibrilas; d) degradação da nebulina (banda I), porém não se sabe como 
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exatamente este processo ocorre e e) desaparecimento da troponina T 

(banda I), sendo este um bom indicador da proteólise intra-miofibrilar. 

  Dentre as modificações que irão determinar a maciez da carne, 

notadas por KOOHMARAIE (1992), durante o resfriamento, pode-se citar: 

o enfraquecimento das bandas Z devido à fragmentação das miofibrilas, a 

degradação da desmina, titina, nebulina (banda I), troponina T (banda I), 

que indicam a intensa proteólise post mortem e a ação do cálcio acelerando 

o rigor mortis e o amaciamento. A troponina C, proteína miofibrilar, atua 

quando ligada ao cálcio, favorecendo também a maciez da carne. 

  De acordo com WHIPPLE et al, 1990, pesquisando amostras 

de Longissimus dorsi de bovinos, as calpastatinas, inibidoras específicas 

das calpaínas, têm maior atividade após 24 horas do abate, pois a proteólise 

é reduzida. 

  Mais importante que a atividade da calpastatina, a relação µ-

calpaína/calpastatina é o fator determinante da maciez da carne entre 

diferentes genótipos bovinos (PRINGLE et al, 1997). 

  ILIAN, et al (2001), determinaram que quanto maior a 

quantidade e a ação das calpaínas e menor a atividade das calpastatinas, 

maior a maciez da carne dos ovinos após a maturação. Para que a carne 

fique macia, deve ocorrer a degradação da linha Z, desmina, titina, 

nebulina, desaparecimento da troponina T e sem comprometimento da 

actina e da miosina de acordo com KOOHMARAIE, (1994). 

  Segundo RÜBENSAN e MONTEIRO, 2000, a atividade de 

calpastatina pode determinar um animal que produzirá carne macia e, 

assim, aumentar a precocidade na terminação. 
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  OU, et al (1991), pesquisaram a influência da idade e da 

castração de ovinos na atividade das calpaínas e calpastatinas. Os animais 

do experimento foram alimentados de forma semelhante e seus resultados 

demonstram que a idade mais avançada dos animais pode acarretar grande 

influência na atividade enzimática intramuscular e no crescimento do 

músculo. Além disso, notaram que os animais que foram submetidos a 

castração apresentaram crescimento muscular mais acentuado, mas sem 

ocorrerem alterações significativas nas atividades das calpaínas e 

calpastatinas. 

  Uma possível seleção de animais com baixa atividade de 

calpastatinas poderia proporcionar a produção de carne de maior maciez. 

Em vista disto, SHACKELFORD et al, (1994), realizaram ensaios 

experimentais para determinar a herdabilidade de tais características, 

avaliando a atividade de calpastatina, força de cisalhamento e o teor de 

gordura intramuscular. Os resultados permitiram aos autores concluir que a 

seleção genética dos animais para baixa atividade de calpastatinas pode 

melhorar a maciez da carne. 

  Comparativamente, bovinos cruzados Brahman apresentam 

maturação mais lenta da carne, em relação a bovinos europeus, em virtude 

da alta atividade da calpastatina, segundo O’CONNOR et al, (1997). 

  WOODWARD, et al (2000), propuseram uma avaliação in 

vivo – utilizando biopsias – do Longissimus dorsi e Supra spinatus de 

bovinos como um fator de seleção genética para maciez e como parte do 

teste de progênie para estes animais. Seus resultados mostraram que, 

comparando-se os dados das biopsias e da carne após o abate, existe 
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relação entre a quantidade e atividade das calpastatinas antes e depois do 

abate, sendo possível utilizar este teste para melhorar a maciez da carne. 

  A aplicação das técnicas de marcações imunoistoquímicas é 

bastante usada em medicina humana. A exemplo disso, SABUCEDO e 

FURTON (2003) mediram a degradação de troponina I cardíaca de bovinos 

para determinar a sua relação com o tempo de óbito destes animais. Para 

tal, foi utilizada a quantificação eletroforética desta proteína e a técnica de 

Wester-Blot com anticorpos monoclonais, pois a troponina I é homóloga 

nos mamíferos. Conforme os dados obtidos foi possível concluir que é 

possível se aproximar o tempo de óbito dos animais e, comparativamente, o 

de seres humanos. 

  Estudos específicos mostram grande interesse da comunidade 

científica em marcações e determinações da ultra-estrutura química das 

proteínas das fibras musculares, porém mostram pouca aplicabilidade na 

maciez da carne, mas com vantagens futuras para a pesquisa e para a 

indústria. Como fora feito por pesquisadores como TSITSILONIS, et al 

(2002), que desenvolveram métodos com a utilização de anticorpos 

policlonais para se determinar a degradação das proteínas musculares. 
 
  Os objetivos desta pesquisa foram: a) correlacionar as 

variações de temperatura e pH com alterações nas proteínas envolvidas nos 

processos de maciez da carne; b) demonstrar imunuistoquimicamente a 

diminuição gradual das proteínas citoplasmáticas envolvidas no processo 

de maciez da carne dos ovinos; c) correlacionar os resultados 

imunoistoquímicos às informações observadas na literatura nos três 

momentos de avaliação; d) mensurar as variações de pH e temperatura 

ocorridas nas 24 horas pós abate; e) gerar informações científicas sobre as 
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marcações imunoistoquímicas da transformação do músculo em carne, pois 

as informações sobre as ações enzimáticas são, muitas vezes, 

contraditórias. 
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4- MATERIAL E MÉTODOS 

 4.1- Material 
 
  4.1.1- Animais 
 
  Para o desenvolvimento dos ensaios experimentais foram 

utilizados 30 ovinos machos, com idade variando entre seis meses e um 

ano, mestiços Suffolk. Os animais foram abatidos com a utilização do 

método de eletronarcose, em virtude dos melhores resultados obtidos por 

MONTEIRO Jr. (2000), e pela disponibilidade dos equipamentos no 

abatedouro. 

  O transporte, jejum e dieta hídrica, e inspeção pré-abate 

seguiram as normas do Serviço de Inspeção (BRASIL, 2000), Os 

procedimentos realizados desde os currais de espera para o abate até a 

colheita das amostras estão demonstrados no figura 01. 
 
 Saída dos currais  
   
 Percurso: rampa de acesso 

até sala de matança 
 

   
 Aplicação do método de 

eletronarcose 
 

   
 Sangria  
   
 Retirada da cabeça  
   
 Esfola  
   
 Evisceração  
   
 Toalete  
   
 Lavagem das carcaças  
   
Colheita das amostras                             Resfriamento por 24 horas  
   Figura – 01: Fluxograma de abate dos ovinos. 
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  4.1.2- Equipamento para Insensibilização 
 

  O equipamento para a realização da eletronarcose foi do tipo 

“garfo”, que operou em 220 volts e com corrente de 200 mili-amperes 

(MONTEIRO Jr., 2000). A aplicação da corrente elétrica foi feita na região 

temporal com as cabeças previamente molhadas para se evitar o efeito 

isolante de corrente elétrica da lã. Posteriormente foi realizada a sangria 

com faca esterilizada por água em ebulição, conforme o padrão do Serviço 

de Inspeção. 

 

 4.2- Métodos: 
 

  4.2.1- Amostragem da Musculatura: 
 

  Foi excisado um fragmento do músculo Longissimus dorsi de 

cada carcaça, aproximadamente 30 minutos após a sangria, de forma 

semelhante ao toilete de contusão da região lombar, pois não se podia 

comprometer esteticamente as carcaças dos animais. 

  Os momentos de colheita dos fragmentos e das mensurações 

do pH e da temperatura foram: 

 - Momento “1”: cerca de 30 minutos após a sangria; 

 - Momento “2”: 12 horas após a sangria; 

 - Momento “3”: 24 horas após a sangria. 

 

  Estes fragmentos foram acondicionados em recipientes 

plásticos individuais, com as devidas identificações e mantidos sob 

refrigeração (2o a 4o C), por 24 horas. Nos momentos previamente 
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estipulados, foram retirados fragmentos de aproximadamente 2 x 2 x 1 cm, 

os quais foram fixados em solução de formalina tamponada a 10%, para a 

realização de cortes histológicos em parafina e coloração das lâminas pela 

técnica de Hematoxilina e Eosina (LUNA, 1968), objetivando a análise das 

fibras musculares em cada momento de colheita. Tais procedimentos 

seguiram as normas do serviço de Patologia Veterinária da FMVZ – 

UNESP – Botucatu. 

 

  4.2.2- Temperatura e pH das Carcaças: 
 

  Para a mensuração das variações de temperatura e pH das 

carcaças foi utilizado um potenciômetro portátil medidor de pH, com probe 

seca, que possui um termômetro em sua estrutura. Realizou-se a 

mensuração destas variáveis nas amostras colhidas conforme citado 

anteriormente, do músculo Longissimus dorsi, (CHRYSTALL et al., 1981; 

EILERS et al., 1996 e MONTEIRO Jr., 2000). As tomadas de temperatura 

e pH foram feitas nos momentos das colheitas dos fragmentos para o 

processamento laboratorial. 

 

  4.2.3- Análise Imunoistoquímica: 
 

  Anteriormente à análise imunoistoquímica, foi realizada a 

coloração de Hematoxilina e Eosina para triagem das lâminas, conforme a 

técnica descrita por LUNA (1968). 

  Utilizando-se um micrótomo eletrônico, foram feitos cortes da 

musculatura de aproximadamente três micrômetros de espessura, os quais 

foram transferidos para lâminas de vidro previamente preparadas com uma 
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solução de Organosilano, objetivando a perfeita aderência do material. 

Buscou-se incluir os fragmentos de músculo, em parafina, de forma em que 

estes, após o corte em micrótomo, apresentassem cortes transversais das 

fibras nas lâminas. 

  As lâminas permaneceram 24 horas em estufa a 55°C, 

conforme a técnica utilizada no Laboratório de Imunoistoquímica do 

Serviço de Patologia Veterinária, descrita a seguir. 

  Realizou-se o bloqueio da peroxidase endógena: em partes 

iguais de metanol e água oxigenada 20 volumes, em duas trocas de 5 

minutos cada (a solução foi preparada no momento do uso), posteriormente 

as lâminas foram lavadas em água corrente por 10 minutos e mais duas 

lavagens em solução de TRIS por 5 minutos cada. Após, fez-se a incubação 

com anticorpos primários: desmina, troponina C e troponina T na diluição 

1:100 (Novocastra Laboratories LTDA.), incubados em solução de BSA 

1% (albumina bovina - Sigma). A incubação foi feita a 4°C por 18 horas 

(overnight) em câmara úmida. As lâminas foram novamente lavadas – duas 

vezes – em solução de TRIS, por 5 minutos cada. 

  Foi realizada a reação com anticorpos secundários com a 

utilização do kit LSAB, onde as lâminas permaneceram incubadas por 30 

minutos na solução “A”, lavadas duas vezes em solução de TRIS por 5 

minutos cada uma e novamente incubadas na solução “B” por mais 30 

minutos e posteriormente lavadas mais duas vezes em solução de TRIS por 

5 minutos cada uma. 

  A coloração foi realizada com o cromógeno composto por 

0,025g de DAB (3,3’ Diamino-Benzidina - Sigma) diluído em 100 ml de 

TRIS, filtrando-se à solução e adicionando-se 600µl de água oxigenada 20 
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volumes, deixando-se reagir por 3 minutos em ambiente desprovido de 

iluminação. A contra-coloração foi realizada com Hematoxilina de Mayer 

por 30 segundos. Posteriormente as lâminas foram montadas com 

lamínulas para análise em microscópio óptico. 

  A avaliação das fibras marcadas pela imunoistoquímica foi 

realizada da seguinte forma: tomou-se 100 fibras, aleatoriamente, de cada 

lâmina e quantificou-se qual a porcentagem de fibras marcadas. 

 

  4.2.4- Análise Estatística: 
 

  Avaliaram-se as variáveis: temperatura e pH e marcações 

imunoistoquímicas pelo Teste de Tukey, determinando-se média e desvio 

padrão, utilizando-se o programa SAS (SAS, 1988). A comparação dos 

resultados entre as variáveis foi feita com o emprego do Teste da 

correlação de Pearson (WICHERN e JOHNSON, 1992). 
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5- RESULTADOS E DISCUSSÃO: 
 

  Estão apresentados a seguir os resultados obtidos nos ensaios 

experimentais, com suas respectivas análises estatísticas. 

  As mensurações do pH e da temperatura nos momentos 0,5, 12 

e 24 horas após o abate estão representados na tabela 01. Pode-se notar que 

houve diferença significativa na comparação dos valores em cada momento 

de avaliação, demonstrando a diminuição gradativa das duas variáveis. As 

figuras 01 e 02 ressaltam os resultados apresentados na tabela 01 e Anexos 

(tabelas 1 e 2). 

 

Tabela-01: Média e Desvio Padrão do pH e da Temperatura nos três 
momentos de avaliação. 
 

 0,5 horas 12 horas 24 horas 

pH 6,63 ± 0,18  a 5,86 ± 0,16  b 5,51 ± 0,13  c 

Temperatura 35,39 ± 0,66  a 6,90 ± 0,82  b 4,58 ± 0,37  c 
Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significativa em uma determinada variável, 
em relação ao momento de análise, pelo teste de Tukey a 5% (p < 0,05). 
 

 

  Os resultados obtidos a partir da mensuração do pH mostram 

considerável diminuição dos valores nos momentos de análise, 

apresentando diferença estatística significativa. Estes valores estão de 

acordo com os estudos realizados por CHRYSTAL, et al. (1981), 

KOOHMARAIE, (1996), CASTILLO, et al. (1998) e MONTEIRO Jr., 

(2000). 
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  A rápida diminuição da temperatura ocorreu devido à retirada 

dos fragmentos dos músculos das carcaças e acondicionamento individual 

sob refrigeração, diferentemente do que ocorre quando se determinam estes 

valores diretamente das carcaças na câmara fria dos abatedouros, conforme 

os trabalhos de CHRYSTALL, et al. (1988), KOOHMARAIE, et al., 

(1992), KOOHMARAIE, (1996) e KOOHMARAIE, et al, (1996). 
 

 

Figura-02: Média do pH das carcaças nos três momentos de avaliação. 
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Figura-03: Média da temperatura das carcaças nos três momentos de 
avaliação. 
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  A avaliação do percentual de fibras marcadas pela técnica de 

imunoistoquímica estão representadas na tabela 02 e Anexos (tabelas 3,4 e 

5). Nota-se que houve diferença estatística para as variáveis Desmina e 

Troponina T, o que demonstra que estas proteínas estão sendo degradadas 

durante as primeiras 24 horas pós-abate, de forma gradual. A Troponina C 

não apresentou variações significativas em sua degradação. 

  A hidrólise das proteínas citadas também foi observada nos 

estudos realizados por WHIPPLE, et al, (1990), KOOHMARAIE, (1992, 

1994 e 1996) e WUFF, et al., (1996), porém tais ensaios foram realizados 

utilizando-se técnicas eletroforéticas para quantificação das proteínas. 

Contudo, tais resultados divergem dos obtidos por DRANSFILD, (1994), 

que notou que a atividade enzimática que degrada as proteínas da fibra 

muscular ocorre de forma mais intensa após as 24 horas iniciais do 
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processo de transformação do músculo em carne. Na presente pesquisa 

buscou-se uma nova forma de se determinar tal degradação, o que não foi 

encontrado na literatura disponível. 
 
Tabela-02: Média e Desvio Padrão da porcentagem de fibras marcadas 
pela imunoistoquímica. 
 

Anticorpo 
Primário 

0,5 horas 12 horas 24 horas 

Desmina 83,76 ± 5,99  a 71,46 ± 6,97  b 63,86 ± 8,21  c 
Troponina C 99,40 ± 1,04  a 99,07 ± 1,57  a 99,10 ± 1,93  a 
Troponina T 75,77 ± 4,46  a 65,77 ± 3,29  b 59,60 ± 4,56  c 
Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significativa em uma determinada variável, 
em relação ao momento de análise, pelo teste de Tukey a 5% (p < 0,05). 
 
  A maciez da carne está relacionada com a degradação das 

proteínas da linha Z, desmina, titina, nebulina e o desaparecimento da 

troponina T, de acordo com KOOHMARAIE, (1994), o que pode ser 

observado nos resultados obtidos neste estudo. 

  As figuras 04 a 10 mostram a coloração de Hematoxilina e 

eosina e as marcações imunoistoquímicas das proteínas das fibras 

musculares. 
 

    
 

Figura-04: Fibras musculares sem alterações coradas pela técnica da 
Hematoxilina e Eosina. (A: 100 x e B: 400 x). 
 

A B 
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Figura-05: Marcação imunoistoquímica com anticorpos primários para 
Desmina da fibra muscular de amostras obtidas após 30 minutos do abate. 
(Anticorpo secundário LSAB, cromógeno DAB e contra-coloração: 
Hematoxilina de Meyer / A: 200 x e B: 400 x). 
 

  
 

Figura-06: Marcação imunoistoquímica com anticorpos primários para 
Desmina na fibra muscular de amostras obtidas após 12 horas (A: 200 x) e 
24 horas (B: 100 x) após o abate. (Anticorpo secundário LSAB, cromógeno 
DAB e contra-coloração: Hematoxilina de Meyer) 
 

 
 

Figura-07: Nota-se que todas as fibras musculares estão marcadas com a 
utilização de anticorpos primários anti-Troponina C, após 30 minutos do 
abate (Anticorpo secundário LSAB, cromógeno DAB e contra-coloração: 
Hematoxilina de Meyer / 200 x). 

A B 

A B 
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Figura-08: Fibras musculares marcadas com anticorpos primários Anti-
Troponina C onde se pode observar que todas as fibras apresentam-se marcadas. 
(Anticorpo secundário LSAB, cromógeno DAB e contra-coloração: 
Hematoxilina de Meyer / A: 12 horas após o abate – 200x e ; 24 horas após o 
abate – 200x). 
 

  
 

Figura-09: Utilização de anticorpos primários Anti-Troponina T, em fibras 
coletadas após 30 minutos do abate, onde se observa degradação parcial das 
proteínas (Anticorpo secundário LSAB, cromógeno DAB e contra-coloração: 
Hematoxilina de Meyer / A: 100x e B: 200 x). 
 

  
 

Figura-10: Marcações imunoistoquímicas para com anticorpos primários para 
troponina T, onde se podem notar poucas fibras marcadas (setas), (Anticorpo 
secundário LSAB, cromógeno DAB e contra-coloração: Hematoxilina de Meyer / 
A: 12 horas após o abate e B: 24 horas após o abate – 200x). 

A B

A B

BA 
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  A tabela 03 especifica a correlação entre os resultados obtidos 

nas análises. 

 

Tabela-03: Comparação entre as variáveis analisadas pelo teste da 
Correlação de Pearson. 
 

 Temperatura Desmina Troponina C Troponina T 

pH 0,91767 * 0,71520 * 0,06410 0,81465 * 

Temperatura  0,72538 * 0,09070 0,81218 * 

Desmina   0,09325 0,72120 * 

Troponina C    0,16641 
Valores na mesma linha seguidos de * apresentam correlação entre si, com p < 0,0001. 
 

  A figura 10 representa graficamente o percentual da 

diminuição gradual das proteínas: desmina, troponina C e troponina T, 

marcadas pela imunoistoquímica. 

  Conforme os valores apresentados na tabela 03, pode-se 

observar que existe alta correlação entre a diminuição do pH e a 

diminuição da temperatura. Além disso, a degradação das proteínas 

envolvidas em parte do processo de maciez da carne – desmina e troponina 

T – mostram-se diretamente relacionadas com o processo químico que 

ocorre nas fibras musculares nas primeiras 24 horas após o abate, quando, 

em função da temperatura e da anaerobiose, ocorre a diminuição gradual do 

pH, conforme os estudos de TSITSILONIS, et al., (2002), KUBER, et al., 

(2004) e VEISETH, et al., (2004). Não se observou degradação 

significativa da troponina C, nas 24 horas de avaliação, conforme ILIAN, 

(2001) e YAMADA, (2003). 
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Figura-11: Variação da porcentagem de fibras marcadas pela 
imunoistoquímica, em relação aos momentos de análise. 
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  Considerando-se os resultados obtidos, as técnicas 

imunoistoquímicas empregadas nos ensaios desta pesquisa podem, num 

futuro próximo, ser de grande aplicabilidade nos estudos sobre maciez da 

carne e para o diagnóstico de eventuais lesões musculares onde ocorre 

degradação destas e outras proteínas intrínsecas da célula muscular. 
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6- Conclusões: 
 

  De acordo com os resultados obtidos nos ensaios 

experimentais desta pesquisa, pode-se concluir que: 

 

σ  A excisão dos fragmentos de músculo e o acondicionamento 

individual destas amostras, após a colheita, proporciona diminuição 

rápida da temperatura dos músculos; 

σ  O processo de maciez post mortem tem início durante o rigor mortis 

pois foi observada degradação gradativa da Desmina e da Troponina 

T nas primeiras 24 horas pós-abate; 

σ  Não ocorre degradação significante da Troponina C até 24 horas 

após o abate; 

σ  A hidrólise da Desmina e da Troponina T está relacionada com a 

diminuição dos valores do pH e da temperatura das carcaças; 

σ  Não há relação entre a diminuição do pH e da temperatura com a 

desnaturação da Troponina C; 

σ  A diminuição do número de fibras marcadas pelas técnicas de 

imunoistoquímica dos fragmentos musculares para Desmina e 

Troponina T indicam que este processo ocorre em concomitância, 

possivelmente com o auxílio da Troponina C, a qual foi pouco 

hidrolisada nos três momentos de análise. 
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Anexos 
 
Tabela 1: Resultados individuais da mensuração do pH das carcaças nos 
três momentos de avaliação. 
 

Animal Momento 1 Momento 2 Momento 3 

1 6,7 5,9 5,6 
2 6,5 6,1 5,7 
3 6,8 6,0 5,4 
4 6,9 5,9 5,5 
5 6,6 5,8 5,3 
6 6,9 6,1 5,6 
7 6,6 5,9 5,5 
8 6,8 5,8 5,4 
9 6,7 6,0 5,8 
10 6,4 5,7 5,5 
11 6,5 5,8 5,3 
12 6,7 5,7 5,4 
13 6,8 6,1 5,5 
14 6,2 5,6 5,4 
15 6,4 6,1 5,8 
16 6,6 5,9 5,6 
17 6,5 5,7 5,5 
18 6,7 5,8 5,4 
19 6,5 5,6 5,3 
20 6,8 6,0 5,7 
21 6,9 5,9 5,6 
22 6,6 6,1 5,5 
23 6,7 5,8 5,4 
24 6,5 5,9 5,6 
25 6,8 6,0 5,5 
26 6,5 5,8 5,5 
27 6,7 5,9 5,6 
28 6,5 5,7 5,5 
29 6,3 5,6 5,4 
30 6,8 5,7 5,5 

Média 6,63 5,86 5,51 
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Tabela 2: Resultados individuais da mensuração da temperatura (o C) das 
carcaças nos três momentos de avaliação. 
 

Animal Momento 1 Momento 2 Momento 3 

1 34,80 8,7 4,30 
2 35,90 7,3 4,7 
3 35,70 7,8 4,5 
4 36,20 8,0 4,0 
5 36,50 8,3 5,3 
6 35,80 6,9 4,2 
7 35,30 8,2 4,2 
8 35,70 7,5 4,8 
9 33,80 7,4 4,5 
10 34,80 6,8 4,3 
11 35,60 6,6 5,2 
12 34,10 7,2 4,9 
13 35,20 6,9 4,6 
14 35,70 6,3 4,3 
15 36,20 7,0 4,5 
16 34,30 5,9 4,0 
17 35,60 7,1 5,1 
18 36,00 6,2 4,7 
19 35,80 6,3 4,9 
20 34,70 5,9 4,3 
21 34,40 6,4 5,0 
22 35,30 5,8 4,1 
23 35,80 6,4 4,9 
24 35,50 6,0 4,4 
25 34,80 6,5 4,7 
26 35,20 5,7 4,1 
27 35,70 8,1 4,8 
28 35,90 7,0 5,2 
29 36,00 6,9 4,7 
30 35,40 6,1 4,3 

Média 35,39 6,90 4,58 
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Tabela 3: Resultados individuais da porcentagem de fibras marcadas pela 
imunoistoquímica para Desmina, nas fibras musculares, nos três momentos 
de avaliação. 
 

Animal Momento 1 Momento 2 Momento 3 

1 83 79 71 
2 87 69 58 
3 81 64 53 
4 88 75 70 
5 92 69 74 
6 89 78 74 
7 86 77 54 
8 85 68 62 
9 86 78 67 
10 84 69 72 
11 93 72 65 
12 82 66 57 
13 74 70 59 
14 83 62 76 
15 94 71 65 
16 78 61 58 
17 82 69 54 
18 86 67 63 
19 79 63 50 
20 80 72 62 
21 91 85 76 
22 83 74 61 
23 87 79 68 
24 77 73 67 
25 74 65 59 
26 85 78 63 
27 72 63 52 
28 91 85 77 
29 88 82 76 
30 73 61 53 

Média 83,76 71,46 63,86 
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Tabela 4: Resultados individuais da porcentagem de fibras marcadas pela 
imunoistoquímica para Troponina C, nas fibras musculares, nos três 
momentos de avaliação. 
 

Animal Momento 1 Momento 2 Momento 3 

1 96 98 99 
2 100 100 99 
3 97 95 91 
4 98 94 97 
5 100 100 100 
6 100 100 100 
7 99 100 100 
8 99 98 98 
9 100 100 100 
10 100 97 100 
11 98 100 100 
12 100 99 100 
13 100 99 99 
14 100 100 100 
15 100 97 95 
16 99 100 100 
17 100 100 100 
18 100 100 99 
19 100 98 100 
20 100 100 100 
21 99 100 100 
22 100 100 100 
23 100 99 97 
24 100 100 100 
25 100 100 100 
26 99 98 100 
27 100 100 100 
28 98 100 100 
29 100 100 99 
30 100 100 100 

Média 99,40 99,07 99,10 
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Tabela 5: Resultados individuais da porcentagem de fibras marcadas pela 
imunoistoquímica para Troponina T, nas fibras musculares, nos três 
momentos de avaliação. 
 

Animal Momento 1 Momento 2 Momento 3 

1 67 69 66 
2 77 68 61 
3 78 71 57 
4 75 62 54 
5 79 64 51 
6 83 72 61 
7 78 66 59 
8 74 65 57 
9 77 68 58 
10 81 66 72 
11 76 65 57 
12 77 65 60 
13 79 63 56 
14 76 69 63 
15 79 66 58 
16 64 62 57 
17 75 67 63 
18 72 63 51 
19 66 58 56 
20 72 63 66 
21 73 62 58 
22 76 65 61 
23 79 64 57 
24 74 63 56 
25 75 69 62 
26 79 65 60 
27 72 64 59 
28 82 70 61 
29 80 72 65 
30 78 67 66 

Média 75,77 65,77 59,60 
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