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EFEITO DA INJECAO POS-MORTE DE CLORETO DE CALCIO E
TEMPO DE MATURACAO, NO AMACIAMENTO E PERDAS POR
COZIMENTO DO MUSCULO Longissimus dorsi DE ANIMAIS Bos
indicus E Bos taurus SELECIONADOS PARA GANHO DE PESO

Autora: Aparecida Carla de Moura

Orientador: Prof. Dr. Albino Luchiari Filho

RESUMO

Neste estudo foram utilizados 64 machos inteiros (16 Caracu, 16 Guzera, 16 Nelore
Controle e 16 Nelore Selegdo) de cujas carcagas, 24 horas apds o abate, uma amostra do
musculo Longissiumus dorsi (contra-filé) entre as 6° e 9° vértebras lombares foi retirada e
dividida em nove sub-amostras. Em cada 3 sub-amostras escolhidas ao acaso foi injetada, na
quantia correspondente a 10% do seu peso, uma das seguintes solugdes: a) agua (controle), b)
200 mM de cloreto de calcio e ¢) 300 mM de cloreto de calcio. Cada sub-amostra foi entdo
embalada a vacuo, refrigerada (2 °C) e maturada por 1, 7 ou 14 dias até a realizagéo de testes de
forca de cisalhamento e perdas por cozimento. Dos resultados da analise estatistica (modelo
split plot em esquema fatorial 3X3) observou-se que a raga influenciou a forga de cisalhamento,
mas ndo as perdas por cozimento. A maturagdo por um periodo de 7 dias reduziu a forga de
cisalhamento e as perdas por evaporacgdo, gotejamento e totais. Maiores concentra¢les de
cloreto de calcio resultaram em menor forga de cisalhamento e maiores perdas por evaporagio,
embora nao afetassem as perdas por gotejamento e totais. A concentragdo de 200 mM foi a que
representou a melhor reducdo da forca de cisalhamento. Conclui-se assim, que a injegdo pos-
morte de uma solugdo de cloreto de calcio acelera o processo de amaciamento, sem afetar as

perdas por cozimento.
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EFFECTS OF POSTMORTEM CALCIUM CHLORIDE INJECTION
AND AGING TIME ON TENDERNESS AND COOKING LOSSES
ON Longissimus dorsi MUSCLE FROM Bos indicus AND Bos taurus

ANIMALS SELECTED FOR WEIGHT GAIN

Author: Aparecida Carla de Moura
Adviser: Prof. Dr. Albino Luchiari Filho

SUMMARY

In this study, 64 intact males (16 Caracu, 16 Guzerat, 16 Nellore Control and 16 Nellore
Selection) were used. Twenty four hours after slaughter a sample from Longissimus dorsi
muscle, taken between the 6" and 9% lumbar vertebrae was removed and divided into nine sub-
samples. Each 3 sub-samples, picked at random, were injected with a volume equivalent to
10% of the sub-sample weight of one of the following solutions: a) water (control), b) 200 mM
calcium chloride or ¢) 300 mM calcium chloride. Each sub-sample was then, vacuum-wrapped,
cooled to 2 °C, and aged for 1, 7 or 14 days for shear force and cooking losses tests. Analysis of
variance (split plot model with a 3X3 factorial arrangement in the sub-plots) showed an effect
of breed on shear force but not on evaporation, drip, or cooking losses. Aging for 7 days
resulted in lowest shear force and lowest evaporation, drip, and cooking losses. Increasing
calcium chloride concentration resulted in lower shear force and greater evaporation losses
although it did not affect either dripping or total losses. Lowest shear force values
corresponded to the 200 mM calcium chloride injection treatment. It is concluded that
postmortem injection with calcium chloride hastens tenderization but does not affect other meat

characteristics.



1. INTRODUCAO

Nos ultimos 10 anos o rebanho bovino brasileiro sofreu mudangas, como pode ser
observado no Quadro 1. Dentro dessas mudangas podemos citar o aumento do rebanho e o
aumento da produgdo por abate, uma vez que a populagdo brasileira também aumentou e o

consumo de carne (devido a estabilizagdo da economia) também esta aumentando.

Quadro 1. Balango da Bovinocultura

129.6 1346 1368 1401 1417 1445 1460 1483 1508 1524

214 189 20,1 24,1 21,1 22,8 22,7 242 247 248
1347 1373 1398 1423 144,7 147,1 1494 1516 153,7 1558

3981 3.434 3291 3912 4089 4169 3.999 4236 4413 4787

Fonte: Anuario Estatistico da Produgdo Animal (1996)
Rebanho em 31 de dezembro de cada ano

"Milhoes de Cabegas

“*Milhes de Habitantes

"*Milhares de Toneladas de Equivalente Carcaga

Com o novo dinheiro, o Real, valendo mais, o consumidor estd comegando a ter
consciéncia que pode e deve ser exigente na qualidade dos produtos que esta adquirindo.

Numa pesquisa realizada por Felicio (1995) sobre o que os clientes de hipermercados,
supermercados e casas de carne valorizam na carne grelhada, a maciez foi eleita em primeiro

lugar (64%), como sendo a caracteristica de qualidade mais importante.
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No Brasil, a carne produzida ¢ predominantemente de animais Bos indicus sendo
considerada menos macia talvez devido a sua menor espessura de gordura, provavelmente
devido a problemas no manejo de resfriamento da carne e conseqiiente encurtamento pelo frio,
quando comparados aos animais Bos faurus. Uma explicag¢@o para essa menor maciez seria que
a carne de animais Bos indicus apresentam maior atividade da calpastatina (Whipple et al.,
1990).

Uma vez que a maciez da carne € a caracteristica organoléptica mais importante para o
consumidor, e os animais criados no Brasil apresentam carne menos macia, uma das solugdes
seria a utilizacdo de métodos tecnoldgicos para melhorar sua maciez.

Vérios métodos foram testados nos ultimos anos, sendo que os mais comuns sio:
estimulacdo elétrica, suspensdo pélvica, manejo de cdmara fria, matura¢do e a utilizagdo de
cloreto de calcio.

A estimulag@o elétrica acelera a taxa de glicolise pos-morte, acelera a queda do pH pos-
morte, apressa o desenvolvimento do rigor e aumenta certas caracteristicas de palatabilidade
(principalmente a maciez). Esta técnica foi muito utilizada na década de 70-80, principalmente
em carcagas com quantidades limitadas de gordura subcutanea, evitando-se o aparecimento de
anel escuro (heat-ring) e encurtamento pelo frio (cold-shortening). Seu mecanismo de agio
sobre o amaciamento da carne se da pelo aumento do comprimento do sarc6mero, da atividade
autolitica das enzimas, e da liberagdo de enzimas lisossomicas pela ruptura da fibra muscular
resultante das contra¢des massivas durante estimulagio (Savell et al., 1978; Cross, 1979; Crouse
et al., 1983, 1987; Takahashi et al., 1984; Ducastaing et al., 1985).

Normalmente, as carnes s@o suspensas pelo tenddo de Aquiles que resulta em uma

tensdo maxima no musculo “psoas”, tornando-o muito tenro. A suspensdo pélvica consiste em
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suspender a carcaga do animal abatido pela pélvis, aumentando a tensdo sobre diversos
musculos do lombo e da perna, tornado-os mais tenros que os das carnes suspensas de acordo
com as praticas comerciais (Forrest et al., 1979).

Quanto ao manejo de camara fria, a redugdo da temperatura da carcaga logo apoés o
abate serve para minimizar a desnaturagdo protéica € inibir o crescimento de microorganismos.
Entretanto, uma rapida redugdo da temperatura pode provocar conseqiiéncias indesejaveis como
o endurecimento pelo frio e o rigor do descongelamento. Assim sendo, uma temperatura étima
durante o rigor mortis para diminuir estes efeitos indesejaveis ¢ de 15-16 °C. Em bovinos o
processo de rigor inicia-se entre 6-12 horas apds o abate (Canhos & Dias, 1983).

A maturagdo consiste no armazenamento de cortes de carne, embalados a vacuo, por um
periodo de 15 a 21 dias em temperaturas entre -1 a 2 °C. Nesta faixa de temperatura, segundo
Davey & Gilbert (1968) ocorre a perda da forca de tensdo do componente miofibrilar da célula
muscular pela desintegrac¢do das bandas Z.

A utilizagdo de uma solug@o de cloreto de calcio (através da inje¢do, marinagdo ou
infusdo), em cortes comerciais ou nas carcagas inteiras, ¢ um dos recursos tecnologicos mais
recentes para reduzir a variabilidade da maciez. Este processo consiste em fornecer calcio
exdgeno para as proteases calcio-dependentes (p-, m-calpaina e calpastatina), acelerando o
processo de amaciamento atraveés da ativagdo de m-calpaina, a qual em condigdes normais pos-
morte ¢ pouco ativada, por que necessita de uma maior concentragdo de ions célcio para ser
ativada.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo estudar os efeitos da injegdo de cloreto de

calcio na forga de cisalhamento, nas perdas por armazenamento € nas perdas por cozimento na



carne de animais da raga Caracu, Guzera e Nelore. Desta ultima foram usados animais de dois

rebanhos, um controle e outro selecionado para ganho de peso.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ORGANIZACAO DO MUSCULO
No diagrama numero | temos a organizagdo de um misculo esquelético desde a
estrutura at€ o nivel molecular (Forrest, 1979), sendo que para nosso estudo a miofibrila é o

componente estrutural mais importante diretamente ligado a maciez da carne.

RN FIBRA MUSCULAR

/ \\\
© ZONA LINHA o~
/ H Z BANDA BANDA "~.
v — RN
= i= =5 ==

',,. /Z’.SARCOMERO MIOFIBRIL A
e IZ

Figura 1. Organizagdo de um musculo esquelético desde a estrutura até o nivel molecular

(Forrest, 1979).



A miofibrila é uma organela especifica do tecido muscular, composta basicamente de
cadeias protéicas arranjadas em filamentos grossos e finos.

Esses filamentos se alinham paralelamente e se recobrem entre si em certas regides ao
longo do seu eixo longitudinal. dando uma aparéncia caracteristica de bandas ou estrias,
formando areas que se alteram em densidade de coloragdo mais ou menos escura. Esse efeito
de bandas ¢ que explica o uso do termo musculo estriado como referéncia ao musculo
esquelético.

As bandas claras s@o chamadas Banda-I, onde se encontram grandes quantidades de
filamentos finos de actina. As bandas escuras s@o chamadas de Banda-A, onde predominam os
filamentos grossos de miosina. Ambas as bandas A e I sdo cortadas por linhas relativamente
finas. A banda-I é seccionada por uma banda fina e escura, chamada de Disco-Z, sendo a
unidade entre dois discos-Z adjacentes definida como sarcomero. Um sarcémero € formado,
portanto, por uma banda-A e duas metades de banda-1, localizadas de cada lado da banda-A. O
sarcomero ¢ a unidade estrutural repetitiva da miofibrila ¢ ¢ também a unidade basica na qual os
eventos do ciclo de contragfo e relaxamento muscular ocorrem (Forrest, 1979).

O comprimento do sarcomero ndo € constante; sua dimensio, bem como a da banda-1,
sdo dependentes do estado de sua contragdo do musculo (Judge et al., 1989). Na regido ventral
da banda-A existe uma area de menor densidade que o restante da banda, composta
principalmente de miosina. Essa regido mais clara ¢ chamada de Zona-H. A banda-A também
¢ cortada no centro por uma estreita e densa linha conhecida como Linha-M. De cada lado da
linha-M aparece uma estreita regido de relativa baixa densidade e ¢ chamada de Pseudozona-H.

As proteinas actina e miosina constituem aproximadamente de 75 a 80% das proteinas

miofibrilares e a fracdo restante consiste em proteinas reguladoras. Dentre as proteinas



reguladoras encontramos a tropomiosina, a troponina, duas M-proteinas, a c-actinina, a C-
proteina e a B-actinina. Tropomiosina, troponina e f3-actinina estdo associadas com o filamento
da actina, a C-proteina estd presente no filamento da miosina, a o-actinina ¢ componente da
linha-Z e as M-proteinas acredita-se serem substéncias que compdem a linha-M.

Sendo a maciez da carne uma das caracteristicas organolépticas mais estudadas e
importantes em carnes vermelhas, Koohmaraie (1988a, 1992a,b,c) cita que um dos mecanismos
responsaveis pelas mudangas que ocorrem durante o armazenamento pds-morte das carcagas € a
proteolise das proteinas miofibrilares, sendo que estas mudangas intra-estruturais no musculo
esquelético (perda da integridade da estrutura do tecido) estdo relacionadas com a maciez.

Assim, para as proteases serem consideradas como possiveis responsaveis pelas
mudangas na carne (resultando na maciez da carne), elas devem apresentar as seguintes
caracteristicas: 1) estarem localizadas dentro das células do musculo esquelético; 2) terem
acesso ao substrato (ex: miofibrilas) e, 3) serem capazes de hidrolizar as mesmas proteinas “in
vitro” que sdo degradadas durante armazenamento pos-morte (Goll et al., 1992; Koohmaraie,
1988a,1992a,b,¢).

Com o avango no estudo desses mecanismos, Koohmaraie (1988a, 1990a, 1992a,b,c) e
Goll et al. (1992) observaram que no minimo dois sistemas proteoliticos poderiam ser
responsaveis pelas mudangas pos-morte, produzindo um aumento da maciez da carne. Entre
estes dois sistemas proteoliticos estavam as enzimas lisossomicas (catepsinas) e as proteases
calcio-dependentes (Calpaina e Calpastatina). Recentemente foi acrescentado o complexo das
proteases multicataliticas (CDP) nesta lista de proteases relacionadas com o amaciamento da

carne.



Para nosso estudo as proteases calcio-dependentes sdo muito importantes, uma vez que

elas estio intimamente relacionadas com os ions calcio.

2.2. CALPAINAS

O primeiro relato da existéncia de uma protease calcio-dependente (CDP-1 ¢ CDP-II)
foi feito por Guroff, citado por Koohmaraie (1988a, 1990a), que relatou a existéncia de uma
protease em cérebro de rato. Sua presenca foi reportada por Meyer et al. (1964), citados por
Koohmaraie (1992b), e determinada em musculo esquelético por Huston & Krebs (1968),
também citados por Koohmaraie (1988a), que estavam estudando a ativagdo de uma fosforilase
kinase. O relato de uma relagio entre calcio no processo de amaciamento da carne foi feito por
Davey & Gilbert (1969), e sua posterior purificagdo foi feita por Dayton et al. (1976 a,b).

Em 1981, Murachi propds o nome de calpaina para esta protease calcio-dependente que
foi aceito, no mesmo ano, pelo Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica
(Murachi, 1985).

O nome calpaina € devido a sua primeira parte “Cal” ser derivada do célcio, como por
exemplo, a calcitonina e a calmodulina e o seu final “pain” devido as bem conhecidas cisteinas
proteinases, incluindo a papaina, a clostripaina e a bromelina. Além disso, o inibidor endégeno
foi designado de Calpastatina (Murachi, 1985). Murachi (1985) e Koohmaraie (1988a) ainda
relatam a existéncia de outros nomes dados para as proteases calcio-dependentes (CDP-1, CDP-
I1, p-calpaina e m-calpaina), como fator de ativagdo da kinase (KAF), fator ativado pelo calcio
(CAF), fator de transformacdo do receptor (RTF), protease neutra calcio-dependente (CDNP),

protease ativada pelo calcio (CAP) e protease neutra ativada pelo calcio (CANP).



A calpaina apresenta duas formas que foram isoladas por Murachi (1985) em uma
eluicdo de uma coluna de DEAE-Sephacel com pH 7,5. Elas sdo heterodimeros de 110.000
Dalton, compostas de uma subunidade catalitica de 80.000 Dalton e uma subunidade regulatéria
de 30.000 Dalton (Murachi, 1985; Koohmaraie, 1988a; McClelland et al.. 1989; Goll et al.,
1992; Melloni et al., 1992).

Siagundo Koohmaraie (1988a) a subunidade de 30.000 Dalton € a mesma em ambas as
enzimas, enquanto que a de 80.000 Dalton ¢ um produto de diferentes genes.

A subunidade de 80.000 Dalton apresenta 4 dominios. O primeiro vai do aminoécido 1-
90 apresentando o dominio N-terminal; o segundo dominio contém um residuo cisteina (sitio
ativo de cisteina) e engloba os aminoéacidos 90-300 e tem sido dita como a subunidade catalitica
por causa da sua seqiiéncia de aminoacidos identificar outras proteinases sulfidril, tais como a
papaina; o terceiro dominio apresenta um C-terminal e vai do aminoacido 300-500, e o quarto
dominio vai do aminoacido 550-700 e € a subunidade ligante de célcio por que sua seqiiéncia de
aminoacidos identifica outras proteinas ligantes de célcio, tais como a calmodulina e troponina-
C (Goll, 1991; Koohmaraie, 1992b).

O volume especifico parcial das calpainas ¢ de 0,73 cm3/g, baseado na composic¢do de
aminoacidos e volumes especificos dos seus residuos de aminoacidos (Edmunds et al., 1991).

A calpastatina é um tetrdmero de peso molecular de aproximadamente 70.000 Dalton,
localizado no mesmo local que as calpainas (Murachi, 1985).

De Martino & Blumenthal (1982) em um exame do papel da calmodulina sobre as
atividades das calpainas em cérebro, encontraram uma proteina reguladora denominada

regulador da protease calcio-dependente (CDPR), que ¢ capaz de estimular as atividades das
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calpainas I e 1l em 25 vezes, mas ndo alterando o requerimento de célcio para sua atividade,
mas ainda ndo se tem a certeza da sua existéncia.

Pontremoli et al. (1987), descobriram um ativador da calpaina chamado carnitina-
isovalérica (IVC), que ¢ um produto do metabolismo da leucina e sua caracteristica mais
importante ¢ que ela inverte o efeito do inibidor endogeno de CDP neutréfilo humano, embora
ainda, segundo Koohmaraie (1988a), ndo se tenha evidéncias de seu papel em calpainas no
musculo esquelético.

Goll (1991) e Goll et al. (1992), também reportaram a existéncia de uma terceira
proteina, que passou a ser um ativador das calpainas (n-calpaina). Esse ativador apresenta uma
seqiiéncia homologa a p- e m-calpaina e necessita de 3.000-4.000 uM célcio, sendo que este
responde a fluxos de calcio, em concentragdes médias de nanomolar, devendo ser uma Kinase,

uma fosfatase ou uma molécula de caimodulina.

2.2.1. Caracteristicas da calpaina I ou p-calpaina e da calpaina Il ou m-calpaina

A calpaina I requer apenas pequena concentragio de célcio (5-50 pM de célcio) para
50% da sua ativagdo (também podendo ser ativada por ions Sr+2, Mn*? e Ba™ na falta de célcio.

A ativagdo otima pelo Mn*? se da com 2-3 mM Mn™? (para a forma ndo-autolizada, e
menor quantidade para a forma autolizada), o qual afeta as propriedades cataliticas da m-
calpaina, fazendo com que haja redug@o de seu requerimento de célcio (Edmunds et al., 1991).

Sua agdo em condi¢des existentes durante armazenamento pos-morte foi comprovada,
onde em um trabalho de Koohmaraie et al. (1986) observaram que a calpaina I reteve de 24-
25% da sua atividade a pH 5,5-5.8 ¢ 5 °C, e que este nivel de atividade foi suficiente para

reduzir as mudangas nas miofibrilas associadas com o armazenamento pdés-morte. Ha uma forte
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relacdo entre a atividade de pi-calpaina e pH, onde reduzindo o pH in vitro se reduz a atividade
de p-calpaina (Thomson et al., 1995).

Ha um declinio gradual nas atividades de calpaina 1 com aproximadamente 50% de
perda da atividade apos oito horas, e perda de 80% da atividade de 7 a 14 dias pds-morte,
enquanto que m-calpaina e calpastatina perdem sua atividade lentamente com 70% e 54% da
sua atividade presente apos 120 horas pos-morte, respectivamente (Koohmaraie, 1992a;
Thomson et al., 1995).

A atividade de calpaina 1 ¢ conhecida por ser instavel in vitro e na presencga de ions
calcio, é rapidamente autolisada, particularmente na falta de um substrato (Dransfield, 1992).

Apds o isolamento, a calpaina I € estavel por mais de 1 més e a calpaina Il € estavel por
1 semana a 4 °C, no entanto ambas as enzimas mostram uma redugdo marcante na atividade
apds o congelamento a -20 °C (Karlsson et al., 1985).

A calpaina II requer uma maior concentragdo de calcio (300-1.000 uM de calcio). Sua
atividade maxima ¢ atingida em pH 7,5 e 25 °C. Com estas caracteristicas conclui-se que sua
atividade durante armazenamento pés-morte (pH 5,5; 2-4 °C; baixa concentragdo de calcio)
seria reduzida (Koohmaraie, 1988a).

Por causa da atividade da calpaina II permanecer praticamente constante durante o
armazenamento pos-morte e por haver uma redug@o progressiva na sua atividade, Koohmaraie
& Seidman (1987) e Koohmaraie (1992a) sugeriram que a calpaina I, e ndo a calpaina I, deve
estar envolvida no amaciamento pos-morte. A razdo dessa afirmagdo deriva da observacdo de
que ambas calpainas vdo a autdlise e provavel ativagio inicial, seguida da atividade catalitica
sobre autdlises continuas em andlises in vitro onde suficiente calcio estd disponivel para

ativacdo das calpainas. Assim., a rapida perda de calpaina 1 durante armazenamento pos-morte



deve ser um bom indicador que a calpaina I . ao contrdrio da calpaina II, é ativada sobre
condi¢oes de pos-morte. Portanto, parece que em condigdes de pos-morte apenas a calpaina [ ¢
ativada e a razdo da estabilidade da calpaina II € a insuficiente concentracio de calcio.

Amostras injetadas com calcio mostraram apds oito dias de armazenamento. baixos
niveis da p-calpaina, entretanto as atividades de m-calpaina e calpastatina foram reduzidas
significantemente, sugerindo que a m-calpaina foi ativada (Uytterhaegen et al., 1994).

O efeito do congelamento (em nitrogénio liquido, com armazenamento a -70 °C) sobre
as atividades dos componentes do sistema das calpainas foi estudado por Koohmaraie (1990a),
sendo que a calpaina I e Il sdo marcantemente estaveis nestas condigdes, mas ndo a calpastatina.
O inibidor apresentou atividades originais de 67, 55 ¢ 45% apds 2, 4 e 6 semanas a -70 °C,
respectivamente. O congelamento deve, entdo, ser evitado e usadas amostras frescas quando da
quantificacdo dessas proteases.

As calpainas sdo reguladas pela calpastatina e pela inativagdo autolitica (Kendall et al.,
1993), e sdo controladas pelo célcio, fosfolipideos, calpastatina e ativadores (Wang et al.,

1993), ou ainda pelo célcio-livre e pela calpastatina (Goll et al., 1992).

2.2.2. Caracteristicas da Calpastatina

A calpastatina apresenta um papel central na regulagio da atividade das calpainas nas
células. Ela atua na mesma concentragdo de calcio requerida para atividade catalitica das
calpainas, inibindo a translocagdo das calpainas para as membranas, removendo ambas as
formas ativas e inativas de calpainas das membranas e inibindo a ativacfo autolitica das

calpainas (Forsberg et al., 1989; Koohmaraie, 1992b).



Segundo Murachi (1985) a inibi¢do pela calpastatina ¢ independente da concentracio de
calcio.

A calpastatina tem baixa forga idnica e um amplo pH otimo, sendo que nio muda na
faixa de pH entre 6,2 a 8,6 (Kendall et al., 1993).

A relagdo entre a dose do inibidor e a atividade inibitoria ndo € linear na analise
(Wheeler & Koohmaraie, 1991).

A atuagdo do inibidor (calpastatina) se da de trés formas: 1) através da interagdo entre
as calpainas e a calpastatina, sendo a interagdo reversivel e ambas retém sua atividade total apos
dissociagdo; 2) a ligagdo entre as calpainas e a calpastatina requer céalcio, mas a dependéncia de
célcio da inibigdo difere para calpaina-1 e calpaina-II, sendo o mesmo calcio requerido para a
atividade catalitica da respectiva protease; 3) em musculo esquelético bovino, uma molécula do
inibidor parece inibir 6 moléculas da protease e quando grandes quantidades da protease estdo
presentes, o inibidor ¢€ hidrolisado (Koohmaraie, 1988a).

A ligacdo da calpastatina-célcio-dependente ocorre em dois lugares da molécula de
calpaina; uma no dominio da calmodulina da subunidade de 28.000 Dalton ¢ uma outra no
dominio de calmodulina da subunidade da molécula. A calpastatina é um inibidor competitivo
das calpainas, devendo também se ligar a um terceiro local, o sitio ativo, nas calpainas, quando

do aumento da concentracdo de calcio (Goll et al., 1992).

2.2.3. Outros inibidores das calpainas
Wang et al. (1993) citaram que as calpainas também sfo inibidas por ions Fe+2, Fe+3,
. +2 2 . . . . . ar e
Ni*?, Cu+2, Zn'’, Cd*? ou Hg™". Além desses fons, as calpainas também sdo inibidas por

algumas substancias descritas a seguir.
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E-64 é um peptideo epoxisuccinil originario do Aspergillus japonicus. Nao inibe as
calpainas na presenca de EDTA, mas ¢ um inibidor irreversivel de outras proteinases cisteinas.
Assim, previne a degradagdo proteolitica indesejavel pelas proteinases cisteinas durante
purificagio de calpaina (Edmunds et al., 1991).

A leupeptina é um peptideo aldeido de origem microbiana que inibe no estado analogo
de transi¢do das proteinases cisteinas e liga-se a essas enzimas muito fortemente, mas nio
covalentemente (Koohmaraie, 1992a, Uytterhaegen et al., 1994).

PMSF ¢é um inibidor geral de proteinases séricas, ligando irreversivelmente a serina
ativa a um derivado enzima sufonil (Uytterhaegen et al., 1994).

O iodoacetato inibe irreversivelmente a atividade das calpainas por sua atuagdo nas
cadeias cisteinas laterais, bloqueando estas cadeias ou alterando a conformagio da molécula da
calpaina (Dayton et al., 1976a,b).

O inibidor calpaina-I (N-acetyl-Leu-Leu-norleucinal) reduz a atividade de calpaina e
catepsina B e L (Uytterhaegen et al., 1994).

O zinco é um inibidor ndo-especifico e potente das calpainas. A ligagdo € reversivel
por agentes quelantes e dialise. A concentrag@o de zinco em musculo vermelho ¢ de trés a
quatro vezes maior do que musculo branco (Koohmaraie et al., 1990; Koohmaraie, 1992c¢).

Assim, na presen¢a de todos os inibidores a autolise das calpainas ocorre, mas apenas
de uma forma limitada, ¢ o mecanismo de inibig¢@o da calpaina pelo zinco ¢ diferente daquelas

da leupeptina, E-64 e calpastatina (Koohmaraie, 1992a; Wang et al., 1993).
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2.2.4. Localizagdo e quantidades das proteases calcio-dependentes encontradas nos diversos
tecidos animais

As calpainas estdo localizadas na membrana plasmatica ou disco-Z do musculo
esquelético (para p-calpaina: 66% no disco-Z, 20% na banda-I, € 14% na banda-A), associadas
com estruturas subcelulares tais como as mitocondrias ou miofibrilas. Os niveis de calpaina
diferem em relagio ao sexo, idade e espécie animal (Goll et al., 1992; Gopalakrishna & Barsky,
1985; Koohmaraie, 1994).

Segundo Murachi (1985) e Forsberg et al. (1989) as calpainas e a calpastatina estao
localizadas no citosol das células.

As calpainas (i e m-calpaina) existem em animais terrestres e insetos, mas ndo em
plantas (Goll et al., 1992). Apenas a m-calpaina est4 contida em musculo, ovos e eritrocitos de
carpa, musculo de tilapia, garras e musculos abdominais de lagosta (Wang et al., 1993).
Entretanto, existem dois tipos de calpaina com peso molecular de 280.000 purificada de
Drosophilae e quatro tipos de calpaina com Mr de 310.000, 195.000, 125.000 e 59.000 em
lagostas.

A quantidade de calpainas no musculo esquelético esta ao redor de 3,4 pg/g de peso de
musculo fresco (Dayton, 1976b). Segundo Murachi (1985), a quantidade de calpainas esta ao
redor de 0,1-10 mg/100g de tecido timido.

A quantidade de uma frag@o de calpastatina medida a 750 mm, por Murachi (1985) foi
de 0,647 unidades.

A atividade total de calpaina (I e II) encontrada por Etherington et al. (1987) foi de 73,4
unidades/g, e a porcentagem da atividade de calpaina 1 de 64%. Ja, Koohmaraie (1990a)

encontrou uma atividade para calpaina Il (em caseina e com Aj73) de 0,4-0,5 unidades.
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Segundo Dransfield (1992) o musculo Pectorales profundus apresentou uma quantidade
de 60.9+35 unidades de calpaina L.

Amostras, em estudo de Shackelford et al. (1994), tiveram médias de 1,3 a 5.9 unidades
de atividade de calpastatina por grama de musculo.

Diferencas de maciez dentro das espécies e dentro dos musculos existem, e segundo
Shackelford et al. (1994) a carne de animais Bos indicus apresenta menor maciez do que aquela
de animais Bos raurus. Essa diferenga € explicada pelo aumento da atividade da calpastatina 24
horas pds-morte.

No figado e coragdo se tem uma maior quantidade de calpastatina do que de calpainas
(Gopalakrishna & Barsky, 1985).

Em aves, a moela € uma rica fonte de calpaina (Parkes et al., 1985).

Em trabalho realizado por Ouali & Talmant (1990), a razdo calpaina I:calpaina Il foi
praticamente similar em todos os musculos, enquanto que a razdo calpaina [l:calpastatina foi
considerado um indice de eficiéncia do sistema proteolitico (condicionamento da carne). Neste
trabalho, os suinos apresentaram um menor nivel de calpastatina e maior razdo calpaina
[I:calpastatina, os bovinos apresentaram maior nivel de calpastatina e reduzida razao calpaina
II:calpastatina, e os ovinos apresentaram niveis intermediarios, mas a calpaina II apareceu mais
em musculos vermelhos do que em musculos brancos. Geralmente musculos vermelhos tem
uma maior concentragdo de calpastatina.

Segundo Koohmaraie & Shackelford (1991), a razdo calpastatina:p-calpaina+m-
calpaina é aproximadamente 2,0 em bovinos, 1,2 em ovinos e 0,7 em musculo esquelético de

sSuinos.
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Morgan et al. {1993) mostraram que 24 horas pos-morte a atividade de calpastatina foi
81% maior em musculo longissimus dorsi de touro. A atividade de calpastatina em touros (24
horas apos o abate) foi de 2,41 unidades/g e em novilhos (zero hora apds o abate) foi de 2,24
unidades /g de calpastatina.

Em um estudo feito por Singh et al. (1995) o jejum ndo afetou o grau de maciez ou o

nivel de atividade de calpastatina, mas causou uma redu¢o nas atividades de p- e m-calpaina.

2.2.5. Mudangas pos-morte em musculo esquelético

Na tabela 2 estdo relacionados os principais efeitos das proteases calcio-dependentes
(calpaina e calpastatina) durante o armazenamento pos-morte.

O primeiro composto a ser removido das miofibrilas é a linha N, , que ¢ composta de
nebulina ou titina, ou ambos. Se a linha N, representa a estrutura que une os filamentos de
elastina da miofibrila com os filamentos contrateis da miofibrila, a perda deste elemento
estrutural no musculo pds-morte poderd ser um passo-chave no amaciamento apos o rigor. As
calpainas s6 atuam sobre os filamentos grosso e fino quando os discos-Z forem totalmente
removidos (Bandman, 1992; Goll et al., 1992).

As mudangas observadas nas miofibrilas durante o armazenamento pds-morte,
sdo virtualmente idénticas a aquelas causadas pelo tratamento com calpainas, podendo-
se, assim, concluir que 90% ou mais do amaciamento que ocorre durante

armazenamento pos-morte pode ser atribuido as calpainas (Goll, 1991).



QUADRO 2. EFEITO DO ARMAZENAMENTO POS-MORTE ENTRE 2 A 4 °C pE

PROTEASES CALCIO-DEPENDENTES SOBRE AS MIOFIBRILAS

1. ENFRAQUECIMENTO E DEGRADACAO DO DISCO Z, O QUAL LEVA A

FRAGMENTACAO DAS MIOFIBRILAS;

2. NAO DEGRADACAO DE ACTINA E MIOSINA;

3. DEGRADACAQO DE TROPONINA-T COM APARECIMENTO DE UM COMPONENTE
DE APROXIMADAMENTE 30.000 DALTON. LOCALIZADO NA BANDA-L. E UM

BOM INDICADOR DA EXTENSAO DA PROTEOLISE POS-MORTE;

4. APARECIMENTO DE UM COMPONENTE DE 95.000 DALTON;

5. DEGRADACAO DA DESMINA, A QUAL LEVA A FRAGMENTACAO DAS
MIOFIBRILAS, PROVAVELMENTE ATRAVES DA RUPTURA DAS LIGACOES

TRANSVERSAS ENTRE MIOFIBRILAS;

6. DEGRADACAQ DA TITINA (CONECTINA), AS QUAIS CONECTAM FILAMENTOS
DE MIOSINA NO SEU COMPRIMENTO DA LINHA M AO DISCO-Z. ESTA
RELACIONADA A ELASTICIDADE DO MUSCULO. QUANDO A TITINA E DESTRUIDA
PELA RADIACAO OU PROTEOLISE CONTROLADA A TENSAO DOS MUSCULOS

ESTIRADOS E REDUZIDA;

7. AUMENTO NAS ATIVIDADES DE ATPASE DAS MIOFIBRILAS PELOS fONS 1\/IG+2

£ CA™:

8. DEGRADACAO DE NEBULINA, POR CAUSA DA SUA LOCALIZACAO NAS

MIOFIBRILAS (BANDA-I).

FONTE: GOLL ET AL. (1992); KOOHMARAIE (19884, 1992A,B,C, 1994).



19
2.2.6. Ativacdo das proteases

A ativagdo das proteases ¢ feita por ions calcio e por agentes redutores de SH (Murachi,
1985).

Os ions calcio sdo liberados do reticulo sarcoplasmico e da mitocondria pela queda na
temperatura e reducdo do ATP, resultando num aumento da permeabilidade das membranas
rompidas no pos-morte (perda da capacidade de reter ions calcio pos-morte). O reticulo
sarcopldsmico nas fibras vermelhas ¢ menos desenvolvido do que nas fibras brancas; assim as
fibras vermelhas contém menor quantidade de ions calcio. Mas as fibras vermelhas apresentam
mais mitocdndrias, o que resulta em maior suprimento de célcio livre pos-morte (Whipple et al.,
1990).

A elevada concentrag@o de calcio ativa a pi-calpaina a qual por sua vez hidrolisa poucas
proteinas miofibrilares que podem ser utilizadas como substrato; havendo redugdo dessas
proteinas a p-calpaina ira sofrer autdlise levando a sua inativagdo. A autdlise e subsequente
perda da atividade proteolitica das calpainas € altamente dependente da presenca do substrato,
pH e temperatura. A taxa de autdlise e subsequente perda da atividade proteolitica ¢ reduzida
pela presenca de substrato, redug@o da temperatura e aumento do pH (Koohmaraie, 1992b).

Segundo Dayton (1976b) as calpainas comegam autélise a 37 °C na presenga de calcio
suficiente e isto ocorre mais rapidamente na falta de um substrato ou inibidor.

A autdlise por 45 segundos a 25 °C reduz a concentragio de calcio requerida para
metade da atividade proteolitica maxima de ambas pi- ¢ m-calpaina de tecido muscular bovino,
sem afetar apreciavelmente suas atividades especificas. A autdlise remove aproximadamente
10% da massa da molécula de calpaina. Isto faz com que ocorra uma mudanga conformacional,

tornando as moléculas hidrodinamicamente mais assimétricas (Edmunds et al., 1991).
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A autoativag@o necessita uma menor concentragdo de calcio do que a protedlise do
substrato. Em baixa concentragdo de céalcio a ativagao cinética eficiente corresponde a um
processo intramuscular (onde com um excesso de substrato a autolise cinética ndo ¢ reduzida),
enquanto que em baixas concentragdes de cdlcio a ativagdo ¢ devida, possivelmente, por um
processo intermolecular (quando irreversivelmente inibida a calpaina I pode ser um substrato
para a calpaina I ativa) (Cottin et al.,, 1991).

A autdlise na p-calpaina € considerada um processo intramolecular, pois cada p-
calpaina ira degradar sua molécula de p-calpaina vizinha, mas ndo ela mesmo e, portanto a
autolise ndo ira ser completa. Como resultado, mesmo apds autodlise extensiva in situ ou in
vitro, alguma atividade de p-calpaina ird permanecer. A autdlise para a m-calpaina ¢
considerada um processo inter e intramolecular, onde cada molécula de m-calpaina ira degradar
a si mesma e moléculas de m-calpaina vizinhas. Como um resultado, apos autdlise extensiva,
nenhuma atividade de m-calpaina pode ser detectada (Edmunds et al., 1991; Koohmaraie,
1992b).

Sem célcio as calpainas sdo estaveis in vitro. Com a presenga de calcio, ocorre uma
reducdo da atividade da enzima pela autdlise. Na presenca de fons calcio, o inibidor bloqueia
completamente a autdlise das enzimas com rapidas autdlises. Portanto, na presenca de ions
célcio, o complexo calpainatinibidor deve controlar indiretamente a autdlise subsequente das
enzimas (Vidalenc et al.,, 1983).

Na presenca de calcio, ambas as isoformas sofrem autélise, num processo que leva a um
aumento na afinidade ao cdlcio e permite um aumento da sua atividade em concentragdes de
calcio fisiologicamente acessiveis. A primeira clivagem, a qual ocorre muito rapidamente (em

5 minutos) apds a adi¢do de calcio, a enzima converte a subunidade Mr 30.000 em um forma de
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Mr 18.000 e converte a subunidade Mr 80.000 em uma forma de Mr 78.000. Depois vem a
degradac@o (mais demorada) da cadeia Mr 78.000 que se completa dentro de duas horas (resulta
em fragmentos de Mr 55.000 e Mr 37.000 ou Mr 32.000 e Mr 28.000). Estes eventos aumentam
a sensibilidade ao cdlcio pelas enzimas. A incubag3o continua na presenga de calcio resulta em
maior autdlise da subunidade larga e perda da atividade enzimatica. A perda da atividade
enzimatica se processa muito mais devagar do que a divisdo na subunidade larga (Cottin et al.,
1991; Crawford et al., 1987; Ouali & Talmant, 1990; Parkes et al., 1985).

Ap6s duas horas de incubagdo de calpaina, na presenca de calcio se tem a proteolise
completa da calpaina, mas neste estdgio a enzima ainda retém aproximadamente 70% de sua
atividade original (Parkes et al., 1985).

Com redugdo do pH (pela hidrélise do ATP e ativagdo da glicolise) para 5,5-5,8, o
aumento da atividade de proteases lisossomicas podem degradar u-calpaina e inibidor,
reduzindo assim suas atividades; ou ainda devido a reduc@o do pH, reduz-se a solubilidade das
enzimas resultando na redugio da atividade (Vidalenc et al., 1983).

Uma vez que a calpastatina esta localizada no mesmo lugar dentro das células
musculares esqueléticas que as calpainas, o aumento das concentragdes de calcio devera induzir

a atividade proteolitica das calpainas (Goll et al., 1992).

2.3. A UTILIZACAO DO CLORETO DE CALCIO NO AMACIAMENTO DA

CARNE

O calcio (juntamente com o fosforo) apresenta uma fungdo vital em quase todos os

tecidos do corpo e deve estar disponivel aos animais em quantidades e proporg¢des adequadas.



22
Estes elementos compdem mais de 70% do total de elementos minerais do corpo. Noventa e
nove por cento do calcio e 80% do foésforo do corpo encontram-se nos ossos e dentes.
Aproximadamente 1% do calcio estd vastamente distribuido em outros tecidos, com a maior
concentragdo no plasma sangiiineo. Célcio € essencial na formagdo do esqueleto, no
revestimento normal do sangue, na movimentacdo cardiaca, na excitabilidade neuromuscular,
na ativagdo enzimatica e na permeabilidade das membranas (McDowell et al., 1993).

A absorgdo do célcio € realizada no duodeno, por absor¢do ativa ou passiva, sendo a
quantidade absorvida dependente da fonte, da propor¢do calcio:fésforo, do pH intestinal, do
consumo de lactose e dos niveis dietéticos de calcio, fosforo, vitamina D, ferro, aluminio,
manganés e gorduras. A secregfo gastrica normal de acido cloridrico ou fon hidrogénio ¢
indispensavel para que a absorgdo seja eficaz. O baixo pH duodenal € responsavel pela maior
absorgdo nessa parte do corpo. A absor¢do do calcio € favorecida pela forma ativa da vitamina
D, que leva a formagdo de uma proteina transportadora de célcio nas células epiteliais. E, ainda
de importancia para a absorgdo de calcio, uma calcio-ATPase. A excregdo ¢ feita, na maior
parte das vezes, pelas fezes, mas com minimas perdas por via urindria (ja que 95 a 99% do
calcio ¢ reabsorvido nos canaliculos renais). A deficiéncia de célcio pode causar ossos fracos,
crescimento retardado, baixa producéo de leite e tetania (convulsdes). A prevengdo e o controle
das deficiéncias de calcio podem ser feitas pelo tratamento direto dos animais através da
suplementag@o, no alimento ou na agua, ou indiretamente pela fertilizagio apropriada dos solos
nos quais as pastagens a serem consumidas irdo crescer. O nivel maximo de calcio, para
bovinos e ovinos, € de 2%. O excésso desse mineral pode provocar problemas Osseos, além de
reduzir a eficiéncia da utilizacdo de outros minerais como fésforo, magnésio, ferro, iodo, zinco

e manganés (McDowell et al., 1993).
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Segundo Nakamura (1973) e Taylor & Etherington (1991), o ion célcio € conhecido
como um agente regulador do sistema contratil, além de apresentar um papel importante no
fendmeno de amaciamento da carne durante maturagio pds-morte. Jons calcio removem
especialmente as linhas-Z das fibras musculares, enfraquecendo a forga das fibras musculares e
a sua concentragdo aumenta gradualmente durante a maturagdo pds-morte. FEsse aumento,
quando o nivel de ATP intracelular cai abaixo de 0,1 mM (normalmente com um pH perto de
6,2), parece ser devido a liberagdo de calcio que estava ligado ao reticulo sarcoplasmatico e a
mitocdndria. Nessas condigdes, ions calcio podem ativar as calpainas e tem sido observado
que o enfraquecimento precoce pos-rigor das enzimas das fibras musculares ¢ devido
especialmente a protedlise dessas enzimas. Quando o pH ao redor de 5,5 € atingido, membranas
lisossémicas sdo quebradas, liberando as catepsinas que continuam atuando durante os Gltimos
estagios do processo de amaciamento.

Apesar das diferengas de maciez da carne entre animais Bos indicus ¢ Bos taurus,
também sio verificados diferencas na concentragdo dos ions calcio, além das diferengas de
maciez em diferentes cortes carneos. Em um experimento de Kotula & Lusby (1982) sobre a
composi¢do mineral de muasculos de novilhos entre 1 e 6 anos de idade, foram observadas que
as concentragdes de todos os minerais variaram entre os diferentes musculos estudados e que o
contetdo de calcio ndo foi afetado pela idade.

Marchello et al. (1984) observaram diferengas significativas no teor de minerais entre a
carne moida e o contra-filé. A carne moida apresentou maiores quantidades de sddio, célcio,
ferro, magnésio e zinco, enquanto que o contra-filé apresentou maiores concentragdes de

potassio e fosforo. As causas das diferengas de minerais desses cortes carneos foram os
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diferentes teores de agua e de gordura das carnes, além da fungdo e vascularizagio dos
musculos individualmente.

Zarkadas et al. (1987) investigando a composigdo mineral de carnes e produtos carneos
de bovinos, suinos e aves selecionados, observaram variagdes de minerais intra e inter espécies.
A variagdo no conteudo de mineral foi devido a composigdo elementar ser afetada por fatores
genéticos, fisiologicos e ambientais.

Nour & Thonney (1988), estudando o efeito da dieta, maturidade, tipo de manejo ¢
peso ao abate sobre a concentragdo de minerais nos tecidos e ossos das carcacas de bovinos,
observaram que o peso da carcaga ndo teve efeito na concentragdo de calcio dos tecidos, e que a

dieta e a raga influenciaram a concentragio de calcio.

2.3.1. A influéncia do Cloreto de Célcio na maciez da carne

Com o avango nos estudos da ciéncia da carne e com o conhecimento do importante
papel dos ions cdlcio no amaciamento da carne (através do sistema proteolitico das proteases
calcio-dependentes), a partir de 1988 foram realizados inimeros experimentos utilizando o
cloreto de céalcio (CaCl,) para o amaciamento da carne.

Segundo Koohmaraie (1986), teoricamente a adigdo de calcio enddgeno a carne pos-
rigor deveria resultar em amaciamento similar a obtida pela adi¢do de calcio a carne pré-rigor,
embora o processo de amaciamento possa ocorrer mais lentamente do que em carne pré-rigor
devido a baixa temperatura e pH.

Koohmaraie et al. (1988b), infundindo carcagas de cordeiros com 0,3 M de cloreto de
calcio, imediatamente apds a morte, observaram acelerado amaciamento e protedlise das

proteinas miofibrilares da carne, 24 horas pos-morte.
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Em 1989, Koohmaraie et al. realizaram outro experimento com carcagas de ovinos
infundidos com varios niveis de cloreto de céicio (a 10% do peso vivo), apos estimulagdo
elétrica, e observaram que o tratamento com 0,3 M de cloreto de célcio foi 0 que apresentou a
concentra¢do mais efetiva na redugdo da forga de cisalhamento 24 horas pos-morte. E que o
amaciamento que ocorreu pela infusio das carcagas com cloreto de calcio ndo foi devido a forga
i6nica da solugdo de cloreto de célcio, mas sim a ativagdo das proteases calcio-dependentes.

Koohmaraie et al. (1990) verificaram que a infusio de carcagas de ovinos com cloreto
de célcio acelerou o amaciamento pds-morte e que a baixa estimulagdo elétrica ndo teve efeito
no amaciamento da carne, sendo desnecessaria antes da infusdo com cloreto de calcio.
Entretanto, amostras de carne de animais Brahman e cruzados Brahman injetadas com cloreto
de célcio tiveram elevadas perdas de cozimento e a injegéio de cloreto de calcio apresentou um
efeito claro e definido nas atividades dos componentes do sistema proteolitico das proteases
calcio-dependentes, acelerando o amaciamento pos-morte.

Em um trabalho realizado por Koohmaraie & Shackelford (1991), foi avaliado o efeito
da infusdo de cloreto de calcio na maciez de carcagas de cordeiros alimentados com f-
agonistas, sendo verificado que o cloreto de calcio acelerou o amaciamento pds-morte,
aumentou o marmoreio, reduziu a firmeza da carne, aumentou os escores de coloragio e a
porcentagem de rendimento da carcaga e apresentou um efeito positivo nas atividades dos
componentes do sistema proteolitico das proteases célcio-dependentes (CDP-1, CDP-1I e CDP-
inibidor).

Morgan et al. (1991), usando injecdo de cloreto de célcio para aumentar a maciez da
carne em vacas adultas (velhas), observaram que a inje¢do de cloreto de calcio reduziu os

valores de forga de cisalhamento, a quantidade de tecido conectivo detectavel e o comprimento
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do sarcomero (24-40%) e melhorou as classificagdes de painel sensorial de amaciamento em
aproximadamente 40-50%. O aumento da maciez durante a maturagdo da carne, segundo 0s
autores, foi o resultado da degradagdo proteolitica pelas proteases endogenas das células do
musculo esquelético ou das enzimas lisossdmicas, ou da agdo sinérgica de ambas as proteases.
O encurtamento do sarcomero em 24-40%, foi devido a baixa quantidade de gordura externa nas
carcagas, provocando o encurtamento pelo frio. Quando o comprimento do sarcomero €
reduzido a 30-35% do seu comprimento original ocorre o endurecimento da carne. No entanto,
o maior encurtamento do sarcdmero (acima de 40%) resulta num efeito de amaciamento devido
ao filamento grosso de miosina penetrar na linha-Z. Além disso, quanto maior a quantidade de
solugdo de cloreto de célcio adicionada, maior foi a concentracdo de ions céalcio encontrada.

St. Angelo et al. (1991) observaram que a infusdo de 0,3 M de cloreto de calcio mais
1% de ascorbato sddico ou 0,25% maltol, em carcacas frescas de cordeiros, resultaram na
aceleracdo do amaciamento pos-morte através da ativagdo das proteases céalcio-dependentes, da
inibi¢do da oxidagdo lipidica e da redugdo do sabor “requentado”.

Em um estudo da combinagdo do efeito de cloreto de calcio e desossa a quente sobre o
amaciamento do coxao, Wheeler et al. (1991) observaram que a desossa a quente nio teve efeito
sobre os valores da forga de cisalhamento, mas apresentou sucesso quando usada em conjunto
com a injegdo de cloreto de calcio (facilitando o processo da inje¢do). A injecdo de 300 mM de
cloreto de calcio (10% peso vivo) pré-rigor fez com que a maciez da carne aumentasse
rapidamente (1 dia pds-morte), nfo necessitando assim o processo de maturagdo a baixa

temperatura para o amaciamento da carne,
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Eilers et al. (1992) observaram que independente do tempo de maturagdo, a injecdo de
volumes iguais de cloreto de célcio e 4cido latico (1:1) melhoraram em 35% o valor da forga de
cisalhamento de cortes desossados a quente ou a frio.

Injetando uma solugéo de cloreto de calcio em musculo 24 horas pds-morte, Wheeler
et al. (1992) demonstraram que a carne foi amaciada como se fosse injetada pré-rigor, e que
usando o tratamento congelamento+descongelamento+inje¢do ndo se tem amaciamento
adicional.

Whipple & Koohmaraie (1992) observaram que o congelamento reduz a atividade da
calpastatina e a aplicagdo de célcio exdgeno ativa o sistema proteolitico das calpainas. Assim
sendo, o congelamento associado & marinagdo reduziu significantemente a atividade da
calpastatina (devido a sua hidrélise pela m-calpaina e porque a calpastatina pode servir como
substrato para as calpainas).

Huff et al. (1993), estudando a injec@o de vérios compostos € a maturagdo pds-morte
para aumentar a maciez da carne, observaram que a injegdo com cloreto de célcio reduziu os
valores de forga de cisalhamento, através do aumento da protedlise como mostrado pelo indice
de fragmentagdo miofibrilar e o0 SDS-PAGE.

Koohmaraie et al. (1993) declararam que 300 mM de cloreto de calcio (10%) é uma
quantidade mais do que necessaria, e que a utilizagdo de cloreto de calcio foi usado com sucesso
em varios cortes cdrneos menos macios e reconhecido por ter um potencial para amaciar a carne
no setor de processamento.

Num estudo sobre o tempo pos-morte de injecdo, a concentragio minima e o nivel de
inje¢do de cloreto de cdlcio que aumentasse o amaciamento da carne, Wheeler et al. (1993a)

observaram que o nivel de injeg@o entre 5 ¢ 10% do peso da amostra ndo apresentou diferenga
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na for¢a de cisalhamento, mas que, injetando-se 200 mM de cloreto de célcio a 5% de peso da
amostra dentro das 24 horas pds-morte, pode produzir consistentemente carne macia sem
comprometer outras qualidades, como palatabilidade e por¢do de carne magra. Ainda, a inje¢@o
de 200 mM de cloreto de calcio a 5% resulta em aproximadamente 250 ppm de calcio a carne,
um aumento sete vezes o controle, o que ird fornecer uma fonte mais do que necessaria de
calcio ao consumidor. Outro dado interessante, € que a carne que inicialmente ja é macia (forga
de cisalhamento < 5 kg) néo ficard mais macia pela injecdo de cloreto de calcio.

Segundo Wheeler et al. (1993b), com a inje¢@o de 200 mM de cloreto de calcio (5%)
ocorre, em média, um aumento de 3,5% do peso do produto o que € conservado através dos
processos de empacotamento ¢ maturagdo, mas com uma quantidade de purga um pouco mais
elevada. O custo dos materiais da inje¢@o de cloreto de calcio e da mio-de-obra poderiam ser
pagos pelo aumento do peso do produto. Foi observado, também, que a variagdo na maciez ¢
reduzida em 30% e, assim, o produto cloreto de calcio-injetado ¢ mais uniforme em maciez.
Nio ocorre ainda um maior amaciamento da carne porque as calpainas uma vez ativadas pelo
calcio degradam as proteinas musculares e também elas mesmas. Assim, este é um processo
limitado, ao contrario da degradagdo descontrolada como ocorre com a papaina.

Wheeler et al. (1993¢) realizaram um trabalho sobre o processo de inje¢do com cloreto
de calcio para garantir a maciez e fortificar a carne com calcio e concluiram que a inje¢do com
cloreto de calcio aumentou a maciez da carne em todos os tempos de maturagdo empregados, o
tempo de maturagdo pos-morte necessario para se ter carne macia foi reduzido para 1 dia, e a
desossa a frio ndo apresentou efeito sobre a maciez das amostras estudadas.

Em um estudo conduzido por Whipple & Koohmaraie (1993a) foi concluido que a

marinagdo com cloreto de calcio da carne de vacas adultas pode reduzir o valor da for¢a de
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cisalhamento, entretanto neste experimento as vacas apresentaram valores de forga
cisalhamento abaixo de 5 kg (nfo comum em vacas adultas). Em animais alimentados com
agonistas [-adrenérgicos, a marina¢do com cloreto de calcio aumentou a maciez da carne
independentemente da dieta, mas bifes de animais 3-adrenérgicos permaneceram menos macios
do que os dos animais controle, € 0o aumento no amaciamento foi devido a ativagdo da m-
calpaina, uma vez que a sua atividade e a da calpastatina foram reduzidas.

Segundo Whipple & Koohmaraie (1993b) a marinagdo por 48 horas com 150 mM de
cloreto de calcio, apos 5 dias pés-morte, aumenta a maciez da carne, o que pode ser explicado
pela ativagdo natural da m-calpaina (a qual ndo ¢ ativada durante a maturag@o normal da carne).
Este método de amaciamento da carne ¢ também aumentado pelo congelamento (inativagdo da
calpastatina), servindo entdo como uma forma de fortificagdo e amaciamento da carne pelo
calcio.

Diles et al. (1994) concluiram que o cloreto de calcio pode ser injetado 30 minutos ou
24 horas poOs-morte, € que em ambos os tempos ha reducdo dos valores da forca de
cisalhamento. A aplicagéio de 200 mM de cloreto de calcio a 30 minutos ¢ 150 mM a 24 horas
pés-morte com maturagdo por 14 dias melhoraram os valores sensoriais e de forga de
cisalhamento. Assim, a inje¢cdo de cloreto de calcio pode ser util para maior velocidade de
entrega de produtos cérneos, pela eliminagdo da necessidade de armazenamento pds-morte
acima de 7 dias, e para maximizar a maciez e a palatabilidade da carne de lombo de vacas
adultas.

Alarcon-Rojo & Dransfield (1995) observaram que o cloreto de calcio produziu carne
mais macia que o controle. Os autores utilizaram ainda outros ions ativadores e verificaram

que, o cloreto de magnésio apresentou 73% da efetividade dos sais de calcio (aumentou a
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maciez em 20%), seguido pelo cloreto de sédio que apresentou 43% da efetividade dos sais de
calcio (aumentou a maciez em 10%). Trinta milimolar de cloreto de calcio foi a quantidade
suficiente para impedir a agdo dos inibidores cisteina (reduz a dureza da carne em 22% no
primeiro dia e 35% no segundo dia de armazenamento). Ainda, com apenas | dia de imerséo
25% dos ions calcio na solugdo foram absorvidos pela carne e no segundo dia de
armazenamento a concentragdo de cédlcio na carne atingiu o seu equilibrio com a solugéo.
Portanto, a difusdo dos ions calcio foi 67% no primeiro dia. Com armazenamento superior a 8
dias, solucdes com cloreto de calcio produziram carnes 40% macias.

Em um estudo dos efeitos dos diferentes tempos de inje¢do com cloreto de calcio sobre
a maciez e perdas por cozimento, Boleman et al. (1995) observaram que os valores de forca de
cisalhamento foram maiores em amostras controles comparadas com amostras injetadas e
aumentaram linearmente com o tempo de injegdo. O cloreto de célcio aplicado 1 hora pos-
morte foi mais efetivo na redugdo da forga de cisalhamento (16,3%) prevenindo perdas por
umidade excessiva, entretanto, inje¢Oes as 12 ou 24 horas pds-morte também sio eficazes na
redugdo dos valores de forga de cisalhamento (valores menores que aplicag@o pré-rigor).

Avaliando a aceitacdo do consumidor de bifes amaciados com cloreto de calcio,
Hoover et al. (1995) observou que os bifes controles receberam pior pontuagdo do que bifes
tratados com cloreto de célcio.

Kerth et al. (1995) estudando o aumento da maciez da carne e da qualidade de lombos
48 horas apds abate tratados com injec¢@o de cloreto de célcio, verificaram que os tratamentos

com 200 ou 250 mM de cloreto de célcio (5%) tiveram maior maciez e melhor avaliacdo

sensorial.



Segundo Lansdell et al. (1995), os efeitos da injecdo com cloreto de célcio aplicada em
condi¢des comerciais, foram consistentes com os resultados de experimentos laboratoriais
usando 200 mM cloreto de célcio a 5%. Os valores de forga de cisalhamento e avaliacdo
sensorial indicaram que a porcentagem de carne dura foi reduzida. A aplicagdo comercial da
injecdo de cloreto de calcio aumentou a palatabilidade da carne com um efeito minimo sobre
outras caracteristicas de qualidade e a adaptagdo deste método de amaciamento pela industria
podera reduzir a variacio encontrada na maciez da carne.

Em uma avaliagio da aceitacio da venda ao consumidor de carne amaciada por cloreto
de calcio, Miller et al. (1995) observaram que para 50% dos consumidores a maciez € a
caracteristica de qualidade mais importante, seguida pelo sabor (40%). Ainda, a carne injetada
(200 mM a 5% e com 7 dias de maturagdo) com cloreto de calcio foi a preferida pelos
consumidores uma vez que este processo reduz a variagdo na maciez, sem efeito negativo sobre
as caracteristicas da qualidade e palatabilidade da carne.

McFarlane & Unruh (1996) realizaram o primeiro trabalho de inje¢do com cloreto de
calcio para amaciamento de lombo em suinos, relacionado com o resfriamento tradicional ¢
resfriamento rapido, e concluiram que a inje¢c@o com cloreto de cdlcio pode aumentar a maciez
da carne suina que em experimentos anteriores mostrou alta variabilidade em sua maciez.

Em um estudo com novilhos Limousin, Wulf et al. (1996) observaram que diferentes
tipos de cortes respondem diferentemente ao tratamento com cloreto de célcio. Entretanto, a
forca de cisalhamento foi reduzida pela inje¢do de cloreto de calcio em todos os cortes
estudados, e o amaciamento foi maior em contra-filé e alcatra do que em coxdo. A razdo, para
uma menor resposta a inje¢do de cloreto de calcio em cox@o do que em alcatra e contra-filé, foi

provavelmente o maior contetido de tecido conectivo do coxf@o. O efeito da injegdo de cloreto



de calcio sobre a forca de cisalhamento também diferiu entre os graus de cozimento. Quando o
grau de cozimento aumenta, ocorre uma melhora na maciez da carne devido a injecio de cloreto
de célcio, ou seja, a injegdo com cloreto de calcio reduz os efeitos do endurecimento pelo
aquecimento.

O uso de cloreto de calcio, segundo Wheeler et al. (1992), foi aprovado pela FDA
como geralmente reconhecido como seguro (GRAS) nos niveis maximos de 3% do peso da

amostra de uma solugdo de 0.8 M (reg. #318.7 [c] [4]; FSIS, 1973).

2.3.2. A influéncia do Cloreto de Calcio nas caracteristicas sensoriais e perdas por cozimento

Segundo varios autores, apesar do cloreto de célcio apresentar vantagens no
amaciamento e apresentacdo da carne, alguns experimentos mostram que pode afetar a
coloragdo, a palatabilidade, o rendimento do produto cérneo, as perdas por evaporagdo, o
gotejamento e as perdas totais por cozimento, fazendo com que o produto seja rejeitado pelo
consumidor. Miller et al. (1986) observaram que a utilizagdo de 0,5% de cloreto de célcio
apresentou maior coloragdo vermelha e aceitagfo, do que 1% de cloreto de calcio. Bifes
adicionados com sais de cloreto se tornaram ranceificados somente apds 70 dias de
armazenamento congelado. Ainda, um aumento na incidéncia de “sabor-requentado” ocorreu
quando o sal aumentou de 0,5 a 1% em todos os tratamentos, devido ao ion cloreto criar uma
sensagdo metalica nas avaliagdes de painel sensorial.

Segundo Koohmaraie et al. (1990b), as perdas por cozimento e a taxa de cozimento de
carcagas de ovinos injetadas com cloreto de calcio ndo foram afetadas. Entretanto, em contra-

filés de bovinos Brahman injetados com cloreto de calcio houve maiores perdas por cozimento
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no dia | mas ndo no dia 14 de maturagio, e a injecdo de cloreto de calcio ndo teve efeito sobre a
taxa de cozimento.

Morgan et al. (1991) observaram que as amostras injetadas com cloreto de célcio
apresentaram maior intensidade no sabor, durante o armazenamento, (o sabor foi caracterizado
como mais metalico, acido ou sabor de figado). Também ndo foram observadas diferengas
entre o tempo e as perdas de cozimentb.

Wheeler et al. (1991) constataram que a interagcdo de desossa & quente e injecdo de
cloreto de calcio em musculos Biceps femoris resultou em um aumento no tempo de cozimento
e grandes perdas por cozimento (3-5%), o mesmo ndo ocorrendo para musculos
Semimembranosus. E que a injegdo com cloreto de calcio aumenta, um pouco, a descrigdo de
sabor salgado e acido.

Eilers et al. (1992) concluiram que a carne de animais injetados com cloreto de calcio
apresentaram caracteristicas de sabor menores do que amostras ndo injetadas com cloreto de
célcio.

Num estudo de Wheeler et al. (1992) do efeito do tempo de injegdo pos-morte e do
congelamento sobre a efetividade do cloreto de calcio em aumentar a maciez, os efeitos dos
tratamentos sobre as perdas por cozimento ndo foram consistentes.

Boles & Shand (1993) e Wheeler et al. (1993a) estudando diferentes concentragdes e
niveis de inje¢do de cloreto de célcio obtiveram um resposta proporcional ao aumento da
concentragdo de cloreto de calcio, um aumento do sabor desagradavel (salgado, acido e azedo),
e ainda uma coloragdo mais escura.

Segundo Wheeler et al. (1993b) foi detectado na avaliagdo sensorial um aumento na

maciez de musculos injetados com cloreto de calcio, mas sem diferengas em sabor e suculéncia.



Diles et al. (1994) concluiram que apds 3 dias de exposicdo, todos os bifes injetados
com cloreto de calcio (independente da concentragdo utilizada) apresentaram mais de 40% de
descoloragdio. As perdas por cozimento ndo foram afetadas pelas concentracdes de cloreto de
calcio ou pelo tempo de maturacdo e, apds 14 dias de matura¢do foram obtidos os menores
valores de for¢a de cisalhamento. A inje¢do de cloreto de calcio aumentou a suculéncia, a
maciez ¢ a palatabilidade, enquanto que a maturagdio aumentou a maciez, a intensidade ¢ a
descri¢do de sabor e palatabilidade geral.

Resultados obtidos por Lansdell et al. (1995) mostram que a inje¢do de cloreto de
calcio aumentou a maciez sensorial para os musculos coxio-mole e contra-filé, mas ndo afetou a
intensidade de sabor ou causou algum problema com o sabor. A injecdo com cloreto de calcio
afetou as caracteristicas de cozimento (temperatura interna, perda por cozimento, tempo de
cozimento, cor apds cozimento), no entanto o contra-filé e coxdo-mole apresentaram grande
perda por purga durante armazenamento por 7 dias, e o cox@o-mole apresentou uma perda por
gotejamento maior do que os controles.

Em um trabalho de aceitagdo pelo consumidor da carne amaciada por cloreto de célcio,
Hoover et al. (1995) e Miller et al. (1995) observaram que a inje¢do com 200 mM de cloreto de
calcio aumentou a maciez e a suculéncia e, ndo foram observados problemas com sabor quando
feitas comparagdes com amostras controle.

Segundo Boleman et al. (1995) a inje¢do com cloreto de calcio fez com que as perdas
por purga fossem maiores, enquanto que as perdas por cozimento aumentaram com o tempo de
inje¢do {(quanto mais tardia a injecfo, maiores foram as perdas). Assim, injecdo com cloreto de
calcio 1 hora pds-morte foi a mais efetiva para reduzir os valores da forga de cisalhamento e

prevenir perda excessiva de umidade.



Dyer et al. (1995) e Kerth et al. (1995) também observaram que o emprego de cloreto
de calcio melhorou os escores de sabor e painel sensorial.

McFarlane & Unruh (1996) observaram que amostras de carne controle injetadas com
agua tiveram perdas por purga aumentadas apds 3 dias de armazenamento, semelhantes as
amostras injetadas com cloreto de calcio.

Quanto ao problema de descoloragdo apresentado em bifes injetados com cloreto de
calcio (devido o sal induzir a oxidagdo), Wheeler et al. (1996) mostraram que com a inje¢do de
1% de vitamina C junto com 300 mM de cloreto de calcio, os bifes apresentaram-se mais
vermelhos e tiveram baixa descoloragao no 5° e 7° dia de armazenamento, ocorrendo ainda a

redu¢do da rancificagdo oxidativa, do sabor “requentado” e de sabores ruins.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1.Animais

Foram utilizados 64 bovinos machos inteiros, sendo 16 Caracu (C), 16 Guzera (G), 16
Nelore Controle (NC) e 16 Nelore Selegdo (NS) oriundos do projeto de selecdo da Estagdo
Experimental de Zootecnia de Sertdozinho. Estes animais permaneceram em confinamento, na
Estagdo Experimental de Zootecnia de Nova Odessa por um periodo médio de 177 dias, no qual
receberam uma dieta contendo 55% de concentrado (76,5% milho, 19,2% farelo de algodao,
1,62% uréia, 0,18% amodnia, 1,5% calcério e 1% sal mineral) e 45% de volumoso (silagem de
milho e/ou silagem de milho+sorg6). As médias no final do confinamento foram de 19,7 meses

de idade, o peso vivo ao abate de 473 kg e o rendimento da carcaga de 59,2%.

3.1.2. Obtencio das amostras
Apds o abate as carcagas permaneceram por 24 horas em resfriamento, quando uma
, .. . . a a . .
amostra do musculo Longissimus dorsi (contra-filé), entre as 6 e a 9° vértebras lombares (lado

direito), foi retirada para realiza¢do deste trabalho.

3.1.3. Preparo da solugéo, injecdo € maturacio
As solugdes de cloreto de calcio (0, 200 e 300 mM) foram preparadas com éagua

destilada e homogeneizadas no Centro de Biotecnologia da ESALQ em Piracicaba.



A amostra do musculo Longissiumus dorsi foi subdividido em nove partes que
sofreram. a0 acaso, os seguintes tratamentos com inje¢do de cloreto de célcio, na base de 10%
do peso da amostra: a) agua (controle), b) 200 mM de cloreto de célcio e ¢) 300 mM de cloreto
de calcio. Apds injegdo das respectivas amostras, elas foram embaladas a vacuo e transferidas
para uma camara fria (2 °C), onde permaneceram por 1, 7 e 14 dias, para posterior analise da

forga de cisalhamento e das perdas por cozimento.

3.2. Métodos

3.2.1. Forga de Cisalhamento e Perdas por Cozimento

A metodologia da for¢a de cisalhamento e testes de cozimento empregados, foram
aquelas indicadas pelo AMSA (1978), com algumas modificagdes. No 19, 7% e 14° dia apés o
abate, bifes de 2,5 cm de espessura foram assados no forno com temperatura de 200 °C até
atingir uma temperatura interna de 75 °C, a monitoragdo da temperatura foi feita com um
termometro. Os bifes foram pesados antes e depois do cozimento para a determinagido da
porcentagem de perdas por cozimento, resfriados a temperatura ambiente por 1 hora, retiradas
amostras de 2 polegada de didmetro (6 amostras/bife) e feito a analise da forga de cisalhamento

utilizando-se do Warner Bratzler Shear Force Device.



3.3. Analise Estatistica

3.3.1. Parcela Subdividida de Fatorial 3X3

A andlise foi realizada com o programa SAS (1990) onde os dados foram analisados
com um modelo split plot em esquema fatorial 3X3. A parcela consistiu das ragas (Caracu,
Guzera, Nelore Controle e Nelore Sele¢do) e a sub-parcela das concentragdes de cloreto de
calcio (0, 200 ¢ 300 mM) e dos tempos de maturagdo (1, 7 e 14 dias). O modelo incluiu os
principais efeitos de raga (para cada animal), concentrag@o de cloreto de célcio e tempo de
maturagdo e as interagdes entre raga*concentracdo de cloreto de célcio, racaxtempo de
maturagdo e concentragio de cloreto de calcio *tempo de maturag@o. Os erros incluiram animal

(dentro de raga) para a parcela e os termos de interacdo para a sub-parcela.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as variaveis estudadas neste experimento, apos a analise realizada pelo programa
SAS (1990), foram observados resultados significativos para a for¢a de cisalhamento (quando
comparados raca, animal dentro de raca, concentracfo de cloreto de calcio, tempo de maturacdo
e as interagdes racaxconcentracdo de cloreto de calcio, ragcaxtempo de maturagdo e
concentragdo de cloreto de célcio* tempo de maturagdo); para as perdas por evaporagdo
(quando comparados raga, animal dentro de raca, tempo de maturago e a interacdo raga*tempo
de maturagdo); para as perdas por gotejamento (quando comparados raca, animal dentro de raca
e tempo de maturagdo) e para as perdas totais (quando comparados animal dentro de raga,
tempo de maturacdo e a interagdo raga*tempo de maturacgio).

No entanto, devemos lembrar antes da apresentagdo dos resultados e discussdo, que a
inje¢do com cloreto de calcio foi empregada 24 horas pos-morte (pds-rigor) e, segundo alguns
trabalhos como o de Wheeler et al. (1992), Whipple & Koohmaraie (1992) e Kerth et al. (1995),
o emprego de cloreto de célcio no periodo poés-morte também ¢ eficiente para amaciar a carne,
mas ndo tdo eficiente quanto sua aplicagdo no periodo pré-rigor, uma vez que possiveis
mudangas na permeabilidade da membrana celular durante o desenvolvimento do rigor podem
restringir a entrada de calcio na célula muscular, assim, impedindo a completa ativa¢do das
calpainas.

Com os resultados obtidos foram montadas as tabelas e graficos das médias encontradas

para cada pardmetro estudado.
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4.1. Forga de Cisalhamento (FC)

4.1.1. Influéncia da Raga, Tempo de Maturagdo e Concentragdo de Cloreto de Calcio

Para as ragas estudadas (Tabela | e 2) observa-se que na média geral os animais Guzera
apresentaram carne com maior FC (mais dura), enquanto que os animais Nelore Controle e
Nelore Selecdo apresentaram carne com valores de FC intermediarios e os animais Caracu
foram os que tiveram menor FC (carne mais macia). Entretanto, devemos observar que de uma
maneira geral os valores estiveram bem abaixo daqueles para a carne considerada dura (FC> 5,0
kg), como isso seria esperado que o amaciamento da carne, através do uso da solugo de cloreto
de calcio fosse menor, pois segundo Wheeler et al. (1993a) quanto mais dura for a carne, mais
efetivo sera o tratamento com cloreto de calcio. Com carne de baixa FC, ndo ocorre um maior
amaciamento, porque as calpainas uma vez ativadas pelo calcio ndo apenas degradam as
proteinas musculares, mas também elas mesmas. Assim este é um processo limitado, ao
contrario da degradagio descontrolada como ocorre com a papaina (Wheeler et al., 1993b).

Para o tempo de maturagéo estudado (Tabela | e 3), observou-se que quanto maior o
periodo de maturagdo, menor foram as médias para FC encontradas (maior amaciamento). O
maior amaciamento ocorreu nos seis primeiros dias de armazenamento (67%). O mesmo
resultado foi encontrado por Eilers et al. (1996), onde o amaciamento de todos os cortes
testados também aumentou quando o tempo de matura¢do pds-morte foi aumentado. Além
disso, segundo Taylor et al. (1995) aproximadamente 65 a 80% de todo o amaciamento

pds-morte ocorre durante os tré€s primeiros dias pos-morte.
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Tabela 1. Médias da for¢a de cisalhamento (kg) em relagio a raga, tempo de maturacdo e a

interagdo raga X tempo de maturagéo.

MATURACAO (dias)
RACA 1 7 14 MEDIAS
CARACU 3,154¢ 2,49 BP 2,29 €° 2,64°
GUZERA 4,874 3,46 %7 2,95 ©* 3,76
NELORE CONTROLE 4,232 3,27%* 2,76 ©° 342
NELORE SELECAO 3,974° 3,24 02 2,63 <% 3,28%
MEDIAS 4,06 " 3,128 2,66 ¢

# B € Efeito da maturagdo sobre a for¢a de cisalhamento dentro de raga. Médias horizontais seguidas de

letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).
ab.c

Efeito da raga sobre a forga de cisalhamento dentro de maturacdo. Médias verticais seguidas de letras

diferentes sao estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).

Tabela 2. Médias da forga de cisalhamento (kg) em relag@o a raga, concentragdo de cloreto de

célcio e a interagdo raga X concentragdo de cloreto de célcio

CaCl; (mM)
RACA 0 200 300 MEDIAS
CARACU 3,00 ¢ 2,59 B¢ 2,340 2,64°
GUZERA 4,49 A 3,53 82 3,26 22 3,76 °
NELORE CONTROLE 3,95 A 3,23 B2 3,08 B2 3,42°%
NELORE SELECAO 3,90 A 2,98 B¢ 2,978 328
MEDIAS 3,84" 3,08 ° 291°

4B C Efeito da concentragio de cloreto de célcio sobre a forga de cisalhamento dentro raga. Médias

horizontais seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).
a b ¢

Efeito de raga sobre a for¢a de cisalhamento dentro da concentragio de cloreto de calcio. Médias

verticais seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).
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Para o cloreto de calcio (Tabelas 2 e 3), observamos que quanto maior a concentragao
empregada, menor a forga de cisalhamento obtida. Entretanto podemos notar que a redugdo na

FC entre as concentrag¢des 0-200 foi de 20% enquanto que de 200-300 a redugio foi de somente

5,5%.

Tabela 3. Médias da for¢a de cisalhamento (kg) em relacdo a concentragio de cloreto de calcio,

tempo de maturagdo e a interagdo concentra¢do X tempo de maturagdo

MATURACAO (dias)
CaCl, (mM) ] 7 14 MEDIAS
0 4,70 ™ 3,76 B 3,05 < 3,84°
200 3,827° 2,85B° 2,57 50 3,08°
300 3,65 " 2,73 B0 2,36 °° 2,91°¢
MEDIAS 4,06 % 3,12° 2,66 €

A B C Efeito da maturagdo sobre a for¢a de cisalhamento dentro da concentragio de cloreto de calcio.

Médias horizontais seguidas de letras diferentes s@o estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).

&5 © Efejto da concentragdo de cloreto de célcio sobre a for¢a de cisalhamento dentro de maturagéo.

Médias verticais seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,03).

4.1.2. Influéncia das interagdes Raca*Tempo de Maturagdo, Raga*Concentragdo de Cloreto de

Calcio e Concentragdo de Cloreto de Calcio* Tempo de Maturagéo

Estudando-se a interacdo ragaxtempo de maturagdo (Tabela 1), observamos que houve
um efeito do tempo de maturagdo sobre as ragas (P<0,05), onde ocorreu uma redugdo
significativa na FC do 19 ao 7° dia (0,66-1.41 kg). enquanto que do 7% ao 14° dia essa redugéo
foi menor (0,20-0.61 kg), mas de maneira significante (P<0,05) e semelhante para todas as ragas

estudadas. Quanto ao efeito da raga dentro do tempo de maturagdo no dia 1 de maturagio,



observa-se que os animais C apresentaram menor FC, enquanto que os animais NC
apresentaram valores de FC semelhantes ou iguais entre os animais de FC intermediario (NS) e
FC alto (G). No entanto, 7 dias apos maturag¢fo, a variacdo na maciez encontrada foi reduzida,
onde os animais C continuaram com menores valores de FC enquanto que as demais ragas
apresentaram altos valores de FC (carne menos macia que o C, mas mais macia que ao dia | de
maturagdo). Aos 14 dias de maturagdo, nota-se que os animais C ainda apresentam carne tdo
macia quanto os animais NS, mas mais macia que os animais G e NC. Com os resultados
obtidos podemos assim verificar que os animais C apresentaram carne mais macia, em todos os
dias de maturacdo empregados, mostrando o que parece ser uma influéncia positiva do sangue
Bos taurus sobre a maciez da carne. Animais NC e NS apresentaram FC intermediarios,
enquanto que os animais G, apesar de sofrerem maturagdo, continuaram a apresentar carne
menos macia (maior FC) em relacdo aos demais animais e mostrando assim a possivel
influéncia do sangue Bos indicus na dureza da carne (Figura 2). Estes resultados concordam
com alguns pesquisadores (Koch et al., 1982; Crouse et al., 1987 e 1989; Whipple al., 1990) que
animais Bos indicus apresentam maior FC e segundo Shackelford et al. (1995) animais Bos
indicus apresentam maior FC para os musculos Longissimus dorsi, Triceps brachii,

Supraspinatus, Biceps femoris e Quadriceps femoris.
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Figura 2. Efeito da interagao raga X tempo de maturagao sobre a
Forga de Cisalhamento (kg).

Comparando-se a interagdo ragaxconcentragdo de cloreto de célcio, observa-se que
houve um efeito da concentragdo de cloreto de calcio dentro da raca (Tabela 2), onde a FC foi
reduzida significativamente quando da aplicagdo de 200 ou 300 mM de cloreto de calcio. A
~ aplicagdo de 300 mM de cloreto de céalcio mostrou ndo ser estatisticamente diferente de 200
mM para as ragas G, NC e NS; entretanto reduziu a FC (P<0,05) para a raga C (quanto maior foi
a quantidade aplicada, maior foi 0 amaciamento). Nossos resultados (amaciamento de 20-32%)
sdo semelhantes aos mencionados por varios autores (Morgan et al., 1991; Wheeler et al,,
1993a; Lansdell et al. 1995), que obtiveram valores na redug@o da variagdo da maciez de 24-
50%, principalmente com carnes com forca de cisalhamento > 5,0 kg. Entretanto, os resultados
de FC observados (amaciamento de 0,17-0,76 kg com cloreto de calcio) sdo semelhantes aos

encontrados por Koohmaraie et al. (1990) que obteve uma redugdo da FC em 1 kg. A utilizagdo
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de cloreto de célcio foi importante para reduzir a FC através do fornecimento de calcio exdgeno.
Segundo alguns autores (Alarcon-Rojo & Dransfield, 1995; Koohmaraie et al., 1988b, 1989,
1990; Koohmaraie & Shackelford, 1991), durante o processo de amaciamento da carne a
quantidade de calcio liberada pelo reticulo sarcoplasmatico s6 € suficiente para ativar p-
calpaina (que requer uma pequena quantidade de ions célcio para ser ativada), enquanto que a
m-calpaina permanece intacta (mas disponivel para ativagdo). Assim, a aplicagdo de calcio
exogeno (na forma de cloreto de calcio) ativa ambas as calpainas resultando em um
amaciamento maior ¢ mais rapido. Quanto maior a concentragdo de cloreto de calcio
empregada, menor sera a FC. Entretanto, com o emprego de uma maior concentragdo de cloreto
de calcio (300 mM), foi observado em muitos trabalhos carme com sabor desagradavel
caracterizado como um sabor mais salgado, dcido, amargo e metalico, provavelmente devido ao
ion cloreto criar uma sensagdo metdlica, mas que pode ser contornado com a aplicagdo de
antioxidantes (Miller et al., 1986; Morgan et al., 1991; St. Angelo, 1991; Boles & Shand, 1993).
Quanto ao nivel de cloreto de calcio a ser injetado, segundo Wheeler et al. (1993a) a utilizagio
de 200 mM de cloreto de célcio foi a quantidade 6tima para eliminar a dureza da carne sem
comprometer outras caracteristicas de qualidade. Para o efeito da raca dentro da concentragio
de cloreto de calcio, o emprego da solugdo controle fez os animais C apresentarem menor FC,
enquanto que os animais NC apresentaram valores intermediarios aos NS e G, e os animais G
apresentaram carne menos macia. Aplicando-se 200 mM os animais C ainda continuaram
apresentando carne mais macia, enquanto que os animais G continuaram a apresentar maior FC
e os animais NC e NS apresentaram valores intermediarios de FC. Com a aplicacdo de 300

mM, a variagdo na FC foi reduzida, onde os animais G, NS e NC apresentaram maior FC e os
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animais C apresentaram menor FC. Com isso observamos a influéncia do sangue Bos indicus e

Bos taurus para estes animais (Figura 3).

4.7 4 - - = — Caracu
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Cloreto de Ciélcio (mM)

Figura 3. Efeito da interagdo raga X concentragdo de cloreto de
célcio sobre a Forga de Cisalhamento (kg).

Para a interagdo concentracdo de cloreto de calcio*tempo de maturagdo (Tabela 3),
observamos que houve um efeito positivo (P<0,05) do tempo de maturagdo dentro da
concentragio, onde houve uma redugdo significativa (0,92-0,94 kg) do 1% ao 7° dia. No entanto
do 7° para o 14° dia ndo houve um efeito da maturagéo sobre a FC para as concentragdes 200 e
300 mM de cloreto de calcio (0,28-0,37 kg), mas somente houve uma redugéo da FC ao 14° dia
com a utilizagdo da solug@o controle (0,71 kg). Assim observamos que com a utilizagdo do

cloreto de calcio o amaciamento da carne foi acelerado (devido ao estado avangado da
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proteolise), reduzindo-se assim o tempo de maturag@o que seria necessario para se ter a mesma
carne macia. Para muitos autores (Koohmaraie et al. 1988b, 1990; Koohmaraie & Shackeiford,
1991; Morgan et al., 1991; Wheeler et al, 1991; Wheeler et al., 1992) o tempo de maturagio
requerido para se ter uma carne macia € reduzido (para 24 horas) com a aplica¢do de cloreto de
calcio logo apds o abate. Em relagfio ao efeito da concentragdo de cloreto de calcio dentro do
tempo de maturagio (Figura 4), observou que a aplica¢do de cloreto de célcio reduziu (P<0,05)
a FC em todos os tempos de maturagdo estudados, sendo que entre a utilizagdo de 200 ou 300
mM de cloreto de célcio essa diferenga ndo foi significativa (P>0,05). O fornecimento de calcio
exogeno (cloreto de célcio), portanto, acelera o processo de amaciamento da carne,
provavelmente por ativar completamente a - € a m-calpaina, a qual eventualmente resulta em
perda de sua atividade devido a autdlise, ou ainda devido ao célcio induzir mudangas estruturais
que quebram a miofibrila e a integridade do colageno, ou mesmo pela perda da atividade da
calpastatina que pode ser hidrolizada pelas calpainas, servindo como um substrato (Mellgren et
al., 1986; Koohmaraie, 1988b, 1989, 1990; Koohmaraie & Shackelford, 1991; Morgan et al.,

1991; Whipple & Koohmaraie, 1992; Wheeler et al., 1993).
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Figura 4. Efeito da interagdo concentracao de cloreto de célcio X
tempo de maturagdo sobre a Forga de Cisalhamento (kg).

4.2. Perdas por Evaporagdo (PE)

4.2.1. Influéncia da Raca, Tempo de Maturacdo e Concentragio de Cloreto de Calcio
Nas Tabelas 4 e 5 observamos, de uma maneira geral, que as PE ndo foram
influenciadas pelas ragas estudadas (P>0,05). Entretanto o tempo de maturagdio ¢ a

concentragio de cloreto de calcio (Tabelas 4,5 e 6) apresentaram diferencas (P<0,05).
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Tabela 4. Médias das Perdas por Evaporacdo (%) em relagdo a raca, tempo de maturagéo e a

interacdo raga X tempo de maturagdo

MATURACAO (dias)
RACA 1 7 14 MEDIAS
CARACU 1537 4P 15,78 & 15,46 4* 15,54 °
GUZERA 16,78 4 15,45 AB2 14,57 B2 15,60 °
NELORE CONTROLE 15,71 A2 17,34 4 15,79 A 16,28 *
NELORE SELECAO 18,34 4* 16,99 “B2 15,30 B2 16,88
MEDIAS 16,55 * 16,39 4 15,28 8

~ 5% Efeito da maturagfio sobre as perdas por evaporagio dentro de raga. Médias horizontais seguidas de

letras diferentes sfo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).

= ¢ Efeito da raga sobre as perdas por evaporagio dentro de maturagdo. Médias verticais seguidas de

letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).

Para o tempo de maturagio (Tabelas 4 e 6), o resultado geral mostra que a maturagdo
por 1 ou 7 dias nfo afetaram as PE, mas apds 14 dias de maturagdo as PE foram menores. Isto
ocorreu porque com O aumento no tempo de armazenamento as perdas de liquidos sdo
reduzidas, uma vez que a maior perda ocorre principalmente nos primeiros dias de
armazenamento. Estudando-se a influéncia da concentracgio de cloreto de calcio sobre as PE,
nas tabelas 5 e 6 s@o apresentados os resultados gerais dessa influéncia, onde quanto maior foi a
concentragdo de ions calcio (300 mM) maiores foram as perdas por evaporagdo. A
concentragdo de 200 mM de cloreto de calcio mostrou perdas intermediarias e a ndo injegdo

com cloreto de calcio (0 mM) resultou em menores PE.
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Tabela 5. Médias das Perdas por Evaporagdo (%) em relagdo a raga, concentracdo de cloreto de

calcio e a interagdo raca X concentragio de cloreto de célcio

CaCl, (mM)

RACA 0 200 300 MEDIAS
CARACU 14,70 B2 15,27 402 16,63 ** 15,54 ®
GUZERA 15,05 ° 15,92 4 15,84 A2 15,60 °
NELORE CONTROLE 16,08 4* 16,43 4* 16,32 ** 16,28 *
NELORE SELECAO 16,46 ** 17,414 . 16,76 ** 16,88 °
MEDIAS 15,578 16,26 “P 16,39 *

A B € Efeito da concentragdo de cloreto de calcio sobre as perdas por evaporagdo dentro de raga. Médias

horizontais seguidas de letras diferentes s&o estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).
%% ° Bfeito de raga sobre as perdas por evaporagdo dentro de concentragfo de cloreto de calcio. Médias

verticais seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).

Tabela 6. Médias das Perdas por Evaporagdo (%) em relacdo a concentragdo de cloreto de

célcio, tempo de maturagdo e a interagdo concentragdo X tempo de maturagdo

MATURACAO (dias)
CaCl, (mM) 1 7 14 MEDIAS
0 15,90 4* 15,73 & 15,09 4* 15,57°
200 16,84 16,82 ** 15,11 42 16,26 *°
300 16,91 4 16,61 * 15,64 * 16,392
MEDIAS 16,554 16,394 15,28

A 8 C Efeito da maturagio sobre as perdas por evaporagdo dentro de concentragdo de cloreto de calcio.

Médias horizontais seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).
ah ¢

Efeito da concentrac@io de cloreto de calcio sobre as perdas por evaporagdo dentro de maturagio.

Médias verticais seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).
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4.2.2. Influéncia das interagdes Raca*Tempo de Maturagio, Raga+Concentracdo de Cloreto de
Célcio e Concentragio de Cloreto de Calcio* Tempo de Maturagio

Para a interagdo raca*tempo de maturagdo (Tabela 4), o tempo de maturagdo ndo
apresentou influéncia sobre as ragas C e NC (P<0,05), mas para os animais G e NS as PE foram
menores quanto maior foi o tempo de maturagdo empregado. Para o efeito da raga sobre o
tempo de maturagdo, observa-se que para o dia 1 de maturagdo os animais C apresentaram
valores baixos de PE, enquanto que os NS tiveram os maiores valores de PE ¢ os animais G e
NC apresentaram valores de PE intermediarios. Para os 7 e 14 dias de maturagdo, as PE ndo
tiveram diferencas estatisticas para todas as ragas estudadas. Assim, o tempo de maturagdo
também reduz a variabilidade para as perdas por evaporacdo. Ainda, animais Bos indicus
apresentaram uma tendéncia de terem maiores PE, enquanto que animais Bos taurus
apresentaram as menores PE. Quanto maior foi a quantidade de liquidos perdidos nos sete
primeiros dias de maturagdo, menores foram as perdas durante o restante do processo de
maturacdo (Figura 5). Na média, 3,5% do peso é aumentado e retido através do

empacotamento e processo de maturagio, e uma purga um pouco acima do normal é esperada

ocorrer (Wheeler et al., 1993b).
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Estudando-se a interagdo raga xconcentragdo de cloreto de calcio (Tabela 5), observa-se
que ndo houve efeito da concentragdo de cloreto de calcio dentro das ragas G, NC e NS, mas
para a raga C quanto maior foi a concentragdo empregada, maiores foram as perdas por
evaporagdo (Figura 6). Para o efeito da raga dentro da concentragdo de cloreto de calcio, a raga
ndo influenciou nas PE.

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados da interag@o entre a concentragio de cloreto
de célcio e o tempo de maturagdo, onde o tempo de maturagdo ndo apresentou efeito (P<0,05)
dentro das concentrag¢des estudadas e as concentra¢des de cloreto de célcio ndo tiveram efeito

dentro dos tempos de maturagdo estudados (Figura 7).



53

Perdas por Evaporagéo (%)

17.4 4

17 4
16,6 -
16,2 -
15,8 -
15,4 4

15 415,05

14,6

17,41
16,76
,16,63
e e
T = 16,32
15,92 .’ g
EAREEEEED ,-‘ LR 15,84
. /
. / ’
- — =~ — Caracu
_-'4827 o Guzera
— - — Nelore C.
Nelore S.
200 300

Cloreto de Calcio (mM)
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Conclue-se, portanto, que para as interagdes estudadas, as PE para as ragas G e NS

foram reduzidas com os 14 dias de maturaciio e que no 1° dia de maturacfio as ragas estudadas

apresentaram grande variabilidade entre as PE, mas que foram reduzidas pela maturagdo por

7-14 dias. A influéncia da concentragdo de cloreto de célcio dentro da raga s6 foi significativa

para a raga C, onde aumentando a concentragdo de cloreto de calcio, maiores foram as PE. Nao

houve efeito da interacdo tempo de maturagdo *concentracdo de cloreto de célcio, e do efeito

das racas dentro das concentragdes de cloreto de calcio sobre as PE.
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4.3. Perdas por Gotejamento (PG)

4.3.1. Influéncia da Raca, Tempo de Matura¢do e Concentragio de cloreto de calcio
Estudando-se a influéncia da raga (Tabelas 7 ¢ 8), as racas nfo influenciaram as perdas
por gotejamento.
De uma maneira geral, podemos observar nas Tabelas 7 ¢ 9 que a maturagéo teve um
efeito significativo (P<0,05) quando as carnes foram maturadas por 7 dias; entretanto, quando

maturadas por 14 dias elas apresentaram valores de PG iguais aqueles ao 1° dia de maturagéo

(elevadas PG).
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Tabela 7. Média das Perdas por Gotejamento (%) em relagdo a raga, tempo de maturagdo e a

interagdo raga X tempo de maturagdo

MATURACAO
RACA 1 7 14 MEDIAS
CARACU 12,72 4* 11,03 ®° 12,124 11,96 *
GUZERA 11,29 A% 11,284 11,70 4 11,42°
NELORE CONTROLE 11,49 A2 10,53 ** 10,86 A° 10,96 *
NELORE SELECAO 10,82 AP 9,92 A2 11,01 A 10,59
MEDIAS 11,58 4 10,69 ° 11,424

4B.€ Bfeito da maturagdo sobre as perdas por gotejamento dentro de raga. Médias horizontais seguidas de

letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).
%5 Efeito da raga sobre as perdas por gotejamento dentro de maturagdo. Médias verticais seguidas de

letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).

Tabela 8. Médias das Perdas por Gotejamento (%) em relagdo a raga, concentragdo de cloreto de

célcio e a interacdo raga X concentragéo de cloreto de célcio

CaCl, (mM)

RACA 0 200 300 MEDIAS
CARACU 12,154 12,30 A 11,42 4% 11,96°
GUZERA 11,43 11,23 4 11,60 ** 11,42°
NELORE CONTROLE 10,97 A* 10,65 *° 11,26 % 10,96 *
NELORE SELECAO 10,91 A* 10,77 A° 10,08 A° 10,59
MEDIAS 11,374 11,24 % 11,09 4

A8 C Efeito da concentragdo de cloreto de calcio sobre as perdas por gotejamento dentro de raga. Médias

horizontais seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).
= ¢ Efejto de raga sobre as perdas por gotejamento dentro de concentragio de cloreto de calcio. Médias

verticais seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).
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Para a concentragdo de cloreto de calcio (Tabelas 8 e 9) também ndo foram observadas
diferencas estatisticas para as diferentes concentracdes de cloreto de calcio empregadas.
Segundo Wheeler et al. (1993a) a quantidade de purga (drip loss) ndo foi proporcional ao nivel
de injegdo em todos os musculos estudados e o tratamento com 200 mM teve maior purga do
que o tratamento com 300 mM. Este efeito foi consistente com o aumento da capacidade de

retengdo de dgua associada com o aumento de sal.

Tabela 9. Médias das Perdas por Gotejamento (%) em relagdo a concentragdo de cloreto de

calcio, tempo de maturagéo e a interagdo concentragido X tempo de maturagio

MATURACAO (dias) MEDIAS
CaCl, (mM) 1 7 14
0 11,68 ** 10,99 42 11,44 A2 11,37°
200 11,56 4* 10,58 A2 11,58 4 11,24°
300 11,514 10,50 ** 11,26 ~* 11,09
MEDIAS 11,58 10,69 ° 11,424

A B.C Efeito da maturagio sobre as perdas por gotejamento dentro de concentragdo de cloreto de calcio.

Médias horizontais seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).

=% ¢ Efeito da concentragio de cloreto de calcio sobre as perdas por gotejamento dentro de maturagdo.

Médias verticais seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).

4.3.2. Influéncia das interacSes Raga*Tempo de Maturagdo, Raga+Concentragdo de Cloreto de
Calcio e Concentracéo de Cloreto de Calcio*Tempo de Maturagdo

Na Tabela 7 observa-se que o tempo de maturagdo dentro da raga ndo influenciou os
animais G, NC e NS; entretanto, para os animais C a maturagdo por 7 dias reduziu as PG,

enquanto que a maturagdo por 14 dias foi igual a maturagdo por 1 dia. Para o efeito da raca
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dentro do tempo de maturagdo, ao 1° dia de maturagio observa-se uma grande variabilidade nas
PG, com maiores perdas para os animais C, seguidos dos animais G € NC e menores perdas para
os NS. Ao 7° dia esta variabilidade néo existiu (foi eliminada), enquanto que ao 14° dia de

maturagdo esta variabilidade nas PG novamente se apresentou, mas os NC tiveram as menores

PG ao invés dos animais NS (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da interacao raga X tempo de maturagio sobre as
Perdas por Gotejamento (%).

Para a interagdio raga*concentragio de cloreto de calcio (Tabela 8), ndo existiu um
efeito da concentra¢do de cloreto de célcio dentro da raga. Entretanto, quando estudamos o

efeito da raga dentro da concentragdo de cloreto de célcio, observa-se que sem cloreto de célcio
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(0 mM), as PG sdo iguais para todas as ragas, para 200 mM as menores PG foram para os

animais NC, NS seguidos dos G e as maiores PG foram para os animais C. Quando da

aplicagdo e 300 mM, os animais NS continuaram a apresentar menores PG, seguidos pelos
valores intermediarios de PG dos animais C e NC e menores PG dos animais G (Figura 8).

Estudando-se a interag@o concentragdo de cloreto de calcio xtempo de maturagio nio foi

observado diferengas estatisticas (P>0,05) para o efeito do tempo de maturagdo dentro da

concentragdo de cloreto de calcio e nem do efeito da concentragdo de cloreto de calcio dentro do

tempo de maturagdo (Figura 10).
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4.4, Perdas Totais (PT)

4.4.1. Influéncia da Raga, Tempo de Maturagdo e Concentragdo de Cloreto de Célcio

De uma maneira geral, a raga e a concentragio de cloreto de calcio ndo influenciaram as
PT (Tabelas 10, 11 e 12). Entretanto, as PT foram influenciadas (P<0,05) pelo tempo de
maturagdo.

Segundo alguns pesquisadores (Diles et al., 1994; Morgan et al., 1991; Lansdell et al,,
1995) independente da concentragdio e tempo de aplicagdo de cloreto de calcio apés abate, ndo

foram encontradas diferengas nas perdas por cozimento.
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No entanto, Koohmaraie et al. (1990), Wheeler et al. (1991), Wheeler et al. (1992)
observaram que a utilizagdo de cloreto de calcio aumentou as perdas por cozimento,
principalmente quando da maturagdo por | dia (25,09%) em relagdo a maturagfio por 14 dias
(22,50%).

A razdo para esta maior perda por cozimento (3-5%) foi, segundo Wheeler et al. (1991),
a retencgdo na carne de alguma quantidade da solugdo injetada.

Segundo Boleman et al. (1995) o tempo de injegdo e o tempo de maturagdo

influenciaram nas perdas totais e perdas por cozimento.

Tabela 10. Médias das Perdas Totais (%) em relagfo a raga, tempo de maturagéo e a interago

raga X tempo de maturagéo

MATURACAO (dias)
RACA 1 7 14 MEDIAS
CARACU 28,09 A 26,81 ** 27,58 A 27,49 °
GUZERA 28,05 A 26,73 AB* 26,27 % 27,02°
NELORE CONTROLE 27,20 42 27,88 ** 26,64 M 27,24 °
NELORE SELECAO 29,1742 26,91 B* 26,33 B* 27.47°
MEDIAS 28,13 % 27,08 ° 26,70 B

* B C Efeito da maturagdo sobre as perdas totais dentro de raga. Médias horizontais seguidas de letras
diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).
a b, ¢

Efeito de raga sobre as perdas totais dentro de maturagdo. Médias verticais seguidas de letras

diferentes s@o estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).
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Tabela 11. Médias das Perdas Totais (%) em relagdo a raga, concentragdo de cloreto de célcio e

a interagdo raga X concentracdo de cloreto de calcio

CaCl, (mM)

RACA 0 200 300 MEDIAS
CARACU 26,86 ** 27,584 28,05 A2 27,49°
GUZERA 26,48 ~* 27,1442 27,43 4* 27,02°
NELORE CONTROLE 27,06 * 27,08 ** 27,594 27,24°
NELORE SELECAO 27,39 42 28,17 4* 26,84 42 27,47°
MEDIAS 26,95 " 27,494 27,484

4B CEfeito da concentragiio de cloreto de célcio sobre as perdas totais dentro de raga. Médias horizontais

seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).

=5 ¢ Efeito de raga sobre as perdas totais dentro de concentragdo de cloreto de célcio. Médias verticais

seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).

Para o tempo de maturagdo (Tabelas 10 e 12) observa-se que a maturagdo por 6 dias
reduziu as PT, enquanto que entre o periodo dos 7 aos 14 dias a maturagdo néo teve efeito sobre
as PT. Nossos resultados se assemelham aos de Boleman et al. (1995) e Koohmaraie (1990),
onde nos primeiros 7 dias de maturagfo as perdas totais também foram reduzidas.

Segundo Hamm (1986) é possivel que um aumento no pH e/ou uma desintegragdo
proteolitica durante a maturago deva resultar num aumento da retengdio de agua. Isto deve

contar para uma menor perda por cozimento das amostras maturadas.
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Tabela 12. Médias das Perdas Totais (%) em relag@o a concentragéo de cloreto de célcio, tempo

de maturagdo e a intera¢do concentragdo X tempo de maturagéo

MATURACAO (dias) MEDIAS
CaCl, (mM) 1 7 14
0 27,58 A 26,73 ** 26,53 * 26,95 °
200 28,39 A 27,40 AB2 26,69 B* 27,49 °
300 28,41 42 27,124 26,89 * 27,48°
MEDIAS 28,13 % 27,08 26,70 ®

A B € Efeito da maturagdo sobre as perdas totais dentro de concentrag@o de cloreto de calcio. Médias

horizontais seguidas de letras diferentes sio estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).

=% ¢ Efeito da concentragio de cloreto de céicio sobre as perdas totais dentro de maturagdo. Médias

verticais seguidas de letras diferentes sfo estatisticamente diferentes entre si (P<0,05).

4.4.2. Influéncia das interagdes Raga*Tempo de Maturagdo, Raca*Concentragdo de Cloreto de

Cilcio e Concentragdo de Cloreto de Calcio*Tempo de Maturagdo

Na Tabela 10, temos a influéncia da interagdo raga*tempo de maturagio sobre as PT;

onde, o tempo de maturagdo apresentou um efeito positivo dentro das ragas G e NS que

apresentaram menores PT quanto maior foi o tempo de maturagdo empregado. Para as ragas C

e NC, nenhum efeito foi encontrado para as PT. Para o efeito da raga dentro do tempo de

maturacio (Figura 11), nfo foram observadas diferengas para as ragas estudadas (P>0,05).
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Para a interacdo ragaxconcentra¢do de cloreto de calcio (Tabela 11), ndo foram
observadas diferengas (P>0,05) para os efeitos da concentragdo de cloreto de célcio dentro de
raca, nem para o efeito da raga dentro da concentracio de cloreto de calcio (Figura 12).

Na Tabela 12, observamos diferen¢as para a interagdo concentracdo de cloreto de
calcio*tempo de maturagdo, onde para o efeito do tempo de maturagdo dentro da concentragdo
observa-se que entre a ndo injecdo de cloreto de calcio (0 mM) e 300 mM nédo houve diferengas
entre os tempos de maturagdo estudados. Entretanto, para a concentragdo 200 mM quanto

maior foi o periodo de maturagdo, menores foram as PT (Figura 13). Para o efeito da
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concentragdo de cloreto de célcio dentro do tempo de maturagdo ndo foram encontradas
diferengas estatisticas para esta interagdo (P>0,05).

Independente do corte carneo estudado, Morgan et al. (1991) e Wheeler et al. (1992)

ndo encontraram diferencas entre as perdas por cozimento ou o efeito dos tratamentos

empregados.
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5. Conclusdes

Com os resultados anteriormente mostrados, e nas condigdes deste experimento com

animais novos cuja carne ja apresentava uma maciez razoavel, podemos concluir que:

5.1. Forga de Cisalhamento

e Os animais zebuinos ndo apresentaram forga de cisalhamento diferente entre si, mas
apresentram maior for¢a de cisalhamento quando comparados com animais taurinos. Animais
Caracu apresentaram menores valores de for¢a de cisalhamento, seguidos pelos animais Nelore
Controle e Nelore Selegdo, enquanto que os animais Guzerd apresentaram maiores valores,
evidenciando assim a influéncia do sangue de animais Bos indicus e Bos taurus sobre a maciez
da carne;

« Quanto maior o tempo de maturagdo menor foi a forga de cisalhamento, sendo que 7
dias de maturagdo foi o periodo suficiente para se obter carne macia e com menor variagdo na
maciez em carne injetada com cloreto de calcio pds-rigor. Entretanto, 1 dia de maturagéo
também resultou em redugfio da forga de cisalhamento;

¢ Quanto maior foi a concentragdo de cloreto de célcio injetada, menor a forca de
cisalhamento, mas a concentragdo de 200 mM de cloreto de célcio resultou em uma reducdo de
20% na forga de cisalhamento e a de 300 MM em 24%, acrescentando, portanto, pouco em
relacdo a primeira. Observa-se que o cloreto de calcio reduz significantemente a forga de
cisalhamento provavelmente pela ativagdo da m-calpaina, que em condigdes normais de pos-

morte ndo € totalmente ativada.
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5.2. Perdas por Evaporacdo

e As perdas por evapora¢do ndo foram influenciadas pelas ragas estudadas;

e Quanto maior o tempo de maturagdo empregado, menores foram as perdas por
evaporagao;

s E quanto maior foi a concentragio de cloreto de célcio injetada, maiores foram as

perdas por evaporagao.

5.3. Perdas por Gotejamento

@ As perdas por gotejamento néo foram influenciadas pelas racas;

¢ A maturagdo por 7 dias reduziu as perdas por gotejamento, enquanto que para 1 ou 14
dias as perdas por gotejamento foram iguais e maiores do que aos 7 dias de maturagio;

¢ A concentragdo de cloreto de célcio ndo influenciou as perdas por gotejamento.

5.4. Perdas Totais

e As perdas totais ndo foram influenciadas pelas ragas e pela concentra¢do de cloreto de
célcio;

e O tempo de maturagdo influenciou positivamente as perdas totais onde a maturagio

por 7 dias reduziu as perdas totais.
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