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RESUMO GERAL

SCHUCH, Alexia Francielli. Efeito do ultrassom de alta poténcia sobre a qualidade do
musculo Biceps femoris de bovinos da raca Nelore. 2017. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia de Alimentos)- Programa de Pds-Graduagdo em Tecnologia de Alimentos,
Universidade Tecnolégica Federal do Parand, Medianeira, 2017.

A maciez é um dos atributos mais exigidos pelos consumidores com relacdo a carne bovina.
Assim, técnicas de amaciamento aplicadas em cortes cérneos de baixa maciez possibilitam
agregar valor de forma direta a estes cortes. A aplicacdo do ultrassom, uma tecnologia
emergente, tem sido uma alternativa proposta para o0 aumento da maciez em cortes carneos de
maciez reduzida, como € o caso do musculo Bicep femoris. Este estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos do ultrassom sobre a qualidade do masculo Biceps femoris de bovinos da raca
Nelore utilizando o banho ultrassénico por meio da metodologia de superficie de resposta. Um
delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 com triplicata no ponto central (11
ensaios) foi utilizado para a aplicacdo do ultrassom no musculo Biceps femoris 24 h post-
mortem. A poténcia (x1) e o tempo de ultrassom (x2) foram as variaveis independentes. As
variaveis dependentes (¥) foram a medida instrumental de forca de cisalhamento (FC), perda
de peso por exsudacdo, pH, cor (L*, a* e b*) e capacidade de retengdo de 4gua (CRA). A
reducdo da medida instrumental de FC foi utilizada como pardmetro para identificacdo da
condicdo 6tima. As amostras submetidas ao tratamento ultrassénico na condi¢do 6tima foram
comparada as amostras controle quanto a oxidacdo lipidica (TBARS), teor de célcio
sarcoplasmatico, indice de fragmentacdo miofibrilar e perfil de &cidos graxos. Todas as
determinacgdes analiticas foram realizadas 24, 72 e 144 h apos o tratamento. No DCCR, o
termo linear de x» foi estatisticamente significativo (p < 0,05) para redugdo dos valores de FC
nas amostras do musculo Biceps femoris. A metodologia de superficie de resposta possibilitou
observar que a aplicagéo de ultrassom com poténcia de 22,6 W cm™ e tempo de 120 s resultou
no menor valor de FC, sendo esta a condicdo 6tima. Os resultados de pH, cor (L*, a* e b*),
CRA, perda de peso por exsudacdo e TBARS das amostras tratadas na condicdo 6tima nao
diferiram (p > 0,05) das amostras controle. Estes resultados apontaram que a aplicacdo de
ultrassom ndo afetou a oxidacdo lipidica da carne, mesmo apds 144 h. Amostras tratadas
apresentaram maior teor de célcio sarcoplasmético (p < 0,05) do que as controle. Contudo, 0
IFM—medida indireta da atividade proteolitica do sistema calpaina— nao diferiu (p > 0,05)
entre as amostras tratadas e controle, sugerindo que a reducdo da FC seja oriunda de
modificacdes do colageno e ndo da degradacdo de proteinas da linha z. No perfil de acidos
graxos, 24 h apos aplicacdo do ultrassom, as somatorias dos acidos graxos monoinsaturados e
poli-insaturados foram superiores (p < 0,05) nas amostras tratadas do que nas controle, e o
inverso foi observado para a somatdéria de A&cidos graxos saturados. Estes resultados
demonstram que a aplicacdo de ultrassom contribuiu para a ruptura da membrana celular
fosfolipidica e consequente liberacdo de acidos graxos insaturados. A aplicacdo do ultrassom
ndo afetou negativamente os parametros de qualidade da carne bovina e contribuiu para a
melhoria da maciez com reducgéo de 24% na FC em relagcdo a amostra controle.

Palavras-chave: Cavitacdo. Enzimas proteoliticas. Forga de cisalhamento. Delineamento
composto central rotacional. Banho de ultrassom.



ABSTRACT

SCHUCH, Alexia Francielli. High power ultrasound effects on quality of Biceps femoris from
Nelore bovine. 2017. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Alimentos)- Programa de Pos-
Graduacdo em Tecnologia de Alimentos, Universidade Tecnol6gica Federal do Parand,
Medianeira, 2017.

In relation to beef, tenderness is one of the most required attributes by consumers. Therefore,
tenderness techniques applied in low tenderness meat cuts allow to aggregate value of the
directlyto these cuts. Ultrasound treatment, an emergent technology, has been an alternative
proposed to tenderness increase in low tenderness meat cuts, as Biceps femoris bovine muscle.
In this research, the aim was to evaluate the ultrasound effects on quality of Biceps femoris
muscle from Nelore bovines using ultrasound-bath by response surface methodology (RSM). A
central composite rotational design (CCRD) 22 with triplicate in central point (11 assays) was
used to ultrasound treatment in Biceps femoris 24 h post-mortem. Ultrasound power (x.) and
time (x2) were the independents variables. Dependents variables (¥) were Warner-Bratzler
shear-force (SF), water loss, pH, color (L*, a* and b*), and water holding capacity (WHC).
SF decrease was used as parameter to identify the optimum condition. Samples sonicated in
optimum condition were compared with control samples by analysis of lipid oxidation
(TBARS), sarcoplasmic calcium content, myofibril fragmentation index (MFI), and fatty acid
profile. All analytical determinations were performed in 24, 72 and 144 h after ultrasound
treatment. In CCRD, x2 linear term was significant statistically (p < 0.05) to SF decrease in
Biceps femoris bovine muscle. RSM allowed noting that ultrasound application with 22.6 w
cm? ultrasound power and 120 s resulted in lower SF value, characterized as optimum
experimental condition. The results of pH, color (L*, a* and b*), WHC, water loss and
TBARS in sonicated samples in optimum condition were not different (p > 0.05) of control
samples. These results pointed that ultrasound treatment did not affect lipid oxidation of beef
until 144 h. Sonicated samples exhibited higher sarcoplasmic calcium content (p < 0.05) than
control. However, MFI—indirect measure of calpain proteolytic activity— was not different
(p > 0.05) between sonicated samples and control. This result suggests that SF decrease could
have been result from collagen changes and did not from z-line protein degradation. In fatty
acid profile, the sums of monounsaturated fatty acids and polyunsaturated fatty acids were
higher (p < 0.05) in sonicated samples than control, and the inverse was observed to saturated
fatty acids sum. These results demonstrated that ultrasound treatment contributed to
phospholipid cellular membrane rupture and consequent release of unsaturated fatty acids.
Ultrasound treatment did not affect negatively the beef quality parameters and contributed to
tenderness increase as 24% of SF decrease in relation to control samples.

Keywords: Cavitation. Proteolytic enzymes. Shear force. Central composite rotational
design. Ultrasound-bath.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um grande produtor de carne bovina e esta atividade representa grande parte
do setor agroindustrial. O Valor Bruto da Producéo de carne foi de R$ 51,1 bilhGes em 2014
(HEATH-BROWN; ALVAREZ; AUJLA, 2016). No ano de 2015, o Brasil foi o maior
produtor mundial e o segundo maior exportador de carne bovina, ficando atrds apenas da
india, o que o torna um fornecedor de grande relevancia de carne e derivados dessa espécie
animal para diversos paises (USDA, 2016).

A carne vermelha € considerada um alimento nobre para o0 homem pela qualidade das
proteinas e pela variedade de nutrientes essenciais como vitaminas, minerais e principalmente,
acidos graxos essenciais (MCDONNELL et al., 2014). Entretanto, no momento da compra, a
maciez é um dos principais atributos exigidos pelos consumidores (ISTRATI, 2008;
KARUMENDU et al., 2009), mas muitas vezes as expectativas ndo sdo atendidas, pois a
maciez € influenciada por inimeros fatores, desde a raca, aspectos genéticos, idade, sexo e 0s
manejos pré e pés-abate (JEREMIAH, 1996). Em alguns paises como a China, Japédo e EUA a
aceitabilidade da carne bovina cresce com 0 aumento do marmoreio (MAO et al., 2016) que
esta diretamente relacionado a maior maciez da carne.

A qualidade é um fator primordial, o que pode ser percebido nos consumidores que
vém assumindo uma nova atitude no momento de compra, exigindo melhor qualidade e
variedade de produtos. Para o consumidor, a textura € o fator mais importante para
caracterizar a qualidade da carne (SMITH et al., 1991; ALARCON-ROJO et al., 2015).

A maciez apresentada pela carne esta relacionada a diferentes fatores, sendo eles
decorrentes da composicdo da carne como o teor de tecido conjuntivo, gordura entremeada,
componentes protéicos miofibrilares e seu o grau de contracdo miofibrilar, localizacdo do
musculo na carcaca e método de cozimento (LAWRIE; LEDWARD, 2006). Melhorar a
maciez do musculo Biceps femoris é em particular, um grande desafio devido ao seu alto teor
de tecido conjuntivo (PIETRASIK; SHAND, 2010).

O amaciamento de cortes carneos com baixa maciez € uma alternativa para agregar
valor de forma direta a estes cortes que apresentam baixa qualidade, além de contribuir para o
desenvolvimento de produtos que satisfacam novos consumidores, e consequentemente

contribuir para a sustentabilidade da cadeia produtiva da carne bovina (ALMLI et al., 2013).
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No Brasil, a base genética utilizada para a producdo de carne bovina é oriunda de
animais com grande contribuicdo de gen6tipos zebuinos, que afetam negativamente a maciez
pelo fato destes animais apresentarem baixo escore de marmoreio. Desta forma, alternativas
que contribuam para o melhoramento da maciez da carne s&o muito importantes. Diferentes
métodos vém sendo estudados visando a melhoria da textura da carne, como a injecdo de
cloreto de célcio (PAZOS et al., 2002), suspensdo pelo tenddo de aquiles ou suspensdo da
carcaga pelo osso pélvico durante o resfriamento (AHNSTROM et al., 2012), estimulacéo
elétrica utilizada nas carcacas antes do resfriamento p6s-abate, uso de enzimas proteoliticas,
utilizacdo de alta presséo (SIKES et al., 2014), aplicacdo de ondas ultrassonicas (STADNIK;
DOLATOWSKI, 2011; SIKES et al., 2014; CHANG et al., 2015) e uso combinado de ondas
ultrassonicas e enzimas (BAREKAT; SOLTANIZADEH, 2017).

O ultrassom é uma tecnologia emergente que tem sido aplicada no processamento de
alimentos (KNORR et al., 2011; AWAD et al., 2012; ALARCON-ROJO et al., 2015). Nos
altimos anos o seu uso vem ganhando espaco na tecnologia de alimentos, e principalmente
muitos estudos tém focado sua aplicacdo em carnes in natura e produtos processados, com 0
objetivo de aumentar a capacidade de retencdo de agua, acelerar a maturacao, melhorar a
palatabilidade de cortes ndo nobres, diminuir gastos de energia durante o cozimento associado
a melhoria da maciez, aumentar a absorcao de salmoura em produtos marinados com melhoria
da maciez e rendimento, e ainda, contribuir para formacdo de pequenos cristais de gelo
durante o congelamento, e consequente menor perda de exsudado durante o descongelamento
(ALARCON-ROJO et al., 2015).

As formas de atuacdo do ultrassom no aumento da maciez da carne podem ser pela
inducdo da ruptura da membrana celular pelo enfraquecimento fisico da estrutura muscular, e
como consequéncia a carne torna-se mais macia (DOLATOWSKI; STADNIK; STASIAK,
2007) ou, pela ativacdo da proteolise pela libertagdo das catepsinas a partir de lisossomos e
dos ions Ca?* de reservas intracelulares de modo a ativar as calpainas (LYNG; ALLEN;
MCKENNA, 1998; JAYASOORIYA et al., 2004, JAYASOORIYA et al.,2007).

Apesar de inumeros resultados satisfatorios, o uso do ultrassom é praticamente
inexistente na industria carnea. SAo necessarios estudos para o desenvolvimento de
tecnologias de aplicacdo eficientes e seguras, sem 0 uso de produtos impréprios para o
consumo humano, sem a destruicdo ou contaminacdo do meio ambiente e que possam ser
aplicadas em escala industrial (GALLEGO-JUAREZ et al., 2010; AWAD et al., 2012). Para
isso, devem ser consideradas no desenvolvimento de sistemas de ultrassom as caracteristicas

dos cortes carneos, como o tamanho, peso e propriedades fisico-quimicas e funcionais, para
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permitir a obtencdo de produtos de qualidade e em condic¢Ges otimizadas (KNORR et al.,
2011; AWAD et al., 2012).

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo de ultrassom sobre a
qualidade dos musculos Biceps femoris de bovinos da raca Nelore.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do ultrassom sobre a qualidade do musculo Biceps femoris bovino

da raca Nelore.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Aplicar ultrassom em diferentes poténcias e tempos no musculo Biceps femoris de
bovinos da raga nelore;

— Avaliar a influencia do ultrassom sobre a medida instrumental de forca de
cisalhamento, pH, exsudacao, cor e capacidade de retencdo de agua;

— Auvaliar o efeito do ultrassom sobre a qualidade da carne pelo indice de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), indice de fragmentacdo miofibrilar, teor de

calcio sarcoplasmatico e perfil de &cidos graxos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRINCIPIOS DO ULTRASSOM

O uso do ultrassom na industria alimenticia esta relacionado as mudancas fisicas,
quimicas, funcionais ou microbiolégicas que podem ocorrer nos alimentos devido a sua
aplicagdo, acompanhadas pelo aumento da produtividade, rendimento e/ou melhoria da
qualidade, bem como garantir a seguranca alimentar. Outros aspectos importantes a destacar,
sdo o fato de ser uma tecnologia limpa, rapida, ndo invasiva, ndo destrutiva e precisa
(DOLATOWSKI; STADNIK; STASIAK, 2007; GAMBUTEANU; FILIMON; ALEXE,
2013; ARVANITOYANNIS; KOTSANOPOULOQOS; SAVVA, 2015).

As ondas ultrassdnicas podem ser classificadas em ondas de alta frequéncia (2-20
MHz) e baixa intensidade (<1 W cm?) e sem capacidade destrutiva, utilizadas em analises de
imagens ndo invasivas, sensores e analises de composicdo, dispersdo ou concentragdo de
particulas em fluidos (LEADLEY; WILLIAMS, 2008; ALVES et al., 2013) e ondas de baixa
frequéncia (20-100 kHz) e alta poténcia (10-1000 W cm) que permitem devido aos niveis de
poténcia elevados, romper enlaces intermoleculares devido ao efeito de cavitacdo provocado
por esta energia, que possibilita modificacbes nas propriedades fisicas e reacdes quimicas
(PIYASENA; MOHAREB; MCKELLAR, 2003).

A cavitacdo ocorre quando ha regifes de mudanca de pressdo no meio provocando a
formacdo de bolhas de gés, as quais podem implodir ou ndo. As bolhas aumentam a difusdo
dos gases no meio, que vao se expandindo, promovendo alternancia entre ondas de
compressdo (pressdo positiva) e rarefacdo (pressdo negativa) (PIYASENA; MOHAREB,;
MCKELLAR, 2003; CARCEL et al., 2007). No caso da cavitacdo estavel, a oscilacio
compressao/rarefacdo é regular e as bolhas induzem a microagitacdo no liquido sem implodir.
Na cavitacdo instdvel ou transiente, essas bolhas oscilam entre os estados de
compressdo/rarefacdo até ocorrer a sua implosdo. Neste momento, a energia de ultrassom
fornecida faz com que as bolhas se expandam o maximo possivel até perderem sua
capacidade de expansdo e ndo mais reterem o0s gases (PIYASENA; MOHAREB;
MCKELLAR, 2003), gerando altas temperaturas, pressdes e forgcas de cisalhamento

localizadas e producdo de microjatos que apresentam energia suficiente para exercer efeitos
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mecénicos, como desintegrar células, quimicos ou bioquimicos, como desnaturar enzimas e
modificar propriedades fisico-quimicas e melhorar a qualidade durante o processamento
(SUSLICK, 1989; PIYASENA; MOHAREB; MCKELLAR, 2003; CHEMAT; ZILL-E-
HUMA; KHAN, 2011; CARCEL et al., 2012).

As reagOes que empregam a cavitagdo apresentam tempo menor de reagdo, aumento de
rendimento, uso de condi¢cbes menos drésticas de processamento, como menor temperatura e
pressdo e ainda, maior seletividade de produtos de reagfes (MCCLEMENTS, 1995). A
cavitagdo pode ser classificada de diferentes formas, de acordo com o modo de geragéo, sendo
acustica, hidrodindmica, Optica e de particulas (GOGATE, 2008). No entanto, as cavitacfes
acusticas e hidrodindmicas sdo as Unicas que apresentam potencial com intensidades capazes
de provocar alteragdes fisicas e quimicas nos alimentos (MCCLEMENTS, 1995). Os efeitos
quimicos provocados pela cavitacdo ocorrem a partir do fenbmeno acustico de cavitacdo, ou
seja, a formacéo e crescimento seguido do colapso implosivo de bolhas de gas no meio, que
liberam grandes quantidades de energia (temperatura e pressao).

O ultrassom ao passar pelo meio liquido provoca vibracdo e ocorre a formacdo de
streaming acustico que sdo micro aspersdes de liquido. Este fendmeno provoca a
movimentacdo do meio, fazendo com que determinados compostos sejam carregados para
diferentes pontos do liquido, ou seja, hd o aumento da taxa de reacdes de transporte de massa
devido a geracdo de turbuléncia local e micro-circulacdo de liquido (ASHOKKUMAR, 2011,
GOGATE, 2011). Durante o crescimento e o colapso das bolhas de cavitacdo ocorre a
aumento das forcas de turbuléncia, cisalhamento e ondas de choque, esses efeitos podem ser
aplicados no processamento de alimentos, como na extracdo e emulsificacdo de substancias
(MASON, 1990). No caso das transformacdes ocorridas em alimentos, os efeitos sdo em geral
positivos e podem ser aplicados para promover maior qualidade e seguranca (SUSLICK,
1989; ALARCON-ROJO et al., 2015).

A forma de aplicacdo do ultrassom também influencia no desempenho da cavitacao.
Os equipamentos geradores de ondas de ultrassom sdo os banhos de sonificacdo (aplicacdo
indireta) e as sondas de imersdo (aplicacdo direta), os quais podem apresentar diferentes
tamanhos, didametros e geometrias de ponta, de acordo com a necessidade de aplicacdo. Na
aplicacdo indireta sdo usados banho de ultrassons, onde a onda ultrassdnica primeiramente
atravessa o liquido contido no interior do equipamento para posteriormente, atravessar a
parede do recipiente da amostra. Portanto, a intensidade do ultrassom no interior do recipiente
da amostra € menor do que o esperado. Sua desvantagem € que 0s banhos ndo sdo dispositivos

tdo poderosos e suas aplicagbes ficam limitadas pela falta de intensidade ultrassénica
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(SANTOS; LODEIRO; CAPELO-MARTINEZ, 2009; JAMBRAK et al., 2014). No caso da
aplicacdo direta, algumas desvantagens foram relatadas, como por exemplo, a contaminagédo
da amostra com metais desprendidos da sonda/probe e a perda de elementos volateis onde a
aplicacdo da sonda ocorreu em processo aberto sem a devida protecdo da amostra (SANTOS;
LODEIRO; CAPELO-MARTINEZ, 2009). Por outro lado, quando a sonda de ultrassom é
utilizada, devido a sua acdo direta ha maior intensidade cavitacional, 0 que pode ou ndo ser
benéfico dependendo do alimento (JAMBRAK et al., 2014).

3.2 EFEITO DO ULTRASSOM NA MACIEZ DA CARNE

A palatabilidade da carne depende de parametros de qualidade como o aroma, sabor,
aparéncia, suculéncia e maciez. A importancia destes parametros varia dependendo do
produto e destino final. Entretanto, para o consumidor, a maciez € considerada o principal
atributo no momento da compra (ISTRATI, 2008; KARUMENDU et al., 2009) A textura da
carne é influenciada por diversos fatores como marmoreio, quantidade de tecido conjuntivo,
capacidade de retencdo de agua e o grau de maturacdo (ALARCON-ROJO et al., 2015).
Entretanto, alguns destes fatores muitas vezes sdo dificeis de serem controlados porque
dependem da raca dos bovinos, cruzamentos genéticos, sistema de criacdo (pasto ou
confinamento), idade e sexo (JEREMIAH, 1996).

A maturacdo ou resolucdo do rigor mortis compreende as mudancas posteriores ao
desenvolvimento da rigidez cadavérica, nesta etapa ocorre o relaxamento lento do musculo,
provocando o aumento da maciez da carne ap6s 3 a 4 dias de armazenamento sob refrigeracédo
(ORDONEZ et al., 2007). Este efeito nio se deve & dissociacdo da actomiosina formada
durante a instauracdo do rigor mortis, mas sim a acdo de diversas enzimas enddgenas a carne,
sendo as principais, as catepsinas e as calpainas ou proteinases neutras ativadas pelo calcio
(CAF). A acdo proteolitica em pontos estratégicos da estrutura da linha Z e dos filamentos
finos e grossos provoca perda da integridade das miofibrilas. Aparentemente, apesar das
proteinas do tecido conjuntivo ndo sofrerem protedlise, rompem-se determinadas ligacoes
cruzadas das moléculas de coldgeno, possivelmente devido & acdo de enzimas lisossémicas
(KARUMENDU et al., 2009).

Somente a partir da maturacdo ndo é possivel obter a maciez desejada ou a qualidade

esperada da carne, sendo assim, métodos de amaciamento mecanicos, enzimaticos e/ou
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quimicos sdo alternativas usadas para melhorar a palatabilidade de cortes carneos que néao
apresentam boa aceitacdo pelo consumidor (ALARCON-ROJO et al., 2015). Como uma
técnica inovadora, o ultrassom vem se destacando no amaciamento de carnes, apesar de
estudos de sua aplicacdo com esta finalidade terem se iniciado a décadas, como o realizado
por Smith et al. (1991) e somente nos Ultimos anos é que esta tecnologia tem recebido maior
atencdo (TURANTAS; KILIC; KILIC, 2015). Os parametros acusticos (frequéncia,
intensidade, duracdo do tratamento, temperatura) determinam a extensdo do resultado
desejado obtido a partir da sonicacdo (STADNIK; DOLATOWSKI, 2011).

Os efeitos fisicos, mecanicos ou quimicos das ondas ultrassonicas de alta energia séo
capazes de alterar determinadas propriedades, como causar a ruptura fisica e acelerar reacdes
quimicas (JAYASOORIYA et al., 2007). O ultrassom tem a capacidade de induzir de forma
direta a ruptura da membrana celular pelo enfraquecimento fisico da estrutura muscular, e
como consequéncia a carne pode apresentar maior maciez (DOLATOWSKI; STADNIK;
STASIAK, 2007; ARVANITOYANNIS; KOTSANOPOULOS; SAVVA, 2015). Outra forma
seria pela ativacdo da proteolise pela libertacdo das catepsinas a partir de lisossomos e dos
jons Ca?* de reservas intracelulares de modo a ativar as calpainas (LYNG; ALLEN;
MCKENNA, 1998; JAYASOORIYA et al., 2004, 2007). As calpainas podem também ter sua
atividade intensificada pelo aumento do pH das amostras tratadas com ultrassom quando
comparadas a amostras controle (JAYASOORIYA et al., 2007).

Nos primeiros estudos como ja citado, Smith et al. (1991) avaliaram amostras do
musculo Semitendinosus de bovinos cortadas no sentido transversal ou longitudinal das fibras
musculares, as quais foram expostas ao ultrassom por 2, 4 e 8 min e 2, 4, 8 ou 16 min,
respectivamente a frequéncia de 25,9 kHz, em banho de ultrassom. Logo ap0s o tratamento as
amostras foram pesadas e cozidas até temperatura interna de 75 °C e analisadas em seguida.
Os resultados indicaram menor forca de cisalhamento para as amostras de ambos os cortes
nos tempos 2 e 4 min de exposicdo, enquanto houve um aumento significativo da forca de
cisalhamento quando comparado ao controle (sem ultrassom) para as amostras que foram
submetidas a 8 min ou mais de ultrassom. Os autores ndo realizaram outras medidas que
pudesse contribuir para justificar o ocorrido com as amostras submetidas ao maior tempo de
ultrassom. Pohlman, Dikeman e Zayas (1997) também utilizaram em seus experimentos
tempos de exposicdo ao ultrassom superior a 8 min, porém em um primeiro experimento as
amostras de mulsculo Semitendinosus apds o tratamento (20 kHz e 1,55 W cm?) foram
armazenadas a 3 °C por 4 dias e posteriormente, cozidas até temperatura interna de 70 °C e

comparadas ao controle (sem ultrassom). Em um segundo experimento, as amostras do
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mesmo tipo de musculo foram submetidas as mesmas condigdes de frequéncia, poténcia e
tempo, porém foram retiradas do banho de ultrassom quando a &gua atingiu a temperatura de
70 °C e posteriormente, foram cozidas em forno de convecgdo a temperatura interna de 70 °C.
Em ambos os experimentos foi avaliada a forca de cisalhamento. Neste estudo os tempos de
aplicacdo do ultrassom foram superiores a 8 min, desta forma os resultados obtidos foram
semelhantes aos obtidos por Smith et al. (1991), ou seja, ndo houve aumento da maciez nos
dois experimentos realizados e ndo houve diferenca significativa quando comparados a
amostra controle. Os autores sugeriram que a alta poténcia poderia induzir a geleificacdo do
colageno contribuindo para o aumento da forca de cisalhamento.

O efeito do ultrassom sob a maciez do musculo Pectoralis foi avaliado por Pohlman,
Dikeman e Kropf (1997), a aplicacdo se deu 24 h post mortem e utilizaram a frequéncia de 20
kHz, e uma poténcia muito superior que os estudos anteriores, 22 W cm, por 5 ou 10 min, a
4 °C. Apos o tratamento, a carne foi mantida sob refrigeracdo a 2 °C e analisada 1, 6 e 10 dias
apos o tratamento, os autores observaram uma tendéncia para a reducdo da forca de
cisalhamento ao longo do periodo de armazenamento.

Um dos primeiros estudos que utilizaram uma sonda de ultrassom ao invés do banho
foi realizado por Lyng, Allen e Mckenna (1998) que compararam a a¢do do ultrassom na
qualidade do musculo Longissimus thoracis et lumborum, desossado a quente (2 h apds o
abate) e desossado a frio (24 h ap0s o abate). Os cortes foram submetidos a frequéncia de 20
kHz e intensidade de 63 W cm™ por periodos de 15 s (em média, 10 aplicagGes por corte), de
modo que toda a superficie fosse submetida a sonicacdo. Posteriormente, as amostras foram
analisadas durante a maturacao no periodo de 1 a 14 dias e ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as amostras submetidas ao ultrassom e a amostra controle (sem
tratamento) para as analises de medida de forca de cisalhamento, caracteristicas sensoriais,
solubilidade do colageno e protedlise miofibrilar. Got et al. (1999) também avaliaram o efeito
do ultrassom com o objetivo de acelerar a maturacdo e aumentar a maciez de musculos
Semimembranosus uma sonda de ultrassom, porém com intensidade inferior (10 W cm?),
contudo a frequéncia utilizada foi de 2,6 MHz. QOito carcacgas bovinas de animais com idade
entre 5 a 9 anos foram estimuladas eletricamente 1 h apds o abate e a aplicacdo do ultrassom
se deu na fase de pré-rigor (dia 0, pH 6,2) em dois periodos de 15 s com intervalo de 120 s ou
no pos-rigor (dia 1, pH 5,4). Nos cortes submetidos ao ultrassom na fase de pré-rigor ocorreu
um breve atraso do inicio do rigor mortis, alongamento do sarcémero (12 a 15%), alteracdes
na linha Z e aumento do calcio intracelular (aproximadamente 30%), entretanto os autores

afirmaram que ndo ocorreu nenhum efeito sobre a maciez da carne. Nos cortes submetidos ao



18

ultrassom na fase pos-rigor ndo foram observadas mudancas estruturais, porém ocorreu ligeira
melhora do indice de maturagdo apds 6 dias, entretanto, aos 14 dias esse efeito ndo foi mais
observado. O fato de terem sido observadas apenas alteracbes em cortes submetidos a
aplicacdo de ultrassom na fase de pré-rigor, se deve ao fato de que antes da resolugédo do rigor
mortis o ultrassom pode contribuir para a maior a liberacdo de célcio e maior atividade das
catepsinas.

Outro estudo utilizando sonda de ultrassom foi realizado por Jayasooriya et al. (2007)
para avaliar a acdo do ultrassom em musculos Longissimus semitendinosus de bovinos com 3
a 4 anos de idade. Foram utilizados frequéncia de 24 kHz e intensidade de 12 W cm, com
duracdo de 0, 30, 60, 120 e 240 s a temperatura ambiente o que resultou no aumento da
temperatura da carne em 15-30 °C. Posteriormente, as amostras foram maturadas por até 8,5
dias a 5 °C antes da avaliacdo da forca de cisalhamento. O ultrassom reduziu a forca de
cisalhamento da carne quando aplicado por 60 s ou mais. No decorrer do armazenamento e
maturacdo o beneficio obtido pelo tratamento com ultrassom diminuiu. A avaliacdo de
parametros de qualidade indicou que houve reducdo da forca de cisalhamento, sem afetar o
pH, cor, perda de peso por cozimento e por exsudagao.

No estudo de Stadnik, Dolatowski e Baranowska (2008) utilizaram banho de ultrassom
(45 kHz, 2 W cm?, 120 s, 4 °C) para aplicacdo de ultrassom em muisculo Semimembranosus.
O tratamento foi realizado 24 h post mortem e o ultrassom aplicado perpendicularmente as
fibras musculares durante 120 s sendo os cortes armazenados a 4 °C durante 4 dias. Os
resultados demonstraram que a aplicacdo do ultrassom aumentou, significativamente, a
capacidade de retencdo de agua das amostras nos tempos de 72 e 96 h apds o tratamento em
relacdo ao controle, tornando-a tipica de carne em estagio avancado de post mortem, o que
poderia contribuir para a menor forca de cisalhamento. Neste estudo, o adiantamento da
maturacdo da carne ocorreu sem prejuizos aos outros parametros de qualidade, como pH e
cor. Estes resultados foram contrarios aos obtidos por Got et al. (1999), que observaram atraso
do rigor mortis. Em outro estudo realizado por Stadnik e Dolatowski (2011), o ultrassom foi
aplicado nas mesmas condicGes que Stadnik, Dolatowski e Baranowska (2008) e os resultados
demonstraram que a baixa frequéncia reduziu a forca de cisalhamento nos tempos 48 e 72 h
postmortem. Nas condi¢cbes em que este estudo foi realizado, os resultados reforcam a
hipotese de que o ultrassom é capaz de acelerar o processo de maturacdo dos cortes carneos
por acelerar a protedlise e induzir o aumento da maciez, seguida da fragmentacdo das

estruturas proteicas celulares.
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Chang et al. (2015) avaliaram os efeitos do ultrassom a baixa frequéncia e alta
intensidade (40 kHz, 1500 W) por 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min na qualidade de musculos
Semitendinosus. As amostras embaladas a vacuo foram submetidas ao ultrassom em banho
ultrassénico a 20 °C. Os autores relataram que o tratamento com ultrassom por >10 min
ocasionou o rompimento das células musculares, encolhimento dos sarcomeros, aumento do
espaco extracelular, aumento das cavidades intracelulares, rompimento do endomisio e
diminuicdo da espessura do perimisio. Ocorreu formacao de agregados de proteinas no espago
extracelular e arranjos das fibras de colageno desorganizados. Os resultados sugerem que as
alteracdes nas propriedades do tecido conjuntivo podem contribuir para a diminui¢do da forca
de cisalhamento ocasionada pelo ultrassom.

Em estudo recente, com o objetivo de desenvolver um novo processo para melhorar a
textura do musculo Longissimus lumborum, Barekat e Soltanizadeh (2017) selecionaram 3
musculos de 5 bovinos de 2,5 anos, cujo pH apés 12 h post-mortem foi de 5,5-5,8. As
amostras foram tratadas com ultrassom tanto na presenca como na auséncia de 0,1% de
solucdo de enzima de papaina, para isso, amostras imersas em dagua destilada foram
submetidas apenas ao ultrassom sem a papaina, e amostras foram submetidas ao ultrassom e
papaina. Os dois grupos de amostras foram incubadas a 65 °C por 30 min, devido a
temperatura 6tima da papaina que é de 65-80 °C. Os autores observaram reducédo da forca de
cisalhamento em ambos tratamentos, e proporcional ao tempo de aplicacdo do ultrassom e que
a combinacdo do ultrassom e o uso da papaina pode ser empregado como uma ferramenta util
para a melhoria da maciez da carne. Sendo estes resultados uma alternativa para melhoria da
maciez do musculo Longissimus lumborum, uma vez que submetido ao ultrassom a alta
frequéncia (600 kHz, 48 kPa, 65 kPa, 10 min) por Sikes et al. (2014) nao houve melhoria da
maciez, e 0s autores sugeriram que novas condicdes de tratamento deveriam ser estudadas.

Na tabela 1 ha um resumo de alguns trabalhos citados nesta revisdo, procurou-se citar
0 preparo da amostra uma vez gque amostras maiores ou mais espessas podem impedir o
ultrassom de atingir o interior da carne, tornando o tratamento menos eficaz e contribuindo

para resultados contraditérios (LEE et al., 2011).
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TABELA 1 — Estudos que relatam o uso de ultrassom no amaciamento de carne bovina in natura.

(continua)
Autor Tamanho das amostras Condicfes de aplicacéo do ultrassom Resultados negativos Resultados positivos *

Smith et al. Semitendinosus Banho de ultrassom, 10 °C, 25,9 kHz, exposi¢do ao Amostras tratadas por 8 e 16 min Amostras tratadas por 2 e 4 min de
(1991) 10,0 x 5,0 x 2,54 cm, com  ultrassom por 2, 4 e 8 min (corte longitudinal) e 2, 4, 8 obtiveram maior forca de cisalhamento  ultrassom apresentaram menor forca

aproximadamente 200 g ou 16 min (corte transversal) que o controle de cisalhamento que o controle

cortadas no sentido

longitudinal ou transversal

as fibras musculares
Pohlman, Semitendinosus 1)  banho de ultrassom, 20 kHz, 1,55 W cm™, 8,16 e N&o houve efeito significativo na Exsudacdo e perda de agua pelo

Dikeman e Zayas
(1997)

Pohlman,
Dikeman e Kropf
(1997)

Lyng, Allene
Mckenna (1998)

Got et al. (1999)

1) 6,4x25x702cm
2) 2,5x51x10,2cm

Pectoralis
1) 8,0x80x25cm
2) 8,0x8,0x13cm

Longissimus thoracis et
lumborum

Cortes de 2,5 cm de
espessura

Semimenbranosus
Tamanho das amostras nao
descrito

24 min, armazenado a 3 °C por 4 dias e cozidas a 70 °C
2)  banho de ultrassom,, 20 kHz, 1,55 W cm?, 8, 16 e
24 min a 70 °C, e cozidas posteriormente até
temperatura interna a 70 °C

1) banho de ultrassom, 20 kHz, 22 W cm, 5 ou 10
min, armazenado a 2 °C e cozimento a 70 °C

2) banho de ultrassom, frequéncia de 20 kHz, 22 W
cm?, 5 ou 10 min a 70 °C, cozimento ap6s a aplicagéo
do ultrassom até temperatura interna a 70 °C

Sonda de ultrassom, 20 kHz, 63 W cm?, repeticGes de
15 s até atingir toda a superficie da amostra

Sonda ultrassonica, 2,6 MHz; 10Wcm % 2x15s

diminuicdo da forga de cisalhamento
em nenhum dos tratamentos

Diminuicéo da cor vermelha viva da
carne

N&o houve efeito significativo na
diminuicéo da forga de cisalhamento
entre as amostras sonificadas e controle
nos tempos 1, 3 e 14 dias de
armazenamento

N&o houve diminui¢do da for¢a de
cisalhamento quando o ultrassom foi
aplicado musculo em pré-rigor

cozimento ndo foram significativos

Tendéncia para reducéo da forga de
cisalhamento ao longo do
armazenamento a 2 °C ao longo de 10
dias e exsudacdo e perda de agua ap6s
cozimento ndo foram significativos

N&o houve alteracdes sensoriais entre
as amostras sonificadas e a controle

Quando o ultrassom foi aplicado no
pés-rigor houve leve diminuicéo da
forca de cisalhamento ap6s 6 dias de
armazemento
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TABELA 1- Estudos que relatam o uso de ultrassom no amaciamento de carne bovina in natura.

(concluséo)

Autor

Tamanho das amostras

Condicfes de aplicacéo do ultrassom

Fatores negativos

Resultados positivos *

Jayasooriya et al.
(2007)

Stadnik,
Dolatowski e
Baranowska
(2008)

Stadnik e
Dolatowski
(2011)

Chang et al.
(2012)

Sikes et al. (2014)

Chang et al.
(2015)

Barekat e
Soltanizadeh
(2017)

Longissimus lumborum et
thoracis e Semitendinosus

6,0 x 4,0 x 2,0 cm com
aproximadamente 50 g

Semimembranosus
7,0x7,0x38,0
aproximadamente 400 g

Semimenbranosus
7,0x 7,0 x 8,0 cm com
aproximadamente 400 g

Semimenbranosus
2,5x5,0x5,0cm, com
aproximadamente 100 g

Longissimus lumborum
Cortes de 2,5 cm de
espessura

Semimenbranosus
2,5x5,0x5,0cm,
aproximadamente 100 g

Longissimus lumborum
3x3x3cm

Sonda ultrassonica, 24 kHz, 12 W cm?, tempo maximo
de aplicacdo de 240 s

Banho de ultrassom, 45 kHz, 2 W cm, 120 s

Banho de ultrassom, 45 kHz, 2 W cm™) por 120's, 4 +
1°C

Banho de ultrassom, 40 kHz e 1500 W por 10, 20, 30,
40,50 e 60 mina 20 °C

Banho de ultrassom, 600 kHz a 48 kPa e 65 kPa

Banho de ultrassom, 40 kHz, 1500 W por 10, 20, 30,
40, 50 ou 60 min

Sonda ultrassonica, 20 kHz, 100 W e 300 W por 10, 20
e 30 min

Ao longo do periodo de armazenamento o
efeito do ultrassom sob a maciez diminui
em comparacao ao controle

Nao descrito

As amostras sonificadas apresentaram cor
ligeiramente menos estavel que o controle,
mas sem prejuizo de qualidade

Diminuigio da atividade da -
galactosidase e B-glucuronidase quando
aplicado ultrassom por 10 min quando
comparado ao controle

N&o apresentou diferenca significativa
entre a amostra controle e a sonificada

Aumento de exsudado

N&o descrito

Todas as amostras sonificadas por
60 s ou mais apresentaram redugdo
da forca de cisalhamento em
relagdo ao controle no tempoOe 1
dia

Reducdo da forca de cisalhamento
pelo ultrassom quando aplicado
transversalmente as fibras
musculares. Adiantamento do rigor
mortis.

No tempo de armazenamento de 48
e 72 h a forca de cisalhamento foi
significativamente inferior ao
controle

Ocorreram modificagcdes
estruturais do colageno e na textura
da carne, sendo que a forga de
cisalhamento foi menor quando
aplicado ultrassom por 10, 20 e 30
min

Nao descrito

Tempo >10 mins de ultrassom
resultou no menor valor de fora de
cisalhamento

Menor forga de cisalhamento foi
obtida quando houve a combinagéo
da papaina com o ultrassom a 100
W por 20 min

Fonte: A autora (2017).
* Resultados comparados a amostra controle (sem tratamento com ultrassom).
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Como apresentado na Tabela 1, os autores utilizaram diferentes condigdes de
aplicacdo, destacando-se os trabalhos de Got et al. (1999) e Sikes et al. (2014) que utilizaram
elevadas frequéncias de ultrassom (2,6 MHz e 600 kHz) e observaram a ndo reducdo da forca
de cisalhamento em relacdo aos seus controles nem mesmo ao longo do armazenamento, isto
pode ter sido ocasionado por danos causados pelas ondas ultrassdnicas as enzimas catepsinas
e as calpainas ou proteinases neutras ativadas pelo célcio (CAF), como sugerido por Got et al.
(1999), ao invés de ocorrer ativacdo da protedlise pela libertacdo das catepsinas a partir de
lisossomos e dos fons Ca®* de reservas intracelulares e na sequencia ativagio das calpainas
(LYNG; ALLEN; MCKENNA, 1998, JAYASOORIYA et al.,, 2004, 2007)ou a elevada
frequéncia utilizada pode ter ocasionado danos a carne gerando excessiva perda da capacidade
de retencdo de agua. Jayasooriya et al. (2007) relataram que os melhores resultados de
reducdo da dureza foram obtidos com o uso de frequéncia entre 20 kHz a 45 kHz.

3.3 ALTERACOES DECORRENTES DA APLICACAO DE ULTRASSOM

A aplicacdo de ultrassom em carnes com o objetivo de aumentar a maciez pode
ocasionar outras modificacbes que podem ser desejaveis ou ndo e por se tratar de uma
tecnologia emergente muitos resultados ainda sdo contraditorios, entretanto, alguns estudos
indicam que o uso de ultrassom dependendo das condi¢des de aplicagdo pode promover em
carnes a alteracdo da cor, oxidacdo lipidica, ocorréncia de off-flavors, degradacdo de
compostos minoritarios e alteracBes estruturais das proteinas (PINGRET; FABIANO-
TIXIER; CHEMAT, 2013).

3.3.1 Alteracdes de cor

Jayasooriya et al. (2007) e Stadnik e Dolatowski (2011) observaram que 0s parametros
de cor L* (luminosidade), a* (verde-vermelho) e b* (amarelo-azul) ndo foram afetados pelo
tratamento de ultrassom. Porém, Chang et al. (2012) ndo observaram efeito do ultrassom
sobre L* e a*, mas o parametro b* foi significativamente menor que o controle, quando

exposto por 30 min ao ultrassom. Esse efeito foi atribuido a alta frequéncia utilizada (45 kHz),
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especialmente quando comparada a frequéncia testada por Jayasooriya et al. (2007) (24 kHz).
No estudo de Pohlman, Dikeman e Zayas (1997), ao usar banho de ultrassom com parametros
acusticos de 20 kHz, 1,55 W cm?e exposicdo por 8, 16 ou 24 min em musculo
bovino Semitendinosus e Biceps femoris, ndo houve efeito do ultrassom sobre os parametros
L*, a* ou b*. Porém, ao manter a frequéncia de 20 kHz e aumentar a intensidade para 22 W
cm? com tempos de 5 ou 10 min em mdsculo Pectoralis, foi observado maior valor do
parametro L*, menor intensidade de a* e maior intensidade de b*, embora ndo se tenha
percebido diferenca entre os tempos de 5 e de 10 min, ou seja, o0 ultrassom afetou os
parametros de cor, independente do tempo de exposicédo utilizado (POHLMAN; DIKEMAN;
KROPF, 1997). Em estudo realizado por Caraveo et al. (2015) o ultrassom foi aplicado
utilizando um banho de ultrassom, frequéncia de 40 kHz, intensidade de 11 W cm™ por 60 e
90 min em cortes de 1,27 cm de espessura do masculo Semitendinosus, com o intuito de
avaliar o efeito sobre a flora microbiana. Os autores observaram que a aplicagdo do ultrassom
por 60 ou 90 min inicialmente aumentou o valor do pardmetro L* e diminui o valor do
parametro a*, mas nao foi observada diferenca entre as amostras tratadas e controle apds 8
dias de armazenamento, entretanto a carne tratada com ultrassom por 90 min apresentou

maior valor do parametro b* durante todo o periodo de armazenamento.

3.3.2 Oxidacdo lipidica e off-flavors

A geracdo de radicais livres, producdo de peroxido de hidrogénio, entre outros pode
ser desencadeada pelo efeito quimico da cavitacdo, os quais sdo devido ao aumento localizado
da temperatura e pressdo, ondas de choque e microstreaming, acarretando alteracées fisicas e
quimicas importantes para a qualidade dos alimentos tratados com ultrassom. (LEE et al.,
2011). Outro possivel problema do uso do ultrassom é a degradacdo de compostos
nutricionais, bem como a producdo de off-flavors causados pela oxidacdo lipidica e/ou
protéica. As moléculas de dgua durante a cavitacdo podem ser quebradas formando radicais
livres, intensificando as reacdes quimicas, que ocorrem no liquido (CAVALIERI et al., 2008).
As altas temperaturas e pressdes provocadas durante o colapso das bolhas de gas sdo capazes
se provocar a formacgédo de radicais hidroxil (OH*) e &tomos de hidrogénio séo gerados a partir
da dissociagdo das moléculas de agua em solucdes aquosas (RIESZ; KONDO, 1992). Estudos

tém demonstrado que estes radicais livres altamente reativos juntamente com os demais
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produtos de degradacdo podem induzir a reagfes em cadeia nos alimentos (PINGRET,;
FABIANO-TIXIER; CHEMAT, 2013). No estudo de Kang et al. (2016) para avaliar o efeito
do ultrassom sobre a oxidacdo lipidica e estrutura da carne bovina durante a salga com 6%
NaCl o ultrassom foi aplicado em diferentes intensidades (2,39, 6,23, 11,32 e 20,96 W cm™),
tempos (30, 60, 90 e 120 min) e frequéncia de 20 kHz. Foi possivel concluir que o valor de

TBARS aumentou com o maior tempo de exposicao e intensidade do ultrassom.

3.3.3 Alteracdes estruturais da proteina

Alteraces provocadas pelo ultrassom de alta intensidade podem vir a causar
modificagdes nas propriedades reoldgicas e de solubilidade das proteinas (ZHANG et al.,
2017). Gllseren et al. (2007) reportaram alteragdes estruturais seguidas de alteracfes
funcionais de albuminas bovinas séricas (BSA), as quais sdo devidas ao efeito mecanico,
térmico e/ou quimico causados pelo ultrassom. O ultrassom promove alteragcdes nos grupos
sulfidrilo livres, tamanho de particula, hidrofobicidade superficial e estrutura secundaria,
como resultado pode causar o aumento da mobilidade intramolecular e da atividade
superficial (GULSEREN et al., 2007; HU et al., 2013; XIONG et al., 2016). Zhang et al.
(2017) relataram aumento da solubilidade das proteinas com o uso do ultrassom ao avaliarem
as propriedades fisico-quimicas de geis de proteina miofibrilar, usando frequéncia de 20 kHz
e poténcia de 200 a 1000 W, com duracao de 15 min (na forma de pulsos), com intensidades
de 88, 117, 150, 173 e 193 W cm?, isso pode ser devido a mudangas na estrutura das
proteinas pelo desdobramento molecular das proteinas, expondo os grupos hidrofébicos e
regibes do interior das moléculas, ou seja, a superficie da proteina se torna mais polar e ainda,
danos nas ligac6es de hidrogénio e ligacdes hidrofdbicas, resultando em uma maior interacéo
entre a agua e a proteina (ARZENI et al., 2012; MAITY; RASALE; DAS, 2012; ZHANG et
al., 2017). As alteragdes da estrutura a-hélice e folha B s80 maiores quanto mais intensas as
condicdes utilizadas de ultrassom, como por exemplo, tempos longos e intensidades altas.
Para as intensidades de 2,39 e 6,23 W cm™ foram necesséario 60 min de ultrassom para
apresentar diferenca significativa no conteudo de a-hélice e folha B entre a amostra sonificada

e o controle, com a diminui¢@o de a-hélice e aumento de folha B (KANG et al., 2016).
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3.3.4 Reducdo da carga microbiana

O ultrassom tem sido estudado para a descontaminagdo de produtos, em especial
produtos carneos que apresentam alta contaminagdo microbiolégica. A inibicdo microbiana é
atribuida principalmente a geracéo de cavitacdo intracelular que pode causar o afinamento das
membranas celulares, o aquecimento e a producgdo de radicais livres (CHEMAT; ZILL-E-
HUMA; KHAN, 2011; TURANTAS; KILIC; KILIC, 2015). A reducdo de flora microbiana
de carnes foi investigada por Pohlman, Dikeman e Zayas (1997), e ndo foi observada
diferenca significativa ao longo de 30 dias de armazenamento, com exce¢do do tempo zero
onde houve reducdo da carga microbiana. Neste caso, 0 ultrassom atuou na reducdo em um
primeiro momento, mas a carga microbiana elevada fez com que a diferenga significativa
desaparecesse apds cinco dias de armazenamento. Em estudo realizado por Caraveo et al.
(2015) a aplicagdo de ultrassom diminuiu significativamente as bactérias coliformes,
mesofilos e psicrofilos durante o periodo de armazenamento, sendo que o tratamento com

ultrassom por 90 min foi responsavel pela maior reducéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARO DA AMOSTRA

As amostras utilizadas neste experimento foram obtidas dos musculos bovinos Biceps
femoris (coxdo duro) de aproximadamente 5,5 kg, obtidos de meia carcaga direita de 4
bovinos da raga Nelore, com idade de 24 meses (450 a 550 kg), abatidos de acordo com
normas e procedimentos oficiais (BRASIL, 1997; BRASIL, 2000). As amostras foram
coletadas do masculo Biceps femoris 24 h post-mortem, em triplicata, e foram padronizadas
em todos o0s ensaios quanto a altura x largura x comprimento (2 X 5 X 6 cm) e peso
(aproximadamente 60 g). Em seguida, foi realizada a medida de pH e as amostras de cada
ensaio foram embaladas a vacuo (Microvac CV8, marca Selovac) em sacos de polietileno e
armazenadas entre 0 a 2 °C por 1 h para estabilizacdo da temperatura para posterior aplicacéo

do ultrassom.

4.2 APLICACAO DO ULTRASSOM

As amostras foram sonicadas em um banho de ultrassom (Elmasonic P 120H, Singen,
Alemanha) de acordo com o planejamento experimental descrito no item 4.3. As amostras
foram acondicionadas no banho de ultrassom de modo que a maior area superficial ficasse
sempre voltada para o fundo do banho, sendo ainda, o tempo proposto para cada ensaio
dividido igualmente para cada lado do corte, a fim de que a sonicacdo fosse aplicada
uniformemente a amostra. Durante a aplicacdo do ultrassom, a temperatura do banho foi
mantida em 10 °C com adicdo de gelo/agua gelada, quando necessario. Uma amostra controle
(sem aplicacédo do ultrassom) do musculo de Biceps femoris foi utilizada para comparacéo dos

resultados.
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4.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA APLICACAO DE ULTRASSOM

Para a aplicacdo do ultrassom de alta poténcia no musculo Biceps femoris foi utilizado
um delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 com triplicata no ponto central,
totalizando 11 ensaios que foram realizados aleatoriamente. As variaveis independentes: (X1)
intensidade de ultrassom e (x2) tempo de aplicacdo estdo apresentados na Tabela 02. As
variaveis dependentes ou respostas experimentais (y) avaliadas foram pH, medida
instrumental de cor, capacidade de retencdo de dgua (CRA), perda de peso por exsudacdo e
forca de cisalhamento. O DCCR foi realizado em triplicata, sendo um bovino para cada
DCCR. A frequéncia foi fixada em 80 kHz, a qual juntamente com as variaveis independentes
e 0s niveis de variacdo foram selecionados previamente com base na literatura (CHANG et
al., 2015) e testes preliminares.

Para anélise de regressdo e variancia e superficie de reposta foi utilizado o software
STATISTICA 10.0 (STATSOFT INC, TULSA, USA). A formula geral do modelo de

superficie de resposta foi expressa conforme a Equacaol.

TABELA 2 — Matriz dos ensaios do delineamento composto central rotacional 22 com as variaveis
independentes.

Variaveis
Ensaios Poténcia (W cm?) Tempo de ultrassom (s)
X1 X2

1 -1 (15,07) -1 (60)

2 -1 (15,07 +1 (180)
3 +1 (30,13) -1 (60)

4 +1 (30,13) +1 (180)
5 - (11,30) 0(120)

6 +a (33,90) 0(120)

7 0(22,60) - (35,15)
8 0(22,60) +0.(204,85)
9 0(22,60) 0(120)
10 0(22,60) 0(120)
11 0(22,60) 0(120)

Fonte: A autora (2017).
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¥ (x1,x2) = B, + Byx, + B,x, + By,xyx, + E’rlxl2 + Bzng e (x,%,) Q)

Em que:

¥ = funcdo-resposta

X1 € X2 = variaveis codificadas

B’s = coeficientes estimados pelo modelo de superficie de resposta

e = residuo (erro experimental)

As amostras foram armazenadas entre 0 a 2 °C e analisadas 24 h apos aplicacdo do
ultrassom ou 2 dias post-mortem (T1), 72 h apds aplicacdo do ultrassom ou 4 dias post-
mortem (T2) e 144 h apos aplicacdo do ultrassom ou 7 dias post-mortem (T3). As analises de
pH, medida instrumental de cor, CRA, perda de peso por exsudacao foram feitas em triplicata,

com excecdo da forca de cisalhamento, que foi realizada em quintuplicata.

4.4 pH E MEDIDA INSTRUMENTAL DE COR

As andlises de pH foram realizadas utilizando potencidmetro de contato (Hanna,
modelo HI 99163, Portugal) diretamente na parte dorsal dos cortes do musculo Biceps
femoris. Para a medida instrumental de cor, foi utilizado o colorimetro Minolta® CR400, com
esfera de integracdo e angulo de visdo de 45°, ou seja, iluminacdo d/45 e iluminante D e 0s
valores de luminosidade L*, a* (componente vermelho-verde) e b* (componente amarelo-
azul) foram expressos no sistema de cor CIELAB. As medidas de cor foram realizadas na

superficie das amostras, tomando trés pontos diferentes de leitura por amostra.
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4.5 CAPACIDADE DE RETENCAO DE AGUA

Para a CRA utilizou-se a metodologia descrita por Hamm (1961). Amostras cortadas
na forma de cubos e com aproximadamente 2 g foram colocadas entre dois papéis de filtro, e
prensadas por 5 min por um peso de 10 kg e posteriormente pesadas novamente. A CRA foi
calculada conforme Equagéo 2.

% CRA = 100% — [(peso inicial - peso final) / peso inicial] x 100 (2)

4.6 PERDA DE PESO POR EXSUDACAO

Foi determinada pela razdo obtida entre os pesos das por¢des dos musculos antes de
serem embalados a vacuo e apos a sua retirada da embalagem nos 3 tempos ja descritos de
armazenamento ap0s o tratamento com ultrassom. Os resultados foram expressos em

porcentagem.

4.7 FORCA DE CISALHAMENTO

Para a andlise instrumental de textura as amostras foram cozidas em forno elétrico
convencional até temperatura interna de 80 °C. A maciez das amostras foi mensurada pela
forca de cisalhamento, utilizando um Texturdmetro Universal TATX-2i, equipado com
lamina Warner Bratzler. As amostras foram cortadas (1 x 1 x 2 cm) no sentido longitudinal
das fibras musculares, enquanto que o corte com a lamina de Warner Bratzler foi realizado no
sentido transversal das fibras musculares. Os resultados foram expressos pela forca minima
em Newton (N) necessaria para o corte das amostras. A célula de carga utilizada foi de 100
kg.
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4.8 VALIDACAO DO MODELO PROPOSTO

Para validar o modelo matematico obtido pela analise de superficie de resposta, o
musculo Biceps femoris foi coletado e as amostras foram preparadas em triplicata, submetidas
ao tratamento por ultrassom correspondente a condi¢do otimizada pelo planejamento DCCR,
em funcdo da melhoria da maciez da carne. As amostras tratadas foram comparadas a
amostras controle (sem tratamento) sendo realizadas as determinagdes analiticas descritas do
item 5.2.4 ao 5.2.7. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média

(DPM) e comparados ao ensaio controle utilizando teste de Tukey (p < 0,05).

4.9 ANALISE DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos foram extraidos do musculo Biceps femoris pelo método de Bligh e
Dyer (1959) e quantificados por cromatografia gasosa (Clarus 680 CG, PerkinElmer) com
detector de ionizagdo em chama e coluna capilar de silica fundida (100 m x 0,25 mm) com
0,25 um de cianopropilpolisiloxano CP 7420. Hélio foi utilizado como gas de arraste (1,1 mL
mint) e hidrogénio e ar sintético foram utilizados como gases de chama (40 e 400 mL min?,
respectivamente). A temperatura da coluna foi programada em: 80 °C por 1 min; 20 °C min™
até 160 °C; 1 °C min™ até 198 °C, 5 °C min™ até 250 °C e mantido por 1,6 min. Um split
1:100 foi utilizado e o detector e o injetor foram mantidos a 250 °C e 240 °C,
respectivamente. A identificacdo dos acidos graxos foi baseada em padrbes de ésteres
metilicos de &cidos graxos (Sigma, USA). A area dos picos foi determinada por integrador
acoplado (CG-300, Scientific Instruments) ao cromatografo gasoso. Os resultados foram

expressos como percentagens relativas dos acidos graxos identificados.



31

410 DETERMINACAO DO TEOR DE CALCIO SARCOPLASMATICO

O célcio sarcoplasmatico foi determinado de acordo com a metodologia de Cheah et
al. (1984) e modificada por Cheah et al. (1986). Amostras de 10 g do musculo Biceps femoris
foram homogeneizadas com 25 mL de KCI 150 mMol L*, centrifugadas a 4000 rpm por 4
min a 5 °C (Hitachi, modelo CR 21). O residuo foi descartado e o sobrenadante novamente
centrifugado a 26000 g por 4 min a 5 °C( ). Em seguida, foram transferidas aliquotas de 1,0
mL do sobrenadante para tubos de ensaio e adicionado 4,0 mL de solucdo de lantanio 0,5%. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro de absorcdo atémica (Varian, modelo AA240FS) a
422,7 nm. Para o padrao foi utilizado carbonato de calcio 2 ppm.

411 MEDIDA DE OXIDACAO LIPIDICA

A oxidacdo lipidica foi determinada segundo o método de Tarladgis, Pearson e Dugan
Jr. (1964) e modificacGes de Crackel et al. (1988) pelo indice de TBARS (substancias reativas
ao acido tiobarbiturico). Amostras de 10 g de carnes foram hidrolizadas em 98 mL de agua
destilada, 2,5 mL de &cido cloridrico 4 Mol L™ e 2 gotas de antiespumante (8 partes de Span
80 + 1,3 partes de Tween 20) e destiladas por 10 min. O destilado foi homogeneizado e
aliquotas de 5 mL foram transferidas para um tubo de ensaio com 5 mL de solu¢do de TBA
0,02 Mol L e aquecidos a 85 °C em banho-maria por 35 min. A leitura foi realizada a 530
nm em espectrofotdmetro UV - Visivel (Espectrofotometro UV-Vis, Perkin-Elmer). Para a
curva padrdo foi preparada uma solucdo de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) em &gua
deionizada nas concentracdes de 0,004 a 1,0 Mol L™ de TEP. Os resultados em triplicata

foram expressos em mg de TBARS/kg de amostra.
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4.12 INDICE DE FRAGMENTACAO MIOFIBRILAR

O indice de fragmentacdo miofibrilar (IFM) foi realizado pelo método de Hopkins,
Littlefield e Thompson (2000) com algumas modificagdes. Para a extracdo foram pesados 4 g
de masculo congelado e transferidos para um béquer contendo 20 mL de solu¢do tampéo (pH
7,0), composta de 100 mMol.L™ de cloreto de potassio, 20 mMol.L™ de fosfato de potassio, 1
mMol.L? de cloreto de magnésio e 1 mMol.L™ de azida sédica. O contetido do béquer foi
homogeneizado por 1,5 min em agitador mecénico a 5000 rpm, ap6s a homogeneizacéo o
liguido permaneceu em repouso 30 s e, entdo, foi homogeneizado novamente por 1,5 min a
5000 rpm. Para este procedimento a amostra foi mantida a 2 °C. Posteriormente, a amostra foi
centrifugada a 6000 rpm por 25 min a 2 °C. O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro e
reservado, onde foi mantido em um recipiente com gelo. Ao precipitado foi adicionado 20 mL
de solucdo tampdo e homogeneizado em vértex por 1 minuto, centrifugado novamente a 6000
rpm por 25 min a 2 °C, filtrado e reservado. 10 mL de solucdo tampéao foram adicionados ao
precipitado e homogeneizados em vortex, o sobrenadante foi filtrado e reservado. Os filtrados
foram misturados obtendo o volume final da solucé@o de miofibrilas. No ensaio protéeico foram
transferidas aliquotas de 0,25 mL para tubos de ensaio e adicionado 0,75 mL de solucédo
tampao. Em seguida, foi adicionado 4 mL de reagente Biureto, homogeneizado em vortex e
deixado em ambiente escuro por 30 min. Foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotémetro (Espectrofotometro UV-Vis, Perkin-Elmer) a 540 nm. Para o IFM foram
transferidas aliquotas de solucdo de miofibrilas conforme os resultados obtidos no ensaio
protéico para tubos de ensaio. Em seguida, foi adicionada a quantidade de solugdo tampéo
para completar 4 mL, e entdo, foi adicionado 4 mL de reagente de Biureto. Novamente, foi
homogeneizado em vértex e deixado em repouso por 30 min em ambiente escuro. Em seguida
foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro (Espectrofotometro UV-Vis,

Perkin-Elmer) a 540 nm. O IFM foi calculado multiplicando-se a absorbancia por 200.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DO MUSCULO BICEPS FEMORIS SUBMETIDO AO ULTRASSOM

Para a forca de cisalhamento, verificou-se que as variaveis xi (intensidade de
ultrassom) e x» (tempo de aplicacdo) do DCCR nédo apresentaram efeito significativo (p >
0,05) nos tempos de 24 h e 72 h, somente para 144 h (T3). Os efeitos das variaveis e a
resposta experimental para a forca de cisalhamento para T3 estdo apresentados nas Tabelas 3,
4 e 5. Conforme os coeficientes de regressdao (Tabela 4) as variaveis xi (intensidade de
ultrassom) e x» (tempo de aplicacdo) apresentaram efeito significativo sobre variavel
dependente forca de cisalnamento para T3, ou seja, houve a melhoria da maciez do musculo
Biceps femoris ao longo do armazenamento.

Neste DCCR, observou-se o efeito significativo (p < 0,05) para o termo linear x»
(Tempo) e para os termos quadraticos das variaveis xi1 (Intensidade) e x> (Tempo) (Tabela 4).
Sendo que para o termo linear x> (Tempo) ocorreu efeito significativo negativo na forca de
cisalhamento e para as variaveis x: (Intensidade) e x> (Tempo) houve efeito significativo
positivo para os termos quadraticos. Esta diminuicdo da forca de cisalhamento pode ter sido
ocasionada pela ativacdo da proteolise pela libertacdo das catepsinas a partir de lisossomos e
dos fons Ca?* de reservas intracelulares e na sequéncia ativagdo das calpainas pela aplicagéo
do ultrassom (GOT et al., 1999; JAYASOORIYA et al., 2004, 2007; LYNG; ALLEN;
MCKENNA, 1998). Resultados similares foram reportados por Got et al. (1999) em um
estudo de aplicacdo de ultrassom (2,6 MHz, 10 W cm™, 15 s) em mGsculos Semimembranosus
em dois tempos: pré-rigor e post-rigor (24 h post-mortem). Os autores observaram que no
segundo caso houve melhoria na maciez da carne apenas no sexto dia post-mortem (5 dias

ap0s sonicacdo).



34

TABELA 3 — Matriz dos ensaios do DCCR 2% com as variaveis independentes e resposta experimental
forga de cisalhamento (Y) do musculo Biceps femoris nos tempos de armazenamento de 24 h, 72 he
144h,

Ensaios Ir&evn(szlrgjaz?e Tempo (s) Y 24n Y7n Y 144n
1 -1 (15,07) -1 (60) 70,85 5,88 55,43 +5,69 65,65 +3,04
2 -1 (15,07 +1 (180) 78,36 +1,54 55,08 +2,87 52,10 +3,26
3 +1(30,13) -1 (60) 69,71 +1,30 68,29 +5,14 59,40 +4,68
4 +1 (30,13) +1 (180) 57,36 +5,42 55,94 +3,19 49,82 +3,19
5 -a. (11,30) 0 (120) 63,61 +4,10 57,09 +£0,39 52,61 +3,08
6 +0,(33,90) 0 (120) 69,47 +4,82 57,92 +2,70 56,71 +3,37
7 0 (22,60) -0, (35,15) 67,28 +2,18 56,70 +0,29 67,77 £1,39
8 0 (22,60) +0, (204,85) 59,38 +1,77 67,07 +4,14 54,00 +5,51
9 0 (22,60) 0 (120) 62,17 +5,79 57,13 +1,81 47,98 +3,57
10 0 (22,60) 0 (120) 64,59 +4,91 60,82 +5,75 45,04 6,57
11 0 (22,60) 0 (120) 63,35 +5,32 60,36 +4,16 44,82 +4,48

Fonte: A autora (2017).

TABELA 4 — Coeficientes de regressao para a resposta Y= forca de cisalhamento (N) do musculo
Biceps femoris ap6s 144 h de armazenamento.

Fonte de variacéo Coeficiente de Erro padrao t(5) P—valor
Regressdo
Média 45,951 1,547 29,705 0,000*
(X1) Intensidade (L) -0,345 0,949 -0,363 0,731
(X1) Intensidade (Q) 4,104 1,132 3,625 0,015*
(X2) Tempo (L) -5,334 0,949 -5,622 0,002*
(X2) Tempo (Q) 7,235 1,132 6,391 0,001*
(X1) X (X2) 0,993 1,340 0,741 0,492

Fonte: A autora (2017).
* Efeito significativo (p < 0,05); L: termos lineares; Q: termos quadraticos.

Considerando que a analise de variancia (Tabela 5) foi altamente significativa (P—
valor = 0,0001) foi possivel obter o modelo matematico preditivo (Equacdo 3) com as
varidveis codificadas de termos significativos. Os parametros ndo significativos foram

incorporados nos residuos para calcular a analise de variancia.

TABELA 5 — ANOVA do modelo composto central rotacional para predi¢do da forga de cisalhamento
do musculo Biceps femoris144 h ap6s o tratamento com ultrassom.

Fonte de Variacéo SQ* GL" QM ¢ Fcalculado P-valor
Regressdo 544,54 3 181,51 31,15 0,0001
Residuos 40,78 7 5,83
Total 585,32 10

Fonte: A autora (2017).
9% variagdo explicada (R?)=93,03% (F o,s,3,7 = 4,35)
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2 = soma dos quadrados, ® = graus de liberdade, °= quadrados médios

¥ = 45,951 — 5,334x, + 4,104x] + 7,235x3 (3)

O Fearculado TOi 7,16 vezes maior que Fpelado. Segundo Barros Neto, Scarminio e Bruns
(1995), quando Fcaiculado € N0 Minimo de 4 a 5 vezes 0 valor de Frpelado aSsegura-se que a
regressdo foi significativa e o0 modelo é Util para fins preditivos (Tabela 5). Desta forma, foi
possivel construir a superficie de resposta, na qual se observa que ha uma regido para a menor
forca de cisalhamento do musculo Biceps femoris na faixa de combinagdes das variaveis xi
(Intensidade) e x> (Tempo), equivalente ao ponto central para x: e proxima ao ponto central
para x, (intensidade de 22,60 W cm? (0) e 163,8 s (0,73)). No entanto considerando-se que a
reducdo da forca de cisalhamento conseguida no ponto 6timo (¥ = 45,911) é muito pequena
em relacdo a estimada no ponto central (¥ = 45,951) e que para atingi-la seria necessario 43 s
a mais de tratamento com ultrassom, optou-se por considerar o ponto central a regido mais
satisfatoria para a reducéo na forca de cisalhamento.

Pela analise da superficie de resposta para as faixas estudadas, observa-se que o tempo
prolongado de exposicdo do musculo Biceps femoris ao ultrassom induz ao aumento da forcga
de cisalhamento, o que pode ser explicado pela geleificacdo do colageno e/ou danos sofridos
pelas enzimas catepsinas e calpainas (SMITH et al., 1991; POHLMAN; DIKEMAN;
ZAYAS, 1997; GOT et al., 1999).
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Fig. 1. Superficie de resposta para a forca de cisalhamento para o muasculo Biceps femoris ap6s 144 h (T3)
de aplicagéo do ultrassom em func&o da intensidade (W cm) e tempo (s).
Fonte: A autora (2017).

Rodrigues e lemma, (2005) sugerem a realizacdo de ensaios nas condi¢des definidas
para validacdo experimental da resposta prevista pelo modelo proposto apds a analise de
superficie de resposta, em triplicata. Portanto, para validar a resposta prevista do modelo
preditivo para a reposta forca de cisalnamento do musculo Biceps femoris, realizou-se um
ensaio correspondente ao ponto central (22,60 W c¢cm? e 120 s) em triplicata. A forca de
cisalhamento () obtida foi de 48,89 N. Comparando a resposta experimental com a resposta
prevista pelo modelo (Equacdo 3) que foi de 45,95 N para a forca de cisalhamento do musculo
Biceps femoris. Obte-se o erro relativo de 6,40 %, confirmando a validacdo do modelo
predito, cujos dados foram ajustados adequadamente aos dados experimentais. Para a amostra
controle apds 144 h de armazenamento a forca de cisalhamento foi de 60,62 N, sendo 24 %
superior a amostra tratada com ultrassom.
Em relagdo as variaveis dependentes pH, medida instrumental de cor, CRA e perda de
peso por exsudacdo, as varidveis xi1 (intensidade de ultrassom) e x2 (tempo de aplica¢do) do

DCCR ndo apresentaram efeito significativo (p > 0,05) nas condigfes estudadas em nenhum
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dos tempos analisados (24, 72 e 144 h apds a aplicacdo do ultrassom), demonstrando que o
tratamento com ultrassom nas condicGes estudadas ndo afetaria negativamente estas
caracteristicas da carne. Portanto, como ndo foi possivel construir a superficie de resposta ou
curvas de contorno para estas variaveis e optou-se por comparar os resultados obtidos nos

tratamentos e amostras controle para cada variavel no ponto central do DCCR (Tabela 6).

TABELA 6 — Resultados obtidos para o musculo Biceps femoris submetido ao ultrassom (intensidade
de 22,60 Wem e tempo de 120 s) para as analises de pH, medida instrumental de cor, CRA e perda de
peso por exsudacao.

Cor Perda por
CRA x
Amostras pH L* a* b* (%) exsudacéo
’ (%)

T1 (24h) 553°+0,02 4573*+3,90 1580°+1,73 10,16°+285 68,21°+1,78  1,99° +0,93
C1 (24h) 554°+0,05 44,56 +286 16,29%+ 1,46 9,422 +1,21 69,50* £ 1,55 1,62° +0,29
T2(72h) 559®+0,05 41,39°+206 14,57°+2,05 12,12°+1,96  69,199+2,13  2,97*+0,94
C2(72h) 559*+0,02 4051°+1,04 16,79°+1,61 10,75*+2,28 68,03*+1,84  2,85%° +0,93
T3(144h) 5,622+0,06 40,34°+231 1591*+1,92 12,22°+175 68,07°+1,69 4,10*° £0,73
C3(144h) 564°+0,03 39,65"+1,09 1507%+158 11,47°+2,72  68,40°+1,93  3,982+1,37

Fonte: A autora (2017).
Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05). Os resultados estdo
representados pela média + DP (n=6 repeticdes).

Ao compararmos 0 pH das amostras controle do musculo Biceps femoris as amostras
sonicadas armazenadas por 24 h (T1) e 72 h (T2), observamos que ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05) para este parametro. Entretanto, apds 144 h (T3) de armazenamento,
observou-se valores de pH superiores e estatisticamente diferentes das amostras armazenadas
por 24 h. Este aumento de pH é devido a reacBes bioquimicas que ocorrem ao longo do
periodo de maturacdo da carne. Alguns estudos relatam que o tempo prolongado de aplicacao
de ultrassom poderia causar danos as células liberando fons Ca?" no citosol e mudando a
estrutura de proteinas e neutralizando os grupos acidos, este fato contribuiria com a hipétese
de que o ultrassom seria capaz de acelerar o processo de maturacdo dos cortes carneos (GOT
et al., 1999; JAYASOORIYA et al., 2007; STADNIK; DOLATOWSKI, 2011), o que néo foi
observado nas condi¢fes em que este estudo foi realizado, j& que o pH do masculo Biceps
femoris submetido ao ultrassom nao diferiu significativamente (p > 0,05) da amostra controle.

A cor ¢é provavelmente o principal atributo de qualidade que leva o consumidor a
decidir pela aquisicdo de determinado produto carneo (SARANTOPOULOS; PIZZINATTO,
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1990; OLIVO, 2006), desta forma, o estudo do efeito que o ultrassom pode causar sobre esta
caracteristica € muito importante. Nas condi¢des estudadas, observou-se que para as analises
de medida instrumental de cor, que o parametro L* (luminosidade) diminui significativamente
(p < 0,05) tanto para a amostra do musculo Biceps femoris submetido ao ultrassom quanto
para a amostra controle ao longo do periodo de armazenamento, ou seja, houve diminuigdo da
luminosidade, ou seja, um escurecimento da amostra devido a formacdo da metamioglobina,
pigmento de cor marrom, com o ferro no estado Fe** e oriundo da oxidagdo da mioglobina
(WALLACE et al., 1982). Porém, para cada tempo de armazenamento avaliado ndo houve
diferenca significativa (p > 0,05) entre as amostras tratadas com ultrassom e sua respectiva
amostra controle, indicando que o ultrassom ndo foi prejudicial a coloracdo da carne. Os
parametros a* (componente vermelho-verde), b* (componente amarelo-azul) ndo diferiram
(p>0,05) entre os tratamentos e nem mesmo ao comparar com as amostras controles.
Resultados semelhantes foram obtidos por Jayasooriya et al. (2007) e Stadnik e Dolatowski
(2011) que tambeém ndo observaram alteragdo dos parametros de cor L*, a* e b* ao
compararem com a amostra controle.

Para as andlises de CRA ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os
tratamentos e nem mesmo quando comparados as amostras controle. Estes resultados sdo
favoraveis a aplicacdo do ultrassom e sugerem que ndo ocorreu desnaturacéo/degradacéo
proteica durante o periodo de estocagem (POHLMAN; DIKEMAN; ZAYAS, 1997;
POHLMAN; DIKEMAN; KROPF, 1997; LYNG; ALLEN; MCKENNA, 1998). Entretanto,
apesar dos resultados obtidos para a CRA, as mudancas estruturais e as caracteristicas da agua
da carne maturada ndo favorecem a retencdo de agua na carne durante a coc¢do (WU et al.,
2006). Os valores obtidos para a perda por exsudacdo indicaram um aumento significativo (p
< 0,05) ao longo do tempo de armazenamento, entretanto a perda por exsudacdo para o
musculo Biceps femoris submetido ao ultrassom nao foi superior a amostra controle. Este
aumento na perda de peso por exsudacdo durante a coccdo em carne maturada pode ser devido

a desintegracdo das fibras durante a maturacdo (STRAADT et al., 2007).
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5.2 DEMAIS DETERMINACOES ANALITICAS

As anélises descritas a seguir foram realizadas em amostras de musculo Biceps femoris
submetidas ao tratamento com ultrassom correspondente apenas a condicdo otimizada
(frequéncia: 80 kHz; intensidade: 22,6 W cm™ e tempo: 120 s), sendo comparadas & amostra
controle. Na Figura 2 sdo apresentados os resultados obtidos na oxidacéo lipidica e, na Tabela

7, os valores obtidos para o teor de célcio sarcoplasmatico e IFM.

0,5
()
—=— Controle L]
044 —®— Ulrassom
(a)
' 0,34
~
£ ©
~ 0’2 .
7))
(n'd
EE []
~ 0,1 (b. ¢)
(g)
8= (©.q)
0,0
T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Tempo post-mortem / dias

Fig. 2. Resultados da analise de TBARS em funcdo do tempo de maturagdo de amostras do musculo
Biceps femoris controle (sem aplicacdo de ultrassom) e com aplicagdo de ultrassom 24 h post-mortem (80
kHz, 22,6 W cm™, 120 s). Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) nos diferentes tempos
de armazenamento.

Fonte: A autora (2017).

Alguns autores relataram que poderia ocorrer a degradacdo de compostos nutricionais

durante o tratamento da carne com ultrassom devido a produgéo de off-flavors causados pela
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oxidacdo lipidica e/ou proteica, devido a quebra de moléculas de &gua durante a cavitagcdo que
consequentemente, formacdo de radicais livres e intensificacdo das reagBes quimicas que
ocorrem na carne (CAVALIERI et al., 2008). As altas temperaturas e pressdes provocadas
durante o colapso das bolhas de gas seriam capazes de provocar a formacdo de radicais
hidroxil (OH®) e &tomos de hidrogénio gerados a partir da dissociacdo das moléculas de agua
em solugdes aquosas (RIESZ; KONDO, 1992).

Os valores de TBARS obtidos para as amostras de musculo Biceps femoris controle e
tratadas com ultrassom ndo foram estatisticamente diferentes (p > 0,05) durante todo o tempo
de armazenamento (Figura 2). Estes resultados demonstraram que a aplicacdo de ultrassom
ndo provocou alteracdes significativas na oxidacao lipidica da carne nas condicGes propostas
no presente estudo. No estudo de Kang et al. (2016) o efeito do tempo de ultrassom (30 a 120
min) e a intensidade de ultrassom (2,39 a 20,96 W cm?) foram avaliados sobre a oxidag&o
lipidica. A maior oxidagédo lipidica ocorreu com o0 aumento da intensidade e tempo de
ultrassom. Utilizando a intensidade de 20,96 W ¢m2 durante 30 min de ultrassom o valor de
TBARS obtido foi de aproximadamente 0,6 mg kg™ de carne, enquanto que o0 uso da mesma
intensidade por 120 min resultou em valor de aproximadamente 1,25 mg kg? de carne.
Segundo Faustman et al. (2010) a oxidagdo lipidica pode afetar também a cor da carne.
Produtos primarios e secundarios do processo de oxidacéo lipidica podem interferir na ligacéo
da mioglobina com o oxigénio, promovendo mudangas da cor. Como mencionado
anteriormente, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) dos valores obtidos para L*, a* e

b* da amostra sonicada quando comparados a amostra controle.

TABELA 7 —Valores médios e desvio padrdo das analises teor de calcio sarcoplasmatico e IMF para o
musculo Biceps femoris.

Amostras Célcio sarcoplasmatico (ug g*) IFM

COo (0 h) 5,19°+0,29 71,3%+ 1,47
T1 (24 h) 6,86 + 0,42 70,54+ 2,10
Cl(24h) 5,499 + 0,34 68,8*° + 1,11
T2 (72 h) 10,22+ 0,62 65,7° + 0,83
C2 (72 h) 7,67°+0,53 67,5*° + 1,81
T3 (144 h) 6,57°%% + 0,56 67,3*" + 1,10
C3 (144 h) 6,24°% + 0,31 68,0*° + 1,44

Fonte: A autora (2017).
Letras diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05) pelo
teste de Tukey.
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A medida que aumenta o tempo post-mortem, o pH muscular e o nivel de ATP
diminuem e a libertacdo de céalcio aumenta devido a inibicdo dos sistemas energéticos de
regulacdo. Segundo Warner et al. (2017) a aplicacdo do ultrassom pode além de provocar a
ruptura fisica do tecido causada pela cavitacdo, contribuir para a maior liberagcdo de célcio e
consequentemente, ativar enzimas e alterar o metabolismo pré-rigor da carne pela liberacdo
do maior teor de célcio. Os valores de célcio sarcoplasmatico obtidos no presente estudo
foram superiores nas amostras tratadas por ultrassom, do que nas amostras controle (p < 0,05).
Estes resultados corroboram com o reportado por GOT et al. (1999) em seu estudo de
aplicacdo de ultrassom no musculo Semimembranosus, onde amostras controle apresentaram
valores de calcio sarcoplasmatico inferiores aos das amostras tratadas do ultrassom. No
presente estudo, o aumento do teor de célcio sarcoplasmatico nas amostras tratadas com
ultrassom em comparacao com as amostras controle foi mais intenso e significativo (p < 0,05)
nas 72 h apds o tratamento (4 dias post-mortem). Contudo, durante 0 armazenamento houve
reducdo do teor de célcio tanto no controle quanto nas amostras tratadas as 144 h apos o
tratamento (7 dias post-mortem).

O IFM e uma medida indireta da atividade proteolitica de enzimas do sistema
calpaina, ativada pela presenca de célcio sarcoplasmatico (WILHELM et al., 2010). Os
valores IFM obtidos no presente estudo, tanto para as amostras controle quanto para as
amostras tratadas com ultrassom, foram superiores a 60, 0 que as caracteriza como macias.
Segundo Culler et al. (1978) amostras que apresentam valor de IFM igual ou maior que 60
sdo consideradas muito macias. Além disso, ndo houve diferenca estatistica entre os valores
obtidos para as amostras tratadas com ultrassom e 0s seus respectivos controles (p > 0,05).

O aumento do IFM ocorre pela ruptura dos componentes da estrutura miofibrilar
durante o post-mortem, de modo que o tempo de armazenamento favorece o aumento da
fragmentacdo pela acdo das enzimas que promovem a degradacdo da estrutura formada pelo
complexo actomiosina (TAYLOR et al., 1995; MARINO et al., 2013). Contudo, no presente
estudo, o IFM reduziu com o tempo de armazenamento, sendo que o menor indice foi obtido
no T2 (72 h apos o tratamento, 4 dias post-mortem) (p < 0,05), coincidentemente o tratamento
com maior teor de calcio sarcoplasmatico. Estes resultados podem ser explicados por dois
fatores distintos. Apesar da ruptura fisica das membranas sarcoplasmaticas ser favorecida com
a aplicacdo de ultrassom, liberando célcio sarcoplasméatico que favoreceria a protedlise

oriunda do sistema calpaina e a liberagdo das catepsinas lisossomais, Chang et al. (2012)
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sugerem que o ultrassom pode inativar algumas das enzimas proteoliticas em funcdo das
condi¢des de aplicacdo de ultrassom por cavitacdo, sendo esta uma das possiveis causas para a
reducdo do IFM em relagdo ao controle do tempo zero. Outro fator sugerido é que a presenca
de célcio sarcoplasmatico também pode ativar as calpastatinas inibidoras de calpainas,
reduzindo a atividade proteolitica (KOOHMARAIE; GEESINK, 2006).

Os valores de IFM podem ser correlacionados com a forga de cisalhamento
(WILHELM et al., 2010). Neste estudo, os valores de forga de cisalhamento foram inferiores
em amostras tratadas do que nas amostras controle, conforme discutido acima, diferente do
observado para o IFM que nédo apresentou diferenca. O aumento da maciez da carne pode ser
explicado por outros modos de acdo do ultrassom além da protedlise da estrutura do tecido
muscular esquelético. O processo de fragmentacdo do colageno presente no tecido conjuntivo
pode ser favorecido pela aplicacdo de ultrassom e consequentemente afetar o amaciamento da
carne (MISRA et al., 2017), sendo que este tipo de fragmentacdo ndo pode ser identificado
por IFM. O musculo Biceps femoris € um corte rico em tecido conjuntivo, o que corrobora
com o discutido acima.

As amostras de musculo Biceps femoris bovino submetido ao tratamento com
ultrassom e suas respectivas amostras controle apresentaram maior proporcdo dos acidos
graxos 16:0 (palmitico), 18:0 (estearico) e 18:1n-9 (oleico), durante todo o armazenamento
(Tabela 7). Maiores proporces de 18:0 e 18:1n-9 na percentagem total de acidos graxos
também foram reportados por Chiaia et al. (2017) em seu estudo avaliando carne proveniente
de bovinos Nelore. A presenca de acidos graxos trans foi observada nas amostras de carne
bovina (18:1n-9t e 18:2n-6t). A formacdo destes &cidos graxos na carne bovina pode estar
relacionada com a acdo de enzimas produzidas por micro-organismos presentes no rimen do
animal, que promovem a formacdo de compostos trans a partir de acidos graxos insaturados
que sdo obtidos durante a alimentacdo dos ruminantes, sendo um o acido vacénico (18:1n-9t)
um dos acidos graxos formados (DOREAU; CHILLIARD, 1997).

A aplicacdo de ultrassom promoveu alteracdes no perfil de acidos graxos da carne. As
somatorias de acidos graxos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI), poli-insaturados
(AGPI), n-6, n-3 e a razdo n-6/n-3 apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) entre
amostras tratadas e as controle, em todos os dias de armazenamento. Apos 24 h do tratamento
de ultrassom observou-se que as somatorias de AGPI e AGMI foram superiores (p < 0,05) nas
amostras sonicadas em comparagdo aos Seus respectivos controles, e o inverso pode ser
observado para a somatéria de AGS. Esses resultados podem estar correlacionados ao

processo de ruptura da membrana celular, constituida de fosfolipidios, e consequente
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liberagdo de acidos graxos insaturados ocasionadas pelas ondas de ultrassom. Contudo,
durante 0 armazenamento houve variagcdo entre as proporces desses acidos graxos nas
amostras tratadas e controle, o que pode estar relacionado com o processo de oxidacéo
lipidica, conforme previamente discutido nas anélises de TBARS.

A razdo de n-6/n-3 variou de 21,17 (T2) a 28,91 (C3) e ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos e seus controles (p > 0,05), com excecdo do T2 (72 h ap6s
tratamento). Os produtos do metabolismo de n-6 e n-3 s&o diferentes, sendo que no primeiro
sdo obtidos mediadores inflamatorios e, no segundo, anti-inflamatérios; portanto, o estudo da
razdo n-6/n-3 vem sendo avaliada. Bonoli et al. (2007) e Simopoulos (2004) sugerem como
adequada a razdo n-6/n-3 igual a 4, seguindo recomendacOes da Europa. Apesar da razéo
observada no presente trabalho ter sido superior ao recomendado pelos autores, sabe-se que a

carne bovina ndo é uma fonte importante de acidos graxos n-3.
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TABELA 8 — Composicao total de &cidos graxos (acidos graxos principais expressos como percentagem de acidos graxos totais) para o0 musculo Biceps

femoris bovino da raga Nelore.

(continua)
gr'j)fé‘:‘z;)) co T1 c1 T2 c2 T3 Cc3
10:0 0,05% + 0,00 0,05% + 0,00 0,06° + 0,01 0,06% + 0,00 0,04° + 0,00 0,04° + 0,00 0,04° +0,00
12:0 0,07°¢ + 0,00 0,07°¢ + 0,00 0,08% + 0,00 0,09° + 0,00 0,06¢ + 0,00 0,07¢+0,01 0,07¢+0,01
14:0 3,20°¢ + 0,04 3,07°+ 0,04 3,410+ 0,03 3,812+0,03 2,859+ 0,08 3,819+ 0,04 2,85¢ + 0,04
14:1 0,76° 0,01 1,25% + 0,03 0,08 + 0,06 0,10°+0,01 1,29% + 0,09 1,262 +0,11 0,84° +0,08
15:0 0,79° + 0,00 0,83"¢ + 0,02 0,86 + 0,01 0,92+ 0,01 0,78°+ 0,02 0,79+ 0,01 0,70°+ 0,00
16:0 26,100 +0,10 24,82°4 +0,08 26,070 +0,27 26,95 + 0,15 25,09 + 0,18 24,249 0,19 24,43%4 +0,21
16:1 2,67°+ 0,04 4,06% 0,29 3,23¢ + 0,19 2,80°+ 0,01 4,232+0,28 4,15% 0,33 2,91¢+0,29
17:0 1,94¢ + 0,01 1,85¢ + 0,02 2,03 +0,01 2,28+ 0,00 1,59 + 0,00 1,66° + 0,03 1,637 +0,03
17:1 1,55 + 0,02 0,03 + 0,00 1,822 +0,05 1,650 +0,01 1,832 +0,01 1,93¢ +0,01 0,04° + 0,00
18:0 12,8420 +0,03 9,08 + 0,49 12,1620 + 0,56 13,772+ 0,07 8,69° 0,30 9,27+ 0,42 11,485 +0,76
18:1n-0t 3,70°° + 0,01 3,78 + 0,07 4,05 0,05 4,792+ 0,01 3,231 + 0,10 3,58 + 0,01 3,17¢+0,22
18:1n-9¢ 33,5004 +0,41 39,25% + 1,28 36,085 + 0,43 36,6220 + 0,03 36,6820 + 0,74 36,6320 +0,78 32,389+0,76
18:2n-6t 0,08 + 0,00 0,09° +0,01 0,09° + 0,00 0,11° 0,00 0,08+ 0,00 0,03¢+0,01 0,08" 0,01
18:2n-6¢ 9,560 + 0,44 8,01°¢ + 0,86 6,820 + 0,21 4,929+0,01 9,62°+0,76 9,50° +0,78 13,472+ 0,10
18:3n-6 0,05 + 0,00 0,04%¢ + 0,01 0,04%¢ + 0,00 0,01¢+ 0,00 0,07° £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,122+ 0,01
20:0 0,0725¢ + 0,00 0,0725¢ 0,00 0,08% + 0,01 0,08+ 0,00 0,06¢ + 0,00 0,06¢ + 0,00 0,07°¢ + 0,01
18:3n-3 0,29% + 0,00 0,26%¢ + 0,01 0,27°¢ + 0,01 0,23+ 0,01 0,29° 0,01 0,28"+ 0,01 0,332+0,01
20:1n-9 0,18% + 0,01 0,19°+0,01 0,17°+0,01 0,16+ 0,01 0,18+ 0,01 0,18+ 0,02 0,182+ 0,01
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TABELA 8 — Composicao total de &cidos graxos (acidos graxos principais expressos como percentagem de acidos graxos totais) para o musculo Biceps

femoris bovino da raca Nelore.

(concluséo)

Acidos

graxos (%) Co Tl C1 T2 C2 T3 C3
20:2 0,11° + 0,01 0,10° + 0,00 0,09°¢ + 0,01 0,06°+ 0,00 0,11° + 0,01 0,12°+ 0,01 0,16+ 0,01
20:3n-6 0,41°¢+ 0,02 0,34°¢ + 0,06 0,26°¢ + 0,01 0,119+ 0,01 0,26° + 0,01 0,45° + 0,05 0,732+ 0,01
20:4n-6 1,81°¢+0,12 1,55°¢ + 0,33 1,174+ 0,04 0,424+ 0,04 2,27°+0,30 2,23+ 0,28 3,70+ 0,06
23:.0 0,18°+ 0,01 0,20°+ 0,04 0,15°¢ + 0,01 0,04+ 0,01 0,35° + 0,04 0,39*" + 0,04 0,492+ 0,01
20:5 0,09° + 0,00 0,07°+0,01 0,05 + 0,00 0,02°+ 0,00 0,09° + 0,00 0,07+ 0,00 0,152+ 0,00
22:6n-3 0,06 + 0,00 0,07° + 0,01 0,05°¢ + 0,00 0,02°+ 0,02 0,112+ 0,01 0,112+ 0,01 0,152+ 0,01
AGS 42,24 + 0,12 40,944¢ + 0,37 44,87° + 0,85 47,982+ 0,11 39,51%¢+ 0,05 39,36°+ 0,20 41,64°+ 1,07
AGMI 42,32°¢ + 0,50 48,56*" + 1,68 46,32 + 0,61 46,122+ 0,03 47,412+ 1,22 47,732+ 1,34 39,50°+ 0,90
AGPI 12,45 + 0,44 10,51°° + 1,30 8,81%¢ + 0,24 5,91¢+0,16 13,08° + 1,16 12,92° + 1,15 18,872+ 0,17
S n-6 11,91° + 0,59 10,020 + 1,24 8,379+ 0,24 5,59¢+0,13 12,50° + 1,12 12,34 + 1,10 18,09+ 0,18
T n-3 0,44°¢ + 0,01 0,39°¢ + 0,04 0,39°+ 0,04 0,36¢ £ 0,00 0,48° + 0,03 0,47° + 0,04 0,632+0,01
n-6/n-3 27,38* + 0,69 25,54°¢ + 0,58 23,28°4 + 1,07 21,179+ 0,47 26,143b+0,92 26,4220 + 0,37 28,91+ 0,88

Fonte: A autora (2017) .
Letras diferentes na mesma linha indicam que ha diferenga significativa entre os tratamentos (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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6 CONCLUSAO

O tratamento com ultrassom apresentou efeito na reducdo da forga de cisalhamento,
com o tempo de 120 s e intensidade de 22,60 W cm sendo a melhor condigdo para a reducéo
da forca de cisalhamento para o masculo Biceps femoris (amostra de 2 X 5 x 6 cm (altura x
largura X comprimento)), com uma reducgéo de 24 % em relacdo ao controle. O ultrassom foi
capaz de reduzir a forca de cisalhamento das amostras, sem que 0s parametros de qualidade,
como cor, CRA, pH e exsudagdo fossem prejudicados. O tratamento com ultrassom provocou
pequenas alteragdes na carne, sendo elas o aumento da concentracdo de calcio
sarcoplasmatico e a diminuicdo da porcentagem de 4&cidos graxos poli-insaturados. A
oxidag&o lipidica aumentou com o decorrer do periodo de armazenamento, no entanto ndo
apresentou diferenca significativa entre a amostra controle e a amostra tratada,ou seja, 0
ultrassom ndo promoveu o aumento da oxidagdo lipidica para as condi¢cbes empregadas no
estudo. Podendo-se concluir que a aplicacdo de ultrassom é uma técnica promissora que
contribuir na melhoria na reducdo da forca de cisalhamento da carne bovina com potencial

para possiveis aplicacGes pela industria de produtos carneos.
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