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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de congelamento prévio, temperatura de
maturacao e tratamento por ultravioleta sobre a maturacdo acelerada da carne bovina. Amostras
do musculo Longissimus lumborum de bovinos Nelore, obtidas 48 h post mortem, foram
submetidos a dois experimentos: o primeiro foi o estudo da cinética de amaciamento (indice de
fragmentacéo, perda de massa por cozimento e forca de cisalhamento) e de desenvolvimento
microbiologico (contagem microbiana total) em carnes bovinas, frescas ou congeladas e
descongeladas, embaladas a vacuo e maturadas sob diferentes temperaturas (1, 7, 14 e 20°C)
por até 6 dias para as analises tecnoldgicas e por até 4 dias para as analises microbiologicas; e
0 segundo experimento foi o estudo da cinética da inativacdo microbiol6gica (contagens
microbiana total e do micro-organismo Brochothrix thermosphacta inoculado), pelo modelo de
Weibull, em carnes embaladas a vacuo submetidas a diferentes doses de radiacdo UV-C (13,3
a 66,6 mJ/cm?). No primeiro experimento apenas a forca de cisalnamento foi afetada (P<0,05)
pela interacdo entre o pré-tratamento e o tempo de maturacdo. O indice de fragmentacédo (IF)
foi menor (P<0,05) nas carnes congeladas e descongeladas do que naquelas sem congelamento
prévio. O IF reduziu (P<0,05) com os aumentos da temperatura e do tempo de maturacao,
indicando uma maior proteo6lise da estrutura miofibrilar. A perda de massa por cozimento ndo
foi afetada (P>0,05) pelo pré-tratamento, mas aumentou (P<0,05) com 0s aumentos da
temperatura e do tempo de maturacdo. A contagem microbiana total aumentou (P<0,05) com
0s aumentos da temperatura e do tempo de maturacdo. No segundo experimento as contagens
microbianas total e do microorganismo Brochothrix thermosphacta reduziram (P<0,05) com o
aumento da dose de radiacdo UV-C, podendo essa reducéo ser descrita pelo modelo de Weibull.
A maior dose de 66,66 mJ/cm? de radia¢cdo UV-C proporcionou uma reducdo superior a um
ciclo logaritmico para as contagens microbiana total (-1,2 log UFC) e do microrganismo
Brochothrix thermosphacta (-1,4 log UFC). Os resultados sugerem que o uso de altas
temperaturas de maturacao aliada a tratamentos com doses de irradiacdo UV-C e congelamento
prévio podem ser uma alternativa para reducdo do tempo de maturacdo da carne bovina, com
manutencdo da qualidade e garantia da seguranca microbiologica.

Palavras-chave: Proteolise. Brochothrix thermosphacta. Forc¢a de cisalhamento.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effects of freezing/thawing, aging
temperature and ultraviolet treatment on the accelerated beef aging. Samples of the Longissimus
lumborum muscle from Nellore cattle, obtained 48 h postmortem, were subjected to two
experiments: the first was the study of the tenderness kinetics (fragmentation index, cooking
loss and shear force) and microbiological development (total microbial count) in beef, non-
frozen or frozen and thawed, vacuum-packed and aged at different temperatures (1, 7, 14 and
20°C) for up to 6 days for technological characteristics and up to 4 days for microbiological
analyzes; and the second experiment was the study of the kinetics of microbiological
inactivation (total microbial counts and inoculated Brochothrix thermosphacta
microorganism), by the Weibull model, in vacuum-packed meats subjected to different doses
of UV-C radiation (13.3 to 66.6 mJ/m?). In the first experiment, only the shear force was
affected (P<0.05) by the interaction between pretreatment and aging time. The fragmentation
index (FI) was lower (P<0.05) in frozen and thawed meats than in those without prior freezing.
FI reduced (P<0.05) with increases in temperature and aging time, indicating greater proteolysis
of the myofibrillar structure. Cooking loss was not affected (P>0.05) by pretreatment, but
increased (P<0.05) with increases in temperature and aging time. The total microbial count
increased (P<0.05) with increases in temperature and aging time. In the second experiment, the
total microbial and Brochothrix thermosphacta counts reduced with increasing UV-C radiation
dose and this reduction can be described by the Weibull model. The highest dose of 66.66
mJ/cm? of UV-C radiation provided a reduction greater than one logarithmic cycle for the total
microbial (-1.2 log CFU) and the Brochothrix thermosphacta (-1.4 log CFU) counts. The results
suggest that the use of high aging temperatures combined with frozen/thawed UV-C irradiation
treatments can be an alternative to reduce the aging time with quality maintenance and
guarantee of microbiological safety.

Keywords: Proteolysis. Brochothrix thermosphacta. Shear force.
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1 INTRODUCAO

A maturacdo de carnes é 0 processo de armazenamento da carne in natura, embalada a
vacuo, sob temperatura de refrigeracéo (1 a 2°C) por um periodo de 14 até 28 dias. Isso permite
a acdo prolongada de proteases endégenas para obter o amaciamento da carne, resultando em
uma qualidade superior e maior aceitacdo pelos consumidores, o que agrega valor para a
industria carnea. Isso ocorre porque a maciez da carne € o principal fator que influencia a
percepcédo de qualidade do consumidor e, logo, uma carne consistentemente mais macia pode
proporcionar a fidelizagdo dos consumidores em relagdo ao seu corte ou sua marca.

Contudo, a maturacao de carnes sob baixas temperaturas de refrigeracdo demanda um
longo tempo para a atuacdo das enzimas e, portanto, elevados custos para a manutencédo de
grande espaco refrigerado. Desse modo, a reducdo do tempo de maturacdo € um interesse da
inddstria carnea para poder reduzir custos e aumentar a produtividade da carne maturada com
a mesma estrutura existente. Assim, pesquisas tém sido realizadas para o desenvolvimento de
processos de maturacdo com menor tempo para obter carnes consistentemente mais macias.

O processo de congelamento e descongelamento prévio pode ser utilizado para a
reducdo do tempo de maturacéo, seja em razdo da maior inibi¢ao da atividade da calpastatina,
que € o inibidor das principais enzimas proteoliticas da carne, seja pelos danos mecéanicos na
estrutura celular causada pela formacéo de cristais de gelo. Tanto o congelamento prévio quanto
a maturacao sdo processos que contribuem para a maciez da carne e, dessa forma, quando sao
utilizados em conjunto se espera que se obtenha um efeito ainda maior sobre esse atributo de
qualidade. Por esse motivo o congelamento de carnes antes de maturéa-las tem sido descrito
como um fator de favorecimento para a maciez quando medida através da forca de
cisalhamento.

O uso de temperaturas maiores que aquelas usuais de refrigeracdo também é uma
alternativa para a reducdo do tempo de maturagdo, pois ha um aumento da atividade das
proteases enddgenas da carne com o aumento da temperatura, favorecendo 0 amaciamento da
carne. No entanto, 0 aumento da temperatura também pode favorecer o desenvolvimento
microbioldgico em carnes embaladas a vicuo. Desse modo, apesar da maturacdo sob maiores
temperaturas poder proporcionar uma carne mais macia ap0s um menor tempo, esse processo
também poderia prejudicar a sua validade e a sua seguranga para 0s consumidores.

Assim, a maturacdo sob temperaturas maiores que as usuais de refrigeragéo precisam
ser associadas a outros processos a fim de garantir um alimento seguro para consumo. A

radiacdo ultravioleta com comprimento de onda de 200 a 280 nm (UV-C) possui acéo



bactericida e pode ser uma alternativa para garantir a segurancga e aumentar a vida util de carnes
maturadas. A irradiagdo UV-C é um processo fisico, com menor penetrabilidade que as
radiacdes ionizantes (gama e raios-X), em que a prépria energia € o meio germicida e cujas
vantagens sdo: ser de simples emprego e de baixo custo; ndo deixar residuos ou qualquer tipo
de radioatividade ionizante; ndo necessitar de aquecimento; ndo apresentar restricdes de uso em
relacdo a legislacdo; e ndo afetar significativamente lipidios, proteinas e vitaminas. No entanto,
por ndo ter uma penetrabilidade como as radiaces ionizantes, 0 uso da a radiacdo UV-C no
controle microbiano em carnes embaladas a vacuo deve ser previamente avaliada.

Portanto, a acdo germicida da radiacdo ultravioleta pode ser utilizada como forma de
conter o crescimento microbiano de carnes embaladas a vacuo, permitindo acelerar o processo
de maturacdo de carnes atraves da associacdo do uso de carnes descongeladas e temperaturas
de maturacdo mais elevadas do que as convencionais. Desse modo, o0 objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos de congelamento prévio, de diferentes temperaturas de maturacéo e do uso
do tratamento por ultravioleta sobre caracteristicas de qualidades tecnolédgica e microbiolégica

de carnes bovinas maturadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Situacao atual da bovinocultura no Brasil

A bovinocultura tem um grande destaque no agronegocio brasileiro e no cenario
mundial, sendo o Brasil o segundo maior rebanho efetivo do mundo, com um numero de
aproximadamente de 216,1 milhdes de cabecas. De acordo com a Associacdo Brasileira das
Industrias Exportadoras de Carne (ABIEC, 2018), no ano de 2018 obteve-se um crescimento
de 6,9% no numero de abates, chegando assim a 44,23 milhGes de cabecas o que equivale a
12,8% acima de 2017. Dessa quantidade, 20,1% foram exportadas e 79,6% foram destinadas
ao mercado interno, sendo o Brasil com um consumo per capita de 42,12 kg/ano.

O Brasil, além de ser o segundo em producdo no ranking mundial, ocupa também o
segundo lugar na exportacdo e no consumo de carne bovina. Dessa forma, tem uma expressiva
importancia na bovinocultura do agronegocio nacional, visto que a pecuéria chegou a marca de
3,9% de participacdo no produto interno bruto (PIB) do pais no segundo trimestre de 2013,
chegando a 8,525 milhdes de cabecas abatidas, 0 que mostra o grande potencial de producéo
do Brasil (ANUALPEC, 2015).

De acordo com os dados da Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Agricultura e a
Alimentacdo, até o ano de 2050 a producédo de carne bovina no mundo tem a projecao de ser
dobrada devido a grande demanda e com esse novo cenario mundial o Brasil precisa de uma
maior eficiéncia para conseguir suprir o mercado externo e também o interno, que a cada dia
tem se tornado mais exigente e com necessidades cada vez maiores de se produzir carne com

melhor qualidade organoléptica, para satisfazer as expectativas dos consumidores (FAO, 2011).

2.2 Maturacédo e maciez da carne

Melhorar o controle da qualidade é muito importante para os produtores, industrias e
rede varejista, pois estes mercados buscam corresponder as expectativas dos consumidores em
relacdo a carne. Estudos relacionam que o mecanismo bioldgico responsavel pelo processo de
amaciamento da carne tem relagcdo com os efeitos e unido de fatores de producéo (idade, sexo,
alimentacéo, raca, etc.), atributos sensoriais (cor, textura, sabor) e caracteristicas bioldgicas
(colageno, fibras, lipidios, enzimas, etc.) do tecido muscular (RENAND et al., 2001).

Atualmente, a inconsisténcia na maciez da carne bovina é umas das maiores dificuldades

enfrentadas pelos participantes da cadeia produtiva da carne. O consumidor se baseia em trés
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fatores de satisfacdo: maciez, suculéncia e sabor, portanto uma menor variagdo da maciez
influenciard menos em outros pardmetros diminuindo assim os problemas ocasionados
(KOOHMARAIE et al., 2002).

O musculo passa por certos processos de natureza bioquimica a partir da morte do
animal e diferencia-se de suas caracteristicas originais, passando entdo a ser considerado carne
(PARDI; SANTOS; SOUZA, 2001). Depois de algumas horas pds abate ocorre o inicio do
endurecimento dos muasculos conhecido como rigidez cadavérica ou rigor mortis.

As alteracdes post mortem nos musculos iniciam-se com a diminui¢do da fosfocreatina
quinase, de forma rapida, imediatamente apos a morte (LAWRIE, 2005). As concentragdes de
adenosina trifosfato (ATP) ficam constantes até que se tenha uma diminui¢do dos niveis de
fosfocreatina quinase. Nesse momento, o ATP, que é fonte de energia para as rea¢fes quimicas,
permanece como o suprimento de energia para todas as fun¢ées musculares. Quando se tem a
auséncia de oxigénio, a glicolise faz o papel de converter o glicogénio em acido latico sem
recuperacdo do ATP. O acido latico ndo tem como ser retirado do musculo e, como o pH fica
baixo, a actina e a miosina se unem, formando a actomiosina de forma irreversivel. Como se
tem a formacdo de complexo actomiosina, fica caracterizado o encurtamento definitivo dos
sarcomeros, devido a essa formacdo. Assim, os musculos perdem a extensibilidade, tornando a
carne bem menos macia (LAWRIE, 2005).

A rigidez cadavérica se desenvolve do dianteiro para o traseiro e acontece com carcacas
bovinas de 2 a 3 dias ap06s o abate (HUFF-LONERGAN et al., 1996). Durante esse tempo a
carne é dura e seca, falta o sabor tipico de carne. As enzimas da carne conhecidas como
catepsinas provocam o fim do rigor mortis e a maturacao prépria de carne fazendo com que a
carne perca a sua rigidez, tornando-se macia desenvolvendo assim o sabor tipico de carne. A
capacidade de retencao de agua melhora, mas ndo atinge a capacidade igual imediatamente apds
0 abate (HUFF-LONERGAN et al., 1996).

As variagOes entre a maciez dos musculos de um mesmo animal e entre animais de
diferentes idades devem-se em grande parte as diferencas da quantidade e natureza dos tecidos
conjuntivos. Outro fator que determina o grau de maciez do masculo é o estado de contracéo
que segue a rigidez, condigdo controlada pelo grau de tensdo do musculo durante a instauragdo
do rigor mortis. As propriedades mecanicas da carne estdo relacionadas com o pH final,
temperatura post mortem, comprimento de sarcomero e protedlise enzimatica das proteinas
miofibrilares pelas calpainas e catepsinas, principalmente as troponinas e desminas. Ha uma

relacdo inversa entre 0 comprimento do sarcOmero e a maciez da carne (TAYLOR et al., 1995).
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A maturagdo de carnes consiste no processo de armazenagem da carne in natura a
temperatura de refrigeracdo entre 0 a 4°C, acima do seu ponto de congelamento (1,5°C), por
um periodo de 10 a 21 dias (AROEIRA, 2014).

Segundo Koohmaraie (1994), as maiores e as mais principais alteraces ocorridas no
musculo durante o tempo de maturacdo sdo o enfraquecimento e/ou degradagdo da linha Z,
degradacédo da desmina, degradacéo da tilina, da nebulina, desaparecimento da troponina T e
aparecimento simultaneo de polipeptidios com peso molecular entre 28 kDa e 32 kDa e também
0 aparecimento de um polipeptidio de 95 kDa de peso molecular.

Andrade et al. (2010) em sua comparacao em relagéo aos tempos de maturacdo da carne
bovina, verificaram que houve diminuigdes significativas na forca de cisalhamento ao longo do
tempo de maturacdo, sendo as redugdes entre 1 e 7 dias e entre 14 e 21 dias para a forca de
cisalhamento, perda de agua na cocc¢édo e analise sensorial de maciez. Alves, Goes e Mancio
(2006) obtiveram resultados em seu trabalho que a carne de animais com 75% de sangue
zebuino, ap6s 10 dias de maturacéo, que a forca de cisalhamento foi semelhante ao da carne de
animais Angus que ndo foram submetidas a maturacdo. Whipple et al. (1990), em seu
experimento com a carne bovina maturada de 27 bovinos mestigos, observaram que houve uma
reducdo na forga de cisalhamento e verificaram uma correlacdo negativa de 0,6 entre a

quantidade de calpastatina e indice de fragmentagdo miofibrilar (IFM).

2.2.1 Acdo enzimatica na maturacao

Segundo Koohmaraie et al. (2002), grande parte da variacdo da maciez entre diferentes
cortes que sdo submetidos ao processo de maturacdo sdo pela protedlise das proteinas
miofibrilares, o0 comprimento do sarcomero e a quantidade de tecido conjuntivo. A principal
consequéncia do estado do rigor mortis é o encurtamento maximo dos sarcomeros, que segundo
Bridi, Constantino e Tarsitano (2011), é a area de uma fibra muscular que tem de limite duas
linhas Z, sendo a unidade contréatil da fibra muscular e seu tamanho final alcancado no rigor
mortis.

Koohmaraie et al. (2002) descrevem que no periodo de 24 horas post-mortem ocorre
uma redugdo na maciez da carne por conta do encurtamento do sarcomero que passa de 2,24
MM no momento do rigor para 1,69 um depois da carne maturada e esse encurtamento do
sarcoOmero é devido a formacdo do complexo actomiosina no rigor mortis.

O comprimento dos sarcomeros, observado por Aroeira (2016) em seu trabalho para a

carne maturada por 21 dias de animais Nelore (1,97 um) fazendo comparag¢des com a de Angus
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(2,27 pm), demonstraram a variacdo da raga na inconsisténcia da degradacéo estrutural do
sarcdmero, o que corrobora também com os dados de Koohmaraie (1992), o qual constatou que
0s zebuinos apresentam niveis mais baixos de calpaina e niveis mais elevados de calpastatina,
resultando na diminuicdo da maciez da carne.

A degradacdo das proteinas miofibrilares € 0 mecanismo mais importante no processo
de maturagdo de carnes e tem uma variedade de enzimas presentes no musculo esquelético que
estdo sendo relacionadas com a degradacao dessas proteinas no periodo post mortem (TAYLOR
etal., 1995).

O sistema calpaina é composto por varias formas diferentes da proteina que sdo
produzidas por genes diferentes ou por processo alternativo da enzima (isoformas) proteolitica
calpaina e um inibidor endégeno das calpainas, a calpastatina. As duas isoformas mais bem
caracterizadas sdo p-calpaina e m-calpaina, elas precisam que o calcio esteja presente para
serem ativadas (GOLL et al., 1992).

As p- e m-calpaina sdo compostas por subunidades de 80 kDa e 28 kDa. Essas
subunidades kDa das duas proteinas apresentam quatro dominios, dentre eles o dominio | e 0
dominio N- terminal que ndo possuem homologia de sequéncia com nenhum polipeptideo
conhecido. O dominio Il € o dominio catalitico. Este dominio contém um residuo de cisteina,
bem como um residuo de histidina que estdo em posi¢des relativas e que sdo conservadas em
todas as proteinases de cisteina (SUZUKI, 1990). O dominio Il ndo é homélogo a nenhuma
outra proteina conhecida, mas possui sequéncias que predizem os locais de ligacdo a Ca+2 “EF-
hand” (GOLL et al., 2003). O dominio IV € um dominio semelhante & calmodulina que possui
sequéncias que predizem Ca+2 “EF-hand” dos sitios de ligacao.

As 1 e m-calpaina tém uma limitacdo em sua especificidade, elas ndo degradam
proteinas dos aminoacidos constituintes e também ndo degradam proteinas miofibrilares
principais, como miosina ou actina. O papel da calpaina no masculo € a proteolise especifica
de proteinas citoesqueléticas (titina e nebulina) e filamentos intermediarios (desmina) para
comegcar a degradacdo da proteina miofibrilar (GOLL et al., 2003; NETI et al., 2009).

As catepsinas apresentam uma caracteristica importante, pois elas degradam néo sé
proteinas miofibrilares, como também exercem acdo sobre as proteinas do tecido conjuntivo
(colageno), o que pode indicar um sinergismo entre os dois sistemas (MORAIS; AZEVEDO,
2003).

Durante o processo de maturacdo da carne ha evidéncias de que se tenha a transformacéo
do tecido conectivo, o que o torna mais soltvel pela agdo das enzimas catepsinas, atuando de

forma mais efetiva na regido ndo helicoidal terminal da molécula de colageno nativo,
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juntamente as ligacOes cruzadas intermoleculares. As catepsinas sdo proteases de cisteina, da
familia das papainas, e se encontram retidas nos lisossomos, sendo as catepsinas B, L, N e S
capazes de clivar o colageno nativo insolivel em fragmentos soltveis (OLIVEIRA; SOARES;
ANTUNES, 1998).

Existe uma grande quantidade de actina na miofibrila e, sendo a segunda proteina mais
abundante e a principal proteina do filamento fino, ela ndo sofre grandes alteracGes durante o
periodo de maturacéo, entretanto pode haver pequenas alteracdes e degradagédo potencialmente
menor da actina sobre os musculos no post mortem (LAMETSCH; ROEPSTORFF;
BENDIXEN, 2002, LAMETSCH et al., 2004).

A miosina é a principal proteina da miofibrila e a funcdo dessa proteina para a estrutura
e a resisténcia a tracdo da carne ndo deve ser ignorada (WEAVER et al., 2008). Seus
componentes ndo mudam muito durante o armazenamento, sendo a cadeia pesada de miosina
pouco degradada durante o armazenamento post mortem, por outro lado, alguns métodos de
avaliacdo demonstram que a cadeia pesada de miosina é degradada no masculo post mortem
(LAMETSCH; ROEPSTORFF; BENDIXEN, 2002) e a u-calpaina é quem é responsavel por
essa degradacdo da cadeia pesada de miosina (LAMETSCH et al., 2004). A cadeia leve da
miosina também esta sujeita a protedlise pela p-calpaina e essa rea¢do pode ter um pequeno
efeito na formacéo ou na integridade da ligagéo rigorosa da actomiosina.

As modificacbes da miosina tém o potencial de influenciar a solubilidade das proteinas
e a resisténcia ao cisalhamento das fibras. Por fim, essas alteracbes, mesmo quando ocorrem
em pouca quantidade, podem contribuir para importantes caracteristicas da tecnologia da carne,
como sensibilidade e suculéncia sensoriais, capacidade de retencdo de &gua em um produto de
carne processada (LAMETSCH et al., 2004).

A titina tem aproximadamente 3 Da de tamanho e é uma megaproteina. Sendo a maior
proteina que pode ser encontrada nos tecidos de mamiferos e a terceira mais abundante. Como
parametro se tem que uma Unica molécula de titina esteja entre 2 e 2,5 UM de comprimento.
No musculo estriado, a titina pode abranger metade de um sarcémero, com sua extremidade C-
terminal localizada na linha M e o terminal N formando parte integrante da linha Z. A titina
conta com a funcdo de ajudar a manter o alinhamento do sarcdmero na miofibrila durante a
contracdo. Tem também a funcdo de integrar a linha Z e os filamentos grossos mantendo assim
a localizagcdo dos filamentos grossos (banda A) no centro do sarcomero. Durante o
desenvolvimento da miofibrila, a titina € uma das primeiras proteinas expressas e acredita-se
que ela atue como uma “régua molecular”, fornecendo uma base ou modelo para o

desenvolvimento da miofibrila (CLARK et al., 2002).
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Sua degradacdo no mdusculo post mortem leva ao enfraquecimento da estrutura
longitudinal do sarcémero miofibrilar e a integridade do musculo. A degradagdo da titina foi
observada em varios estudos (FRITZ; SCHLEICHER; KINAL, 1993). E importante notar que
é a degradacdo da titina, e ndo a quantidade absoluta de titina no madsculo post mortem, que
contribui para o amaciamento post mortem (FRITZ; SCHLEICHER; KINAL, 1993).

Alguns estudos examinaram alteragcdes no sarcomero relacionadas a titina e observaram
que a coloracdo de titina nos sarcomeros mostrou que as duas bandas normais do sarcomero
foram transformadas em quatro bandas, devido a clivagem proteolitica e retracao de proteinas
durante a maturagcdo (RINGKOB et al., 1988).

A nebulina é outra megaproteina (600 a 900 kDa) que faz parte do quarto sistema de
filamentos musculares. A nebulina vai da linha Z até as extremidades pontiagudas do filamento
fino. A extremidade C-terminal da nebulina € incorporada na linha Z. A nebulina ndo é
extensivel e tem sido referida como uma régua molecular que, durante o desenvolvimento, pode
servir para definir o comprimento dos filamentos finos (KRUGER; WRIGHT; WANG, 1991).
A degradacdo da nebulina post mortem pode enfraquecer as ligacdes dos filamentos finos na
linha Z e (ou) dos filamentos finos nas regides proximas da banda | e, assim, enfraquecer a
estrutura da célula muscular (TAYLOR et al., 1995).

E possivel que a degradacdo post mortem da nebulina possa alterar as interacdes actina-
miosina a ponto de que o alinhamento e as intera¢des dos filamentos grossos e finos no masculo
post mortem sejam interrompidos. A degradacdo da nebulina parece estar correlacionada ao
amaciamento post mortem, embora a relacdo exata de causa e efeito ainda ndo tenha sido
comprovada (FRITZ; GREASER, 1991).

A troponina-T bovina purificada pode ser degradada pela u-calpaina in vitro para
produzir polipeptideos na regido de 30 kDa (OLSON et al., 1977). Além desse efeito, os
polipeptideos da regido de 30 kDa encontrados no muasculo bovino maturado demonstraram
especificamente que sdo produtos da troponina-T quando foram usadas técnicas de Western
blotting (HO et al., 1994) algumas vezes, mais de um fragmento de troponina-T pode ser
identificado no muasculo post mortem. Demonstrou-se que 0 aumento do tempo post-mortem
estd associado ao aparecimento de duas bandas principais de aproximadamente 30 e 28 kDa,
gue marcam com anticorpos monoclonais a troponina-T (HUFF-LONERGAN et al., 1996).
Além disso, 0 aumento do tempo de maturacdo pos abate também foi associado a perda de
troponina-T (HO et al., 1994, KOOHMARAIE et al., 1984).

A troponina-T € clivada em sua regido amino-terminal que é rica em &acido glutamico.

Alguns estudos demonstraram a marcacdo de duas bandas muito proximas, correspondendo a
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troponina-T intacta. Provavelmente isso se deve as isoformas da troponina-T conhecidas no
musculo esquelético, incluindo o masculo esquelético bovino (MUROYA et al., 2007).

Tanto a aparéncia das bandas de 30 e 28 kDa quanto o desaparecimento da troponina-T
intacta na miofibrila tém grande relacdo com a forca de cisalhamento. A troponina-T é um
substrato para a pi-calpaina e a hipdtese é de que a p-calpaina é pelo menos parcialmente
responsavel pela degradacdo post mortem da troponina-T e pela producdo concomitante dos
polipeptideos de 28 e 30 kDa. A degradacdo da troponina-T pode ser simplesmente um
indicador geral da proteolise post mortem (HUFF-LONERGAN; LONERGAN, 1999).

E aceito que a degradacdo post-mortem da troponina-T e o impedimento de suas
interagBes com outras proteinas de filamentos finos ajudem na ruptura dos filamentos finos na
banda I, possivelmente levando a fragmentacdo da miofibrila e a integridade muscular geral.
Durante a maturacado, as miofibrilas no muasculo bovino post-mortem séo quebradas na regido
da banda | (TAYLOR et al., 1995).

Desmina é um membro do grupo tipo Il de proteinas de filamentos intermediérios,
localizado na periferia do disco Z miofibrilar no muasculo esquelético e desempenha um papel
no desenvolvimento da maciez. Os filamentos intermediarios da desmina ficam ao redor das
linhas Z das miofibrilas. Esses filamentos conectam miofibrilas adjacentes no nivel de suas
linhas- Z e as miofibrilas a outras estruturas celulares, incluindo o sarcolema e, portanto, podem
ser importantes na manutencdo da integridade estrutural das células musculares (YOUNG;
GRAAFHUIS; DAVEY, 1980).

E possivel que a degradacdo dos elementos estruturais que conectam os principais
componentes como as miofibrilas de uma célula muscular, bem como a camada periférica das
miofibrilas @ membrana celular, possa afetar o desenvolvimento da sensibilidade. Sabe-se que
a desmina é degradada durante o armazenamento post mortem (MELODY et al., 2004). Além
disso, foi documentado que a desmina é degradada mais rapidamente em miofibrilas a partir de
amostras com baixa forca de cisalhamento e maior capacidade de retencdo de agua (ZHANG
et al., 2006).

Um dos principais produtos de degradacdo que é frequentemente visto na carne bovina
é um polipeptideo de aproximadamente 38 kDa. Também foi demonstrado que esse produto de
degradacéo esta presente nas miofibrilas digeridas com p-calpaina (HUFF-LONERGAN et al.,
1996). Assim, a p-calpaina pode ser, pelo menos em parte, responsavel pela degradagdo da
desmina sob condig¢des normais de maturagéo. Ainda deve ser determinado se essa degradagéo
estd realmente ligada ao amaciamento ou é simplesmente um indicador da prote6lise post

mortem geral.
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Filamina é uma grande protease de ligagdo da actina que existe em Varios tipos de
células e apresenta varias isoformas diferentes (HOCK; DAVIS; SPEICHER, 1990). A
quantidade de filamina no musculo esquelético e cardiaco € muito pequena (aproximadamente
<0,1% da proteina muscular total). No musculo esquelético e cardiaco a filamina esta localizada
nas partes mais afastadas do disco Z miofibrilar e pode estar associada a filamentos
intermediérios nessas regides (LOO et al., 1998). Assim, é possivel que a degradacdo post
mortem da filamina possa interromper as principais ligagdes que servem para ajudar a manter
as miofibrilas na parte lateral. A degradacéo da filamina também pode alterar as ligacGes que
conectam a camada periférica das miofibrilas nas células musculares ao sarcolema, deixando
mais fracas as interagdes entre os discos Z miofibrilares periféricos e o sarcolema através de
associacoes e filamentos denominados costameros (YOUNG; GRAAFHUIS; DAVEY, 1980).

Dransfield (1994) em seu trabalho demonstrou que 65% da variacdo na maciez da carne
pode ser explicada pela variagdo na atividade da calpaina-1 e propés um modelo de
amaciamento da carne baseado na ativacdo das calpainas, pelo aumento na concentragdo de
calcio livre, a partir do inicio do rigor mortis acontece o declinio do pH de 6,5 a 5,7, aumenta
a atividade da calpaina I de 15% a 97% da atividade maxima. O modelo compreende ainda a
inibicdo das calpainas pela calpastatina e a inativacdo de calpainas e calpastatinas por autolise,
na medida em que ocorre 0 amaciamento da carne.

De forma semelhante, Goll et al. (1992), com base em algumas evidéncias, ressaltaram
que as calpainas sao responsaveis por 90% ou mais do amaciamento post mortem da carne.

Durante o tempo de maturacdo, a carne sofre a acdo das enzimas que estdo presentes na
carne, as calpainas e catepsinas que sao enzimas calcio-dependentes (ANDRIGHETTO et al.,
2006). Estas enzimas causam uma sequéncia de modificagcfes no musculo em fun¢édo do pH,
promovendo uma reducdo da rigidez e por consequéncia um aumento gradativo na maciez da
carne (KOOHMARAIE et al., 1994). O processo ¢ iniciado pela calpaina tipo | (enzima que
requer baixos niveis de calcio), sendo bastante efetiva em amaciar a carne logo ap6s o abate (6
a 10 h), quando as concentragdes de calcio no sarcoplasma aumentam de 10-7 moles/litro e o
pH tem uma queda de 6,8 para aproximadamente 5,7 (KOOHMARAIE, 1992; OLIVEIRA,;
SOARES; ANTUNES, 1998). A atividade da calpaina tipo Il (enzima que requer niveis mais
elevados de calcio) e ativada sendo responsavel pela continuidade do processo de amaciamento,
estando ativa em torno das 16 horas post mortem e assim permanecendo por um grande periodo
de tempo durante a maturagéo (OLIVEIRA; SOARES; ANTUNES, 1998).

As caracteristicas fisicas da carne estdo diretamente associadas ao pH, ou seja, a

luminosidade e a coloragdo da carne estdo correlacionadas com o valor de pH apds o
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resfriamento. Assim, carnes com valores altos de pH, apresentam coloragfes mais escuras
devido a maior absorcéo da luz; ja as carnes com valores baixos de pH tém a coloragdo mais
clara pelo efeito inverso (FERNANDES et al., 2009).

2.2.2 Perda de massa por cozimento

A perda de massa por coccdo (PMC) corresponde a perda de liquido durante o processo
de cozimento da carne para consumo e é calculada por meio da diferenca entre peso inicial e
final. A perda de peso por cocgdo € um fator que pode afetar diretamente a qualidade da carne
bovina, visto que tem grande influéncia na suculéncia durante a mastigagéo, sendo manifestada
pela exsudacdo de fluido. Se houver grandes perdas de liquido, poderd promover o
ressecamento e enrijecimento, perda e/ou alteracdo do sabor e aroma da carne preparada para
consumo (FELICIO, 1997).

A velocidade com que o pH cai, ou seja, a rapida acidificagdo, estd diretamente
correlacionada ao processo de perda de agua, por ser responsavel pela desnaturacdo das
proteinas musculares, diminuindo sua capacidade de retencdo de agua (LAWRIE, 2005).
Alguns fatores como a temperatura, a presenga ou auséncia de umidade, o tempo de cozimento
e a temperatura final no interior da carne sdo importantes variaveis que devem ser controladas
(FELICIO, 1997).

Durante esse processo de cozimento ocorre um encurtamento das fibras musculares
devido a perda de 4gua, que podem chegar a serem superiores a 40%, esse fator faz com que se
tenha uma diminui¢do na maciez da carne (VARNAM; SHUTERLAND, 1998).

2.2.3 Forca de cisalhamento

A dificuldade de padronizacgdo da textura € um dos principais problemas relacionados a
qualidade da carne bovina (KOOHMARAIE, 1994; MARSHALL, 1994). A avaliacio
instrumental pela mensuracdo da forgca de cisalhamento tem sido a principal ferramenta
utilizada em estudos envolvendo a textura da carne. No entanto, para que os resultados desses
estudos possam ser analisados comparativamente € necessario que os fatores de variagdo sejam
minimizados. O tamanho e o formato da amostra, a orientagdo das fibras musculares, as
condi¢Bes do tratamento térmico que precede a andlise e a temperatura das amostras no
momento da analise sdo alguns dos parametros que devem ser padronizados, visando a

maximizar a correlacdo da avaliagdo instrumental com a percepc¢éo sensorial da maciez (POSTE



19

etal., 1993).

2.2.4 Indice de fragmentac&o

O fendbmeno da quebra das miofibrilas em segmentos menores na linha Z ou proximos
aeladurante o post mortem do musculo € determinado como fragmentagdo miofibrilar (OLSON
etal., 1976).

O indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI) € uma técnica analitica bastante utilizada,
pois prediz mais de 50% da variagdo da maciez da carne (HOPKINS et al., 2000), além de ser
altamente correlacionado com indices de maciez como “Warner-Bratzler shear force”, ja que
com o aumento do MFI tém-se diminuicdo dos valores obtidos na forca de cisalhamento e
“painel sensorial” (OLSON et al., 1976).

2.3 Efeito do congelamento prévio a maturacao

O congelamento tem um importante papel na industria da carne, pois visa garantir que
os produtos sejam distribuidos de forma segura por todo o mundo (LEYGONIE; BRITZ,;
HOFFMAN, 2012). Mas o processo de congelamento e descongelamento da carne resulta em
um aumento da perda de peso por exsudacdo que provavelmente ird influenciar de forma direta
na qualidade sensorial devido a oxidacdo lipidica e proteica causada pela liberacao de enzimas
pré-oxidantes, devido a ruptura das células musculares, que € ocasionada pela formacdo de
cristais de gelo entre essas células (LEYGONIE; BRITZ; HOFFMAN, 2012).

Por conta do rompimento das fibras, o congelamento pode também aumentar a maciez
da carne, fato ja demonstrado em varios estudos que indicam que o congelamento prévio a
maturacao a vacuo aumenta a maciez da carne quando comparados com carnes nao congeladas
e maturadas pelo mesmo periodo (LAGERSTEDT et al., 2008).

Outro fator importante do congelamento e descongelamento € a alteracdo no conteido
e distribuicdo da agua nos tecidos da carne, que pode ser avaliada de diversas maneiras, como
perdas por gotejamento, descongelamento, teor de umidade, capacidade de retencéo de 4gua e
perda por coc¢do (LEYGONIE; BRITZ; HOFFMAN, 2012).

De acordo com Lagerstedt et al. (2008), as carnes congeladas apresentam maiores
perdas de agua (gotejamento) se comparadas as carnes mantidas resfriadas pelo mesmo periodo.
E nos estudos cientificos ha um consenso de que o congelamento contribui para a reducdo da

capacidade de retencdo de agua da carne.
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Em relacdo ao descongelamento, estudos indicaram que a redugdo do tempo de
descongelamento pode resultar em uma menor quantidade de exsudato e este fato pode estar
relacionado a reabsorcéo da agua pelas fibras, devido ao aumento da atividade de agua pelo
derretimento do gelo extracelular (GONZALEZ-SANGUINETTI; ANON; CALVELO, 1985).

2.4 Efeito da temperatura sobre a maturagao

A temperatura de armazenamento da carne é o fator que mais tem influéncia no processo
de maturacdo, pois as enzimas envolvidas no processo sdo dependentes dela. Na literatura
consta que quanto mais elevada é a temperatura, maior seré a atividade dessas enzimas, e assim
maior sera a taxa de amaciamento da carne (SITZ et al., 2006).

A temperatura tem grande importancia na velocidade do amaciamento. Estudos de Sitz
et al. mostram que de 0 a 40°C, a velocidade do amaciamento aumenta 2,5 vezes a cada 10°C
de acréscimo na temperatura. Acima de 60°C a taxa de amaciamento diminui rapidamente, dada
a desnaturacdo proteica. Em temperatura de refrigeracdo comercial o maior amaciamento ocorre
entre 1 a 4 dias ap6s o abate, com 80% do amaciamento ocorrendo em 10 dias a 1°C. Quando
houve o acréscimo da temperatura foi observado grau de amaciamento similar de 10 dias a 1°C
em 4 dias a 10°C e apenas 1,5 dias a 20°C (DRANSFIELD, 1994). A maiores temperaturas a
vida util da carne diminui e quando comparamos as temperaturas de 0, 2, 5 e 10°C, a vida Util
da carne é de aproximadamente 70, 50, 30 e 15%, respectivamente, da vida Gtil a—-1,5°C (GILL,
1996).

Blixt e Borch (2002) em seus estudos observaram que a contagem méaxima de bactérias
laticas em embalagens com baixa quantidade de oxigénio foi alcangado para carnes com pH
inicial alto apds 3 a 4 semanas de estocagem a 4°C, no entanto, so foi obtido ap6s 6 a 8 semanas
em carne com pH inicial normal. As carnes estocadas a 7°C apresentaram-se deterioradas,
sensorialmente, com 21 dias de armazenamento e as que foram armazenadas a 10°C com 15
dias. O odor apds abertura da embalagem era mais intenso nas amostras deterioradas
armazenadas nas temperaturas mais altas, possivelmente pelo fato de a temperatura aumentar o
desenvolvimento das bactérias e do metabolismo.

A vida util da carne pode ser estendida e o crescimento de bactérias psicrotroficas
limitado reduzindo a temperatura de armazenamento (MARSHALL; BALA, 2001). Quando a
carne é armazenada em 0,2 e 5°C, seu prazo de validade cai para 70%, 50% e 30% em
comparacao a carne armazenada a -1,5°C.

As carnes e 0s seus derivados séo facilmente contaminados por microrganismos durante
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0 processo de manipulagéo e o seu processamento, sendo utilizadas as mais diversas partes do
animal. Devido a isso, a quantidade e os tipos de microrganismos que se desenvolvem nesses
produtos dependem dos fatores ante (antes do abate) e post mortem (ap6s o abate), como:
alimentacdo, genética, idade, condicbes de abate, resfriamento apds o abate, maturacéo,
métodos de cocgao, entre outros (FELICIO, 1993).

Por ser considerado um alimento com alta perecibilidade, a carne necessita de um grande
controle dos fatores que podem causar sua deterioracdo. Dentre os fatores intrinsecos (pH, aw,
composicdo do alimento, interacdes entre 0s microrganismos) e extrinsecos (temperatura,
atmosfera da embalagem, umidade), sendo a temperatura um dos fatores mais associados com
a deterioracdo dos produtos carneos (KOUTSOUMANIS et al., 2006). Com isso, o controle
das condicBes de tempo e temperatura durante todo o processamento da carne é de grande
importancia para a seguranca e qualidade destes alimentos (NYCHAS et al., 2008).

A deterioracdo de carnes caracteriza-se como alteracdes de cor, odor e aparéncia do
produto, com o aumento da prote6lise e exsudacdo, as vezes imperceptiveis ao consumidor
(KALCHAYANAND, 1989). A atividade enzimatica endégena que ocorre durante a maturacao
das carnes refrigeradas embaladas a vacuo € capaz de ocasionar modificagdes fisico-quimicas
que caracterizam a putrefacdo (PARDI et al., 2006). Além das caracteristicas fisicas, oxida¢&o,
alteracdo da cor, a deterioracdo é determinada pelo crescimento indesejado de microrganismos
em niveis elevados, ou seja, considerados inadequados. A acdo microbiana na superficie dos
cortes carneos, inevitavel devido a contaminacdo bacteriana durante o processamento, é a
principal determinante da deterioracdo (PARDI et al., 2006).

A microbiota normalmente encontrada na carne em condicGes aerdbias é formada por
Pseudomonas (GILL; NEWTON, 1978). Em um ambiente aerdbio, a degradagdo microbiana
de carne bovina resfriada produz uma elevacéo dos valores de pH devido a liberacdo de aménia
apos um ataque microbiano aos aminoacidos. A deterioracao aerdbia torna-se evidente quando
as bacterias ainda estdo na fase logaritmica de crescimento, ou seja, antes que haja qualquer
degradacdo de moléculas complexas presentes na carne (JONES, 2004).

Em muitos casos, bactérias lacticas tornam-se dominantes em embalagens a vacuo de
carne bovina sob refrigeracdo (CAYRE; GARRO; VIGNOLO, 2005). Vérias bactérias
anaerdbias facultativas indesejaveis podem crescer e causar deterioracdo da carne fresca
refrigerada embalada a vacuo. Isto pode ser causado pela bactéria Brochothrix thermosphacta,
microrganismo anaerébio facultativo, ndo esporogénico, responsavel por alteracbes na carne,
tais como a presenca de limosidade, odor putrido, descoloracéo de pigmento, ocorréncia ou ndo

de estufamento (PIN et al., 2002). Em temperaturas acima de 6°C, as bactérias da familia
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Enterobacteriaceae podem ser um problema, visto que descarboxilam aminoéacidos produzem
aminas organicas, as quais tém odores e sabores putridos. Shewanella putrefaciens, que
preferencialmente utiliza cisteina para produzir sulfeto de hidrogénio e sulfetos organicos, pode
crescer sob essas condicdes e contribuir para a deterioracdo. Os sulfetos produzidos causam
odores muitos desagradaveis e podem também reagir com a mioglobina e produzir coloracéo
verde na carne (PIN et al., 2002).

Mesmo que apresentem a capacidade de produzir bacteriocinas, as BAL ainda
necessitam de uma atencdo com relacdo a sua capacidade de deteriorar os alimentos. Os
principais aspectos que caracterizam a deterioragdo da carne devido a producédo de metabdlitos
sdo0: mudangas na textura, aparéncia e sabor do produto, producdo de odores indesejaveis e
formacdo de um liquido com aspecto leitoso na superficie do produto, chamado de limo por
alguns autores (CAYRE; VIGNOLO; GARRO, 2003).

As BAL apresentam caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, metabdlicas e
bioquimicas comuns, podendo ser classificadas como Gram positivas, ndo formadoras de
esporos, catalase e oxidase negativas, apresentam-se na forma de cocos ou bacilos,
microaerofilas e anaerdbicas facultativas. Sdo geralmente mesdfilas, pois tem a temperatura
6tima de crescimento entre 30°C e 35°C, no entanto conseguem se desenvolver numa ampla
faixa de temperatura entre 5°C e 45°C (CAYRE; VIGNOLO; GARRO, 2003).

2.5 Radiacdo ultravioleta

A luz é uma forma de energia eletromagnética que consiste numa combinacdo de um
campo elétrico e de um campo magnético que se propaga atraves do espaco transportando
energia. No entanto, existem alguns tipos de solidos chamados de opacos, que ndo deixam
atravessar a luz (BOLTON; COTTON, 2008). Ao longo dos anos, muitos cientistas procuraram
respostas para esta questdo, surgindo duas teorias que sdo atualmente validas, uma vez que a
luz se pode comportar como uma onda, ou como uma particula. A teoria corpuscular da luz
defende que a luz é constituida por pequenas particulas denominadas fotons; e a teoria
ondulatoria da luz, considera que esta € uma manifestagdo de energia, constituida por ondas
semelhantes as do som, mas com comprimentos de onda muito menores. Ao intervalo completo
da radiacédo eletromagnética, que contém as ondas radio, o infravermelho, a luz visivel, os raios
ultravioletas (UV), os raios X e a radiacdo gama, da-se o nome de espectro eletromagnético. A
radiacdo UV se refere a toda radiagdo eletromagnética com comprimento de onda na faixa de
100 a 400 nm (FIGURA 2.1), ou frequéncias entre 7,5 x 1014 e 3 x 1016 Hz (BOLTON;
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COTTON, 2008).

Figura 2.1 - Espectro eletromagnético.
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Fonte: Howarth (2007).

Os raios y (gama) sdo um tipo de radiacdo eletromagnética produzida em processos de
decaimento nuclear. Sao altamente energéticos devido a sua elevada frequéncia e,
consequentemente, baixo comprimento de onda. Geralmente, a frequéncia dos raios y situa-se
acima de 10'° Hz, o que implica comprimentos de onda abaixo de 10-> m e energias acima de
0,1 MeV (LIMA, 2014).

Inicialmente era usual distinguir a radiagdo y dos raios-X pela sua energia (0s raios-X
eram menos energéticos). No entanto, atualmente a distin¢do ja ndo é efetuada dessa forma,
pois consegue-se produzir raios-X mais energéticos do que muitos raios y (como nos aparelhos
médicos de radiografia). A distingdo entre esses tipos de radiacdo eletromagnética é efetuada
através da sua proveniéncia: os raios-X sdo produzidos por excitacdo dos elétrons de camadas
atdmicas interiores para niveis energéticos mais elevados e posterior regresso ao estado
fundamental (libertacdo de energia sob a forma de raios-X), enquanto a radiagdo y provém do
ndcleo atbmico, pois apds a emissdo de particulas o ou B é frequente o ntcleo ficar com um
excesso de energia, que € libertada sob a forma de radiagdo y (LIMA, 2014).

A radiacdo ultravioleta foi descoberta em 1801 pelo cientista alemé&o Johan Ritter, que
percebeu uma forma invisivel de luz, além do violeta capaz de oxidar haletos de prata, chamada
de luz ultravioleta, no fim do século XIX. A fonte natural de luz UV-C vem do sol. As fontes
artificiais sdo chamadas de lampadas UV, nas quais a luz UV ¢ gerada pela aplicacdo de uma

diferencga de potencial que gera uma descarga elétrica dentro de um tubo de quartzo contendo
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uma mistura de gas (mercurio ou xénon), 0 que excita esses atomos. Estes, ao voltarem ao
estado original de energia, emitem luz em um comprimento de onda de 100 nm a400 nme a
luz é emitida pela descarga de gas em comprimentos de onda dependentes da sua composi¢édo
elementar e da excitacdo, ionizacdo e energia cinética desses elementos (KOUTCHMA,;
ORLOWSKA,; ZHU, 2012).

A luz UV emitida por uma fonte é expressa em watts (W) e a densidade de irradiacao é
expressa em watts por metro quadrado (W/m2). Para a acdo germicida, a dose é importante. A
dose € a densidade de irradiacdo multiplicada pelo tempo (t) expressa em segundos e em joules
por metro quadrado (3/m?) (1 joule é 1W/st) (PHILIPS, 2006).

Essa radiagdo tem pontos positivos, como: ndo gerar subprodutos indesejaveis, ou
residuos quimicos, e ndo causar alteragdes sensoriais. Devido ao baixo grau de penetracdo é
mais eficiente sobre superficies ou materiais transparentes, como ar, agua e polietileno. A
aplicacdo deve ser feita diretamente sobre o alvo (GUERRERO-BELTRAN; BARBOSA-
CANOVAS, 2004).

Uma das maiores desvantagens da radiacdo UV-C envolve seu baixo poder de
penetracdo. Os microrganismos a serem inativados devem ser expostos diretamente a radiacao,
ou seja, ndo devem estar protegidos por sélidos (particulas de p6). Por outro lado, essa baixa
penetracdo de UV-C em sdélidos também o torna adequado para a descontaminacdo de
superficies como materiais de embalagens, frascos, garrafas, tampas e involucros (LOPEZ-
MALO; PALOU, 2004).

A luz ultravioleta (UV) é uma porcdo do espectro eletromagnético que varia de 100 nm
a 400 nm. E subdividida em UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm), UV-C (200-280 nm),
conhecido como intervalo germicida, uma vez que inativa efetivamente microrganismos; e UV
de vacuo (100-200 nm), que pode ser absorvido por quase todas as substancias e, assim, pode
ser transmitido apenas no vacuo (GUEDES et al., 2009; KOUTCHMA, 2009). A energia de
um féton depende da frequéncia da radiacéo descrita na Equacao 2.1:

E=hv (2.1)

em que:

E=energiaem erg

v = frequéncia em Hertz

h = constante de Planck = 6,6256 x 10-27 ergs
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Em termos de féton (A) tem-se a Equacéo 2.2:

E=hvbv=c/IPE=h.c/l (2.2)

Assim, um foton de alta frequéncia (curto A) € mais energético do que um de baixa
frequéncia (longo A) (SILVA, 2015). Na Tabela 2.1 séo descritas as faixas de comprimento de

onda das diferentes radiacbes UV e suas caracteristicas.

Tabela 2.1 - Caracteristica da luz ultravioleta.

Comprimento Intervalo de
Tipo de UV de onda comprimento de Caracteristicas
onda (nm)
A Longo 320 2 400 AlteracOes na pele humana
(Bronzeamento)

Uv-B Médio 280 a 320 Queimadura da pele (cancer)

uv-C_ Curto 200 a 280 Faixa germicida (microrganismos)

uv-v 100-200 Regido de UV de vacuo

Fonte: Guedes et al. (2009).

No comprimento de onda germicida (200 a 280 nm), a radiagdo UV-C é suficiente para
causar deslocamento fisico de elétrons e quebra de ligacdes no &cido desoxirribonucleico
(DNA) dos microrganismos. Isso altera seu metabolismo e reproducédo, ou seja, a injuria aos
sistemas de reproducdo das células as leva & morte (GUERRERO-BELTRAN; BARBOSA-
CANOVAS, 2004). Como a composicdo de DNA varia entre espécies, existe uma faixa de pico
de absorcdo de UV-C (GUEDES et al., 2009).

Segundo Cutler e Zimmerman (2011), o mecanismo de inativagdo microbiana
estabelecido por exposicdo a luz UV-C ¢ a formacéo de dimeros de DNA. A radiacdo promove
a quebra das ligacOes entre as bases nitrogenadas e a pronta unido entre as bases adjacentes
(FIGURA 2.2), ou proximas entre si na mesma fita, por ocasido de uma dobra na cadeia. A
estabilidade dessa nova ligacdo faz com que as duas fitas do DNA percam permanentemente o
contato entre si nos pontos onde os dimeros sdo formados, prejudicando a codificacdo de RNA,
comprometendo as fungdes da célula ainda em interfase (interfase entre a mitose e a meiose, é
0 periodo do ciclo celular em que a célula aumenta o seu volume, tamanho e nimero de
organelas) e impedindo o processo de replicacdo do DNA, causando morte celular (CUTLER,;
ZIMMERMAN, 2011).
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Figura 2.2 - Representacdo da radiacdo UV no DNA dos microrganismos.
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Fonte: Infralight (2008).

O fendbmeno de transferéncia de luz UV é definido pelas caracteristicas de emissdo da
fonte UV, além de considerar o envelhecimento da lampada a longo prazo e a absor¢do do
produto. Consequentemente, o desempenho de um sistema UV depende da correspondéncia
correta dos parametros da fonte UV com as demandas da aplicagdo UV. As fontes de UV
comercialmente disponiveis incluem ldampadas de mercurio de baixa e média pressdo (LPM e
MPM), lampadas de excimer (EL), lampadas pulsadas (PL) e diodos emissores de luz (LED).
LPM e EL sdo fontes monocromaticas, enquanto a emissdo de MPM e PL é policromaética.
(KOUTCHMA; ORLOWSKA,; ZHU, 2012).

Nas ld&mpadas germicidas convencionais, de baixa pressdo de vapores de mercurio, a
intensidade da radiacdo UV esta na faixa de 10 uwW/cm? a 1.000 pwW/cm?. Ja em lampadas de
alta pressdo a intensidade de emissdo da radiacdo UV esta na faixa de 100.000 a 1.000.000
HWcem. Contudo, a eficiéncia operacional das lampadas germicidas depende da temperatura
do meio e da movimentacdo do ar (SHECHMEISTER, 1991). As lampadas germicidas
comerciais sdo desenvolvidas, geralmente, para trabalhar a 27°C. A distancia da fonte geradora
de radiacdo ultravioleta a superficie de atuacéo € um outro fator a ser considerado, uma vez que
a intensidade luminosa apresenta correlacdo inversa com o quadrado da distancia
(SHECHMEISTER, 1991).

2.5.1 Radiag0es ionizantes
Yim et al. (2015) avaliaram efeitos combinados da irradiacdo por feixe de elétrons e

maturacdo da carne (Semitendinosus). As amostras irradiadas na dose de 0 ou 2 kGy foram

mantidas e analisadas quanto ao crescimento microbiano, valores de cisalhamento, cor da carne
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e compostos de sabor relacionados a nucleotideos a diferentes temperaturas de maturacao (2,
10 ou 25°C) por 8 dias. Como resultados obtiveram que a irradiacdo com EB foi eficaz para
reduzir o risco de patdgenos alimentares da carne bovina e pode ser usada para reduzir o tempo
de maturacdo e que a maturacdo em altas temperaturas (10°C, 25°C) acelerou a amaciamento
da carne irradiada.

Yim et al. (2019) verificaram o efeito da irradiacéo por feixe de elétrons combinadas e
maturacdo a temperatura mais elevadas na de carne de porco, cujas propriedades
microbiologicas e fisico-quimicas foram investigadas. As amostras de lombo de porco foram
irradiadas com 0 ou 2 kGy, embaladas a vacuo e atribuidas aleatoriamente a uma temperatura
de maturagéo (2°C, 10°C, ou 25°C). Os valores de forca de cisalhamento de carne irradiada
apos a maturacao durante 2 e 4 d a 25°C foi mais baixa do que aqueles com temperatura de 2°C.
As amostras irradiadas a 2°C tiveram menor perda apds o cozimento 2 e 8 dias de maturacéo,
em comparagdo com outras temperaturas. As amostras irradiadas maturadas a 10°C e 25°C para
8 dias teve valores de TBARS significativamente mais elevados, houve um aumento dos
parametros, a* e b* em amostras irradiadas hd 2°C, mas a irradiacdo causou alteracdes

insignificantes na cor da carne.

2.5.2 Radiagdo UV-C

Kim, Lee e Eun (2014) investigaram os efeitos da radiacdo ultravioleta (UV) em relacédo
ao efeito inibidor do crescimento microbiano na vida Util da carne bovina de gado coreano
(Hanwoo) antes do armazenamento refrigerado. As amostras receberam radiagées UV (4,5
mW/cm?) por 0, 5, 10, 15 e 20 minutos. Observaram que a carne exposta por 20 minutos
mostrou populagdes de bacterianas mesofilicas e psicrotroficas significativamente reduzidas na
extensdo de aproximadamente 3 ciclos logaritmicos, em comparagcdo com a carne bovina ndo
irradiada. A irradiacdo com UV mostrou os efeitos mais significativos de inibicdo de
crescimento em bactérias mesofilicas e psicrotréficas. As bactérias coliformes e Gram-
negativas também foram reduzidas em um ciclo logaritmico.

Os resultados mostram que o tempo de irradiacdo UV e o efeito inibitorio foram
proporcionais. Esses resultados verificaram que a radiagdo UV antes da refrigeracdo pode
efetivamente reduzir o numero de bactérias patogénicas na superficie da carne e melhorar a
seguranca microbiana da carne.

De Carli et al. (2015), em seus estudos com o objetivo de avaliar o efeito de métodos

combinados utilizando diferentes doses e concentracdes de irradiacdo UV-C, acidos organicos,
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solucdo salina, na vida Util carne suina refrigerada 2°C (+1°C) e com amostras de carne de trinta
e seis suinos realizando as andlises microbiolégicas de Salmonella sp, bactérias aerdbias
mesofilas, psicrotroficas e coliformes a 35 e 45°C e pH nos dias 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30,
obtiveram resultados de que o processo de irradiacdo UV-C, associados a acidos organicos e
solucdo salina acidificada diminuiu significativamente a contagem de bactérias aerobias
mesofilas e psicrotroficas, nas amostras tratadas em relacdo as amostras controle, aumentando
a vida util em 15 dias.

O pH das amostras tratadas foi significativamente menor que as amostras controle,
influenciando na eliminacdo das bactérias coliformes durante todo o periodo de
armazenamento. Salmonella foi encontrada somente nas amostras controle, nos dias 0, 5 e 15.

Os resultados apresentados indicam que a utilizacdo de combinacbes de &cidos
organicos e radiacdo UV-C foram eficientes no controle da microbiota presente na carne suina
refrigerada, aumentando com isso a vida atil em 15 dias.

Em trabalho realizado por Hassan et al. (2015), submetendo diferentes amostras de
carne fresca com 24 horas post-mortem de um gado nativo egipcio (Baladi Bullocks) com
aproximadamente 22 meses e 430 Kg de peso vivo a diferentes doses de irradiacdo UV-C de
12,7, 25,5 e 38,2 Ws/cm?, obteve-se a irradiagdo UV-C eficiente para o aumento do tempo de
validade das amostras analisadas nos tempos de 10, 15 e 20 dias nas respectivas doses.

Foram analisadas também as propriedades quimicas da carne bovina irradiada por UV-
C, como: teor de umidade diminuindo de 77,63% para 74,8%, 73,82% e 73,6%; teor proteico
de 21,31% para 19,61%, 19,22% e 18,15%; teor de colageno de 2,29% para 1,7%, 1,58% e
1,55%, enquanto que o teor de gordura 2,87% para 2,67%, 2,53% e 2,41%; enquanto isso,
houve aumento dos valores de pH de 5,86 para 6,73,6,79 e 6,74; a oxidacdo lipidica de 0,73
para 1,86, 2,45 e 2,53 mg malonaldeido/kg durante os dias de periodo de armazenamento a frio
para as doses de 2,7, 25,5 e 38,2 Ws/cm?, respectivamente. A caracteristicas fisicas de
cozimento foram decrescendo de 46,44 para 35,21, 36,28 e 35,39 enquanto forca de
cisalhamento foram de 2,86 para 1,01, 0,93, e 1,22 kgf e retencdo de agua diminuiu de
77,69,73,61,73,51 e 72,91% durante os dias de periodo de armazenamento a frio para controle,
12.7, 25.5 e 38,2 Ws/cm?, respectivamente.

2.6 Cinética da qualidade de alimentos

A temperatura tem um papel importante na qualidade dos alimentos, pois mais e maiores

alteracfes na qualidade dos alimentos podem ocorrer durante armazenamento sob maiores
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temperaturas (MAN; JONES, 1994).

O uso da abordagem cinética para modelar alteracGes na qualidade dos alimentos foi
sugerido por Kwolek e Bookwalter (1971). A cinética apresenta uma relagcdo de Arrhenius que
descreve o efeito da temperatura sobre as constantes de taxa de reacdo (SAGUY; KAREL,
1980). A cinetica quimica é um estudo que envolve as taxas e 0s mecanismos para avaliar como
uma espécie quimica (reagente) se converte em outra espécie quimica (produto). A taxa de
reacdo de um produto quimico é determinada pela massa do produto gerado ou do reagente
consumido por unidade de tempo e as taxas de reacBes podem ser determinadas pelo
monitoramento da concentracdo dos reagentes ou dos produtos das rea¢6es ao longo do tempo
(MAN; JONES, 1994). Desse modo, de uma forma geral um modelo cinético pode ser obtido

guando se considera a seguinte reacdo quimica:

Kr

aA + bB < Cc+dD
kp

em que A e B sdo reagentes, C e D sdo produtos, a, b, ¢, d sdo coeficientes estequiométricos dos

reagentes e dos produtos, e Kr e Kb sdo constantes de taxa de reacdo direta e inversa.

Para que se tenha uma variacdo na mudanga da taxa do reagente A, por exemplo, as

mudancas seriam dadas pela Equacéo 2.3:
———= k[A]*[B)¥ - k,[C]"[D]° (23)

em que [4], [B], [C], [D] sdo as concentracdes de reagentes e produtos (massa por volume

unitario).

Desse modo, como ha consumo (reducdo) do reagente, a constante de taxa inversa sera
menor que a constante de taxa de reacdo direta. Nesse caso, a taxa de reacdo pode ser

representada pela Equacéo 2.4:

alal _ ,,
~ A ape (2.4)

em que &’ é uma pseudo constante de taxa de reacdo e n € a ordem de reacao.
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Como os alimentos possuem elevada complexidade, é dificil determinar os reais
mecanismos das reacOes intermediarias que levam a uma alteragdo especifica na qualidade.

Uma expressdo geral usada para um atributo de qualidade pode ser descrita pela Equacéo 2.5:

@Q _ on
t—=k'Q (2.5)
em que = se refere a diminuigdo ou ao aumento do valor do atributo Q, £’ é a pseudo constante

de taxa de reacdo, n é a ordem de reacdo.

Considerando que os fatores ambientais sdo constantes, tais como a temperatura,
umidade relativa, incidéncia de luz e concentragéo de outros componentes, a Equacao 2.6 segue
a enésima ordem da reacdo e pode ser reescrita especificamente para explicar a reducdo de um

atributo de qualidade com o tempo:

d
- d_‘z =k'Q"™ (2.6)

Existem alguns diferentes tipos de ordem n das reac6es. A reacdo de ordem zero é Util
para descrever a degradacdo enzimatica, o escurecimento ndo-enzimatico e a oxidacéo lipidica
gue causa 0 aparecimento de sabor rangoso. A reacdo de primeira ordem ocorre quando um
atributo de qualidade (Q) tem uma diminuicio exponencial ao longo do tempo. A medida que
0 tempo passa, o atributo de qualidade diminui, assim como a taxa de reacdo. Entre os diversos
modelos primarios encontrados na literatura, 0 modelo de Weibull € um dos mais utilizados por
causa da vantagem de maiores simplicidades matematica e flexibilidade (PELEG, 2006). Por
exemplo, 0 modelo de Weibull pode ser utilizado para descrever curvas de micro-organismos
sobreviventes que possuem variacdo no comportamento de acordo com a temperatura do
processo (ZIMMERMANN, 2012). Além disso, 0 modelo de Weibull assume que as células da
populacdo possuem diferentes resisténcias e a curva de sobrevivéncia é uma forma cumulativa
da distribuicéo letal.

No modelo de Weibull, a direcdo da concavidade da curva de sobreviventes € uma
manifestacdo das diferentes vias de inativagdo dos micro-organismos. Curvas com
concavidades voltadas para baixo (p>1) retratam uma populacéo que progressivamente diminui,
indicando que o acumulo dos danos as células leva ao aumento de sua sensibilidade, sendo

necessario um menor tempo para a destruicdo da mesma fracdo de micro-organismos com 0
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passar do tempo. Concavidades voltadas para cima (B<1) mostram maior resisténcia ou
habilidade do micro-organismo de se adaptar a um tratamento estressante, sendo necessario um
maior tempo para a destruicdo da mesma fracdo de micro-organismos com o passar do tempo
(ARAGAO et al., 2007; PELEG, 2006).



32

3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Tecnologia de Carnes e Derivados
(LabCarnes) do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA) da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), em Lavras, Minas Gerais, em duas etapas: a primeira foi o estudo da cinética
de amaciamento (indice de fragmentacdo, perda de massa por cozimento e forca de
cisalhamento) e de desenvolvimento microbioldgico (contagem microbiana total) em carnes
bovinas, frescas ou congeladas e descongeladas, embaladas a vacuo e maturadas sob diferentes
temperaturas (1, 7, 14 e 20°C) por 0, 2, 4 e 6 dias, as analises microbioldgicas foram realizadas,
em triplicata, no tempo zero para as todas as temperaturas de maturacéo e ap6s 2 e 4 dias de
maturacao para as temperaturas de 1 e 7°C e ap0s 1 e 2 dias de maturacdo para as temperaturas
de 14 e 20°C. A segunda foi o estudo da cinética da inativagdo microbiologica (contagem
microbiana total e do micro-organismo Brochothrix thermosphacta inoculado), pelo modelo de
Weibull, em carnes embaladas a vacuo submetidas a diferentes doses de radiacdo UV-C (13,3
a 66,6 mJ/cm?).

3.1 Experimento 1 — Cinética da qualidade durante a maturacéo

3.1.1 Avaliagéo do amaciamento

Oito contrafilés (musculo Longissimus lumborum, LL), esquerdo e direito, de quatro
bovinos da raca Nelore foram obtidos 48 horas post mortem em um matadouro-frigorifico com
Inspecédo Federal no estado de Minas Gerais. Em seguida, os contrafilés, esquerdo e direito, de
cada animal foram aleatorizados nos dois tratamentos: controle, com maturacdo sem
congelamento prévio; e congelado, com congelamento em congelador comercial (-18°C) por
24 horas, seguido por descongelamento em geladeira comercial (4°C) por 24 horas antes da
maturacao.

Cada contrafilé foi cortado transversalmente em bifes com 2,5 cm de espessura e, em
seguida, cada bife foi cortado em pedacos de 4 x 4 x 2,5 cm de carne magra, sem gordura, vasos
sanguineos e tecido conectivo aparentes, totalizando 48 amostras, que foram individualmente
pesadas e embaladas a vacuo (BS420; R. Baido, Uba, MG, Brasil) em embalagens de nailon-
polietileno (espessura de 18 um). Essas amostras foram aleatorizadas e maturadas sob quatro
temperaturas de maturagdo (1, 7, 14 e 20°C) em diferentes camaras climéticas (modelo EL202;

EletroLab, Sao Paulo, SP, Brasil) por 0, 2, 4 e 6 dias. Apos cada tempo de maturacdo, uma
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amostra foi usada para a avaliacéo do indice de fragmentacéo (IF) e duas amostras foram usadas
para a avaliacdo da perda de massa no cozimento (PMC) e da forga de cisalhamento (FC).

O IF foi determinado, em triplicata, conforme metodologia proposta por Davis et al.
(1980) para amostras congeladas, com pequenas modificagdes. Dez gramas de carne em cubos,
ainda congelada, foram homogeneizadas (Turratec TE 102; TECNAL, Piracicaba, SP, Brasil)
em 50 mL de solucdo de sacarose/KCI refrigerada (4°C) a velocidade de 15.000 rpm por 40 s.

O homogenato obtido foi filtrado em uma tela de nailon de 250 um, previamente seca e
pesada (P;). O conjunto foi colocado sobre um papel filtro, previamente seco, a temperatura
ambiente por 10 minutos. Em seguida, o conjunto (filtrado + tela) foi novamente pesado (Pr).
O IF foi calculado como 100x(Pe-Pi). Menor valor de IF indica maior protedlise da estrutura
miofibrilar.

A PMC e a FC foram determinadas conforme metodologia proposta por Rodrigues et
al. (2020). As amostras, ainda embaladas, foram mantidas sob refrigeracdo a 4°C por 1 hora
para a estabilizacdo da sua temperatura, e, em seguida, cozidas em banho-maria a 80°C até a
temperatura interna atingir 71°C. Ap6s o0 cozimento, as amostras foram refrigeradas a 4°C por
1 hora, retiradas da embalagem, secas com papel toalha e pesadas. A PMC foi calculada como
a diferenca entre o peso inicial (antes da embalagem) e o peso final (apds o cozimento) dividida
pelo peso inicial, sendo expressa em percentagem. Em seguida, as bordas laterais das amostras
foram descartadas e dois pedacos retangulares de 3,5 x 2,5 x 1 cm foram obtidos paralelamente
a direcdo das fibras com uso de um molde e cisalhados perpendicular ao comprimento (corte a
um angulo de 45° das fibras musculares) por uma lamina plana com velocidade de 3,33 mm/s
em um texturémetro TA.XT plus (Stable Micro Systems Ltd., Godalming, Surrey, UK). A FC
foi registrada como a forca maxima (N) necessaria para obter cisalhamento completo da carne.

3.1.2 Avaliacédo microbiologica

Contrafilés aleatorizados (musculo Longissimus lumborum, LL) de trés bovinos da raca
Nelore também foram obtidos 48 horas post mortem em um matadouro-frigorifico com
Inspecdo Federal no estado de Minas Gerais. Em seguida, os contrafilés de cada animal foram
divididos ao meio e aleatorizados nos tratamentos controle e congelado. Para cada tratamento,
36 pedacos de aproximadamente 25 g de carne foram obtidos assepticamente, embalados a
vacuo (BS420; R. Baido, Uba, MG, Brasil) em embalagens de nailon-polietileno (espessura de
18 um) e aleatorizados em quatro temperaturas de maturacéo (1, 7, 14 e 20°C) em camaras

climaticas (modelo EL202; EletroLab, S&o Paulo, SP, Brasil). As analises microbiologicas
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foram realizadas, em triplicata, no tempo zero para as todas as temperaturas de maturacéo e
apos 2 e 4 dias de maturacao para as temperaturas de 1 e 7°C e apds 1 e 2 dias de maturacdo
para as temperaturas de 14 e 20°C.

Para a determinacéo da contagem microbiana total, as embalagens foram assepticamente
abertas, adicionadas de 225 mL de agua peptonada 0,1% e homogeneizadas (490 golpes/min)
por 5 min em Stomacher (Metroterm, Brasil). Dilui¢des decimais 10° sucessivas foram
preparadas com agua peptonada 0,1% estéril, plaqueadas em meio Plate Count Agar (PCA) e
incubadas invertidas em estufa a temperatura de 37°C por 48 horas. A contagem microbiana
total foi expressa em logaritmo de unidades formadoras de colbnias (UFC) por grama (log
UFC/g).

3.1.3 Analise estatistica e modelagem

O experimento foi disposto em um delineamento em blocos casualizados (DBC), em
que o bloco foi constituido por cada animal (4 repeticdes para a avaliacdo do amaciamento e 3
repeticdes para a avaliacdo microbioldgica), em um esquema de parcela subdividida, com o
fatorial 2 (pré-tratamentos) x 4 (temperaturas de maturacdo) na parcela e os tempos de
maturacdo na subparcela. Anélise de Variancia e, quando necessario, teste de Tukey foram
realizados no software Statistica® 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, USA) com nivel de significancia de
5%.

Considerando que a reducdo do IF e da FC ao longo da maturacédo pode ser caracterizada
por uma equacdo exponencial (AROEIRA et al., 2016; LANARI; BEVILACQUA;
ZARITZKY, 1987), uma equacdo cinética de primeira ordem (Eq. 3.1) foi usada para a
avaliacdo do IF, PMC e FC em funcdo do tempo de maturacdo para cada combinacdo de pré-

tratamento e temperatura de maturacao.

Q = Qo exp(kt) 3.1

em que Qo e Q séo, respectivamente, os indices de qualidade (PMC, IF e FC) inicial e no tempo
t (em dias), e k é a constante da taxa de reacdo, que é dependente do pré-tratamento e da
temperatura de maturagéo.

Os efeitos do tratamento e de maturacdo sobre a multiplicagdo microbiana foram

avaliados pela taxa de crescimento especifico (), considerando gque as bactérias contaminantes



35

se encontrariam na fase logaritmica de desenvolvimento, por meio de uma equagéo de primeira
ordem (Eq. 3.2).

N = Ny exp(ut) (3.2)

em gue No e N sdo, respectivamente, a popula¢do microbiana inicial e no tempo t (em dias), e
M é a taxa de crescimento especifico.

As equacdes 3.1 e 3.2 foram ajustadas por meio da regressao linear de In (Q/Qo) ou In
(N/No) pelo tempo para estimar as constantes das taxas de reagdo (k) e de crescimento (p). Em
sequida, a equacdo do modelo de Arrhenius (Eg. 3.3) foi usada para avaliar o efeito da
temperatura de maturagéo sobre k e u (MAN; JONES, 1994).

K = K,.rexp (— If—“T) OU [ = Urer€XP (— %) (3.3)

em que T é a temperatura absoluta de maturacdo, K e Krer OU L € Mref SA0 @S constantes da taxa
de reacdo ou crescimento (1/dia), respectivamente, na temperatura T e de referéncia (273,15
Kelvin), Ea é a energia de ativacdo (kJ/mol, estimada pela inclinacdo Ea/R da regresséo linear
de In K por 1/T) e R é a constante universal dos gases (8,3144 J/molxKelvin).

3.2 Experimento 2 — Cinética da inativacdo bacteriana por UV-C

Amostras de trés contrafilés (mUsculos Longissimus lumborum, LL) de bovinos da raca
Nelore foram obtidas 48 horas post mortem diretamente de um matadouro-frigorifico com

Inspecdo Federal no estado de Minas Gerais.
3.2.1 Microrganismo teste

Cepas de Bochotrix Thermosphacta (ATC11509) foram obtidas do Laboratério de
Microbiologia de Alimentos, do DCA, da UFLA. A cultura foi cultivada em caldo trypticase
soy broth (TSB; Oxoid/Phadia Diagnosticos Ltda, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) a 37°C por 48
horas. A suspensdo celular obtida foi centrifugada (SL-5AM, Spinlab, S&o Paulo, Brasil) a
7.000 g por 4 minutos e o pellet obtido foi ressuspenso em igual volume de solugéo salina

homogeneizada em vlrtex. Em seguida, a turbidez foi mensurada a 560 nm em
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espectrofotdbmetro (Thermo Genesya 10 UV-VIS, Thermo Scientific, Nova Analitica
Importacdo e Exportagdo Ltda, S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil) e a concentragdo celular foi

determinada por meio da escala Nefelométrica de McFarland (SOUZA, 2018).

3.2.2 Tratamento por UV-C

Doze pedacos de aproximadamente 25 g de carne foram obtidos assepticamente e
aleatorizados em dois grupos de seis amostras. As amostras do primeiro grupo foram inoculadas
assepticamente com 1 mL da suspenséo contendo Bochotrix thermosphacta (10° UFC/mL) em
uma das superficies com auxilio de uma al¢ca de Drigalski (a superficie inoculada foi
identificada). As amostras do segundo grupo, que ndo foram inoculadas, foram utilizadas para
a contagem microbiana total. Em seguida, as amostras de ambos os grupos foram
individualmente embaladas a vacuo (BS420; R. Baido, Uba, MG, Brasil) em embalagens de
nailon-polietileno (espessura de 18 pm) e mantidas sob refrigeragdo (4°C) em cémaras
climaticas (modelo EL202; EletroLab, Sdo Paulo, SP, Brasil) até a aplicacdo dos tratamentos.

A camara de radiacdo (FIGURA 3.1) foi composta por uma lampada germicida
ultravioleta com comprimento de onda menor que 280 nm (UV-C) (Puritec HNS-L 36 W 2G11;
OSRAM Comércio de Solucbes de Iluminagdo Ltda, Barueri, SP, Brasil), com comprimento de
onda predominante a 254 nm e fluéncia média de 111 W/cm? a uma distancia de 15 cm, disposta
em uma caixa de madeira de dimens@es de 40 cm de altura x 40 cm de profundidade x 60 cm

de largura.

Figura 3.1 - Fotos (externa e interna) da camara de irradiacdo UV-C utilizada no experimento.

Fonte: Do autor (2019).

A lampada UV-C foi previamente ligada por 10 minutos para estabilizar a sua
intensidade. As amostras embaladas foram aleatoriamente distribuidas (em pares)
imediatamente abaixo e a uma distancia de 15 cm da lampada e irradiadas por 2, 4, 6, 8 e 10
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minutos (doses de 13,3 a 66,6 mJ/cm?). A superficie inoculada foi posicionada para cima de
forma que a irradiagdo ocorresse sobre ela. A temperatura média no interior da cdmara durante
o0 processo foi de 2,8°C.

As embalagens das amostras controle (ndo-irradiadas) e irradiadas com UV-C foram
assepticamente abertas, adicionadas de 225 mL de agua peptonada 0,1% e homogeneizadas
(490 golpes/min) por 5 minutos em Stomacher (Metroterm, Brasil). Diluicdes decimais 10°
sucessivas foram preparadas usando agua peptonada 0,1% esteril e plaqueadas em meio
Tryptic Soy Agar (TSA), para contagem de B. thermosphacta, e em agar para contagem
padrdo (PCA) para a contagem microbiana total. As placas foram incubadas a 37°C por 48
horas e as contagens foram expressas em log UFC/g.

3.2.3 Modelagem

As doses de tratamento (mJ/cm?) e o logaritmo das fracGes de sobrevivéncia (N/No)
foram usadas para ajustar o modelo de Weibull (Eq. 3.4) no software MicroFit (SIQUEIRA et
al., 2014) a fim de descrever a cinética de inativacdo das contagens microbiana total e de B.
thermosphacta, assumindo que as diferentes células em uma populacdo possuem resisténcias
diferentes e que a curva de sobrevivéncia é a forma cumulativa de distribuicdo de agentes letais
(SILVA et al., 2021). A capacidade dos modelos de representar a inativagéo foi avaliada por
meio da raiz do erro quadratico médio (RMSE), do coeficiente de determinac&o ajustado (Ra?)

e dos fatores de viés e precisdo determinados conforme descritos por Gongalves et al. (2018).

log (N /No) = —kdF (3.4)

em que No e N representam, respectivamente, as contagens microbianas total ou de B.
thermosphacta (UFC/qg) inicial e apds a irradiagdo por UV-C, d é a dose de radiagdo UV-C
(mJ/cm?), k é o parametro de escala (constante da taxa de inativacdo & poténcia ), e S € 0

pardmetro de forma que descreve a concavidade (4 <1) ou convexidade (# > 1) da curva.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cinética da qualidade durante a maturacéo

4.1.1 Avaliacdo do amaciamento

38

N&o houve (P>0,05) interacdo entre os fatores para indices de fragmentacéo (IF) e perda

de massa por cozimento (PMC), enquanto a forca de cisalhamento foi afetada (P<0,05) pela

interacdo entre pré-tratamento e tempo de maturacdo (TABELA 4.1).

Tabela 4.1 - Efeitos (média + desvio-padrdo) do pré-tratamento (P) e da temperatura (T) e tempo
(D) de maturacdo no indice de fragmentacao (IF), perda de massa por cozimento
(PMC) e forga de cisalhamento (FC) em mdsculos (L. lumborum) de bovinos

Nelore.
Efeitos Fonte de IF PMC (%) FC (N)
Variagio

Pré-tratamento (P) ! Controle 187+71* 21,01+5,02 159,32+44,03
Congelado 176+62 21,08+6,15 138,29+35,47

Temperatura de 1 2004662 19,33+5,35° 161,88+38,72

maturacio (T), °C 7 184+66° 20,58+5,63" 152,24+33,20
14 17665 21,14+5,83%® 145,96+42,55
20 165+66° 23,1845,08° 136,90+47,94

Tempo de 0 275+39° 20,01+6,70° 184,86+31,29

maturagéo (D), dias 2 193+41° 19,14+5,42" 153,43+37,02
4 146+31° 22,41+5,09% 132,83+36,19
6 117+23¢ 23,22+3,512 122,50+32,95

Pr>F? P 0,026 0,911 <0,001
T <0,001 0,024 0,001
D <0,001 0,001 <0,001
PxT 0,353 0,769 0,332
PxD 0,934 0,760 0,004
TxD 0,108 0,703 0,230
PxTxD 0,912 0,920 0,518

! Controle = amostras ndo-congeladas e maturadas; e Congelado = amostras congeladas (-18°C/24 h),
descongeladas (4°C/24 h) e maturadas.

2 Probabilidades significativas (P < 0,05) foram marcadas em negrito.

*Y'Médias seguidas por letras diferentes, na coluna para as doses de irradiacdo, diferem (P < 0,05) pelo

teste F.

=4 Médias seguidas por letras diferentes, na coluna dentro de temperatura ou tempo de maturagio,
diferem (P < 0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Do autor (2021).
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Os valores da constante de taxa de reacdo (k) e da energia de ativacdo (Ea) do modelo
de Arrhenius foram calculados para verificar as diferengas nas alteragdes de IF, PMC e FC ao
longo do tempo de maturacdo para cada combinacdo de pré-tratamento e temperatura de
maturacdo (TABELA 4.2).

Tabela 4.2 - Constante de taxa de reacédo (k) e energia de ativacdo (Ea) do modelo de Arrhenius
para os efeitos do pré-tratamento e da temperatura de maturagdo no indice de
fragmentacéo (IF), perda de massa por cozimento (PMC) e forca de cisalhamento
(FC) de musculos (L. lumborum) de bovinos Nelore.

o Pre- Temperatur~a K 2 E, 2
Caracteristica tratamento ?Oec )maturagao (/dia) R (kd/mol) R
IF Controle 1 0,1058 0,94 23,83 0,93

7 0,1463 0,91
14 0,1717 0,97
20 0,1898 0,94
Congelado 1 0,1376 0,94 13,30 0,99
7 0,1485 0,95
14 0,1650 0,95
20 0,1768 0,97
PMC (%) Controle 1 0,0096 0,02 64,57 0,85
7 0,0389 0,31
14 0,0456 0,76
20 0,0716 0,73
Congelado 1 0,0042 0,01 85,73 0,75
7 0,0258 0,14
14 0,0494 0,26
20 0,0547 0,55
FC (N) Controle 1 0,0348 0,84 47,46 0,84
7 0,0886 0,90
14 0,1171 0,81
20 0,1435 0,74
Congelado 1 0,0442 0,74 24,99 0,96
7 0,0642 0,77
14 0,0750 0,68
20 0,0932 0,79

Fonte: Do autor (2021).

O IF foi menor (P<0,05) nas amostras congeladas/descongeladas que nas amostras sem
congelamento prévio antes da maturacdo (TABELA 4.1), indicando que houve maior
fragmentacdo da estrutura miofibrilar apds esse pré-tratamento (RAMOS; GOMIDE, 2007).
Isso era esperado, pois o congelamento/descongelamento proporciona a inativagdo da

calpastatina, que € o principal inibidor, favorecendo a atividade das calpainas e, logo, a
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fragmentacdo miofibrilar durante a maturacdo (AROEIRA et al., 2016). Koohmaraie (1990)
observou que a atividade da calpastatina reduz 55% com o armazenamento congelado (-70°C)
por 6 semanas, enquanto a atividade da m- e p-calpainas ndo séo afetadas, enquanto Ingolfsson
e Dransfield (1991) observaram reducdo de 50% na atividade da calpastatina em carnes de
cordeiro congeladas a -20°C por até 8 dias.

Assim como no presente trabalho, Aroeira et al. (2016) verificaram que a protedlise foi
maior (menor IF) em carnes de Angus e Nelore maturadas ap6s congelamento/descongelamento
prévio. Rodrigues (2017) também observou maior protedlise (menor IF) em carnes bovinas
maturadas apos congelamento/descongelamento prévio. Grayson et al. (2014) relataram maior
proteolise na carne bovina durante a maturacdo em raz&o do congelamento prévio.

Além disso, o congelamento também pode causar uma perda da integridade estrutural
da carne em razdo da formacdo de cristais de gelo intracelular que podem romper as estruturas
fisicas, fragmentando parte das miofibrilas, o que favoreceria a reducéo do IF (GRAYSON et
al., 2014; KOOHMARAIE, 1990). Esse efeito do congelamento pode ser observado pela
reducdo no IF tanto em carne congelada ap6s a maturacdo (LAGERSTEDT et al., 2008;
SHANKS; WULF; MADDOCK, 2002) quanto em carne congelada antes da maturacao
(AROEIRA et al., 2016; CAROLINO et al., 2009; GRAYSON et al., 2014).

De maneira geral, o IF reduziu (P<0,05), i.e., houve maior proteolise da estrutura
miofibrilar, com o aumento da temperatura de maturacdio (TABELA 4.2). A maior
fragmentacdo miofibrilar (menor IF) nas carnes maturadas sob maiores temperaturas pode ser
atribuida a um aumento da atividade das proteases (calpainas e catepsinas) enddgenas da carne,
principalmente as calpainas, em razdo desse aumento da temperatura de maturacdo (HWAN;
BANDMAN, 1989). Hwang, Devine e Hopkins (2003) demonstraram que a manutengéo de
masculos pré-rigor de ovinos sob altas temperaturas (até 35°C) induz uma maior ativagdo da p-
calpaina, resultando em maior degradacdo da calpastatina e das proteinas miofibrilares. Além
disso, apesar das calpainas serem as principais proteases envolvidas na maturacdo da carne, as
catepsinas se tornam mais ativas durante a maturagao sob altas temperaturas, aumentando assim
a degradacao miofibrilar (HWAN; BANDMAN, 1989).

Assim como no presente trabalho, Rodrigues (2017) observou maior taxa de
fragmentacéo, i.e., maior redugdo do IF na carne de bovinos Nelore maturadas sob maiores
temperaturas (7 e 15°C). Kim et al. (2018) também verificaram que o IF reduziu ao longo do
tempo de maturagdo, o que também foi afetado pela temperatura de maturagdo, com maiores

taxas de fragmentacdo em carnes bovinas maturadas a 14°C que a 4°C. Lee, Sebranek e Parrish
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Junior (1996) relataram maior fragmentacdo miofibrilar na carne bovina submetida a
temperaturas mais elevadas de maturacdo (2, 15 e 30°C).

O IF reduziu (P<0,05), i.e., houve maior degradacdo da estrutura miofibrilar, com o
aumento do tempo de maturacdo (TABELA 4.1). Desse modo, 0 aumento da proteolise causado
pelas maiores temperaturas de maturacdo também pode ser observado por meio dos modelos
preditivos de primeira ordem de IF em funcdo do tempo de maturacdo para os diferentes pré-
tratamentos e temperaturas de maturacdo (FIGURA 4.1), o que é corroborado pelo aumento da
taxa de reacdo (k) com o aumento da temperatura de maturacdo (TABELA 4.2). Além disso,
também pode ser observado que o aumento da temperatura tem mais efeito no controle que no
congelado, pois a amplitude (distancia) entre as curvas de congelado é muito menor que a
amplitude (distancia) entre as linhas de controle. Isso é coerente com 0 maior aumento de k com
a temperatura de maturacéo para o controle (0,1058 para 0,1898) que para o congelado (0,1376
para 0,1768).

Figura 4.1 - PredicGes das mudancas no indice de fragmentacdo (IF), em relacdo aos valores
iniciais (IFo), de musculos (L. lumborum) de bovinos Nelore.
11 ¢
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Efeitos do pré-tratamento (a: controle; e b: congelado) e da temperatura de maturagéo (1, 7, 14 e 20°C),
segundo o modelo de primeira ordem (Eqg. 3.1) e os valores de k estimados (TABELA 4.2). Os pontos
representam os valores médios observados.

Fonte: Do autor (2021).

A maior diferenca (distancia) entre as curvas de congelado e controle foi observada a

temperatura de maturagdo de 1°C, com a curva de congelado mais inclinada que a curva do
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controle (FIGURA 4.1), o que é corroborado pelo k de congelado ter sido maior que o controle
a temperatura de maturacdo de 1°C (TABELA 4.2). A EA de IF obteve resultados menores para
congelado, o que corrobora com resultados da Tabela 4.1 (menor IF para congelado).

Olivera et al. (2013) também observaram um aumento da taxa de reacdo (k) com o
aumento da temperatura de maturagdo na carne bovina por meio de um modelo cinético de
primeira ordem.

A PMC néo foi afetada (P>0,05) pelo pré-tratamento. As proteinas miofibrilares sao
responsaveis pela retencdo de agua na carne, as quais precisam estar intactas (ndo-desnaturadas)
para proporcionar uma alta capacidade de retencéo de agua. Quando acontece o congelamento,
essas proteinas sdo rompidas causando uma menor capacidade de retencdo de agua devido a
alteracdo na redistribuicdo e concentracao de solutos dentro das fibras musculares (PETZOLD;
AGUILERA, 2009).

Aroeira et al. (2016) observou esse efeito de menor PMC em carne congelada antes da
maturacdo quando comparada com a carne fresca (ndo-congelada) maturada. Mas outros
autores como Cohen (1984) e Stuby, Lamkey e Dolezal (1993), como neste trabalho também,
ndo observaram efeito de congelamento prévio sobre a PMC da carne com diferencas
significativas. No entanto, outros estudos mostraram que o congelamento prévio a maturagéo
(CROUSE; KOOHMARAIE, 1990; GRAYSON et al., 2014) ou o congelamento ap6s a
maturagdo (HERGENREDER et al., 2013) proporcionaram carnes com maior PMC quando
comparadas com carnes frescas (ndo-congelada) maturadas. A diferenca encontrada nos
trabalhos na capacidade de retencdo de agua pode ser devida as diferencas no tempo de
armazenamento em congelamento.

A PMC foi maior (P<0,05) na carne maturada a 20°C que a 1 e 7°C, com PMC da carne
maturada a 14°C sendo semelhante (P>0,05) a todas as anteriores. A temperatura usual no
processo de maturacdo utilizada convencionalmente que é 1°C ndo teve uma diferenca
significativa quando comparadas as temperaturas de 7 e 14°C, sendo assim, temperaturas mais
elevadas que a usual que é 1°C ndo causaram aumento na PMC.

Os modelos preditivos de primeira ordem de PMC em func¢do do tempo de maturagao,
para os diferentes pré-tratamentos e temperaturas de maturacao, ndo explicaram a maioria da
variacdo observada em PMC, apresentando, geralmente, baixos coeficientes de determinagéo
(R?<0,55; TABELA 4.2). No entanto, a PMC (TABELA 4.1) e a taxa de reagio k (TABELA
4.2) aumentaram (P<0,05) com o tempo de maturagdo

Hughes et al. (2014) observaram que a dgua perdida ap6s o cozimento da carne bovina

maturada por, pelo menos, 3 a 6 dias € maior que na carne ndo maturada. Shanks, Wulf e
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Maddock (2002) e Bertram, Kristensen e Andersen (2004) verificaram PMC de 3 a 5% maior
em carne de cordeiro maturada por 7 dias que na carne ap6s um dia de maturacdo. Aroeira et
al. (2016) também relataram que a PMC da carne bovina aumentou a partir do sétimo de 21
dias de maturacdo. Ja Boakye e Mittal (1993) observaram aumento da PMC em carnes bovinas
entre o primeiro e segundo dia de maturacdo. Por outro lado, Farouk et al. (2009) e Hergenreder
et al. (2013) ndo verificaram alteracdo na PPC ao longo da maturacdo de carnes bovinas
frescas/ndo congeladas.

A FC foi afetada (P<0,05) pela interagdo entre o pré-tratamento e o0 tempo de maturacéo

(TABELA 4.1) e, desse modo, ela foi decomposta na Figura 4.2.

Figura 4.2 - Efeito pré-tratamento nos valores da forca de cisalhamento (FC) das carnes (L.
lumborum) de bovinos Nelore durante a maturagéo.
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Controle = amostras ndo-congeladas; e Congelado = amostras congeladas (-18°C/24 h) e descongeladas
(4°C/24 h). As barras representam o erro padrdo da média (n = 16).
Fonte: Do autor (2021).

Quando comparamos o efeito do pré-tratamento dentro de cada tempo de maturacao
podemos observar que, com o passar dos dias de maturacdo, para todas as temperaturas houve
uma reducdo nos valores de for¢a de cisalhamento.

Rodrigues (2017) em seu trabalho utilizando carne bovina observou que o aumento da
temperatura de maturagédo proporcionou (P < 0,05) maior indice de fragmentacdo miofibrilar e
menor forca de cisalhamento.

Holman et al. (1994) analisaram amostras de carne bovina congeladas por 52 semanas
em duas temperaturas distintas (-12°C e —18°C). Ndo foram observadas mudangas entre 0s

grupos de temperatura e a forca de cisalhamento diminuiu com o tempo de armazenamento.
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Quando comparamos os tempos de maturagdo podemos observar que a maior taxa de
amaciamento ocorre nos primeiros dois dias, sendo que as amostras com congelamento prévio
obtiveram os mesmos graus de forca de cisalhnamento que as amostras controles com dois dias
a menos de maturagao.

Em relacdo ao efeito do pré-tratamento o k aumentou em modulo de acordo com o
acréscimo da temperatura, mas, independentemente desta, foram verificados menores valores
de FC nas amostras descongeladas durante os primeiros dias de maturacédo (FIGURA 4.2).

Esse efeito pode ser devido a maturacdo permitir a acdo prolongada das proteases
presentes naturalmente na carne (KOOHMARAIE, 1988), que resultam na fragmentacdo das
proteinas sarcoplasmaticas e protedlise dos componentes estruturais das miofibrilas. As
enzimas proteoliticas atuam ocasionando algumas alteracdes no tecido muscular, como:
degradacéo e/ou enfraquecimento gradual da linha Z, que conduz a degradacao das miofibrilas;
desaparecimento da troponina T; degradacdo da desmina e nebulina e da titina (proteinas
estruturais do tecido muscular) (KOOHMARAIE; GEESINK, 2006).

O pré-tratamento congelado obteve resultados de menores for¢a de cisalhamento do que
o0 tratamento sem congelamento prévio, pois além dos efeitos de maturacdo o congelamento
leva a formac&o de cristais de gelo que podem danificar a estrutura celular (STUBY; LAMKEY;
DOLEZAL, 1993).

Em seu trabalho, Grayson et al. (2014) observaram que, ao congelar as carnes e
posteriormente matura-las, os valores de forca de cisalhamento eram menores, indicando carnes
mais macias.

O congelamento favoreceu o processo de amaciamento da carne durante a maturagao
em relacdo as amostras controle. As amostras congeladas possuiam uma menor forca de
cisalhamento ap0s o descongelamento da carne, corroborando com alguns estudos que indicam
gue o congelamento prévio a maturacdo a vacuo aumenta a maciez da carne quando comparada
com carnes ndo congeladas e maturadas pelo mesmo periodo (CROUSE; KOOHMARAIE,
1990; GRAYSON et al., 2014; LAGERSTEDT et al., 2008; SHANKS; WULF; MADDOCK,
2002). Isso pode ser explicado ja que houve um efeito combinado na perda da integridade
estrutural miofibrilar ocasionada pela formacdo de cristais de gelo (CROUSE;
KOOHMARALIE, 1990; GRUIJIC et al., 1993) e um aumento na protedlise post mortem durante
a maturacdo, por consequéncia do congelamento e desnaturagdo da calpastatina
(KOOHMARAIE, 1990; WHIPPLE; KOOHMARAIE, 1992).
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Uma maior proteolise na carne congelada/descongelada no armazenamento foi também
descrita por alguns estudos através da avaliacdo da FI (AROEIRA et al., 2016), e a aut6lise da
calpaina e degradacdo da desmina foi descrito por Colle et al. (2015).

Rodrigues et al. (2016) encontraram que a FC das amostras foi afetada pelos tratamentos
e tempos de maturacdo, com as amostras congeladas/descongeladas sendo mais macias (menor
FC) do que as amostras ndo-congeladas durante a maturacdo. Essa caracteristica pode ser
explicada devido a atividade das enzimas presentes na carne.

Grayson et al. (2014) observaram que, ao congelar as carnes e posteriormente matura-
las, os valores de FC eram menores, indicando carnes mais macias. Segundo esses autores, 0
amaciamento foi resultante do favorecimento da prote6lise e da formacéo de cristais de gelo na
carne. Resultados semelhantes foram descritos por Carolino et al. (2009) em amostras do
musculo longissimus dorsi de animais das racas Alentejanas e Mertolenga, submetidas a
maturacdo por 10 dias a 2°C, logo apds a desossa ou congeladas, descongeladas e maturadas
nas mesmas condicdes.

A interacdo pré-tratamento x tempo de maturacdo para forca de cisalhamento pode ser
observada nesse experimento. Esse mesmo efeito foi visto por Lanari, Bevilacqua e Zaritzsky
(1987), os quais avaliaram a variacdo da maciez durante a maturacdo da carne bovina em
diferentes temperaturas de armazenamento (0, 4, 10 e 13°C) e encontraram que as carnes
tiveram uma diminuicdo dos valores de FC durante os tempos de maturacdo e a energia de
ativacdo foi maior para amostras maturadas a temperaturas menores, também observando que
a temperatura de 0 até 4°C os valores de k diminuiram, mas para temperaturas mais elevadas
de 10 e 13°C os valores foram maiores significativamente. As constantes k observadas na
Tabela 4.2 também aumentaram de acordo com o acréscimo da temperatura, 0 que corrobora
com os dados obtidos pelos autores citados.

A degradacdo da miosina é indicada como um indicador de protedlise e a energia de
ativacdo para a perda da troponina T foi determinada por varios autores como Penny e
Ferguson-Pryce (1979) em carne crua (E = 37 kJ/mol) e por Penny e Dransfield (1979) em
carne (E = 73 kJ/mol). Os valores de energia de ativagdo para FC achados nesse trabalho
apresentaram-se dentro da faixa descritas por esses autores.

Ao se avaliar a taxa proteolitica pelos valores de FC, através dos graficos de predi¢bes
descritos na Figura 4.3, pode-se observar que a taxa de amaciamento foi maior nas amostras
congeladas/descongeladas apenas na temperatura de 1°C, apresentando-se maior nas amostras

ndo congeladas para as demais temperaturas.
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Figura 4.3 - Predigdes das mudancgas na for¢a de cisalhamento (FC), em relagdo aos valores
iniciais (FCo), de masculos (L. lumborum) de bovinos Nelore.
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Efeitos do pré-tratamento (a: controle; e b: congelado) e da temperatura de maturagéo (1, 7, 14 e 20°C),
segundo o modelo de primeira ordem (Eqg. 3.1) e os valores de k estimados (TABELA 4.2). Os pontos
representam os valores médios observados.

Fonte: Do autor (2021).

O aumento da maciez (menor FC) da carne causado pelas maiores temperaturas de
maturacao também pode ser observado por meio dos modelos preditivos de primeira ordem de
IF em funcdo do tempo de maturacdo para os diferentes pré-tratamentos e temperaturas de
maturacdo (FIGURA 4.3), o que é corroborado pelo aumento da taxa de reacdo (k) com o
aumento da temperatura de maturagdo (TABELA 4.2).

Também pode ser observado na Figura 4.3 que o aumento da temperatura tem mais
efeito no controle que no congelado, pois a amplitude (distancia) entre as curvas de congelado
é muito menor que a amplitude (distancia) entre as linhas de controle. Isso é coerente com o
maior aumento de k com a temperatura de maturacéo para o controle (0,0348 para 0,1435) que
para o congelado (0,0442 para 0,0932). Esse resultado é interessante, pois o pré-tratamento de
congelamento ja resolveria parte do problema da redugdo de tempo para obter maior maciez.

Além disso, a curva de congelado mais inclinada que a curva do controle apenas a
temperatura de maturacéo de 1°C (FIGURA 4.3) é corroborado pelo k de congelado ter sido
pouco maior que controle apenas a temperatura de maturacdo de 1°C (TABELA 4.2). Nas
demais temperaturas, as curvas de controle sdo mais inclinadas e os k sdo maiores que o

congelado.
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A Ea da FC é menor para o pré-tratamento congelado, corroborando assim com 0s
resultados descritos na Tabela 4.1.

Quando a carne € congelada, a taxa de prote6lise é interrompida devido a supressao das
atividades das calpainas, entretanto essas enzimas nédo sao destruidas (COOMBS et al., 2017).
Ap0s o descongelamento, o processo proteolitico é restabelecido com a reativacéo das proteases
dependentes de calcio, podendo ser retomado a uma taxa mais rapida do que antes do
congelamento (COOMBS et al., 2017). Isso pode ser explicado devido ao fato de os cristais de
gelo crescerem e penetrarem o reticulo sarcoplasmatico, fazendo com que, ap6s o
descongelamento desses cristais, a liberagdo de calcio no sarcoplasma seja mais rapida do que
a remogcao desses ions por bombas de célcio (UTRERA; MORCUENDE; ESTEVEZ, 2014).

Uma maior concentracdo de calcio no sarcoplasma leva a uma maior ativacdo do sistema
enzimatico das calpainas (DRANSFIELD, 1994). Dransfield (1994), em seu trabalho, fez um
modelo de amaciamento da carne baseado na ativacdo das calpainas, pelo aumento na
concentracdo de calcio livre, a partir do declinio do pH em decorréncia do rigor mortis, e
observou um aumento na atividade da calpaina | de 15% a 97% da atividade méaxima, e durante
0 amaciamento o modelo compreendeu ainda a inibicdo das calpainas pela calpastatina e a
inativacdo de calpainas e calpastatinas por autélise, & medida em que ocorreu 0 amaciamento
da carne.

Esse efeito pode ser observado neste trabalho quando comparada a temperatura de 1°C
da amostra congelada/descongelada em relagdo a amostra controle/ndo congelada. Aroeira et
al. (2016) observaram que o congelamento favoreceu uma maior fragmentacdo nas carnes de
animais Angus e Nelore e que a proteolise foi maior naquelas maturadas ap6s o congelamento,
sendo que a maior taxa proteolitica ocorreu nos primeiros 7 dias. Esse resultado ndo foi
observado neste experimento quando a maturacao ocorreu nas temperaturas de 7, 14 e 20°C, o

que indica que alta temperatura de maturacgéo posterior ao congelamento tem influéncia na FC.

4.1.2 Avaliacdo microbiol6gica

Os valores da taxa de crescimento especifico () e da energia de ativacéo (Ea) do modelo
de Arrhenius foram calculados para verificar as diferencas nas alteragdes da contagem
microbiana total ao longo do tempo de maturacdo para cada combinacéo de pre-tratamento e
temperatura de maturacdo (TABELA 4.3). O valor de p aumenta com o aumento da temperatura
de maturacdo, enquanto os valores de | e de Ea dos pré-tratamentos sdo praticamente

semelhantes, com U e Ea de congelado ligeiramente maiores que o controle.
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Tabela 4.3 - Taxa de crescimento especifico () e energia de ativacdo (Ea) do modelo de
Arrhenius para os efeitos do pré-tratamento e da temperatura de maturagdo na
contagem bacteriana total em musculos (L. lumborum) de bovinos da raga Nelore.

. Temperatura de M Ea )
Prétratamento | |- turacdo (°C) (/dia) (kJ/mol) R
Controle 1 0,2495 50,42 0,97

7 0,3590
14 0,7163
20 0,9842
Congelado 1 0,2531 52,42 0,99
7 0,3731
14 0,8156
20 1,0262

Fonte: Do autor (2021).

O aumento da velocidade do desenvolvimento microbiano causado pelas maiores
temperaturas de maturacdo também pode ser observado por meio dos modelos preditivos de
primeira ordem da contagem microbiana total em funcdo do tempo de maturacdo para 0s
diferentes pré-tratamentos e temperaturas de maturacdo (FIGURA 4.4), o que é corroborado
pelo aumento de x com o aumento da temperatura de maturacdo (TABELA 4.3). Por exemplo,
w1 a14°C é praticamente o dobro de x a 7°C, para ambos os pré-tratamentos, o que proporciona
contagem microbiana total a 7°C apds 4 dias de maturacdo semelhante a contagem microbiana
total a 14°C ap6s metade desse tempo, ou seja, 2 dias de maturacao.

Essa pequena diferenca entre a i dos pré-tratamentos poderia ser explicada pelo
processo de descongelamento da carne (4°C/24 h) que, além de proporcionar um maior tempo
para adaptacdo e multiplicacdo dos micro-organismos, geralmente proporciona maior liberacéo
de exsudado da carne devido a possiveis danos causados nas fibras musculares pelos cristais de
gelo. O exsudado da carne é considerado um excelente meio para a proliferagdo microbiana
(Rahman et al., 2014).

Haddad (2020) observou que o congelamento/descongelamento proporcionou maiores

contagens de mesofilos e de psicrotroficos na carne bovina maturada de forma Umida e seca.
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Figura 4.4 - Efeitos do pré-tratamento (a: controle; e b: congelado) e da temperatura de
maturacdo (1, 7, 14 e 20°C) na multiplicacdo bacteriana (contagem total) em
musculos (L. lumborum).
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Os pontos representam os valores médios observados da populagao (N), em relagdo a contagem inicial
(No).
Fonte: Do autor (2021).

O aumento da temperatura de maturagdo favorece o desenvolvimento microbiol6gico
por aumentar a velocidade das reagdes quimicas e enzimaticas, e alterar a estrutura, a fluidez e
a funcionalidade das membranas e o enovelamento do DNA, do RNA e dos ribossomos
(PINTO; LANDGRAF; FRANCO, 2019). De modo geral, um aumento de 10°C na temperatura
pode duplicar ou triplicar a 4 em razdo desse aumento da atividade metabdlica do micro-
organismo (NICOLAU, 2014).

Assim como no presente estudo, Kinsella et al. (2009) observaram que a contagem
bacteriana total da carne bovina foi afetada pela temperatura de armazenamento por 72 horas,
pois a 10°C houve um aumento de 2 log UFC/cm?, enquanto a 5°C houve um aumento de
apenas 0,4 log UFC/cm?. Kim et al. (2018) também verificaram que a carne bovina maturada
sob maior temperatura (14°C) apresentou maior contagem de bactérias aerdbias totais que sob

menor temperatura (4°C).
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4.2 Cinética da inativagdo bacteriana por UV-C

Os parametros do modelo de Weibull (TABELA 4.4) foram calculados para verificar a
cinética de inativacdo microbioldgica (logaritmo da fracdo de sobrevivéncia log (N/Ng)) das
contagens microbiana total (CT) e de Brochothrix thermosphacta (BT) inoculado em funcéo da
dose de radiagdo ultravioleta (UV-C: 13,3 a 66,6 mJ/cm?). A equacdo de Weibull obteve
excelente ajuste para ambas CT e BT em razdo dos elevados coeficientes de determinacdo
(Ra?>0,84) e pequenas raizes do erro quadratico médio (RMSE<0,398), o que demonstra que a
maior parte da variagdo dos resultados esta sendo explicada por esse modelo. Além disso, 0s
fatores de bias (1,002 e 1,004) e exatiddo (1,105 e 1,156) foram préximos a 1, indicando que
os valores preditos sdo muito préximos, i.e., praticamente iguais aos valores observados.

Portanto, as equacdes de Weibull ajustadas para CT e BT possuem alta capacidade preditiva.

Tabela 4.4 - Parametros do modelo de Weibull e RMSE, fatores de tendéncia e precisdo para
cinética de inativacdo microbiana por UV-C em musculos (L. lumborum) de
bovinos embalados a vacuo.

Microrganismo alvo k s Ra.? RMSE Bias Exatidao
Brochothrix thermosphacta 0,005 1,357 0,91 0,348 1,002 1,105
Contagem total 0,023 0,932 0,84 0,398 1,004 1,156

k = constante da taxa de inativacéo; S = constante de forma R.? = coeficiente de determinacéo ajustado;
e RMSE = erro quadratico médio.
Fonte: Do autor (2021).

Desse modo, houve (P<0,05) um aumento da inativacdo microbiologica de CT e de BT
pelo modelo preditivo de Weibull, i.e., 0 log (N/No)) de CT e de BT reduziu com o aumento da
dose de radiagdo UV-C (FIGURA 4.5). A maior dose de 66,66 mJ/cm? de radiagcdo UV-C
proporcionou uma reducdo superior a um ciclo logaritmico para as contagens microbiana total
(-1,2) e do microrganismo Brochothrix thermosphacta (-1,4).

A inativacdo microbiolégica pela radiacdo UV-C é causada pela formacéo de dimeros
de DNA. A radiacdo promove a ruptura das ligacdes entre as bases nitrogenadas e, em seguida,
uma unido pode ocorrer entre as bases adjacentes ou préximas entre si na mesma fita por causa
de uma dobra na cadeia do DNA. A estabilidade dessa nova ligagéo faz com que as duas fitas
do DNA percam permanentemente 0 contato entre si nos pontos em que oS dimeros sdo
formados. Isso prejudica a codificacdo do RNA, comprometendo as fungdes da celula ainda em

interfase entre a mitose e a meiose (periodo do ciclo celular em que a célula aumenta o seu
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volume, tamanho e nimero de organelas) e impedindo o processo de replicacdo do DNA, o que

pode causar a morte celular (CUTLER; ZIMMERMAN, 2011).

Figura 4.5 - Cinética de inativacdo bacteriana (CT, contagem total e BT, Brochothrix
thermosphacta) em musculos (L. lumborum) bovinos embalados a vacuo
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Fonte: Do autor (2021).

Assim como no presente trabalho, Reichel, Kerenberg e Krischek (2019) observaram a

inativacdo de Yersinia enterocolitica e de Bochotrix thermosphacta em carne suina por radiacdo

UV-C, sendo que doses de 19,30 mJ/cm? proporcionaram uma reducio de 3 ciclos logaritmicos.

McLeod et al. (2018) também verificaram uma redugdo de 2,7 ciclos logaritmicos de

Brochothrix thermosphacta em carne de frango utilizando uma dose de 3000 mJ/cm? de

radiacdo UV-C.
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5 CONCLUSAO

A energia de ativacdo para a fragmentacdo miofibrilar e 0 amaciamento da carne durante
a maturacdo foi menor nas amostras congeladas/descongeladas, sendo necessario um tempo de
maturagdo menor nessas amostras em comparacdo as amostras ndo-congeladas. Além disso, o
congelamento/descongelamento prévio & maturacdo ndo alterou as perdas de massa por coc¢ao
ou a seguranca microbioldgica da carne.

O aumento da temperatura de maturacdo também favoreceu a fragmentacéo miofibrilar
e, logo, a maciez da carne, mas esse efeito foi maior nas amostras ndo-congeladas. No entanto,
0 aumento da temperatura também favoreceu o desenvolvimento microbiano na carne, sendo
nesse caso independente do pré-tratamento (amostras congeladas e nao-congeladas). Foi
observado uma reducéo de, pelo menos, 1 ciclo logaritmico na popula¢do microbiana da carne
embalada a vacuo quando irradiada com doses de 66,6 mJ/cm? de UV-C.

Concluiu-se que o uso da UV-C em carnes congeladas/descongeladas em associagao a
temperaturas maiores de maturacdo do que a convencional pode ser uma alternativa viavel para

acelerar o tempo de maturacédo da carne bovina.
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