AVALIAGAO DA CARCACA

Ana Maria Bridi
Caio Abércio da Silva

1.1 DEFINICAO DE CARCACA SUINA

Segundo a Associagdo Brasileira de Criadores de Suinos
(ABCS, 1973), carcaga ¢ o suino morto, despojado de visceras, inclu-
sive rins e gordura dos rins, cerdas e unhas, permanecendo a cabega,
extremidade dos membros, couro e cauda.

O Regulamento 2810/95 da Comunidade Comum Européia de-
fine carcaga como o suino abatido, sangrado e eviscerado e de que
tenham sido retiradas as cerdas ¢ unhas. Pode ser apresentada com
ou sem cabega, pés, banha, rins, rabo, diafragma, espinha medular,
mioleira, lingua e, nas fémeas, os mamilos.

1.2 PESO E RENDIMENTO DE CARCACA

O peso da carcaga pode ser obtido ao término imediato do aba-
te, definindo-se peso de carcaga quente, ou apds o resfriamento por 24
horas a 2+1 °C, representando o peso de carcaca resfriada. A medida
do peso da carcaca quente e resfriada permite estimar o rendimento
de carcaga e as perdas ocorridas durante o periodo de resfriamento.

Para o calculo dos respectivos rendimentos seguem as formulas
abaixo:
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- Rendimento de carcaga (%) = Peso da carcaga quente x 100

Peso vivo ao abate

- Perda de carcaga no resfriamento (%) =

100 — { Peso de carcaca resfriada x 100
Peso de carcaga quente

Através desta relagdo de perdas no resfriamento, tem-se um va-
lor importante que representa no frigorifico a porcentagem de perda
de 4gua da carcaca.

1.3 AVALIAGAO QUANTITATIVA DA CARCAGA

Com excecdo do peso da carcaga, que decorre da pesagem das
duas meias carcacas, as demais medidas devem ser realizadas na
meia carcaca esquerda.

As meias carcagas sao decorrentes da sec¢do completa da carca-
¢a, no sentido cranio-caudal, no centro da coluna vertebral, incluindo
demais tecidos moles. A cauda permanecerd ndo seccionada na meia
carcaga esquerda.

1.3.1 Comprimento da carcaca

O comprimento da carcaca ¢ medido a partir do bordo cranial
da sinfise pubiana até o bordo cranio ventral do Atlas (ABCS, 1973)
ou desde a borda cranial da sinfise pubiana até a borda cranial da 1°
costela (PORK WORLD, 2004a). O resultado deve ser expresso em
centimetros
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Figura 1
Medida do comprimento da carcaga

1.3.2 Escore muscular (conformacao)

O escore muscular ¢ uma avaliacdo subjetiva dos perfis das
carcacas ¢ demonstra o desenvolvimento das massas musculares. As
carcagas podem ser classificadas em cinco categorias, conforme a
Figura 2 (MEAT EVALUATION HANDBOOK, 2001).

As categorias de classificacdo do escore muscular sdo: 1 = car-
caga convexa; 2 = carcaga semi-convexa; 3 = carcaga retilinea; 4 =
carcaga concava e; 5 = carcaga subconcava
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Figura 2
Escore muscular de carcagas suinas
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1.3.4 Espessura de gordura subcutanea (toucinho)

Recomenda-se realizar as medidas de espessura de gordura
subcutanea nas carcacas resfriadas.

A Associacdo Brasileira de Criadores de Suinos (ABCS, 1973)
orienta medir a espessura de toucinho em trés pontos da carcaca: na
altura da primeira costela, na altura da tltima costela e na altura da
ultima vértebra lombar. As medidas devem ser realizadas perpen-
dicularmente a linha dorso-lombar, com auxilio de um paquimetro.
Uma extremidade do paquimetro deve ser colocada acima do cou-
ro, enquanto que a outra deve ser colocada na linha de separacao da
manta de toucinho com a carne.

Para determinar o local exato de cada medida deve-se contar
inicialmente o nimero de costelas da carcaca que pode variar de 14 a
17. Define-se como primeira costela aquela localizada na regido ante-
rior da carcaga. O local de medida da espessura de gordura na altura
da primeira costela deve ser na por¢cdo média da primeira vértebra
toracica. Para encontrar o local de medida parte-se do Atlas, contan-
do as sete vértebras cervicais. A vértebra logo a seguir ¢ a primeira
toracica.

O local de medida da espessura de toucinho na altura da ultima
costela deve ser na regido de inser¢do da ultima vértebra toracica
com a primeira lombar. Para estabelecer o local correto deve-se con-
tar sete vértebras cervicais e mais o nimero de vértebras toracicas
correspondente ao nimero de costelas encontradas.

A espessura de toucinho na altura da ultima vértebra lombar
deve ser medida no local da articulagcao da penultima vértebra lombar
com a ultima lombar. Para localizar o ponto de medida conta-se as
vértebras sacrais (que diferenciam-se das lombares porque sao solda-
das entre si), sendo que a proxima vértebra sera a ultima lombar.

A espessura de toucinho ¢ expressa em milimetros ou centime-
tros.
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Localizagao dos pontos anatémicos utilizados como referéncia para medir a
espessura de gordura
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1.3.5 Profundidade do misculo Longissimus dorsi e espes-
sura de toucinho

A profundidade do musculo Longissimus dorsi, ou area de olho
de lombo, e a espessura de toucinho sdo medidas na altura da ultima
costela, na regido de inser¢ao da ltima vértebra toracica com a pri-
meira lombar a seis centimetros da linha média de corte da carcaca
(ponto P2). Os valores, obtidos com o auxilio do paquimetro, devem
ser expressos em milimetros. Para a correta avaliagdo da profundida-
de do musculo Longissimus dorsi, o paquimetro devera ser orientado
a partir do ponto P2 perpendicularmente até o limite extremo oposto
do musculo, conforme mostra a Figura 4.

Com os valores obtidos das medidas supracitadas ¢ possivel es-
timar o rendimento de carne e a quantidade de carne na carcaga. Estas

Figura 4
Medida da profundidade do musculo Longissimus dorsi
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estimativas decorrem do desenvolvimento de equagdes de regressao
definidas pelo estabelecimento de uma relagio entre as medidas de
espessura de gordura e a profundidade do lombo com os dados de
quantidade, em quilogramas, de tecido muscular e gordura de varias
carcagas. As equagdes obtidas, portanto, sdo diferentes de acordo com
as caracteristicas de cada genética, peso ao abate, manejo alimentar,
sexo, etc., de tal forma que estas devem ser refeitas no minimo a cada
dois anos dadas as mudancgas que se observam nas carcagas.

Para fins de pesquisa seguem as formulas descritas por Guidoni
(2000) que permitem calcular o rendimento de carne e a quantidade
de carne na carcaga:

Rendimento de carne na carcaga resfriada (%) = 65,92 — [ (0,685
x espessura de toucinho mm) + (0,094 x profundidade do musculo

mm) — (0,026 x peso da carcaca resfriada kg)]

Figura 5
Medida da espessura de gordura
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Quantidade de carne resfriada (kg) = 7,38 — (0,48 x espessura
de toucinho mm) + (0,059 x profundidade do musculo mm) + (0,525
X peso da carcacga quente kg)

A porcentagem e a quantidade de carne magra na carcaga, em
quilogramas, podem também ser estimadas utilizando as equacdes
propostas por Irgang (2004)

Rendimento de carne (%) = 60 — (espessura de toucinho mm x
0,58) + (profundidade do musculo mm x 0,10)

Quantidade de carne na carcaca (kg) = (peso de carcaga resfria-
da kg x rendimento de carne) < 100.

1.3.6 Area do miisculo Longissimus dorsi e area de gordura

A medida da 4rea do musculo Longissimus dorsi (ou area de
olho de lombo) deve ser realizada na altura da ultima costela (na re-
gido de insercdo da ultima vértebra tordcica com a primeira lombar).
Limpa-se a area do musculo Longissimus dorsi com a faca e cobre-se
este com filme de polietileno de baixa densidade. Sobre o filme de
polietileno coloca-se um papel vegetal e desenha-se, com caneta de
retroprojetor de ponta fina, o contorno do lombo, ndo incluindo os
outros musculos (ABCS, 1973).

A érea desenhada (Figura 6) pode ser determinada utilizando-
se a contagem de pontos, com o auxilio de um papel milimetrado, ou
através de planimetro ou ainda utilizando o Software de engenharia
AutoCAD®. O valor da medida deve ser expresso em cm?.

Para determinar a 4rea do musculo Longissimus dorsi com
auxilio de papel milimetrado, deve-se colocar o desenho do mus-
culo sobre o papel milimetrado (Figura 7), fazendo com que o
maior nimero de pontos fique localizado dentro da area demar-
cada. Apds, faz-se a contagem dos pontos localizados dentro da
area. Cada ponto representa 1 (um) centimetro quadrado. Assim,
se foram contados 42 pontos, a area equivalente sera de 42 cm?.

Outra maneira de determinar a area seria a captura da imagem
da area de olho de lombo com o auxilio de camera fotografica digital.
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Figura 6
Desenho da area do musculo Longissimus dorsi

Sobre o musculo coloca-se um papel com dimensdes conheci-
das (Figura 8) ¢ obtém-se a foto. A area pode ser calculada por cor-
relacdo com a area do papel que ¢é previamente conhecida. Contudo,
para estabelecimento desta correlagdo deve-se recorrer ao uso de um
planimetro ou do Software de Engenharia AutoCAD®, medindo-se
as areas do lombo e do papel (padrdo) com as dimensdes previamente
conhecidas.
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Figura 7

Papel milimetrado utilizado para determinagao da area de olho de lombo
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Figura 8
Preparo da amostra para obtengéo da fotografia para determinagéo da area
do masculo Longissimus dorsi

1.3.7 Relacao area do Longissimus dorsi e peso de carcaca

Devido a alta correlacdo existente entre a area do musculo Lon-
gissimus dorsi e o peso da carcaga resfriada, € importante estabelecer
a relacdo entre estes dois parametros. Por exemplo, uma carcaca de
76 kg com 38 cm? de area de musculo apresentara uma relagdo de
0,50, enquanto que uma carcaga com 81 kg e area de musculo de 40
cm’ a relag@o sera de 0,49, ou seja, por quilo de suino, a primeira
carcaca apresenta maior proporc¢ao de area de musculo Longissimus
dorsi.
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1.3.8 Area da gordura

Para a avaliagdo da area de gordura no corte 0 mesmo proce-
dimento utilizado para a obten¢do do desenho da area do musculo
Longissimus dorsi se aplica a gordura subcutanea (Figura 9).

A delimitagdo da area da gordura segue a orientagdo da ABCS
(1973). Inicialmente deve-se localizar no corte o segmento da coste-
la remanescente. Identificada a por¢ao da costela serrada, localiza-se
o centro deste corte (ponto A) e a partir deste localiza-se o ponto mais
distante do musculo Longissimus dorsi no corte (ponto B). Do ponto
B reconhece-se o outro ponto mais distante no musculo (ponto C).
Do ponto B dirige-se um trago imaginario que deve cruzar a linha
do couro de maneira perpendicular, formando com a linha deste um
angulo de 90°C. Neste limite fica definido o ponto D. Ligando o pon-
to B ao ponto D, tem-se um dos limites da gordura que tera sua area
aferida. O outro limite ¢ obtido por meio de um compasso. Fixa-se o

Ponto C
Ponto mais distante do ponto B

2° limite da gordura

Ponto B
Ponto mais distante do

Figura 9
Determinagao da area de gordura
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centro do compasso no ponto B, desloca-se seu brago até o ponto C
e traga-se com o instrumento uma linha até o extremo do couro. Esta
identificacdo define o segundo limite da gordura.

Conhecida a area a ser medida, pode-se utilizar para sua avalia-
¢do um planimetro ou o software de engenharia AutoCAD®. O valor
da area devera ser expresso em cm?,

1.3.9 Relagao carne/gordura

Com os valores de area do musculo Longissimus dorsi e da
gordura, calcula-se a relagao carne/gordura, de acordo com a formula
abaixo:

Relagdo carne/gordura = Area do mtisculo Longissimus dorsi (cm?)
Area da gordura subcutanea (cm?)

1.4 PESO DOS PRINCIPAIS CORTES
1.4.1 Pernil

O corte do pernil deve ser obtido seccionando-se a articulacdao
entre a ultima e a penultima vértebra lombar, perpendicularmente
a linha dorsal da carcaga. O pernil deve ser pesado completo, com
cauda, pata sem unha e sem nenhum retoque na carne e na gordura
(ABCS, 1973).

1.4.2 Paleta

O corte da paleta ¢ obtido através de um corte entre a segunda e
a terceira costela, limitando-se da cartilagem superior da escapula até
a articulacdo radio-carpo-ulnar (PORK WORLD, 2004a).
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1.4.3 Sobrepaleta

E um corte constituido pelas massas musculares que formam o
pescoco. E obtido pela separacdo das massas musculares das vérte-
bras cervicais (PORK WORLD, 2004a).

1.4.4 Barriga

E um corte composto pelas massas musculares, gordura e pele
do flanco do suino. O corte € obtido pela separacao da regido do vazio
do pernil e do dorso (PORK WORLD, 2004a).

1.4.5 Costela

E um corte obtido apés a retirada da pele e da porgdo toracica
da barriga e da separagdo da paleta, a costela ¢ desmembrada de suas
porg¢des toracicas logo abaixo das massas musculares do dorso atra-
vés do corte a serra (PORK WORLD, 2004b).

1.4.6 Rendimento dos cortes

Para estimar o rendimento dos cortes, utiliza-se a seguinte for-
mula:
Rendimento do corte (%) = Peso do corte x 100
Peso da meia carcaca resfriada
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AVALIAGAO QUALITATIVA

Ana Maria Bridi
Caio Abércio da Silva

2.1 MEDIDA DE pH

As medidas de pH sdo comumente realizadas nos musculos Se-
mimembranosus e no Longissimus dorsi (na altura da Gltima costela)
45 minutos ap6s o abate (pH inicial) e depois do periodo de 24 horas
de resfriamento da carcaca a 2 £1 °C (pH final).

O pH ¢ medido com o auxilio de um pHmetro portatil, com
eletrodo de inser¢ao. Deve-se, previamente, com uma faca, perfurar
o couro, a manta de gordura e a carne antes de inserir o eletrodo no
musculo para se fazer a leitura (Figura 10).

O pH final da carne in natura pode ser medido utilizando a
técnica do potencidometro, descrita pelo LANARA (1981). A técnica
consiste em misturar 50 g da amostra homogenizada com 10 mL de
agua destilada recentemente ou deionizada (pH 7), seguindo-se com
a leitura da amostra em pHmetro de bancada.
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Figura 10
Medida do pH na altura da dltima costela

2.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras deverdo ser coletadas na carcaga resfriada (por
24 horas a 2+1 °C). Secciona-se a carcaga entre a ultima vérte-
bra tordcica com a primeira lombar e retira-se, no sentido cau-
dal-cranial, uma amostra de aproximadamente 30 cm do mus-
culo Longissimus dorsi. Deve-se atentar para a identificacdo
no frigorifico das por¢des cranial e caudal da amostra coletada.

As amostras deverdo ser embaladas em sacos plasticos de po-
lietileno, identificadas e armazenadas em caixas térmicas com gelo
para serem transportadas até o laboratério.

No laboratério, o musculo deve ser seccionado, seqiiencial-
mente, através de cortes transversais, retirando-se amostras (bistecas)
de aproximadamente 2,5 cm de espessura. As amostras devem ser
embaladas e identificadas com o tratamento, a repeti¢ao e o destino
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da analise a ser executada. Para evitar variagdes dentro do mesmo
musculo, recomenda-se coletar as amostras para uma determinada
analise no mesmo ponto do musculo em todos os animais (por exem-
plo, no sentido cranio-caudal, a primeira amostra serd utilizada para
analise de perda de 4gua por gotejamento, a segunda para analise da
maciez, a terceira para andlise sensorial, e assim sucessivamente).

Figura 11
Exemplo de coleta de amostras do masculo Longissimus dorsi
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2.3 PERDA DE AGUA POR GOTEJAMENTO

A técnica utilizada para medir a perda de agua por gotejamento
foi descrita por Boccard et al. (1981). A avaliagdo deve ser realiza-
da utilizando-se amostras do musculo Longissimus dorsi retiradas da
carcaca resfriada por 24 horas a 2+1 °C. Todas as amostras devem ser
retiradas do mesmo ponto da carcaga, evitando-se as variagdes dentro
do mesmo musculo. Cada amostra (bife) deve possuir uma espessura
de aproximadamente 2,0 cm. A andlise deve ser realizada o mais ra-
pido possivel para evitar que ocorra perda excessiva de agua durante
o transporte da amostra do frigorifico até o laboratorio.

Deve-se retirar os tecidos 6sseo e adiposo e os musculos espi-
nhais e multifido, permanecendo somente a fascia que recobre o mus-
culo Longissimus dorsi. As amostras, uma a uma, devem ser pesadas
em balanga semi-analitica com no minimo 2 (duas) casas decimais
e suspensas em um gancho feito de arame galvanizado em forma de
“S” para que uma extremidade sustente a carne e a outra fique presa
nas grades da geladeira. As amostras devem ser colocadas dentro de
sacos de polietileno que, por sua vez, deve ser colocado dentro de
outro saco, formando paredes duplas para evitar a desidratacdo das
amostras na geladeira (Figura 12). Os sacos devem ser fechados sob
pressdo atmosférica e suas extremidades superiores amarradas com
fio. Deve-se ter o cuidado para que as amostras ndo fiquem em con-
tato com as paredes dos sacos plasticos.

As amostras devem permanecer por 48 horas sob refrigeragdo a
4 °C. Apos este periodo, estas sdo retiradas da geladeira, evitando-se
que as amostras entrem em contato com o liquido exsudado pela car-
ne. Enxuga-se suavemente as amostras com toalha de papel e pesa-se
novamente.

Perda de dgua por gotejamento (%) =

100 — { Peso final da amostra x 100
Peso inicial da amostra
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Figura 12
Amostras acondicionadas em sacos de polietileno inflados para analise da
perda de agua por gotejamento

2.4 COR DO MUSCULO

A cor deve ser determinada na carne resfriada 24 horas apos o
abate. Ap0s o corte, a amostra deve ficar exposta ao ar por um periodo
de 15 a 20 minutos para permitir a oxigenagao do misculo. A amostra
deve possuir no minimo 1,5 cm de espessura para evitar que sua ava-
liacdo ndo seja influenciada pela cor que estd no fundo da amostra.

A cor da carne pode ser medida subjetivamente utilizando-se
um painel de cores, conforme ¢ apresentado na Figura 13 (MEAT
EVALUATION HANDBOOK, 2001).

A avaliacdo da cor através do aparelho portatil colorimetro, ba-
seado nos sistemas de cor Hunter Lab ou CIELAB, ¢ mais objetivo.
No sistema CIELAB o colorimetro avalia a cor pela reflectancia da
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1 2 3 4 5 6
Figura 13
Escala de cor da carne suina

luz em trés dimensoes: L*, que representa a luminosidade (valor L*,
ou value ou brightness); e a* e b* que representam a saturag¢do (croma
ou pureza) e a tonalidade (cor ou hue). A Figura 14 representa os va-
lores espaciais de L*, a* e b* no sistema CIELAB (MINOLTA, 1998).

O valor de L* igual a zero corresponde ao preto e 100 ao bran-
co. Os valores de a* variam de -a* (verde) até +a* (vermelho). Os
valores de b* variam de -b* (azul) a +b* (amarelo).

O croma (saturagdo) da carne indica a pureza da cor, o quanto
esta diferente da cor cinza (cor viva ou fosca). O valor do croma ¢
zero no centro da Figura 14 e aumenta de acordo com a distancia em
relagdo ao centro.

Croma = (a**+b*?) *

Formula para calculo do croma no programa excel =
((@*"2)+(b*"2))"0,5

A tonalidade (cor) ¢ o atributo pela qual se indentificam as cores
(violetas, azul, amarelo, laranja, vermelho e pirpura). E a percepgao
da absor¢io da energia radiante em vérios comprimentos de onda. E
expressa em graus. Representa o angulo formado com o eixo x (valor

a*). O angulo de 0° corresponde ao vermelho (+a*), 90° ao amarelo
(+b*), 180° ao verde (-a*) e o angulo de 270° 4 cor azul (-b*).

Tonalidade (h) = tan™! (a_*)
b*
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Formula para calcular a tonalidade em radianos em no progra-
ma Microsoft Office Excel= (ATAN2(a*;b*))

Formula para calcular a tonalidade em radianos em no progra-
ma Microsoft Office Excel= GRAUS (valor de h em radianos)

Para cada amostra deve-se realizar trés leituras. Para a analise
estatistica usa-se o valor médio de cada amostra.

Vermelho
+a*

Figura 14

Representacao das cores para L*, a* e b* no espacgo de cores
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2.5 CLASSIFICACAO DA CARNE EM NORMAL, PSE, DFD E RN

A metodologia descrita a seguir para classificagdo da carne em
normal, PSE (do inglés pale, soft and exudative, ou seja, carne de cor
clara, de textura mole e com baixa capacidade de reten¢do de dgua),
DFD (do inglés dark, firm and dry, ou seja, de cor escura, de textura
firme e com alta capacidade de reten¢do de dgua) e RN (Carne Rendi-
mento Napole ou 4cida) foi baseada nas metodologias propostas por
Warner et al. (1997) e Channon et al. (2000).

A carne suina sera classificada como normal quando apresentar
valor de pH inicial igual ou superior a 5,8; pH final inferior a 6,0;
valor de L* maior que 43 e menor que 49 e perda de agua por gote-
jamento menor que 5 %. A carne sera classificada como PSE quando
apresentar valor de pH inicial inferior a 5,8; pH final igual ou menor
que 5,6; valor de L* maior que 50 e perda de 4gua por gotejamento
maior que 5 % (Figura 15).

Figura 15
Carne PSE (amostra da esquerda) e Normal (amostra da direita)
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Tabela 1
Classificagdo da carne suina em Normal, PSE, DFD e RN
pH inicial pH final Cor L* Perda de agua

(sistema por gotejamento
CIELAB)

Normal Igual ou maior Menor que 6,0 Maior que 43 Menor que 5 %

que 5,8 Menor que 49
PSE Menor que 5,8 lgual ou menor | Maior que 50 Maior que 5 %
que 5,6
DFD Maior que 6,0 Menor que 42 | Menor que 5 %
RN Menor que 5,4 Maior que 5 %

A carne que apresentar valor de pH final superior a 6,0, valores de
L* menor que 42 e perda de 4gua por gotejamento menor que 5 %
sera considerada como DFD. Por fim, serdo consideradas carnes RN
aquelas que apresentarem pH final inferior a 5,4 e perda de agua por
gotejamento maior que 5 %.

2.6 MARMOREIO

O grau de marmorizagdo (marmoreio), que representa a quan-
tidade de gordura depositada dentro do musculo, contribui com a su-
culéncia e o flavour da carne e de seus produtos.

O grau de marmoreio da carne pode ser determinado com au-
xilio de padrdes fotograficos, utilizando-se escalas de valores numé-
ricos. A Figura 16 (MEAT EVALUATION HANDBOOK, 2001) re-
presenta uma escala de marmoreio que varia de um a sete, sendo que
carne com valor um apresenta somente tragos de marmoreio e valor

sete com marmoreio excessivo.
U ESD  Te D P
1 2 3 4 5 6

Figura 16
Escala de grau de marmoreio da carne suina

~
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2.7 PERDA DE LIQUIDO NO DESCONGELAMENTO E

NA COCCAO

Devem ser retiradas amostras (bifes) de aproximadamente 2,5
cm de espessura do musculo Longissimus dorsi, obtidas sempre no
mesmo ponto, para se evitar variagdes na maciez da carne que ocorrem
naturalmente ao longo do musculo. As amostras devem ser embala-
das em sacos de polietileno, identificadas e congeladas até a analise.

As amostras congeladas devem ser pesadas, embaladas em sa-
cos de polietileno, identificadas e armazenadas em geladeira domés-
tica por 24 horas a 4 °C para descongelarem. Colocam-se as amostras
na geladeira em bandejas plasticas, evitando-se empilha-las. Apés 24
horas, retiram-se as amostras da geladeira, enxugam-se levemente com
toalha de papel e pesam-se novamente as amostras. Antes de assar, as
amostras devem permacer por 30 minutos na temperatura ambiente.

As amostras devem ser assadas em forma com grelha forrada
com papel aluminio para ndo as marcar. O papel aluminio deve ser
perfurado de espago em espago, em varios pontos, para evitar o acu-
mulo de agua. O forno ¢ primeiramente aquecido por 20 minutos a
170 °C. Usar sempre o mesmo numero de amostras ¢ um representan-
te de cada tratamento por fornada. Nao é recomendado assar mais de
quatro amostras por vez.

As amostras sdo assadas, sem a adi¢do de qualquer condimen-
to, até que a temperatura interna atinja 40 °C. Na seqiiéncia, as amos-
tras sdo viradas e mantidas no forno até que alcancem a temperatura
interna de 71 °C. Retiram-se as amostras do forno e aguarda-se até
que estas atinjam a temperatura ambiente. A seguir, as amostras sao
embaladas e deixadas por mais 24 horas na geladeira ou até que a
temperatura no interior da peca esteja em 4 °C, quando, entdo, serdo
novamente pesadas.

Na Figura 17 esta representado o fluxograma do processo de
determinacgdo das perdas de liquido no descongelamento e na cocgao.

As perdas de liquido no descongelamento (PLD) e na cocgao
(PLC) sao expressas em porcentagem de agua perdida em relacao ao
peso original da amostra, utilizando as formulas a seguir:
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PLD (%) =

(Peso da amostra congelada — Peso da amostra descongelada) x 100
Peso da amostra congelada

PLC (%) =

(Peso da amostra descongelada — Peso da amostra assada) x 100
Peso da amostra descongelada

| Pesar amostra congelada |

A\ 4
|Desconge|ar as amostras por 24 horas a 4 °C

| Pesar amostra descongelada |

v
[ Perda de liquido no descongelamentol

v
|Manter em temperatura ambiente por meia hora|

y
Assar a carne em forno pré-aquecido até que
atinja a temperatura interna de 71 °C

v
[Manter por 24 horas a temperatura de 4 °C|

[Pesar as amostras assadas]

v
[Perda de liquido na coccao|

Figura 17

Fluxograma das analises de perda de agua por descongelamento e cocgao
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2.8 ANALISE DA FORCA DE CISALHAMENTO DA CARNE

As amostras que serdo utilizadas para avaliar a for¢a de cisa-
lhamento da carne suina, apos assadas, conforme descrito no Item
2.7, deverao permanecer por 24 horas em geladeira doméstica a 4 °C.

As subamostras sdo obtidas através da sec¢do do musculo
paralelo ao sentido da fibra muscular. Para tanto, pode-se usar um
amostrador cilindrico de 1,27 cm de didmetro para retirar as amostras
paralelamente ao sentido da fibra (Figura 18) ou cortar as amostras
com o auxilio de uma faca, obtendo-se subamostras de 1,5 cm de
largura, 1,5 cm de espessura por 2,5 cm de comprimento (sentido da
fibra que corresponde a espessura do bife). De cada amostra (bife)
deve-se retirar no minimo 6 € no maximo 8 subamostras. Subamos-
tras que apresentarem muito tecido conectivo ou outro tipo de falha
devem ser descartadas.

Figura 18
Amostrador utilizado para coleta das subamostras para analise da maciez
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A forga de cisalhamento pode ser obtida pelo aparelho War-
ner-Bratzler Shear ou utilizando-se uma lamina com corte em “V”
invertido, acoplada ao aparelho texturometro (Figura 19). Para o
texturOmetro, as velocidades recomendadas para a carne suina sdo:
velocidade de pré-teste de 5 mm/seg, no teste 2 mm/seg € no poOs-
teste de 5 mm/seg. O aparelho deve estar programado para percor-
rer 25 mm, ao final das trés fases do procedimento. A lamina deve
cortar a subamostra no sentido perpendicular a fibra muscular.

Para analise estatistica o animal devera ser considerado a uni-
dade experimental, entdo deve-se usar a média aritmética da forca
de cisalhamento obtida das subamostras de um bife como valor da
repeticao.
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i
M

Figura 19
Lamina reta em corte em “V” invertido acoplada ao aparelho Texturémetro




ANALISE SENSORIAL DA CARNE

Ana Maria Bridi
Caio Abércio da Silva

Serdo descritos dois processos de andlise sensorial, classifica-
dos como M¢étodos Discriminativos, que permitem estabelecer di-
ferencas quantitativas ou qualitativas entre carnes provenientes de
distintos tratamentos (ABNT, 1993).

Estes Métodos Discriminativos, contudo, somente garantem a
verificagdo de diferengas notaveis entre as amostras. O Teste de Com-
parag¢do Pareada € utilizado para analisar duas amostras e o Teste de
Ordenacgdo permite comparar trés ou mais amostras.

3.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

Independentemente do método utilizado para realizar a analise
sensorial, o preparo das amostras deve seguir um padrao uniformiza-
do. O corte mais indicado ¢ o do musculo Longissimus dorsi (lombo),
J& que apresenta um tamanho relativamente grande, sendo possivel
retirar amostras homogéneas. E importante que em todos os suinos
analisados as amostras de carne sejam obtidas na mesma altura do
musculo, evitando variagdes nos resultados dentro do proprio mus-
culo.
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As amostras devem ser compostas de bifes de 2,5 cm de espes-
sura, desprovidos de ossos, gordura extramuscular e do tecido con-
juntivo que envolve a carne.

As amostras devem ser identificadas, de preferéncia, com pla-
cas de metal que agilientam as altas temperaturas do forno. Para cada
fornada, deve-se assar uma amostra de cada tratamento, evitando-se
assim possiveis erros provenientes no preparo das amostras.

As amostras devem ser assadas em forma com grelha forrada
com papel aluminio para ndo as marcar. O papel aluminio deve ser
perfurado de espago em espago, em varios pontos, para evitar o acu-
mulo de 4agua. O forno ¢ primeiramente aquecido por 20 minutos a
170 °C. Usar sempre o mesmo nimero de amostras. Nao ¢ recomen-
dado assar mais de quatro amostras por vez.

Figura 20
Preparo das amostras para a andlise sensorial
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As amostras sdo assadas, sem a adi¢do de qualquer condimen-
to, até que a temperatura interna atinja 40 °C. Na seqiiéncia, as amos-
tras sdo viradas e mantidas no forno até que alcancem a temperatura
interna de 71 °C. Durante o preparo das amostras, as mesmas devem
ser trocadas de posi¢ao na forma para minimizar as possiveis diferen-
cas de temperatura que ocorrem dentro do forno.

3.2 TESTE DE COMPARAGAO PAREADA

O Teste de Comparacao Pareada indica se existe diferenca entre
duas amostras (tratamentos) para um determinado atributo sensorial
(ABNT, 1994a). Neste teste sdo apresentadas duas amostras e o pro-
vador devera dizer qual possui a maior intensidade da caracteristica
avaliada.

O numero de provadores deve ser superior a 30 e as amostras
devem ser servidas nas combinagdes AB e BA. Na Figura 21 esta
exemplificado um modelo de ficha empregada nesta avaliagao.

Por exemplo, para saber qual ¢ a carne mais macia entre amos-
tras provenientes de suinos machos inteiros (amostra A) ¢ de ma-
chos castrados (amostra B), utilizou-se 40 provadores. Para a analise
das fichas deve-se somar o numero de provadores que escolheram a
amostra A como a mais macia € o numero de provadores que esco-
lheram a amostra B. Deste total, 29 acharam a carne da amostra B
mais macia e 11 provadores acharam a carne da amostra A. A analise

Analise da maciez da carne através do
Teste de Comparagao Pareada
Prove as amostras de carne codificadas, da esquerda para a direita, e
identifique com um circulo a amostra mais macia.

Figura 21
Exemplo de uma ficha utilizada no Teste Comparagao Pareada
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¢ baseada se o pesquisador sabe ou ndo a priori qual das amostras
deveria ser a mais macia. Caso ele tenha esta informagao, deve-se
utilizar os dados da Tabela 2 (Teste Pareado Monocaudal). Caso ndo
saiba previamente qual amostra deveria ser mais macia, deve-se uti-
lizar a Tabela 3 (Teste Pareado Bicaudal).

Neste exemplo, esperava-se que os suinos machos castrados
apresentassem a carne mais macia, entdo, o nimero minimo de res-
postas corretas para estabelecer a diferenca significativa no nivel de
5 % de probabilidade, utilizando-se a Tabela de Teste Pareado Mo-
nocaudal, ¢ 26. Como o niimero encontrado na andlise sensorial (29)
foi superior ao tabelado, conclui-se que a carne proveniente de suinos
machos castrados ¢ mais macia que a dos animais inteiros.



Analise sensorial da carne 35

Tabela 2
Minimo de respostas corretas necessarias para estabelecer significancia no
Teste Monocaudal (Diferenga)

Nivel de probabilidade
Nimero de provadores 5% 1% 0,1%
30 20 22 24
31 21 23 25
32 22 24 26
33 22 24 26
34 23 25 21
35 23 25 27
36 24 26 28
37 24 21 29
38 25 21 29
39 26 28 30
40 26 28 31
41 27 29 31
42 27 29 32
43 28 30 32
44 28 31 33
45 29 31 34
46 30 32 34
47 30 32 35
48 31 33 36
49 31 34 36
50 32 34 37
60 37 40 43
70 43 46 49
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Tabela 3
Minimo de respostas corretas necessarias para estabelecer significancia no
Teste Bicaudal (Preferéncia)

Nivel de probabilidade
Nimero de provadores 5% 1% 0,1%
30 21 23 25
31 22 24 25
32 23 24 26
33 23 25 27
34 24 25 27
35 24 26 28
36 25 21 29
37 25 21 29
38 26 28 30
39 21 28 31
40 27 29 31
41 28 30 32
42 28 30 32
43 29 31 33
44 29 31 34
45 30 32 34
46 31 33 35
47 31 33 36
48 32 33 36
49 32 34 37
50 33 35 37
60 39 41 44
70 44 47 50
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3.3 TESTE DE ORDENAGAOQ

No Teste de Ordenagdo ¢ possivel comparar mais de dois tra-
tamentos com relagdo a um unico atributo (ABNT, 1994b). Deve-se
utilizar nesta avaliacdo no minimo 30 provadores.

O numero de amostras testadas por provador deve ser igual ao
numero de tratamentos que se quer avaliar. As amostras devem ser
apresentadas ao provador (Figura 22) e este deve ordena-las em or-
dem crescente ou decrescente do atributo que estd sendo avaliado.
Como por exemplo, ordenar as amostras da mais suculenta para a
menos suculenta (Figura 23).

Os resultados da analise sensorial devem ser submetidos ao tes-
te de Friedman, utiizando-se a Tabela de Newel e Mc Farlane (DU-
TCOSKY, 1996), que indica a diferenga critica entre os totais de or-

Figura 22
Apresentacao das amostras para o Teste de Ordenagao
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Analise da suculéncia da carne
através do Teste de Ordenacgéo
Prove as amostras, da esquerda para a direita, e
ordene-as em ordem decrescente de suculéncia.

C ) () « ) ()

Mais suculenta Menos suculenta

Figura 23

Exemplo de uma ficha utilizada no Teste de Ordenagéo

denacao de acordo com o nimero de tratamentos testados e o nimero
de julgamentos obtidos.

Por exemplo, foi realizado o Teste de Ordenacdo para avaliar a
suculéncia da carne de suinos tratados com 0, 10, 20 e 30 ppm de rac-
topamina na ragdo. As amostras foram ordenadas da mais suculenta
para a menos suculenta por 40 provadores que atribuiram nota 1 (um)
para mais suculenta e 4 (quatro) para a menos suculenta.

O primeiro passo ¢ somar as notas atribuidas pelos provadores
para cada tratamento e calcular as diferengas encontradas entre os
tratamentos, conforme exemplificado na Tabela 4.

Segundo a Tabela Newell e Mac Farlane (Tabela 5), a dife-
renga critica entre os totais de ordenacdo, para quatro amostras e 40
provadores, ¢ 30 (trinta). Assim, se a diferenca entre os totais de or-
denacdo for maior ou igual a 30, existe diferenca significativa entre
os tratamentos ao nivel de significancia de 5 %.



Tabela 4
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Tabulagao das fichas dos avaliadores

Nota atribuida pelos provadores

Tratamento 1 | Tratamento 2 | Tratamento 3 | Tratamento 4
0 ppm 10 ppm 20 ppm 30 ppm

ractopamina | ractopamina | ractopamina | ractopamina
Provador 1 2 1 3 4
Provador 2 1 3 2 4
Provador 3 1 4 2 3
Provador 4 2 1 4 3
Provador 5 3 1 2 4
Provador 40 1 2 3 4
Total 63 86 116 144
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Tabela 5

Diferencas criticas entre os totais de ordenacao. Tabela de Newell e Mac Far-
lane para analise do teste de ordenagao para o nivel de significancia de 5 %.

Nimero de tratamentos avaliados

Nimero de provadores 3 4 5 6 ) 8
29 18 26 33 41 49 57
30 19 26 34 42 50 58
31 19 21 34 42 51 59
32 19 217 35 43 51 60
33 20 27 36 44 52 61
34 20 28 36 44 53 62
35 20 28 37 45 54 63
36 20 29 37 46 55 63
37 21 29 38 46 55 64
38 21 29 38 47 56 65
39 21 30 39 48 57 66
40 21 30 39 48 57 67
41 22 31 40 49 58 68
42 22 31 40 49 59 69
43 22 31 41 50 60 69
44 22 32 41 51 60 70
45 23 32 41 51 61 71
46 23 32 42 52 62 72
47 23 33 42 52 62 72
48 23 33 43 53 63 73
49 24 33 43 53 64 74
50 24 34 44 54 64 75
55 25 35 46 67 67 78
60 26 37 48 73 79 82
65 27 38 50 76 73 85
70 28 40 52 76 76 88
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Tratamento 1 —Tratamento 2 =63 —86 =23 (ndo diferem entre si)
Tratamento 1 — Tratamento 3 = 63 — 116 = 53 (diferem entre si)
Tratamento 1 — Tratamento 4 = 63 — 144 = 81 (diferem entre si)

Tratamento 2 — Ttratamento 3 = 86 — 116 = 30 (diferem entre si)
Tratamento 2 — Tratamento 4 = 86 — 144 = 58 (diferem entre si)

Tratamento3—Tratamento4=116—144=28(naodiferementresi)

Conclui-se que as carnes de suinos dos tratamentos sem rac-
topamina e com inclusdao de 10 ppm de ractopamina na ragao foram
mais suculentas, seguidas dos tratamentos com 20 e 30 ppm, que nao
diferiram estatisticamente entre si (Tabela 6).

Tabela 6

Andlise sensorial da suculéncia da carne de suinos submetidos a niveis
crescentes de ractopamina na ragao

Tratamentos 0 ppm de 10 ppm de 20 ppm de 30 ppm de
ractopamina | ractopamina | ractopamina | ractopamina
Valores 63a 86a 116b 144b
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ANALISE DE COLESTEROL EM CARNES

Nilson Evelazio de Souza
Jesui Vergilio Visentainer

Colesterol ¢ um tipo de gordura produzido pelo figado a partir
da Acetil-CoA (forma endogena). Ele também ¢ obtido da dieta (for-
ma exogena) proveniente de alimentos como ovos, carnes, derivados
de carnes e derivados de leite. Quando ha a ingestao destes alimentos
freqiientemente, a taxa de colesterol no sangue aumenta. Alimentos
ricos em gorduras saturadas podem também elevar a taxa de coles-
terol no sangue, porque seu figado transforma as gorduras saturadas
em colesterol. O colesterol ¢ transportado no sangue em diferentes
tipos de pacotes chamados de lipoproteinas. A por¢ao do colesterol
LDL (low-density-lipoprotein = lipoproteina de baixa densidade),
transporta o colesterol para o organismo. A porcao do colesterol HDL
(high-density lipoprotein = lipoproteina de alta densidade), remove o
colesterol da corrente sangiiinea.

O colesterol (C27H460) ¢ um dos mais importantes esteroi-
des encontrados nos tecidos animais. Em média, 1,0% do peso (base
seca) do corpo humano ¢ representado pelo colesterol.

O colesterol ¢ uma substancia do tipo lipidio-derivado ou lipi-
dio-esterdide presente, predominantemente, nas gorduras animais. E
o precursor para a sintese de hormonios e vitamina D3 e constituinte

essencial das membranas celulares.

O colesterol, que tem como estrutura basica o nucleo de ciclo-
pentano-per-hidrofenantreno, apresenta certa dificuldade no estabe-
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lecimento desta estrutura basal, pois 0 mesmo contém oito centros
quirais. Isto significa que existem 28 ou 256 formas estereoisoméri-
cas possiveis para a estrutura basica, e somente uma delas correspon-
de ao colesterol. A estrutura da molécula de colesterol ¢ mostrada na
Figura 24.

W ot

Figura 24

Estrutura do colesterol plana e conformagao em cadeira.

Esteréides sdo derivados do sistema de anéis de peridrociclo-
pentanofenatreno. Sua estrutura caracteristica ¢ o nticleo esterdide
constituido por 4 anéis fundidos: 3 anéis com 6 atomos de carbono e
um com 5 atomos de carbono. Sdo uma classe que contém um grupo
hidroxila (OH) em C3 e uma cadeia alifatica de pelo menos 8 4tomos
de carbono ligada em C17, que ¢ numerada de 20 a 27, como uma
continuagdo do nucleo esterdide, além de uma dupla ligagdo no anel
B entre as posigdes 5 e 6. O grupo hidroxila e a cadeia hidrocarbonica
estdo em orientacdo B em relagdo ao nucleo esterdide plano.

Os esterdis sao classificados segundo a sua origem em zooste-
rois (origem animal), fitosterois (origem vegetal) e micosterdis (pro-
veniente de microorganismos) (Figura 25).

Uma das importantes caracteristicas do colesterol ¢ a facilidade
na formagao de seus produtos de oxidagao (Figura 26).

Produtos da oxidagdo do colesterol tém sido estudados por
produzir uma variedade de efeitos biologicos adversos, tais como
inibicdo da biossintese do colesterol, aterogénese, citotoxicidade,
mutagénese e carcinogénese. Até pouco tempo, o conhecimento da
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ZOOSTEROIS
HO HO
Colesterol 7- Deidrocolesterol
FITOSTEROIS
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CoHp CoHs
HO HO
B - Sistosterol Estigmasterol
MICOSTEROL
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CH3j
HO
Ergosterol

Figura 25

Esterdis classificados conforme a sua origem.

ocorréncia de produtos da oxidacdo do colesterol em alimentos foi
escasso devido a limitagdes na metodologia, as baixas concentragdes
nas quais ocorrem em alimentos e as mudangas na sua composi¢ao
durante o isolamento e a quantificagdo. A oxidagdo do colesterol em
carne bovina (bife) ocorreu em amostras mantidas sob refrigeragcdo
(4°C) por 4 dias, porém os produtos desta oxidacdo apresentaram no
total uma concentragdo menor que 1mg/100g de amostra, quantidade
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Figura 26

Principais produtos da oxidagao do colesterol.
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bem inferior que o teor de colesterol da amostra (menos de 0,02%). A
quantidade de produtos de oxidacao do colesterol também esta ligada
ao grau de saturacdo das carnes. A carne de peru, com alto grau de
insaturacao na fragdo fosfolipidica, mesmo tendo menores teores de
colesterol que carne de suinos, ovinos € bovinos apresentou maior
quantidade de produtos de oxidagao do colesterol. Entdo, conclui-se
que uma alta taxa de insaturacdo nas membranas musculares pode

resultar em grande susceptibilidade de oxidagao do colesterol.

4.1 TEOR DE GORDURA E COLESTEROL EM CARNES

Pode-se verificar, através da Tabela 7, que a carne suina, mes-
mo com alto teor de gordura, apresenta baixo teor de colesterol (in-
ferior a 54mg/100g), com valores préximos ao peito de frango, capi-
vara e cabrito.

Tabela 7
Lipidios, colesterol e caracteristicas da gordura de algumas carnes.
Carnes Lipidios (%) Colesterol (mg/100g)

Bovino? 2,17 48,96
Bovino® 11,11 39,64
Bufalo® 1,34 38,46
Porco? 13,57 5462
Carneiro® 6,85 62,03
Cabrito! 1,94 39,10
Capivara® 2,26 51,94
Frango(peito)" 1,76 50,26
Frango(Coxa)" 5,40 66,32

Contra-filé sem gordura externa do Bos indicus (Nelore) (PRADO et al., 2003). *Contra-filé com
gordura externa do Bos indicus (Nelore) (PRADO et al., 2003). “Contra-filé sem gordura externa
do Bubalus bubalis (Bufalo) (FONSECA, 2003). “Pernil de porco (Landrace) (SILVA et al., 2003).
¢Contra-filé sem gordura externa do Carneiro (ROWE et al., 1999). 'Contra-filé sem gordura
externa do Cabrito (MOREIRA et al., 2003). ¢Contra-filé sem gordura externa da Capivara (ZARA
et al,, 2004; "TORQUATO, 2002).
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4.2 METODOLOGIA DE ANALISE DE COLESTEROL EM CARNES
POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Os teores de colesterol em alimentos inicialmente foram ob-
tidos através de gravimetria e de espectrofotometria , cujos valores
apresentavam grandes variagdes com divergéncias entre pesquisas
de até 100%. Estes valores distintos registrados na literatura podem
ser atribuidos a grande variedade de procedimentos analiticos utili-
zados.

Em comparativos feitos com a gema do ovo, utilizando 4 mé-
todos diferentes, colorimétrico, enzimatico, cromatografia gasosa e
cromatografia liquida, verificou-se que apenas o método colorimétri-
co apresentou resultados 23% acima dos demais.

O fato deste método superestimar o teor de colesterol pode
estar relacionado com a presenca de substancias como bilirrubina,
vitaminas A e D ou esterdis com estruturas similares as do coleste-
rol, como o colestanol, o 8-7-colestenol ou o 7-dehidrocolesterol, na
matriz. Neste ponto a cromatografia assume vantagens por separar os
interferentes do componente do interesse.

Ao longo dos anos a cromatografia mostrou-se ideal para deter-
minagao do teor de colesterol em alimentos por ser um método espe-
cifico, preciso, exato e rapido. Apesar dos métodos cromatograficos
gasosos serem utilizados como métodos de referéncia pela AOAC, a
preparagao da amostra ainda apresenta alguns inconvenientes por ser
laboriosa, consumir muito tempo e utilizar reagentes derivatizantes
(TMS). Os reagentes derivatizantes sdo caros, toxicos, pouco esta-
veis e apresentam efeitos negativos sobre os detectores FID.

Em 1993, Al-Hasani et al., publicaram um método para deter-
minagdo do colesterol em alimentos simples e complexos. Este mé-
todo envolve a saponificagdo das amostras, extragdo com hexano e
analise cromatografica gasosa, sem derivatizagao.

Este método tem sido utilizado invariavelmente para a determi-
nagao de colesterol em alimentos.
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4.3 METODO DE AL-HASANI ET AL. (1990).

Homogeneizar a amostra de carne em liquidificador ou multi-
processador. Pesar em balanga analitica exatamente 5,000 a 10,000g
de amostra homogeneizada em um baldo de fundo chato de 250 mL.
Dispersar a amostra em reagente alcodlico (90% de etanol, 5% de
isopropanol e 5% de metanol) na quantidade equivalente a 4mL/g de
amostra. Adicionar 1 mL de KOH 60% para cada grama de amostra.
Acoplar um condensador ao baldo e deixar em refluxo por 30 mi-
nutos, sob agitacdo magnética continua. Resfriar a temperatura am-
biente imergindo o frasco em agua fria. Acrescentar exatamente 100
mL de Padriao Interno (alfa-colestano, 0,200mg/mL dissolvido em
n-hexano). Fechar o frasco e deixar sob agitacdo magnética por 10
minutos. Adicionar 25 mL de 4gua desmineralizada, fechar e deixar
sob agitacdo por mais 15 minutos. Deixar separar as camadas por
decantagdo. Remover 2 mL da fase organica superior e injetar 1 pL
no Cromatografo.

4.4 CONDIGOES CROMATOGRAFICAS

O teor de colesterol deve ser quantificado em cromatografo a
gas equipado com detector de ionizacao de chama e coluna capilar
de silica fundida com 25m de comprimento, 0,25mm de diametro in-
terno e 0,20um de SE-30 (Quadrex, EUA). As temperaturas do inje-
tor, coluna e detector devem ser 260, 300 e 300°C, respectivamente.
Os fluxos de gases: 1,5mL.min-1 para o gés de arraste (H2); 25mL.
min-1 para o gés de reposi¢ao (N2); 300mL.min-1 para o ar e 30mL.
min-1 para o H2 da chama. A razdo de divisdo da amostra devera ser
de 1:150. A integracdo dos picos obtidos podera ser realizada com
o Integrador-Processador. A identificacdo do colesterol sera efetua-
da por comparagdo com padroes Sigma (EUA). A quantificacdo do
colesterol contido na amostra deve ser feita apos a verificagdo da
linearidade do método, onde sdo preparadas e analisadas solucdes de
colesterol padrao com concentracdes 0,10; 0,25; 0,50 e 1,00mg/mL,
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todas contendo 0,20mg.mL-1 de 5 A-colestano, sendo entdo plotado
um grafico da razao entre as 4reas obtidas e a concentragdo de coles-
terol (Figura 27).

Acl/Ace+ -0270+3.1832 Conc. (mg/ml)
Correlation: r = .99748

3.2 /
2.5 //
0.5/

0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Acl/Ace

~%. Regression

Conc. colesterol (mg/ml) 959, fid
o confid.

Acl = area do colesterol; Ace = area do 5h-colestano

Figura 27

Curva padrao para determinagdo de colesterol através de cromatografia
gasosa.
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GORDURAS ANIMAIS:
NOMENCLATURA DOS ACIDOS GRAXO0S

Nilson Evelazio de Souza
Jesui Vergilio Visentainer

A diferenca entre 6leos (liquidos) e gorduras (s6lidas) refere-se
ao estado fisico destes componentes a temperatura ambiente. Desta
forma, como o estado fisico depende da temperatura ambiente, um
oleo vegetal, no Brasil, pode ser uma gordura no Polo Norte. No
Brasil, o termo lipidios, lipidios totais, gordura, 6leo, matéria graxa
e outras denominacdes sdo muitas vezes utilizados indistintamente
para expressar o conteudo “gorduroso” de uma determinada matéria
prima.

O termo lipidios €, portanto, um termo abrangente e sua defi-
ni¢ao ¢é baseada na solubilidade ¢ inclui um niimero elevado de subs-
tancias, razao pela qual ndo ¢ possivel defini-lo com precisdo, mas de
maneira genérica.

Algumas definicoes sobre lipidios encontradas na

literatura:

A- Os lipidios sdo substancias oleosas ou gordurosas e pos-
suem duas fungdes principais: como componentes principais das
membranas e como forma de armazenamento de combustivel rico de
energia;



92 Avaliagéo da carne sufna

B- As gorduras, 6leos e ceras naturais, que sdo principalmente
ésteres de alto peso molecular, sdo coletivamente chamados de lipi-
dios;

C- Lipidios sdo compostos encontrados nos organismos vivos,
geralmente insoliiveis em dgua, mas soliveis em solventes organi-
COs.

As unidades fundamentais da maioria dos lipidios sdo os acidos
graxos. Nos tecidos animais, comumente apresentam de 14 a 24 ato-
mos de carbono, mas ocasionalmente podem variar de 2 a 36 atomos
ou mais. Os acidos graxos podem ser saturados (ligagdes simples) e
insaturados (duplas ligagdes), que variam de 1 a 6. As insaturagdes
variam na posicao e configuragdo das duplas ligagoes.

9.1 NOMENCLATURA USUAL E SIMBOLOGIA DOS
ACIDOS GRAXOS:

5.1.1 Acidos graxos de estrutura cis

Muitos acidos graxos comuns foram inicialmente isolados de
fontes naturais, especialmente de Oleos e gorduras. O nome usual
(também denominado de trivial, vulgar, comum) foi usado antes de
ser conhecida a estrutura quimica de um acido e refere-se a origem
natural e ndo a estrutura. Assim, a irritagdo causada por picada de for-
miga ¢ devida em parte ao acido formico (do latim formica, formiga),
0 acido butirico (do latim butirum, manteiga) da o odor caracteristico
da manteiga rangosa; os acidos caproéico, caprilico e caprico sao os
responsaveis pelo odor desagradavel das cabras. As duplas ligagdes
existentes nos acidos graxos insaturados de ocorréncia natural, pre-
dominantemente, estdo na configuragao cis, ou seja, os hidrogénios
ligados aos carbonos da dupla ligagao estao do mesmo lado.

A

Nas designagdes da simbologia para os acidos “Omega” sao
utilizadas a letra “n” ou a letra ® (6mega), tltima letra do alfabeto
grego, seguidas de um numero que indica o nimero de carbono que
dista da ultima dupla ligacao até o grupo metil (CH3) terminal da
cadeia carbdnica de um determinado acido graxo. As duas letras sao
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comumente utilizadas, embora a comunidade internacional tenha, na
maioria das vezes, usado a letra n.

Por exemplo, para o 4cido linoléico (C18:2A9,12) a simbologia
pode ser C18:2n-6, C18:2w-6. A representacdo simplificada 18:2n-6,
quer dizer que este acido graxo pertence a familia 6mega-6. O termo
n-6 representa o numero total de carbono, letra n (no caso 18), menos
6 atomos de carbono a partir do grupo metil (CH3) terminal, dando
como resultado o nimero 12 (4tomos de carbono), que € a posi¢ao da
ultima dupla a partir do grupo carboxila (COOH). Na Tabela 8 estao
presentes exemplos da nomenclatura utilizada para os acidos graxos
da configuragdo cis.

Tabela 8

Simbologia, nomenclatura oficial e usual de acidos graxos cis.
SIMBOLOGIA NOMENCLATURA OFICIAL NOMENCLATURA USUAL
2:0 Acido etandico Acido acético
4.0 Acido butanéico Acido butirico
5:0 Acido pentandico Acido valérico
6:0 Acido hexandico Acido capréico
7:0 Acido heptandico Acido enantico
8:0 Acido octandico Acido caprilico
9.0 Acido nonandico Acido pelargdnico
10:0 Acido decandico Acido caprico
10:1n-1 Acido 9-decengico Acido caproléico
11:0 Acido undecandico (hendecandico) Acido undecilico
11:1n-1 Acido 10-undecendico (10-hendecendico) Acido undecilénico
12:0 Acido dodecandico Acido laurico
12:1n-3 Acido 9-dodecandico Acido lauroléico
13:0 Acido tridecandico Acido tridecilico
14:0 Acido tetradecandico Acido miristico
14:1n-9 Acido 5-tetradecendico Acido fisetérico
14:1n-5 Acido 9-tetradecendico Acido miristoléico
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Tabela 8 Continuacao

Simbologia, nomenclatura oficial e usual de acidos graxos cis.

15:0 Acido pentadecandico Acido pentadecilico
15:1n-5 Acido 10-pentadecendico

16:0 Acido hexadecangico Acido palmitico
16:1n-7 Acido 9-hexadecenéico Acido palmitoléico
16:2n-6 Acido 7,10-hexadecadiendico

17:0 Acido heptadecandico Acido margarico
17:1n-7 Acido 10-heptadecendico

18:0 Acido octadecandico Acido estearico
18:1n-12 Acido 6-octadecendico Acido petroselinico
18:1n-11 Acido 7-octadecendico

18:1n-9 Acido 9-octadecendico Acido oléico
18:1n-7 Acido 11-octadecenéico Acido cis-vaccénico
18:1n-6 Acido 12-octadecendico

18:1n-5 Acido 13-octadecendico

18:2n-6 Acido 9,12-octadecadiendico Acido linoléico (LA)
18:3n-6 Acido 6,9,12-octadecatriendico Acido y-linolénico
18:3n-3 Acido 9,12,15-octadecatriendico Acido A-linolnico (LNA)
18:4n-3 Acido 6,9,12,15-octadecatetraendico Ac'd(zrﬁztrgfirc'g;’”"’"
19:0 Acido nonadecandico Acido nonadecilico
19:1n-12 Acido 7-nonadecendico

19:1n-9 Acido 10-nonadecendico

19:2n-6 Acido 10,13-nonadecadiendico

20:0 Acido eicosandico Acido araquidico
20:1n-15 Acido 5-eicosendico

20:1n-12 Acido 8-eicosendico

20:1n-11 Acido 9-eicosendico Acido gadoléico
20:1n-9 Acido 11-eicosendico Acido gonddico
20:1n-7 Acido 13-eicosengico Acido paullinico

20:2n-9

Acido 8,11-eicosadienico
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Tabela 8 Continuacao

Simbologia, nomenclatura oficial e usual de acidos graxos cis.

20:2n-6 Acido 11,14-eicosadiendico

20:3n-9 Acido 5,8,11-eicosatriendico Acido mead

20:30-6 fcido 8,11, 14-eicosatrientico Acido di-fomo-y-
linolénico

20:3n-3 Acido 11,14,17-eicosatriendico Acido.di—tlomo—(k—)
linolénico

20:4n-6 Acido 5,8,11,14-eicosatetraenico Acido araquidonico (AA)

20:4n-3 Acido 811,14,17-eicosatetraendico

20:5n-3 Acido 5,8,11,14,17-eicosapentaendico | Acido timnoddnico (EPA)

210 Acido heneicosandico

22:0 Acido docosandico Acido behénico

22:1n-11 Acido 11-docosendico Acido cetoléico

22:1n-9 Acido 13-docosendico Acido erdcico

22:2n-6 Acido 13,16-docosadiendico

22:3n-3 Acido 13,16,19-docosatriendico

22:4n-6 Acido 7,10,13,16-docosatetraendico Acido adrénico

22:5n-3 Acido 7,10,13,16,19-docosapentaendico Acido cl(%p:£0d6n|co

22:6n-3 Acido 4,7,10,13,16,19-docosahexaendico | Acido cervonico (DHA)

23:0 Acido tricosandico

24:0 Acido tetracosandico Acido lignocérico

24:1n-9 Acido 15-tetracosendico Acido nervénico

25:0 Acido pentacosandico

26:0 Acido hexacosandico Acido cerdtico

28:0 Acido octacosandico Acido monténico

30:0 Acido triacontandico Acido melissico

350 Acido pentatriacontandico Acido ceroplastico

40:0 Acido tetracontandico

Fonte: Souza et al. (1998); Gurr (1986); Stransky, et al. (1997) ; Tahi (1985); Christie (1994).
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5.1.2 Acidos graxos trans

Os acidos sao denominados de acidos graxos trans, quando os
hidrogénios da dupla ligacdo se encontram em lados opostos em rela-
¢do a cadeia carbdnica, neste caso, os acidos graxos insaturados estao
na configuragdo trans, e o acido graxo apresenta-se como uma cadeia
praticamente linear.

Os teores de acidos graxos trans aparecem em pequenas quan-
tidades nos acidos graxos dos 6leos e gorduras vegetais, em teores
relativamente maiores em oOleos e gorduras de origem animal e em
grandes quantidades em gorduras modificadas pelo processo de hi-
drogenacdo. A Tabela 9 mostra a nomenclatura de alguns acidos gra-
xos da configuragdo trans.
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Tabela 9

Nomenclatura de alguns acidos graxos pertencentes a configuragao frans
SIMBOLOGIA NOMENCLATURA OFICIAL SO

USUAL

t-14:1n-5 Acido trans-9-tetradecendico Acido miristelaidico

t-15:1n-7 Acido trans-8-pentadecendico

t-16:1n-7 Acido trans-9-hexadecendico Acido palmitelaidico

t-17:1n-7 Acido trans-10-heptadecendico

t-17:1n-9 Acido trans-8-heptadecendico

t-17:1n-12 Acido trans-5-heptadecendico

tt-17:2n-6 Acido t-8, t-11-heptadecadiendico

t-18:1n-7 Acido trans-11-octadecendico Acido vaccénico

t-18:1n-9 Acido trans-9-octadecendico Acido elaidico

t-18:1n-12 Acido trans-6-octadecendico Acido petroselaidico

tt-18:2n-6 Acido t-9, t-12-octadecadiendico Acido linolelaidico

ttt-18:3n-3 Acido t-9, t-12, t-15-octadecatriendico | Acido linolenelaidico

t-19:1n-9 Acido trans-10-nonadecenico

t-19:1n-7 Acido trans-12-nonadecendico

t-19:1n-12 Acido trans-7-nonadecenico

tt-19:2n-6 Acido t-10, t-13-nonadecadiendico

t-20:1n-9 Acido trans-11-eicosendico

t-20:1n-12 Acido trans-8-eicosendico

£-20:2n-6 Acido t-11, t-14-eicosadiendico

t-21:1n-9 Acido trans-12-heneicosendico

tt-21:2n-6 Acido t-12, t-15-heneicosadiendico

£-22:1n-9 Acido trans-13-docosendico Acido brassdico

t-23:1n-9 Acido trans-14-tricosendico

t-24:1n-9 Acido trans-15-tetracosendico

Fonte: Azevedo, et al. (1999); Nettleton.(1995); Souza (1998); Stransky et al. (1997).
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5.1.3 Acidos graxos conjugados

Quando da existéncia de mais de uma dupla ligagdo numa mes-
ma cadeia carbonica de um acido graxo, elas podem ser do tipo con-
jugada, isto €, elas estdo posicionadas alternadamente. Dentre os aci-
dos graxos conjugados, alguns derivados do acido linoléico (18:2n-6)
tém despertado interesse por pesquisadores nos ultimos anos. O ter-
mo coletivo Conjugated Linoleic Acids (CLA) refere-se a isdmeros
cis-trans e posicional do 4cido linoléico (18:2n-6). Estes componen-
tes tém recebido consideravel aten¢do na ultima década, porque tém
mostrado efeitos benéficos para a saude do homem e animais. A Ta-
bela 10 apresenta a simbologia ¢ nomenclatura para acidos graxos
CLA (conjugated linolenic acid).

Tabela 10
Simbologia e nomenclatura oficial para alguns acidos conjugados (CLA)
SIMBOLOGIA NOMENCLATURA OFICIAL
£1-8,10-CLA Acido trans-8, trans-10-octadecadiendico
tt-9,11-CLA Acido trans-9, trans-11-octadecadiendico
tt-10,12-CLA Acido trans-10, trans-12- octadecadienico
tt-11,13-CLA Acido trans-11, trans-13- octadecadiendico
c,t-8,10-CLA Acido cis 8, trans-10- octadecadienico
t,c-8,10-CLA Acido trans-8, cis-10- octadecadiendico
c,c-11,13-CLA Acido cis-11, cis-13- octadecadiendico
¢,c-10,12-CLA Acido cis-11, cis-12- octadecadiendico
c,c-9,11-CLA Acido cis-9, cis-11- octadecadiendico

Fonte: Robinson et al. (2000); Medina et al. (2000); Sehat et al. 1998.




ANALISE DE ACIDOS GRAXOS EM CARNES

Nilson Evelazio de Souza
Jesui Vergilio Visentainer

Existem varios métodos de extragao e determinagao de lipi-
dios na carne suina, portanto, deve-se considerar que em uma analise
de 4cidos graxos estes componentes sao instaveis, especialmente os
insaturados, e as etapas que antecedem as determinagdes devem ser
bem cuidadas para proteger os constituintes lipidicos. Estes cuidados
incluem deste a amostragem da carne, o preparo (evitar utensilio de
ferro), embalagem (evitar entrada de luz e oxigénio), estocagem (pre-
ferencialmente manter amostras congeladas) e, na etapa de extragao
dos lipidios, deve-se utilizar processos a frio.

Dentre os varios métodos utilizados na extracao dos lipidios
a frio, a técnica de Bligh e Dyer (1959) ¢ uma dos mais emprega-
das e recomendadas. Neste, a extracdo de lipidios ¢ realizada a par-
tir de uma mistura de trés solventes: cloroférmio (CHCI,), metanol
(H,COH) e agua. O processo permite extragdes de diferentes classes
lipidicas, incluindo as classes polares e a extracdo sem aquecimento.
Desta forma o extrato pode ser utilizado com maior confiabilidade na
avaliacdo da composi¢do de acidos graxos.
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6.1 PROCEDIMENTOS DO METODO BLIGH & DYER
(1959) — SIMPLIFICADO

1. Pesar 100 g de carne suina moida ;
2. Transferir para um béquer de capacidade de 500 mL;

3. Adicionar exatamente 100 mL de cloroférmio e 200 mL de
metanol. A contribuicdo do teor de dgua do alimento deve ser de 80%;
para manter as proporgoes em:

Cloroférmio:Metanol:Agua (1:2:0,8).
Corrigir a quantidade de dgua. Agitar vigorosamente por 5 mi-
nutos.

4. Adicionar exatamente 100 mL de Cloroférmio (agitar 2 mi-
nutos) e 100 mL de agua destilada (agitar por 5 minutos). A propor-
¢ao final devera necessariamente ser de:

Cloroformio:Metanol:Agua (2:2:1,8).
6. Filtrar em Biihner e transferir o filtrado para um funil de se-
paracdo e deixar separar as camadas naturalmente;

7. Remover a camada inferior (cloroféormio). Pesar previamen-
te um baldo e transferir para um evaporador rotatério (33-35°C) e
determinar o teor de lipidios totais gravimetricamente;

8.Remover os lipidios totais e armazenar a -18°C.

6.2 ANALISE DE ACIDOS GRAXOS POR
CROMATOGRAFIA GASOSA

A cromatografia gasosa ¢ uma técnica de separagdo de subs-
tancias volateis presentes em uma determinada amostra. Portanto,
antes dos acidos graxos serem analisados pelo processo € necessario
converté-los em componentes que apresentem maior volatilidade. Os
ésteres metilicos sdo os derivados (produzidos pela transesterifica-
¢do) preferenciais utilizados nas andlises por cromatografia gasosa.

Um dos detectores mais utilizados nas analises de acidos gra-
x0s € o detector de ionizagdo de chama (DIC). Este detector apre-
senta uma quantidade minima de identificagdo de aproximadamente
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10-2 g, oferece uma resposta quase universal, trabalham numa faixa
de linearidade ampla, ¢ simples de operar e rapido. Dai a sua grande
popularidade para compostos organicos, especialmente na analise de
alimentos e, em particular, na analise da composic¢ao de acidos graxos.

A reacgdo a seguir mostra a ioniza¢gdo quimica que ocorre no detector
de ionizagdo de chama:

CH + (o) s CHO" + e

O ion CHO+ ¢ instavel e reage rapidamente com agua na cha-
ma para gerar o hidroxénio conforme a reacao:

CHO®™ + H,0 — H;0" + CcoO

Esta reacdo ocorre para cada 100.000 atomos de carbono intro-
duzidos na chama. Portanto, a resposta do detector de ionizagdo de
chama € proporcional ao numero de 4&tomos de carbonos que € quei-
mado. No processo de queima dos metil ésteres, os ions formados na
reacdo geram uma corrente que € convertida em voltagem, amplifica-
da e registrada sob a forma de um cromatograma.

Apos a obtengdo do cromatograma, faz-se a integrac¢ao dos si-
nais, que tém por finalidade transformar a intensidade do sinal trans-
mitido pelo detector em uma medida relacionada com a quantidade
de metil éster existente em uma determinada amostra.

6.3 TRANSESTERIFICAGAO (DERIVACAO)

A transesterificagdo € um termo geral usado para descrever uma
importante classe de reagdes organicas, onde um éster (normalmente
o triacilglicerideo) ¢ transformado em outro éster (ésteres de acido
graxo). Na transesterificacdo dos lipidios, por exemplo da gordura
bovina, esta reage com um alcool (normalmente metanol) na pre-
senca de uma base ou acido, produzindo uma mistura de ésteres de
acidos graxos e glicerol. O processo ocorre preferencialmente com
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alcoois de baixa massa molecular, como metanol, etanol, propanol
etc. O metanol ¢ o mais utilizado devido a sua reatividade com 6leos
e gorduras.

O procedimento de transesterificacdo pode ser realizado com
catalise basica ou 4cida ou utilizando enzimas. Entre os catalisadores
basicos, destacam-se os hidroxidos e alcoxidos de metais alcalinos
(metoxido de sodio). Grande parte dos trabalhos descritos na lite-
ratura empregam o hidroxido de potassio (KOH) e o hidroxido de
sodio (NaOH) e, entre os catalisadores acidos, destacam-se o acido
cloridrico (HCI) e o acido sulfurico (H2SO4).

Existem centenas de métodos utilizados no processo de tran-
sesterificacdo, com vantagens e desvantagens. A seguir sera descrito
um método facil de transesterificagcdo com catalisador basico, método
ISO 5509 (1978).

6.4 TRANSESTERIFICAGAO (CATALISADOR ALCALINO)

Um dos métodos de facil aplicagao ¢ o método ISO 5509 (1978)
em solugdo de n-heptano e KOH/metanol.

Procedimento:

Pesar aproximadamente 100 mg (0,1 g de gordura) e transferir
para um tubo de ensaio com tampa rosqueavel.

Adicionar 2,0 mL de n-heptano e agitar até solubilizacdo total
da gordura.

Fechar hermeticamente o tubo e agitar vigorosamente a mistura
durante 5 minutos.

Ap0s a separacdo das fases, a superior, contendo os ésteres me-
tilicos de acidos graxos, devera ser cuidadosamente pipetada (pipeta
Pasteur), transferido para um pequeno recipiente, (eppendorff ) e caso
a injecao no cromatdgrafo ndo venha a ser realizada imediatamente a
amostra devera ser armazenada em congelador (-18°C).
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6.5 CONDICOES CROMATOGRAFICAS DE ANALISES

Os ésteres de acidos graxos devem ser separados em croma-
tografo em fase gasosa, equipado com um detector de ionizagdo de
chama e coluna capilar de silica fundida CP - 7420 (Select FAME)
(100m de comprimento, 0,25mm de diametro interno ¢ 0,25um de
cianopropil) ou outra coluna indicada para esta analise.

O fluxo de H, (gas de arraste) devera ser de 1,0 mL/min, com
30mL/min de N, (make up); e 30 € 300mL/min, para o H, € ar sin-
tético, para a chama do detector. O volume injetado serd de 1,0uL,
utilizando divisor de amostra “splif”. As temperaturas do injetor e do
detector deverdo ser de 220 e 240°C, respectivamente, enquanto a
temperatura para a coluna devera ser de 165°C durante 18min e ele-
vada a 235°C com taxa de 4 °C/min, mantida por 24,5min.

A identificacdo dos acidos graxos devera ser efetuada através
da comparacao dos tempos de retengdo com padrdes de acidos graxos
ou outro método de identificacdo como o Equivalent Chain Lenght
(ECL) ou espectrometria de massas.

6.6 CROMATOGRAMA — METODO DA NORMALIZAGAO

Também denominado de normalizagao de area, este método se
baseia na porcentagem relativa de area de um determinado 4cido gra-
x0 em relagdo a area total de todos os acidos que eluiram da coluna,
ou seja, na correlacdo do somatorio de todas as areas dos componen-
tes obtidos no cromatograma com a area de um determinado acido
graxo. Isto pode ser obtido através de uma regra de trés simples.

AREA TOTAL (AT) 100%
AREA DO ACIDO (AX) X%
AX x 100
X%=

AT
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X% ¢ a porcentagem de area relativa deste acido graxo em rela-
¢do a area total de todos os componentes do cromatograma.

Apesar dos célculos acima serem realizados em termos de aci-
dos graxos, deve-se lembrar que na verdade se referem a metil ésteres
de acidos graxos. A area do pico do solvente existente no cromato-
grama devera ser excluida dos calculos da somatoria das areas (area
total).

No método da normalizagdo, todos os componentes de interes-
se injetados no cromatografo devem ser eluidos da coluna e detecta-
dos. Exemplificando:

Um analista, ao injetar uma mistura de 4 4cidos graxos (na ver-
dade metil ésteres) denominados de A, B, C e D, em um cromatogra-
fo, encontrou a seguinte composicao de area:

A =80 (area do 4cido graxo A)

B =160 (4rea do acido graxo B)
C =240 (4rea do acido graxo C)
D =320 (area do acido graxo D)

Obs. Os niimeros que correspondem as areas de 80, 160, 240 e
320 sao simulagdes e, na pratica, estes nimeros podem ser bem dife-
rentes dependendo de como ¢ gerada a resposta do detector.

Portanto, a area total serd de 800 e cada pico fornecerd as se-
guintes areas relativas (método da normalizagdo):

A= 80=10%;
B =160 = 20%;
C=240=30%
D =320 =40%

A Tabela 11 ilustra a porcentagem de area relativa dos dife-
rentes acidos graxos e o cromatograma (Figura 28) mostra os picos
separados com as diferentes porcentagens.
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Tabela 11
Composicao hipotética de area relativa.
Acidos graxos % Area Relativa

A 10

B 20

C 30

D 40

Area total 100
D=40%

Figura 28
Cromatrograma hipotético de 4 diferentes acidos graxos

Desta forma, a porcentagem relativa de cada 4cido graxo, em
relacdo a area total (100%) dos componentes ¢ de 10, 20, 30 e 40%,
para os acidos A, B, C e D, respectivamente. E possivel aprimorar a
analise quantitativa de acidos graxos por outras metodologias, utili-
zando fatores de corre¢des, como os descritos no livro de VISEN-
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TAINER ¢ FRANCO (2006), no entanto, o0 método da normalizag¢ao
¢ muito importante, desde que o analista tenha conhecimento do prin-
cipio do método e seus resultados sejam interpretados corretamente.
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7.1 iNDICE DE TBARS

Um dos métodos utilizados para a analise da oxidacao lipidica
¢ através do acido 2-tiobarbittrico também conhecido como indice de
TBARS. Este método consiste em detectar espectrofotometricamente
a 530 nm o complexo de coloragdo vermelha formado pela conden-
sacdo de dois moles do acido 2-tiobarbiturico (TBARS) com um mol
de malonaldeido. O malonaldeido ¢ obtido pela oxidagao de lipidios
polinsaturados quando aquecidos em meio acido. As analises devem
ser feitas em triplicatas. A seguir sera descrito o método adaptado de
Tarladgis et al. (1964), modificado por Crackel et al. (1988).

1.1.2 Curva padrao

Para o preparo da curva padrdo sdo necessarias as seguintes
solugdes:

- TEP 107 M: deve-se tomar um (1) mL da solugédo 1,1,3,3 Te-
traetoxipropano 1,0 10 M (TEP 1,0 10~ M), completando-se o baldo
volumétrico para 50 mL com agua fervida e resfriada;
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- Acido tiobarbiturico (TBA) 0,02 M: o TBA deve sofrer disso-
lu¢do completa em sonicador e deve ser guardado em frasco ambar
sob refrigeragdo. O tempo de validade da solugdo ¢ de uma semana.

Para a elabora¢do da curva padrao deve-se preparar as solugdes
em triplicata com as seguintes concentracdes: 0,01; 0,02; 0,04; 0,10;
0,20; 0,30; 0,40 e 0,50. Cada tubo devera conter solugao TEP (107
M), H,O e TBA (0,02 M), conforme indicado na Tabela 12. Deve-se
preparar também um tubo “branco” que serd utilizado para zerar o
espectrofotdmetro, que contera somente H,O € TBA (0,02 M).

Apo6s o preparo das solugdes, fechar os tubos (Figura 29), ho-
mogenizar ¢ levar em banho-maria a 85 °C durante 35 minutos. Na
seqliéncia, manter os tubos em temperatura ambiente até esfriar.

Tabela 12

Preparo dos tubos e as concentragoes utilizadas para obtengao da curva

padrao

Tubos | Concentracao | Padrao (TEP) | H,0(mL) | TBA (0,02 M)
(mol/mL) 107 M (mL) (mL)

Branco - - 9,00 9,00

0 0,01 0,05 4,95 9,00

1 0,02 0,10 4,90 9,00

2 0,04 0,20 4,80 9,00

3 0,10 0,50 4,50 5,00

4 0,20 1,00 4,00 9,00

) 0,30 1,50 3,90 5,00

6 0,40 2,00 3,00 5,00

1 0,50 2,50 2,50 9,00
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Figura 29
Tubos utilizados para determinagao da curva padrao apds o aquecimento

Para realizar a leitura deve-se zerar o espectrofotdmetro com o
conteudo do tubo branco, efetuando-se as leituras dos tubos em tri-
plicata a 530 nm. Para fins de exemplificagdo, os valores obtidos em
uma amostra hipotética estdo apresentados na Tabela 13 na coluna
da absorbancia.

Os dados de absorbancia resultantes da leitura no espectro-
fotometro serdo utilizados para a elaboragdo da curva padrio e sua
respectiva equagdo. Para tanto, monta-se uma planilha eletronica no
programa de computador Microsoft Excel com os dados de concen-
tracdo e absorbancia (colunas 2 e 3, respectivamente, da Tabela 13).
Faz-se um gréafico de dispersdo e solicita-se a exibi¢do da equagao.
A seqiiéncia dos comandos na planilha do EXCEL seguem: grafico,
adicionar linha de tendéncia, opgdes, exibir equagao no grafico e exi-
bir valor de R? no grafico.
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Tabela 13

Dados obtidos na leitura do espectofotometro
COLUNA1 COLUNA 2 COLUNA 3

Tubos Concentragao (mol/mL) Médias das Absorbancias
0,0158
0 0,01 0,0174
0,0163
0,0336
1 0,02 0,0382
0,0344
0,0669
2 0,04 0,0707
0,0683
0,1607
3 0,10 0,1577
0,1555
0,3119
4 0,20 0,3143
0,3159
0,4758
5 0,30 0,4751
0,4808
0,6316
6 0,40 0,6309
0,6278
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Grafico 1

Equagao da curva padrao

O restante da solugdo TEP 10° M pode ser armazenada em
frasco ambar e mantida sob refrigeracdo por até uma semana para a
realizag¢do das analises das amostras.

71.1.2 Analise da amostra

Indica-se realizar a andlise de cada amostra em triplicata. Para
proceder as analises da oxidagdo, utiliza-se de 10,0000 a 20,0000 g
de amostra triturada. Entretanto, o peso escolhido deve ser o mesmo
para todas as amostras. Colocar a amostra triturada em um Erlen-
meyer de 500 mL e homogenizar em 96,0 mL de agua destilada (Fi-
gura 30). Acrescentar 4,0 mL de HC1 4 N (4cido cloridrico 4 N) e 8
gotas de antiespumante (8 partes de Span 80 e 1,3 partes de Tween
20). Colocar algumas pérolas de vidro no Erlenmeyer para evitar o
borbulhamento e o refluxo. Na destilagao deve-se coletar 50 mL do
destilado em um baldo volumétrico de 50 mL em um periodo de 10
minutos. O tempo deve ser contado apds o inicio da fervura da so-
lucdo (Figura 30). O destilado coletado pode ser armazenado em
refrigeracdo para posterior leitura até 24 horas apo6s a coleta.
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Figura 30
Preparo da amostra para destilagao (lado esquerdo) e coleta do destilado
(lado direito)

O destilado coletado deve ser homogeneizado, sendo transferi-
da uma amostra de 5 mL para um tubo de ensaio com tampa rosque-
avel. Acrescenta-se no tubo 5 mL de TBA 0,02 M e coloca-se o tubo
fechado em banho-maria a 85 °C por 35 minutos. Resfria-se o tubo
em temperatura ambiente e faz-se a leitura da absorbancia em tripli-
cata contra o branco (5 mL de H,O ¢ 5 mL de TBA) a 530 nm.

O valor médio das trés leituras de absorbancia obtidos de cada
uma das triplicadas da amostra deve ser utilizado na equagao (curva
padrdo) que resultard no indice de TBA.
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1.1.3 Calculo

Calcular o nimero TBA em miligramas de TBARS por quilo-

grama de amostra, conforme o exemplo abaixo (Tabela 14).

Entdo, para a amostra la, tém-se:
Y=absorbancialida(médiadastrésleituras,coluna3daTabela14)
Y =1,5706x + 0,0028 (equacao obtida da curva padrdo)
0,1712 =1,5706x + 0,0028

x =0,10722 (multiplicado por 107)

Para se estimar quantos gramas se tém de malonaldeido (Z) na

reacgao, calcula-se:

Imol - 72 g de malonaldeido
0,10722 x 107 - Z
7="7,71984 . 107 g de malonaldeido

Tabela 14

Resultados da leitura da absorbéancia no espectrofotdmetro

Amostra Peso da amostra Média das trés leituras
de absorbancia

1a 10,0038 0,1712

1b 10,0070 0,1592

1c 10,0086 0,1444

2a 10,0013 0,0781

2b 10,0026 0,0801

2¢c 10,0024 0,0881

3a 10,0080 0,0406

3b 10,0040 0,0459

3c 10,0003 0,0516
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Para se quantificar o total de malonaldeido (W) obtido do des-
tilado da andlise, calcula-se pela seguinte regra de trés:

5 mL da (amostra destilada coletada) — 7,71984 . 107 g de
malonaldeido

50 mL (total do destilado coletado) — W
W =177,1984 . 107 g de malonaldeido

Para se obter finalmente o nimero de TBA (X) em miligramas
de TBARS por quilograma da amostra, calcula-se

77,1984 . 107 - 10,0038 g da amostra
X - 1000 g

X =7716,9075. 107 g de malonaldeido

X =0,7717 mg de TBARS/kg da amostra

Para verificar a eficiéncia da destilacdo faz-se a recuperacdo da
analise através de trés destilagoes.

A primeira destilagao ¢ a destilacdo normal da amostra, confor-
me descrito anteriormente (10 g de amostra; 98,0 mL de agua; 2,0 mL
de HCI; e 8 gotas de antiespumante). A segunda destilagdo ¢ a destila-
¢do da amostra acrescida de 1 mL de TEP (10”7) padrao diluido (10 g
de amostra; 1 mL de TEP 107; 96,0 mL de agua; 4,0 mL de HCI; e 8
gotas de antiespumante). A terceira destilacao ¢ a destilagao de 1 mL
de TEP padrao diluido (1 mL de TEP 107; 98,0 mL de agua; 2,0 mL
de HCI; e 8 gotas de antiespumante).

Para o desenvolvimento do processo colocam-se algumas pé-
rolas de vidro no Erlenmeyer. Destila-se a solugdo por um periodo
de 10 minutos (o tempo deve ser contado apos o inicio da fervura da
solugdo) e coleta-se 50 mL do destilado em um baldo volumétrico de
50 mL.

Apds homogeneizar o destilado, retira-se uma amostra de 5 mL
e transfere-se esta para um tubo de ensaio com tampa rosquedvel.
Acrescenta-se no tubo 5 mL de TBA 0,02 M e coloca-se o tubo fecha-
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do em banho-maria fervente (85 °C) por 35 minutos. Resfria-se em
temperatura ambiente e 1é-se a absorbancia contra o branco (5 mL de
H,0 € 5 mL de TBA) a 530 nm.

Para calcular a recuperagao utiliza-se a formula:

Recuperagao (%) =
Absorbancia TEP e amostra (segunda diluicdo) X 100

Absorbancia TEP (terceira dilui¢do) + Absorbancia amostra (primei-
ra dilui¢do)

O valor da recuperacao deve ficar entre 85 a 100 %.
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INDICE DE FRAGMENTAGAO MIOFIBRILAR (MFI)

Graziela Drociunas Pacheco
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Caio Abércio da Silva

A técnica descrita a seguir para estimar o indice de fragmenta-
¢do miofibrilar foi adaptada de Culler et al. (1978) e Hopkins et al.
(2000).

8.1 SOLUCOES

8.1.1 Solugao tampao MFI (2L)

A solucao tampao MFI ¢ composta por 100 mM KCI, 20 mM
de fosfato de potassio (pH 7), 1 mM de EDTA, 1 mM de MgCl, e 1
mM de NaN..

KCl.....cooueee. 1491 ¢
KH,PO, ... 2,72 ¢
K.HPO, ...... 350 g
EDTA ......... 0,76 g
MgCl, ......... 041 ¢
NaN, .......... 0,13 g

Dissolver os reagentes em agua destilada deionizada (pH=7).
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Transferir a solugdo para um baldo volumétrico de 2 litros e
completar com 4gua destilada deionizada até o volume final.

8.1.2 Reagente biureto (1L)

Dissolver 1,5 g de Sulfato Ctprico (CuSO,*5H,0) € 6 g de Tar-
tarato de Sodio e Potassio (NaKC,H,O,*4H,0) em cerca de 500 mL
de agua destilada deionizada em um frasco de 1000 mL. Com agito
constante, adicionar 300 mL de NaOH 10 % recém-preparado. Com-
pletar at¢ um (1) litro com agua destilada deionizada e armazenar
em recipiente escuro de polietileno. Descartar se aparecer precipitado
preto ou vermelho.

8.1.3 Solucao padrao de Albumina Sérica Bovina (BSA)

Para preparar 20 mL de solugdo padrao estoque, adicionar
0,416 g de BSA a 20 mL de 4gua destilada deionizada (20mg/mL).
Nao agitar. Aguardar a solubilizagdo em repouso. Guardar em gela-
deira a 4°C.

Fazer a curva padrao com Albumina Sérica Bovina (BSA). As
concentragdes de albumina utilizadas sdo: zero (branco); 0,5; 1,0;
1,5;2,0; 2,5; 5,0; 7,5 ¢ 10,0 mg/mL.

A Tabela 15 mostra um exemplo com as concentragdes € 0s
volumes da solu¢do de BSA, dgua deionizada e reagente biureto ne-
cessarios para a determinagdo de uma curva padrio.

As amostras devem ser lidas em triplicata em espectrofotome-
tro a 540 nm. Assim, determina-se a concentra¢do de proteina para
cada suspensao.

A Tabela 16 indica a leitura em espectrofotometro a 540 nm
das amostras com base nas concentragoes de BSA utilizadas e suas
respectivas médias.

Para fazer o gréfico, utilizam-se os valores das concentragdes
de BSA e as médias dos valores de absorbancia obtidos para cada
concentracao de BSA.
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Tabela 15

Curva padrao com Albumina Sérica Bovina (BSA)

SONEBIl LS sol‘tll(t’;;(l)n :ed;SA deiﬁg?zaada _Reagente
BSA (mg/mL) (mL) (mL) Biureto (mL)
0,0 0,000 1,000 4,0
0,5 0,025 0,975 4,0
1,0 0,050 0,950 4,0
1,5 0,075 0,925 4,0
2,0 0,100 0,900 4,0
2,5 0,125 0,875 4,0
5,0 0,250 0,750 4,0
7,0 0,375 0,625 4,0
10,0 0,500 0,500 4,0

Tabela 16

Resultados da leitura da absorbancia no espectrofotometro

A Absorbéncias absorbingas
0,0 Branco Branco Branco |  ----------
0,5 0,0524 0,0286 0,0284 0,0365
1,0 0,0517 0,0534 0,0574 0,0542
1,5 0,0817 0,0808 0,0827 0,0817
2,0 0,1080 0,1073 0,1100 0,1084
2,5 0,1379 0,1415 0,1388 0,1394
5,0 0,2620 0,2660 0,2750 0,2677
7,0 0,3969 0,3958 0,4035 0,3987
10,0 0,5092 0,5058 0,5106 0,5085
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Equacao de curva padrao

8.2 EXTRAGAO

A extracdo deve ser conduzida em triplicata.

a. Cortar 4g de musculo congelado (livre de gordura e tecido
conectivo).

b. Colocar as amostras em Becker plastico, adicionar 20 mL
(2 °C) de solucao tampao e homogeneizar por 30 segundos em ho-
mogeneizador tipo Ultra Turrax a 13.500 rpm. Apds isso, esperar 30
segundos e homogeneizar novamente por 30 segundos a 13.500 rpm.
Manter sempre as amostras resfriadas em um recipiente com gelo.

c. Colocar as solugdes obtidas em tubos de 50 mL e leva-las a
uma centrifuga refrigerada.

d. Centrifugar a 10.000 rpm (14.000 g), por 15 minutos a 2 °C.

e. Colocar papel filtro em Beckers de 100 mL e filtrar os sobre-
nadantes.

f. Reservar os sobrenadantes filtrados, mantendo-os sempre em
recipiente com gelo.
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g. Ressuspender os decantados que permaneceram nos tubos da
centrifuga em 20 mL de solugdo tampao (2 °C), dissolver e mexer os
decantados com o auxilio de bastdo de vidro.

h. Centrifugar novamente a 10.000 rpm (14.000 g), por 15 mi-
nutos a 2 °C.

1. Filtrar os sobrenadantes, juntando-os aos ja filtrados anterior-
mente.

J. Adicionar aos decantados que permaneceram nos tubos, 10
mL de solucdo tampao (2 °C) e homogeneizar em vortex.

k. Filtrar os sobrenadantes, juntando-os aos 2 filtrados anterio-
res, que sera o volume final da solu¢do de miofibrilas.

8.3 ENSAIO PROTEICO

a. O ensaio protéico deve ser conduzido em duplicata para cada
amostra.

b. Colocar 0,25 mL da solu¢ao de miofibrilas em tubos de vidro.

c. Adicionar 0,75 mL de solugao tampao em cada tubo.

d. Adicionar 4 mL de reagente biureto .

OBS: Ao final teremos 5 mL de solucdo em cada tubo

e. Homogeneizar as solugcdes em vortex.

f. Nos tubos “branco” colocar 4 mL de reagente biureto e 1 mL
de solucao tampao (2 °C).

g. Homogeneizar em vortex.

h. Colocar os tubos em ambiente escuro por 30 minutos para
que ocorra reagao.

i. Ler a absorbancia em espectrofotometro a 540 nm (exemplo
na Tabela 17).

Tabela 17

Valores e médias das absorbancias obtidas em espectrofotometro
Amostra Absorbancias Média

A 0,0647 0,0668 0,0678 0,0664
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j. Com o valor da média das absorbancias, determinar a con-
centragcdo de proteina, colocando o valor da absorbancia na equagao
da curva da BSA (Albumina Sérica Bovina).

Exemplo: Equagao da curva da solucao padrao de BSA
Y =0,0508 X + 0,0088

O'Y sera o valor da absorbancia e o X a quantidade de proteina
que sera necessaria para se obter uma solucdo com 0,5 mg de protei-
na/mL em uma solugao final de 8 mL.

Com o valor de X (= mg de proteina) calcula-se o volume de
solucao de miofibrilas que serd necessario para calcular o MFI.

Célculo da quantidade de proteina das amostras:

Y =0,0508 X + 0,0088

X =0,0664-0,0088
0,0508

X=1,1339

O volume final da solucao ¢ de 8 mL, como dito anteriormente,
com 0,5 mg de proteina/mL.

Cl.V1=C2.V2
0,5.8=1,1339.V2
V2 =3,53

Onde:

C1 = Concentracao de 0,5 mg de proteina/mL;
V1 = Volume final da solucdo (8 mL);

C2 = Concentracao de proteina na solucdo de miofibrilas ne-
cessaria para se obter uma solu¢ao com 0,5 mg de proteina/mL;
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V2 = Volume de solu¢do de miofibrilas necessario para que se
obtenha uma concentragao de 0,5 mg de proteina/mL.

8.4 INDICE DE FRAGMENTAGAO MIOFRIBRILAR

a. Deve ser conduzido em triplicata.

b. Em tubos de vidro, colocar quantidades apropriadas de solu-
cdo de miofibrilas, solugdo tampao e reagente biureto para fazer § mL
de solugdo com 0,5 mg de proteina/mL, sendo que 4 mL sdo obriga-
toriamente de reagente biureto, e o restante devera ser calculado e di-
vidido entre o volume da solug¢do de miofibrilas e a solu¢do tampao.

Exemplo:
Reagente Biureto: 4,00 mL
Solucao de Miofibrilas: 3,53 mL
Solugdao Tampao: 0,47 mL

Como sao necessarios 8 mL de solugao final, ¢ 4 mL sdo obri-
gatoriamente de reagente biureto, os outros 4 mL devem ser dividi-
dos entre a solugdo de miofibrilas e a solu¢do tampao. Foi calculada
anteriormente a quantidade de solugdo de miofibrilas, sendo o valor
obtido de 3,53 mL. Assim, para se completar os 8 mL necessarios,
deve-se colocar 0,47 mL de solugao tampao.

c. Nos tubos “branco” colocar 4 mL de reagente biureto e 4 mL
de solucao tampao.

d. Homogeneizar em vortex.

e. Colocar os tubos em ambiente escuro por 30 minutos para
que ocorra a reagao.

f. Ler a absorbancia em espectrofotometro a 540 nm (exemplo
na Tabela 18).

g. O MFI sera o valor da absorbancia multiplicado por 200.
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Exemplo:
MFI = 0,3945 X 200
MFI = 78,89

A fragmentacdo das miofibrilas tem sido associada a proteo-
lise post mortem e a maciez da carne e, de acordo com Culler et al.
(1978), amostras que apresentam valor de MFI de 60 ou superior a
esse valor sdo consideradas muito macias. Amostras que possuem
valores em torno de 50 sdo levemente macias e valores abaixo de 50
indicam auséncia de maciez na carne.

Tabela 18

Valores e média das absorbancias obtidas em espectrofotometro
Amostra Absorbancias Média

A 0,3885 0,3977 0,3972 0,3945




ANALISE CENTESIMAL
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9.1 DETERMINAGAO DA UMIDADE E CINZAS

As amostras de carne, acondicionadas em saquinhos plasticos,
devem ser descongeladas de um dia para o outro em geladeira. A es-
tufa deve ser ligada a 105 °C por no minimo 3 horas antes do uso.

Na seqiiéncia, deve-se anotar o nimero das amostras nas pla-
cas de Petri com caneta de retroprojetor, lembrando que as analises
devem ser feitas em triplicata. As placas de Petri permanecem em
estufa a 105 °C por no minimo 2 horas ou overnight para estabilizar
seu peso, sendo depois retiradas com auxilio de uma pinga ou papel
toalha e colocadas em dessecador por no minimo 1 hora. Passa-se en-
tao a retirar, com auxilio de uma faca, a gordura e o tecido conectivo
das amostras de carne e a triturar as amostras descongeladas em um
micro-processador, voltando o contetdo para o saquinho onde a car-
ne estava, lembrando de nao desprezar a dgua do descongelamento
que permaneceu no saquinho.

As placas de Petri sdo entdo taradas em balanca analitica de
precisdo e seus pesos anotados. Antes de retirar a amostra de carne
do saquinho, homogeneizar bem o material triturado com a agua do
descongelamento contida no saquinho plastico.
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Pesar aproximadamente 5 g de amostra triturada de carne em
balanga analitica, dispondo esta de forma bem espalhada pela placa
de Petri com auxilio de bastdo de vidro para facilitar sua secagem.

Colocam-se novamente as placas de Petri na estufa a 105 °C
overnight para a efetiva secagem do material. Segue-se com a retira-
da das placas com as amostras da estufa e suas transferéncias para o
dessecador por no minimo uma (1) hora ou quando estas atingirem a
temperatura ambiente.

Pesam-se entdo as placas de Petri em balanga analitica, devol-
vendo-as ao dessecador para evitar que recebam umidade (Figura 31).

Figura 31
Pesagem das amostras de carne apds a secagem em estufa
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Para a determinacdo das cinzas, o primeiro procedimento con-
siste em juntar o conteudo das 3 placas de uma mesma amostra, tri-
turando-os em recipiente de porcelana com auxilio de um socador ou
de um microprocessador. (OBS: deixar as placas com o material ja
triturado dentro do dessecador).

Colocam-se os cadinhos de porcelana destinados a determina-
¢do das cinzas na estufa a 105 °C overnight, transferindo-os, com au-
xilio de uma pinga, para um dessecador, mantendo-os até atingirem
a temperatura ambiente. Segue-se com a pesagem dos cadinhos em
balanca analitica e anotagao dos pesos.

O proximo passo € tarar a balanga e colocar em cada cadinho
(novamente em triplicata) 1/3 do contetido da amostra de carne seca
triturada. Anota-se o peso das amostras e procede-se a carbonizacao
destas, a baixa temperatura, em bico de Bunsen, até que nao haja
mais fumaca sendo liberada das amostras.

Finalmente inserem-se os cadinhos de porcelana na mufla para
a incineragdo da amostra até a transformac¢ao do material em cinza.

Calculo para umidade:

Porcentagem de umidade = Perda de peso em gramas x 100
Gramas de amostra

Calculo para cinzas:

Porcentagem de cinzas = Gramas de cinzas x 100
Gramas de amostra
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9.2 DETERMINAGAO DE LIPiDIOS (HIDROLISE ACIDA)

Tarar os baldes de fundo chato. Pesar 5 g de amostra e transferir
para o Erlenmeyer de 500 mL (Figura 32).

Acrescentar 50 mL de agua fervente e 60 mL de 4cido cloridri-
co 8,0 N.

Tampar o Erlenmeyer com vidro reldgio e levar a chapa aque-
cida, mantendo ebuli¢do por 15 minutos.

Resfriar e filtrar.

Lavar o residuo com agua destilada até¢ que nao haja mais evi-
déncia de cloretos (aproximadamente 500 mL) (Figura 33).

Secar o papel de filtro em estufa de circulagdo a 65 °C.

Colocar o papel de filtro com o residuo em cartucho para extra-
¢ao em Soxhlet.

Figura 32
Amostras de carne acondicionadas em Erlenmeyer antes da hidrolise acida
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Figura 33
Lavagem e filtragem do residuo das amostras apos hidrolise acida

Montar o Soxhlet, colocar o éter de petrdleo e manter o refluxo
por 4 horas.

Recuperar o solvente.
Levar os baldes para a estufa a 105 °C e deixar overnight.

Retirar os baldes da estufa a 105 °C com auxilio de uma pinga e
colocé-los em dessecador até que atinjam a temperatura ambiente.

Pesar os baldoes em balanga analitica.

Calculo:

Porcentagem Lipidios =
(Peso do baldo + lipidios extraidos) - (Peso do baldo vazio) x 100
Peso da amostra em gramas
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9.3 DETERMINAGAO DE PROTEINAS

Reagentes:

Acido sulfurico concentrado (H,SO,, 96-98 %).

Solug@o de acido borico (H,BO,) a 2 % com indicador misto.
Dissolver 20 g de acido bérico em 1 litro de dgua destilada.

O indicador ¢ composto de 15 mL de vermelho de metila (0,1
% em alcool etilico), totalizando 21 mL de indicador misto que €
diluido em 1 litro de solu¢ao de acido borico.

Solugao de acido sulfurico 0,02 N, com fator conhecido: pipe-
tar 1,09 mL de acido sulfurico, colocar em um baldo volumétrico de
2 litros e completar o volume com agua destilada. Colocar na bureta
para proceder a titulacdo.

A fatoragdo € feita titulando o dcido em 0,0264 de Na,CO, (pre-
viamente estabilizado em estufa a 105 °C) em Erlenmeyer com 50
mL de 4gua destilada.

O procedimento de fatoracdo ¢ simples: secar uma pequena
quantidade de Na,CO,, colocar em Erlenmeyer e rapidamente acres-
centar 50 mL de agua destilada. Em seguida, faz-se a titulacao, colo-
cando-se de 3 a 5 gotas do indicador misto no Erlenmeyer contendo
a solugdo de Na,CO, e usando a solugdo de H,SO,, previamente pre-
parada, para proceder a titulagdo. O fator de corre¢do (Fc) deve ficar
entre 0,9 ¢ 1,1.

Fc= P
0,053 x Vx N

onde:

P = peso de Na,CO, (0,0264)

V = volume de H,SO, gasto na titulagdo
N = normalidade desejada (0,02)
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Mistura digestora:

10 partes de K, SO, ou Na SO,

1 parte de CuSO,. 5 H O

0,8 partes de selénio metalico em po

Indicador misto: preparar o vermelho de metila (pesar 0,15 g de
vermelho de metila e dissolver em 15 mL de alcool etilico) e o verde
de bromocresol (pesar 0,06 g de verde bromocresol e dissolver em 6
mL de 4cido etilico) e, em seguida, misturar as 2 solugdes.

Técnica de Micro-Kjeldahl

1° Etapa: Digestao

Pesar 0,15 g de amostra de carne triturada (homogeneizar bem
a carne antes de retirar a amostra).

Colocar a amostra no tubo de digestao.

Adicionar ao tubo 1,2 g de mistura digestora e 3 mL de
H,SO

2Py

Agitar cuidadosamente o tubo para misturar a amostra.

Iniciar o aquecimento somente quando a amostra estiver pronta
e disposta no bloco digestor. A temperatura do bloco deve iniciar em
torno de 100 °C e deve-se aumentar gradativamente (aumentos de 50
°C) at¢ atingir 400 °C. Quando o liquido se tornar limpido e transpa-
rente de tonalidade azul-esverdeada, retirar do aquecimento e deixar
esfriar no proprio bloco.

2° Etapa: Destilagao

Observar o nivel de dgua no baldo de geragdo de vapor, que
deve estar acima do sensor. Completar sempre.

Fechar a torneira do funil dosador de soda.

Ligar o aparelho destilador, verificando-se a voltagem da rede
elétrica.
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Abrir a torneira de 4gua para circulagdo no condensador.

Girar o dial da resisténcia até 7/8 para aquecimento da 4gua do
gerador de vapor e aguardar a fervura da mesma.

Diluir a amostra que estd no tubo de digestdo com 15mL de
agua destilada (a amostra devera estar fria).

Girar o dial para zero (0) para desligar o aquecimento.

Colocar um Erlenmeyer de 125 mL contendo 10 mL de é4cido
boérico a 2 % com indicador misto no suporte abaixo do condensador.

Conectar o tubo de proteinas digeridas no seu local de encaixe.

Adicionar NaOH 50 % no funil dosador de soda (a torneira
deve estar fechada).

Abrindo a torneira de soda lentamente (gota a gota), adicionar
NaOH 50 % no tubo digestor até neutralizar.

A amostra neutralizada fica com a cor azul-escura ou marrom-
escuro.

Terminada a neutralizagdo, fechar a torneira do funil de soda.
Imediatamente girar o dial até 10 para iniciar o aquecimento e forma-
¢do de vapor. Coletar cerca de 50 mL do destilado.

Terminada a destilacdo, retirar o Erlenmeyer (com liquido de
cor verde-claro), girar o dial para %, abrir a torneira do baldo gerador
de vapor e retirar o tubo digestor (Cuidado! Tubo quente e solugdo
caustica).

Para limpar o sistema, conectar um tubo digestor limpo con-
tendo 20 mL de H,O destilada, girar o dial até¢ 10 e destilar durante 5
minutos. Deve-se limpar o sistema sempre que mudar a amostra

Retirar o tubo de lavagem, procedendo como anteriormente
(girar o dial para % e retirar o tubo digestor). O aparelho est4 pronto
para nova destilagdo.

Terminadas todas as destilagdes, proceder a ultima destilagao
de limpeza com agua destilada, tendo o cuidado de esgotar a soda do
seu reservatorio e lavando-o também com agua destilada.
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3° Etapa: Titulacao

Preparar uma bureta com capacidade de 50mL ou mais, conten-
do H,SO, 0,02 N fatorado.

Titular diretamente no Erlenmeyer em que foi coletado o des-
tilado.

O ponto final da titulagdo sera indicado pela mudanca de cor da
solugdo do verde para o réseo (Figura 34).

Calculo

Proteina Bruta (%) =v_. f. 0.00028 . 6.25 x 100
pa

Figura 34
Mudanca da cor verde para a rosea indicando o ponto final da titulagao
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onde:

v = volume de H,SO, gasto na titulagdo

f = fator de corre¢do do H,SO *

pa = peso da amostra em gramas

6,25 = fator de conversdo de nitrogénio em proteina

0,00028 = equivalente de H,SO, correspondente ao nitrogénio

*OBS: ja multiplicada pela normalidade
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CONTAGEM E DIAMETRO
DAS FIBRAS MUSCULARES

Julian Cristina Borosky
Ana Maria Bridi
Caio Abércio da Silva

10.1 COLETA DAS AMOSTRAS

O musculo mais indicado para realizar a contagem do niimero
de fibras musculares ¢ o Semitendinosus (Figura 35), pois apresenta
facilidade de coleta, tem as fibras musculares distribuidas em sentido
unico, e o diametro do musculo é pequeno nos leitdes, o que facilita
medir sua area para estimar o numero de células do musculo.

Como o numero de células praticamente ndo ¢ alterado ap6s o
nascimento do animal, recomenda-se coletar o musculo logo ap6s o
desmame (emtorno de 21 dias de idade) para facilitaramedi¢cdo da drea
do musculo, pois € possivel analisar a area total do musculo na lamina
de microscopia Optica, visando, no momento da leitura, a possibilidade
de contar células de campos representativos de toda a 4rea muscular.

Ap6s a dissecacdo do musculo deve-se coletar a por¢ao medial
do mesmo, no sentido transversal da fibra. O tamanho da amostra
deve ser de 1 cm de espessura para facilitar a penetracdo da solu-
cdo fixadora em toda a extensdo do musculo. Logo apds a coleta, as
amostras devem ser acondicionadas na solucao de Bouin.

A amostra do musculo deve permanecer 24 horas na solucao de
Bouin. Recomenda-se a utilizacao deste fixador por facilitar a con-
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e

Figura B

.Figura H

Figura 35

Coleta do musculo Semitendinosus, a) incisao da pele da parte caudal do
pernil b) localizagao e retirada do masculo Semimembranosus; c) identifica-
¢ao do musculo Semidentinosus (localizado logo abaixo do musculo Semi-

membranosus); d) dissecagdo do musculo Semidentinosus; e) retirada do
musculo Semitendinosus; f) corte no sentido transversal da fibra muscular
na porgao mediana do musculo; g) retirada da amostra final (preservando
toda a area muscular); h) fixagao da amostra em solucéo de Bouin.
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tagem das fibras musculares, pois esta solug¢do provoca desidratacido
celular, preservando a membrana. A solu¢do de Bouin ¢ preparada
utilizando-se 180 mL (71,43 %) de solugdo saturada de 4cido picri-
co, 60 mL (23,81 %) de formaldeido PA e 12 mL (4,76 %) de 4cido
acético glacial PA.

Posteriormente, as amostras devem ser lavadas por trés vezes
consecutivas com alcool 70 % e finalmente sdo mantidas no alcool 70
% para sua conservacdo. As amostras poderdo permanecer em alcool
indeterminadamente, por isso, ¢ importante que o frasco das amos-
tras tenha boa vedacdo, ndo permitindo a evaporagao do alcool.

Amostras do musculo Longissimus dorsi, coletadas no momen-
to do abate, também podem ser usadas para estimar o nimero € o
diametro das fibras musculares, porém, deve-se tomar o cuidado para
retirar a amostra no sentido transversal das fibras.

10.2 DESIDRATAGAO DAS AMOSTRAS

Antes da desidratacao, deve-se recortar as amostras de modo a
retirar uma fatia de aproximadamente 5 mm de espessura (preservando
a area total do musculo) no sentido transversal das fibras musculares.

A lavagem da amostra consiste em:

- 0 material € colocado em agua corrente por uma hora;

- 0 material € colocado em 4lcool amoniacal por uma hora;

- 0 material ¢ colocado em 4gua corrente por mais uma hora;

- conservar em acool 70 ° GL até a desidratacao.

A desidratacdo propriamente dita consiste em:
- uma hora em alcool 95 ° GL; I

- uma hora em alcool 95 ° GL; II

- duas horas em alcool 99 ° GL; I

- duas horas em alcool 99 ° GL; II

- 45 minutos em Xilol; I

- 45 minutos em Xilol; II
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10.3 PREPARAGAO DA LAMINA

As laminas devem ficar 24 horas em alcool para remocgao de
residuos. Apos deve-se seca-las e limpa-las com gaze.

Elas devem ser mergulhadas 3 vezes em uma solucdo de cola
escolar (10 mL de cola para 90 mL de agua destilada). E importante
deixar uma parte da l1amina sem cola para permitir sua identificagao.

Depois, deve-se deixa-las secar em temperatura ambiente e
acondiciona-las individualmente em papel higiénico.

10.4 EMBLOCAMENTO E CORTE DO MATERIAL

Para realizar o emblocamento do material deve-se derreter a
parafina liquida na estufa a 65 °C, filtrando-a em seguida ainda den-
tro da estufa. Depois da pega desidratada, deve-se retira-la do casse-
te e coloca-la na parafina liquida, deixando-a de um dia para outro
(overnight) na parafina, dentro da estufa a 65 °C.

Para emblocar as pecas nas formas, primeiramente coloca-se
a parafina liquida e, com o auxilio de uma pinga, posicionam-se as
pecas corretamente no fundo das formas.

Apo6s o periodo de uma hora de resfriamento pode-se desen-
formar a amostra e cortar com uma lamina de micrétomo as quatro
extremidades do bloco sem atingir a pega, permitindo, assim, que o
bloco caiba no micrétomo.

O bloco, com o auxilio do microtomo, deve ser desbastado 24
horas apds ser desenformado até atingir a amostra. Na seqii€éncia, os
blocos sdo dispostos com a amostra voltada para baixo numa forma de
aluminio contendo 4gua e detergente, repousando na geladeira por 24
horas,quandoentao éretiradadaaguaeoblocoéacondicionadono gelo.

As amostras deverao ser seccionadas em cortes de 4 um de
espessura e imersas por cinco minutos, no maximo, em alcool 20 %.
Ap0s, procede-se a retirada do corte do alcool, coloca-se a peca em
banho-maria (entre 50 e 60 °C, para a expansao do corte na parafina
para a fixacdo na lamina) e imediatamente fixa-se o corte na lamina.
Finalmente, coloca-se a lamina com o corte na estufa por 30 minutos.
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10.5 COLORAGAO DA LAMINA

A coloragdo da lamina deve obedecer o seguinte protocolo:
- 15 minutos em xilol I;

- 15 minutos em xilol II;

- 5 minutos em alcool absoluto;

- 5 minutos em alcool 95 °GL;

- 5 minutos em alcool 70 °GL;

- 5 minutos em agua destilada;

- 4 minutos em hematoxilina;

- 15 minutos em agua corrente;

- 10 minutos em eosina;

- 5 imersdes seguidas em alcool 95 °GL;

- 5 imersdes seguidas em alcool absoluto; I
- 5 imersdes seguidas em alcool absoluto; 11
- 5 minutos em alcool absoluto;

- 10 minutos em alcool mais xilol;

- 5 minutos em xilol I;

- 5 minutos em xilol II;

- 30 minutos na capela com exaustor para secagem.

10.6 MONTAGEM DA LAMINA

Colocar na lamina 3 gotas de xilol e 2 gotas de Entelan (cola)
e rapidamente colocar a laminula. Retirar o excesso de xilol e cola
com ajuda de uma pinga, pressionando levemente a laminula sobre
a lamina para retirar também as bolhas de ar. Apds 24 horas deve-se
limpar a face contraria ao corte da lamina.

10.7 CONTAGEM DO NUMERO DE CELULAS

Existem dois tipos de contagem de fibras musculares. A primei-
ra ¢ a forma direta na qual sdo contadas todas as fibras musculares
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em determinado musculo. Este método ¢ mais confidvel, porém, ¢é
mais trabalhoso e oneroso. Por isso, tem sido mais utilizada a forma
indireta.

A contagem indireta das fibras musculares implica, primeira-
mente, em conhecer a area total correspondente ao musculo. Para
isto, utiliza-se um programa denominado de Image — Pro Plus (ver-
sd0 4.5.1.22) e um Scanner. Este programa fornece a area total do
musculo em pm?.

Para realizar a contagem das fibras musculares ¢ utilizada uma
camera fotografica digital, um microscopio Optico € um microcom-
putador. Capturar no minimo doze campos (equivalente a 0,8 % da
area total do musculo Semitendinosus, em leitdes) para a contagem
celular. E importante lembrar que a captagdo dos campos deve ser
feita por leitura de varredura (Figura 36).

Conhecendo a area total do musculo (um?), a area de cada cam-
po (um?) e o nimero total de fibras musculares contadas em todos os
campos, ¢ possivel estimar o nimero de fibras musculares do muscu-
lo, através da seguinte formula matematica:

NFT= AT x NFC
C (AC)

Figura 36

Corte histologico do masculo Semitendinosus: esquema de leitura de
varredura e captura dos campos para contagem celular, representados pelos
circulos em azul.
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NFT : numero de fibras totais do musculo em estudo; AT: area
total do musculo em estudo; NFC: numero de fibras musculares con-
tadas em todos os campos; C: nimero de campos lidos; AC: area de
cada campo lido.

10.8 DIAMETRO DAS FIBRAS

Para mensurar o didmetro da fibra muscular utilizamos o mes-
mo método de captura de imagem empregado para a contagem celu-
lar (pode-se utilizar um aumento de 40 vezes no microscopio 0ptico).
Capturar 10 campos de cada lamina (de acordo com o esquema ante-
rior) e realizar a medida do menor diametro de 15 células por campo,
totalizando 150 células por lamina (Figura 37).

Figura 37
Corte histologico do masculo Semitendinosus: a linha azul representa a
medida do menor didmetro da célula.
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IDENTIFICACAO DE TIPOS DE FIBRAS
MUSCULARES

Julian Cristina Borosky
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Caio Abércio da Silva

11.1 MATERIAL NECESSARIO:

- lamina de bisturi;

- talco neutro;

- Eppendorfs (1,5 mL) com a tampa e o fundo furados;
- caneta de retroprojetor;

- nitrogénio liquido;

- caixa de isopor pequena.

11.2 COLETA DE MUSCULO:

O musculo comumente utilizado para a identificacao das fibras
musculares € o Longissimus dorsi. Sua escolha se deve principalmen-
te porque representa um dos musculos utilizados para contagem de
células (o que torna possivel estabelecer uma relacao percentual dos
tipos de fibras analisadas). A coleta do musculo deve ser realizada
logo apds o abate, evitando-se que o tempo entre o abate e a coleta
seja superior a 1 hora. Este cuidado isenta de prejuizos o processo
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de diferenciagdo celular pela minimiza¢do no consumo das reservas
enzimaticas das células. As amostras coletadas deverao ser sempre da
mesma regido no musculo.

Com o auxilio de um bisturi, retira-se uma amostra do muscu-
lo, dispondo-0 em uma superficie macia (uma tampa de isopor, por
exemplo). Na seqiiéncia, deve-se molda-lo no formato de um parale-
lepipedo, mantendo as seguintes dimensdes: 1,0 cm de largura; 1,0
cm de comprimento e 0,5 cm altura. A seccdo do musculo deve dei-
xar as fibras musculares com a apresentacdo no sentido longitudinal
na face correspondente ao comprimento (Figura 38).

Em seguida, a amostra do musculo deve ser empanada em talco
neutro, visando sua protecdo durante o processo de congelamento.
Ao mesmo tempo, deve-se colocar um pouco de nitrogénio liquido (o
suficiente para que ndo evapore totalmente) em uma caixa de isopor
pequena, banhando o Eppendorf neste recipiente. A tampa e o fundo
do Eppendorf, devidamente identificados com a caneta de retropro-
jetor, devem estar perfurados, permitindo que o nitrogénio permeie
todo o recipiente até que este congele totalmente (momento em que
nao ocorre mais a borbulhag¢ao no nitrogénio).

A amostra do musculo protegida pelo talco e imersa em ni-
trogénio liquido também deve ser mantida neste recipiente até seu
congelamento, para depois ser acondicionada no Eppendorf ja con-
gelado.

Com a amostra no Eppendorf, esta deve ser mantida em nitro-
génio liquido, permanecendo nesta condi¢do até o processamento.

i
Sentido da fibra muscular

|

Amostra

Figura 38

Esquema de formato da amostra para congelamento em nitrogénio liquido
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11.3 PROCESSAMENTO DO MATERIAL

Para o inicio do processamento, as amostras deverao ser corta-
das em criostato no sentido transversal a fibra muscular, € os cortes
obtidos “impressos” em lamina histoldgica.

Imediatamente procede-se a colora¢do do material com azul de
metileno para confirmacgao, através de microscopia Optica, se as fibras
foram cortadas no sentido transversal. Caso os cortes estejam desvia-
dos para o sentido longitudinal, deve-se corrigir a posi¢ao da amostra
no criostato, submetendo-o anovo corte até a obtencao deste no sentido
transversal. Definida a posi¢do correta do corte, prepara-se outra lami-
na histologica, seguindo o mesmo procedimento de coloragao descrito.

A técnica NADH corresponde a uma das metodologias utili-
zadas para a diferenciagdo celular. Na sua execugdo deverdo previa-
mente ser preparados os seguintes reagentes:

1 — Tampao Tris 0,2 M — pH 7,4 (PM=121,14)
Tris—1,2114 g

Agua destilada — 50 mL

O pH devera ser ajustado com HC1 0,1 N.

2- Formol 5 % tamponado pH 7,0:
Formol — 50 mL

Agua destilada — 950 mL

Fosfato monossodico — 4,0 g
Fosfato bissodico —4,5 g

Os fosfatos somente serdo misturados na agua e depois acres-
centar o formol.

3- Meio de incubacao:

NADH (forma reduzida) — 8 mg
NBT - 10 mg

Tampao Tris 0,2 M pH 7,4 — 10 mL
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As laminas montadas com os cortes em criostato devem ser
incubadas por 40 minutos a 37 °C no meio de incubagdo (3). Em se-
guida, deve-se lava-las em 4gua destilada, coloca-las em formol 5 %
tamponado, pH 7,0, por 5 minutos (para fixacao) e, novamente, lava-
las em 4gua destilada. Na seqiiéncia, as ldminas serdo montadas em
gelatina-glicerina ou xarope de Apaty. As laminas prontas deverdo
previamente ser avaliadas em microscopio 6ptico.

Neste particular, alguns cuidados especiais com as laminas de-
verdo ser dispensados. Primeiro, as laminas deverdo ser mantidas na
posi¢do horizontal. O transporte ou o seu armazenamento inadequa-
do resultam no comprometimento da peca, j& que o meio nao tem ca-
pacidade para prender a laminula. A reacdo enzimatica € um processo
ativo e, portanto, as laminas devem ser examinadas e fotografadas o
mais rapido possivel apos sua confeccao.

11.4 ANALISE DO MATERIAL E DIFERENCIAGAO DO TIPO
CELULAR

O material deve ser analisado em microscopio Optico e fotogra-
fado de acordo com os procedimentos tradicionais.

A técnica de NADH diferencia as células em brancas — metabo-
lismo oxidativo com velocidade de contragdo rapida (maiores € mais
claras); vermelhas — metabolismo oxidativo e velocidade de contra-
¢do lenta (menores e mais escuras, quase pretas); e intermediarias
— metabolismo oxidativo-glicolitico com velocidade de contracao ra-
pida (de tamanho intermediario e apresentam coloracao acinzentada,
ou seja, tém caracteristicas intermedidrias entre os tipos celulares)
(Figura 39).

A diferenciacdo das c¢lulas ¢ perfeitamente possivel nos me-
nores aumentos do microscopio optico. A defini¢do do aumento a ser
utilizado ¢ dependente da anélise que se deseja realizar. Para a avalia-
¢ao da area celular deve-se dar preferéncia para os maiores aumentos
(40x) pela melhor definicao do campo. Se a intengdo for a contagem
das células ou a mensura¢do do didmetro celular, pode-se optar por
objetivas de menores aumentos.
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Os resultados de identificagdo do tipo de fibra sdo expressos em
porcentagem em relagdo ao nimero total de fibras.

Figura 39

Corte histologico corado pela técnica de NADH para diferenciagdo de células
musculares, 0s numeros indicam os trés tipos de fibras: 1 — célula branca,
2 — célula (vermelha), 3 — célula intermediaria.
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AVALIAGAO DO COMPRIMENTO DE SARCOMERO

Julian Cristina Borosky
Ana Maria Bridi
Caio Abércio da Silva

12.1 MATERIAL NECESSARIO

- lamina de barbear;

- lamina de bisturi;

- fita crepe;

- lapis;

- Eppendorfs (3,0 mL);

- glutaraldeido;

- pinga anatdmica;

- seringa (para manipulagao do glutaraldeido);
- superficie maleavel (plaquinhas de dentista);
- luvas de procedimento;

- isopor ¢ gelo para transporte do glutaraldeido.

12.2 COLETA DO MUSCULO

Os musculos utilizados para a avaliagdo do comprimento do
sarcomero devem ser os mesmos utilizados para a anélise de maciez.
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Comumente, utilizam-se os musculos Longissimus dorsi € o Semi-
membranosus.

As coletas, via de regra, devem ser realizadas logo apds o aba-
te. E apropriado que este periodo seja padronizado. Se a intengdo é
avaliar o comprimento do sarcomero sob diferentes intervalos pds-
abate esta conduta ndo devera exceder a 24 horas.

A amostra do musculo ¢ retirada com auxilio de um bisturi e
disposta em uma placa de dentista, moldando o musculo na forma
de paralelepipedo com a inten¢ao de que as fibras fiquem no sentido
longitudinal. Em seguida, deve-se retirar uma “fatia” desse corte no
sentido longitudinal das fibras com o auxilio da lamina de barbear
(como se fosse destacar uma fibra da amostra) (Figura 40).

Esse novo corte deve ser repicado no sentido transversal da
fibra muscular, evitando-se que a seccao fique enviesada. Os cortes
devem ser os mais finos possiveis. Posteriormente, os cortes devem

——
Sentido da fibra Sentido da fibra
muscular muscular
——— —————
Amostra
— Corte com lamina
de Barbear
Sentido da fibra Sentido da fibra
muscular muscular

Corte no sentido
transversal a fibra

Figura 40

Processamento do Material para Analise em Microscopia Eletronica de
Transmissao
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ser acondicionados em Eppendorf, devidamente identificado, e pre-
enchidos com glutaraldeido de maneira que se estabeleca uma pro-
porcdo 2/3 de fixador para 1/3 de amostra.

Na seqiiéncia, os Eppendorfs deverao ser fechados e acondi-
cionados em isopor, sendo mantidos sobre resfriamento até o proces-
samento.

A partir do primeiro corte (no sentido da fibra) a amostra deve-
réd ser inserida em glutaraldeido para iniciar sua fixagao, facilitando
sua manipulacao e preservacao da qualidade.

Os materiais devem ser recortados no tamanho indicado para
em Microscopia Eletronica de Transmissao, fixados em glutaraldeido
2,5 % em tampao fosfato 0,1 M sob pH 7,3.

12.3 SEQUENCIA DE PREPARAGAO NO LABORATORIO

- lavar em tampao fosfat 0 0,1 M, pH 7,3 por 3 vezes, com du-
ra¢ao de 5 minutos cada;

- fixar em tetroxido de 6smio 1 % em tampao fostato 0,1 M, pH
7,3 por 2 horas;

- lavar em agua destilada 3 vezes (5 minutos cada vez);

- colocar em acetato de uramila 0,5 % em agua destilada por
mais ou menos 2 horas;

- desidratar em acetona;

- acetona a 50 % - 2 vezes (10 minutos cada vez)
- acetona a 70 % - 2 vezes (10 minutos cada vez)
- acetona a 90 % - 3 vezes (15 minutos cada vez)

- acetona a 100 % - 3 vezes (15 minutos cada vez)

- infliltrar em acetona 100 % com araldite 1:1 por mais ou me-
nos 24 horas;

- incluir em araldite e colocar em estufa 60 °C por 48 horas;
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- fazer os cortes semifinos (0,5 1) e coloca-los em lamina his-
toldgica;

- corar com azul de toluidina para selecionar o campo para o
corte ultrafino.

Os cortes ultrafinos deverao ser feitos em ultramicrotomo (Lei-
ca Ultracut UCT) com 70 a 80 nm e colocados em telas de cobre e
contrastados com acetato de uramila e citrato de chumbo.

As andlises serdo realizadas em Microscopio Eletronico de
Transmissao (CM100 philips).

12.4 PROCESSAMENTO DO MATERIAL

Apo6s este procedimento, as amostras deverdo ser avaliadas
através de microscopia oOtica para selecdo dos campos que serao re-
cortados e preparados para a analise em microscopia eletronica de
transmissao.

12.5 ANALISE

Na microscopia eletronica, no menor aumento, deve-se entao
procurar os campos onde as fibras estdo totalmente no sentido longi-
tudinal e, em seguida, deve-se ir aumentando o campo até que seja
possivel a visualizagdo dos sarcomeros.

O aumento a ser utilizado varia de acordo com o que se deseja
estudar. A principio, para a mensuragao do comprimento do sarcome-
ro, o aumento de 1950 x ¢ suficiente.

Uma vez escolhido o campo de interesse, deve-se fotografa-
lo com a camera acoplada ao microscopio. Depois, deve-se avaliar
essas imagens com o auxilio de programa de computador para ana-
lise de imagens como o utilizado para medi¢ao de diametro de fibra
muscular.

As medidas do comprimento do sarcomero serdo expressas em
um (figura 41).



Avaliagdo do comprimento de sarcomero 113

Figura 41
Foto de fibras musculares, no sentido longitudinal, em microscopia eletro-
nica de transmissao. As linhas em vermelho indicam a medida do compri-

mento de sarcOmero.
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