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Resumo: O objetivo deste trabalho foi identificar por eletroforese as mudancas nas fra¢cdes das proteinas
musculares, separadas no periodo post-mortem de bovinos de dois diferentes grupos genéticos (Nelore e
Angus). Foram utilizadas 12 amostras do masculo Longissimus dorsi por grupo genético. De cada uma
delas foram retiradas trés fatias, uma foi refrigerada por 24 horas, uma foi maturada por 7 dias e ainda
outra maturada por 14 dias a 4°C. As amostras submetidas a 0, 7 e 14 dias de maturag¢do ndo diferiram
quanto & maciez da carne nos grupos genéticos. Na andlise das bandas da eletroforese, notou-se
degradag@o da miosina (MHC) e da Troponina—T (TN-T) e o aparecimento do fragmento de 30 kDa para
todos os grupos genéticos durante o periodo de 7 dias de maturagao.
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Miofibrilar Degradation and tenderness of Longissimus muscle of two genetic groups submitted
to three times of ageing

Abstract: The aim of this paper was the eletrophoretic identification of muscular fractions, separate
proteins in post-mortem of four different two bovine genetic groups (Nelore ¢ Angus). 24 samples of the
Longissimus muscle had been used (12 for genetic group). Each sample was separated in three slices that
was aged for 7 and 14 days e another was not aged. The 0, 7 and 14 days samples had not differed in
relation to the genetic groups. In the analysis of the bands, degradation of myosin (MHC), Troponina-T
(TN-T) was noticed and the 30 kDa fragment for the genetic groups during the period of 7 days of
ageing.
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Introducao

O aumento da maciez da carne, que ocorre pos-morte, ¢ resultado de uma série de processos, que
envolvem um sistema enzimatico cuja finalidade ¢ degradar a estrutura miofibrilar. A utilizagdo da
maturagdo pode reduzir a for¢a de cisalhamento, favorecendo, portanto, a maciez da carne, resultado da
protedlise miofibrilar, mediada pelas proteases célcio dependentes. Além da maturagdo, a genética do
animal tem um importante efeito na maciez da carne percebida sensorialmente. Porém, ainda poucos
estudos tém avaliado a influéncia do genétipo na palatabilidade da carne. Tem sido demonstrado que
algumas proteinas componentes da miofibrila mudam durante o post-mortem dos animais, incluindo a
Tinina, Nebulina e a Troponina, resultando muito vezes no desaparecimento de determinadas fragdes das
proteinas ou o aparecimento de produtos de degradag@o, como ¢ o caso do aparecimento de uma banda
de aproximadamente 30 kDa a medida que se aumenta o tempo de maturagdo da carne (Negish et.al.,
1996). Muitos métodos tém sido empregados atualmente para se determinar o grau de protedlise sofrida
pelas proteinas miofibrilares. Um dos métodos mais eficientes utilizados atualmente ¢ o do eletroforese
na presenca de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE) que é empregada para determinagdo de peso
molecular, quantificagdo e identificacdo de padrdes polimorficos em estudo de qualidade de carne. O
objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar as mudancas na composi¢do das proteinas
miofibrilares do musculo Longissimus dorsi de bovinos da raga Nelore ¢ Angus, submetidos a trés
tempos de maturagdo por meio da técnica de eletroforese SDS-PAGE.



Material e Métodos

O experimento foi realizado na Faculdade de Agronomia de Paraguacu Paulista. Foram utilizadas
24 amostras do musculo Longissimus dorsi de bovinos da raga Nelore e Angus, submetidos a trés tempos
de maturagdo: 0, 7 e 14 dias. Estas amostras foram homogeneizadas, isoladas e quantificadas para que se
procedesse a analise da degradagdo das proteinas miofibrilares por meio de eletroforese. Cada amostra
foi pesada em balanga de precisdo e macerada em solucao de isolamento. Apos processadas as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos em centrifuga refrigerada a
0°C. O sobrenadante foi retirado e acondicionado em microtubos para posterior diluigdo e utilizagdo na
corrida eletroforética. Cada amostra foi entdo diluida com solugdo tampdo (glicerol, SDS e f-
mercaptoetanol e azul de bromofenol) na propor¢ao de 1:1 em microtubos contendo 30 pl de amostra e
30 pl da solugdo tampao. As amostras diluidas foram entdo superaquecidas por 90 segundos em banho-
maria. Em seguida o gel de poliacrilamida foi preparado a uma concentracdo de 7,5% e aplicado em cada
uma das placas para polimerizagdo. Apos completa polimerizagdo do gel, as amostras foram aplicadas
em cada um dos pogos. Cada gel entdo foi submetido a corrente elétrica continua durante 6 horas. Apos a
corrida os géis foram retirados das placas ¢ imersos em solugdo corante de comassie blue (solucédo 0,1%),
por 24 horas. Em seguida foram mergulhados em solugdo descorante (metanol 30%, acido acético 10% e
H,0 60%), para revelagdo das bandas das proteinas durante 24 horas. Cada gel entfo foi retirado da
solucdo descorante e colocado num analisador de imagens para identificacdo das fracdes separadas. As
analises estatisticas foram realizadas através do procedimento GLM do sistema de analises estatisticas
SAS para verificagdo do efeito da raca e do tempo de maturacdo sobre a estrutura das proteinas
miofibrilares, utilizando delineamento inteiramente ao acaso em esquema fatorial 2 x 3 (duas ragas e trés
tempos de maturagdo).

Resultados e Discussao

A eletroforese das miofibrilas dos musculos de animais Nelore e Angus apresentou de 20 a 27
bandas. A figura 1 mostra seis linhas representativas do padrao eletroforético das proteinas miofibrilares
do musculo Longissimus dorsi apds os tempos 0, 7 e 14 dias de maturag@o.
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FIGURA 1. Eletroferograma das proteinas miofibrilares do musculos Longissimus dorsi de Bovinos
Nelore (N) e Angus (A) submetidos a trés tempos de maturagao.

Nela estdo representados os locais aproximados de acordo com o peso molecular determinado
pelo padrdo de peso molecular das proteinas ou fragdes protéicas consideradas mais importantes no
processo de amaciamento da carne bovina durante o resfriamento: Nebulina (Nb), Cadeia pesada da
miosina (MHC), produtos de degradagdo de aproximadamente 110 a 150 kDa, alfa-actina (a-actina),
Troponina-T (TN-T), Fragemento de aproximadamente 30kDA, produto da degradacdo da troponina,
Cadeias leves da miosina e Troponina-I (TN-I). Pode-se notar pela analise figura pequena diminui¢ao de
determinadas fra¢des protéicas e aparecimento de outras, denominadas produtos de degradagdo, a medida
que se aumenta o tempo de maturagdo da carne, independente do grupo genético. Isto pode ser
facilmente observado quando se faz a analise densitométrica das bandas do gel em programa de analise
de géis de eletroforese especifico, que por sua alta sensibilidade pode detectar até mudangas minimas na
composicdo das proteinas miofibrilares. Apesar desta observacdo, quando os dados dos géis foram



submetidos a analise estatistica, ndo foram observadas diferencas significativas na degradacdo das
miofibrilas. Isso pode ser notado pela analise da tabela 1.

TABELA 1. Mudangas no contetdo das fragdes das proteinas miofibrilares (% da proteina total) do
musculo Longissimus dorsi de bovinos Nelore e Angus submetidos a 0; 7 ¢ 14 dias de

maturagao.
Animais
Proteinas Nelore Angus
00 07 14 00 07 14

Titina 7,83 Aa 7,54 Aa 7,52 Aa 7,21 Aa 6,82 Aa 6,82 Aa
MHC 26,13 Aa 27,59 Aa 28,14 Aa 26,71 Aa 25,07 Aa 27,13 Aa
Actina 19,48 Aa 18,70 Aa 18,83 Aa 21,59 Aa 20,04 Aa 20,49 Aa
a-actina 438Aa 531 Aa 5,14 Aa 400Aa 5,12Aa 4,89 Aa
30 kDa 0,89 Aa 1,09Aa 1,11 Aa 0,75Aa 098 Aa 1,01 Aa
TroponinaT | 286Aa 258 Aa 2,51 Aa 305Aa  298Aa 297 Aa

Médias seguidas por letras maitsculas iguais ndo diferem significativamente quanto aos grupos genéticos e letras mintisculas iguais
nao diferem significativamente quanto aos tempos de maturagio (P< 0.05) pelo teste de Tukey.

Nao foram observadas mudancas na quantidade das principais proteinas contrateis actina e
miosina entre grupos genéticos e tempos de maturagdo. Assim como observado por outros autores essas
proteinas parecem ndo sofrer degradacdo post-mortem a 4° C até apds 56 dias de maturacdo (Bandman &
Zdanis, 1988). Eles sugeriram que a falta de protedlise da MHC foi parcialmente devido a baixa
atividade enzimatica a temperaturas resfriadas. De acordo com Kolczak et. al., (2003) durante 12 dias de
maturagdo da carne o comprimento do sarcdmero aumenta, principalmente devido ao alargamento das
bandas-I e também algumas mudancas na banda-A. Nao foram encontradas diferencas significativas
quanto ao conteudo da TN-T ao longo dos tempos de maturagdo em nenhum dos grupos genéticos, mas
nota-se que conforme aumentou o tempo de maturagdo, o contetido da TN-T diminui e devido a
degradagdo da TN-T, polipeptideos de aproximadamente 30 kDa aparecem. A degradagdo da TN-T
durante a maturagdo dos musculos tem sido associada com a melhora na maciez. Como tem sido
documentado e observado em varios musculos independentemente da espécie animal (Negish et al.,
1996). E possivel que a degradagio possa estar relacionada & mudangas estruturais tais como o
enlargamento da banda I, e encompridamento das miofibrilas do sarcomero, o qual ¢ encontrado em
observagdes microscopicas. A raga, assim como o peso ao abate, influencia nos parametros de qualidade,
incluindo a estrutura e a fisiologia muscular. Nao foram encontradas diferengas significativas quanto a
maciez da carne em bovinos Nelore e Angus do presente estudo, porém estudos tém mostrado que ha
maior maciez da carne nos animais Angus. Essas diferencas na maciez entre as ragas podem ser devido a
diferengas genéticas na atividade enzimatica do musculo e na composi¢do bioquimica, principalmente
em relacdo a propor¢do de gordura, principalmente quanto a gordura intramuscular, tipos de fibras
presentes no musculo e contetido de colageno (Kolczak el al., 2003).

Conclusoes

Conclui-se que ndo se obteve resultados significativos na degradagdo das proteinas, porém
podemos observar que maiores mudangas ocorrem na Troponina-T durante o processo de maturagdo.
Sendo assim, mais estudos devem ser realizados no intuito de se verificar mudangas na composicao
miofibrilar entre ragas bovinas e periodos de maturagao.
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