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RESUMO

Os mecanismos que causam o amolecimento ¢ a perda na textura post-mortem da carne de matrinxa
foram determinados por meio das mudangas na microestrutura do musculo, imediatamente apos a morte ¢
depois de 12 horas de estocagem a —3°C. As observagdes na microestrutura, realizadas com microscopio
eletronico de transmissdo, foram semelhantes aos resultados obtidos na for¢a de ruptura do musculo
medidos com o textur6metro. Os valores da for¢a da ruptura foram menores para a carne apds o
resfriamento. Observou-se que as fibras do colageno do tecido conectivo pericelular se desintegraram e
que as do colageno do tecido conectivo do miocommata conservaram sua arquitetura e integridade.
Houve pouca degradagao da linha Z. Isso sugere que o amolecimento post-mortem da carne de mantrinxa,
durante a estocagem a -3°C, ¢é causado pela degradacdo do tecido conectivo pericelular.
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ABSTRACT

In order to determine the mechanisms that cause the post mortem muscle softness of the matrinxd Brycon
cephalus, changes in the micro structure of the muscle were observed immediately after death and after
12 hours of storage at —3° C, measuring the firmness of the flesh with test instruments. Observations by
the transmission electron microscope were similar to the results obtained in the breaking strength of the
muscle measured with a texturometer. The values of the breaking strength of the fish muscle were smaller
after chilling. At the same time, it was observed that the collagen fibers of the pericellular connective
tissue had disintegrated, while the collagen fibers of the miocommata connective tissue maintained their
organization and integrity. No evident breakdown of Z-discs was observed. It is suggested that the post-
mortem tenderization of the matrinxa muscle during chilled storage was due to the disintegration of the
collagen fibers in the pericellular connective tissue and, in a smaller extent, to the weakening of Z-disk.
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INTRODUCAO horas de armazenamento em baixas temperaturas

(Mochizuki e Sato, 1996).
A firmeza ¢ um fator muito importante para

avaliagio da qualidade da carne de peixe, Alguns estudos foram realizados principalmente em
principalmente no momento da comercializacao. peixes marinhos para avaliar a causa do
Sabe-se que a carne de peixe amolece depois de 24 amolecimento post-mortem na carne dos peixes,

sendo poucos em espécies de agua doce, como os
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realizados em carpa (Cyprinus carpio) e truta
(Oncorhynchus mykiss, Salmo irideus) (Ando et
al.,1999).

O colageno ¢ o maior constituinte do tecido
conectivo intramuscular dos peixes €, como tem
sido demonstrado, exerce um importante
significado na textura da carne de peixes (Sato et
al., 1986). Estudos histologicos tém demonstrado
que o tecido conectivo pericelular ¢ degradado mais
intensamente durante a armazenagem a baixas
temperaturas do que o tecido conectivo intersticial
(Hallett e Bremner, 1988; Ando et al., 1995;
Kubota et al., 1996).

Sabe-se que existem distintos coldgenos, quimica e
geneticamente  diferentes, entre o0s mesmos
individuos (Bornstein e Sage, 1980). No tecido
conectivo pericelular dos peixes, ¢ reconhecida a
existéncia do coldgeno tipo I e, em maior
proporgao, do colageno tipo V, este tltimo indicado
como responsavel pela textura post-mortem (Sato et
al., 1997; Shigemura et al., 2004). O colageno tipo
V aparece identificado pelo seu didmetro menor nos
estudos de microscopia eletronica de transmissao
(Sato et al., 1997; Ando et al.,, 1999). Ja se
demonstrou que o didmetro da fibra de colageno
diminui com o incremento do colageno tipo V (Birk
et al., 1990).

A firmeza do musculo também ¢ um importante
indice de frescor, e o amolecimento indica
deterioragdo da qualidade da carne. Desse modo,
faz-se necessario conhecer os mecanismos do
amolecimento, para desenvolver métodos que
possam ser utilizados na piscicultura, a fim de
prevenir esse processo de perda da qualidade na
textura da carne. Algumas pesquisas relacionam
esse fendmeno a certas espécies cultivadas em
viveiro mais do que a espécies capturadas no meio
natural (Ando et al., 1999; Alasalvar et al., 2002).

No Brasil, a producdo de peixes de viveiro tem
aumentado e o matrinxd ¢ uma das espécies mais
procuradas para esse fim (Pezzato et al., 1994;
Guimardes e Storti Filho, 1997). No entanto,
desconhecem-se as causas do amolecimento post-
mortem na armazenagem em baixas temperaturas,
nesse peixe. O objetivo deste trabalho foi
determinar a possivel desintegracdo do tecido
conectivo pericelular e sua relagdo com a perda de
textura em matrinxa.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se matrinxds de trés tamanhos, com
peso médio e comprimento médio de 120g, 230g, e
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350g e 15cm, 18cm e 22cm, respectivamente. Os
peixes foram criados e cultivados em viveiro e
abatidos por meio de pungdo no cérebro.
Imediatamente depois de mortos, retiraram-se
amostras do musculo dorsal para andlise
microscopica. O restante dos peixes foi empacotado
em sacola de polietileno e armazenado a —3°C
durante 12 horas. Utilizaram-se trés peixes para
cada tamanho.

A textura da camne foi determinada no musculo
dorsal, segundo Ando et al. (1992), em uma
amostra de 10mm de espessura. Foi registrada a
maxima forga de penetragdo, com émbolo cilindrico
de 3mm de diametro, que foi for¢ado a entrar na
fatia de musculo, paralelo a orientacdo de suas
fibras, a velocidade de 60mm/min. Os resultados
foram expressos como forga a ruptura, mostrados
pela média de cinco a oito medi¢des. O aparelho
empregado foi o analisador de textura'. As
medig¢des foram feitas antes e ap6s o esfriamento.

Para microscopia eletronica de transmissdo (TEM),
as amostras de musculo dorsal (Imm x Imm x
Smm) foram fixadas em glutaraldeido 2,5% por 2
horas, lavadas varias vezes em tampao fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,2; poés-fixadas em tetroxido de
6smio a 1%, por 2 horas, em seguida, lavadas no
mesmo tampdo e desidratadas com passagens em
solugdes de concentragdes crescentes de etanol:
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% e 100% por 20
minutos em cada uma dessas solugdes. O
procedimento seguinte foi a infiltragdo, iniciada
com a imersdo das amostras numa mistura de
araldite e etanol puro (1:1) por 12 horas, a
temperatura ambiente.

A inclusdo foi realizada em mistura plena de resina
araldite. O material incluido foi colocado na estufa
a temperatura de 60°C por 72 horas, para efetuar a
polimerizagdo. Apoés, foram feitos cortes de 0,3pum
para analise e selecdo das areas a serem observadas
a microscopia eletronica. Esses cortes foram
corados com azul de toluidina a 1% em 4cido
borico saturado. Tais cortes foram também
observados e selecionados, e os melhores
fotomicrografados com auxilio de fotomicroscopio.
Seguindo esse procedimento, cortes ultrafinos com
70nm de espessura foram obtidos em
ultramicrétomo®, com navalha de vidro, montados
em grade de cobre e contrastados com acetato de
uranila e citrato de chumbo e, entdo, observados e
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fotografados em microscopio eletronico de
s an 3 ~
transmissdo” com uma aceleracdo de 80kv.

O delineamento experimental foi em fatorial 2x3
(dois tipos de resfriamento x trés pesos de peixe).
Para os valores da textura (for¢a de ruptura), foi
feita analise de variancia e, em caso de diferenca
estatistica, teste Tukey para comparagdo de
médias. O nivel de significancia adotado foi de
P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da for¢a de ruptura encontram-se
na Tab. 1. A firmeza do musculo diminuiu
significativamente depois de 12 horas de
resfriamento (P<0,001).

Também foram comparados os resultados da
forca de ruptura dependendo do tamanho dos
peixes utilizados, mas nao foram observadas
diferencas significativas, que pudessem associar
o grau de perda de firmeza com o peso dos
peixes utilizados. No entanto, observou-se
tendéncia no aumento da forca de ruptura a
medida que aumentou o peso do matrinxa (dados
ndo mostrados). Segundo Love et al. (1972) e
(1992), o colageno do miocommata dos peixes
velhos ¢ mais débil e tem menos ligacdes
cruzadas que o colageno dos peixes jovens. No
presente  estudo, entretanto, utilizaram-se
somente peixes jovens, pois 0 matrinxd s6 ¢
adulto quando alcanga de 3-4kg (Graef et al.,
1987).

A microestrutura do muasculo do peixe matrinxa
foi observada por microscopia eletronica de
transmissdao (TEM), mostrada nas Fig. 1 a 3. A
observacdo das fibras de colageno no tecido
conectivo pericelular indicou que elas mantém
estreita relagdo com o amolecimento post-
mortem da carne de peixe armazenada a baixas
temperaturas (Sato et al., 1997; Ando et al.,
1999). No musculo, imediatamente apos a morte
(Fig. 1la), as fibras de colageno do tecido
conectivo pericelular sdo observadas claramente,
mantendo uma arquitetura ordenada junto a fibra
muscular. Depois do armazenamento durante 12
horas a —3°C (Fig. 1b), as fibras do tecido
conectivo  pericelular se  desintegraram,
observando-se perda do arranjo arquitetonico em
relagdo a fibra muscular.
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Verificou-se simetria das fibras de colageno no
tecido  conectivo  pericelular  (Fig. 2a)
imediatamente apds a morte. Na fig. 2b, observa-
se o efeito do armazenamento em baixa
temperatura sobre o tecido conectivo pericelular,
sendo que as fibras de colageno apresentam-se
completamente degradadas e ndo € possivel
determinar a simetria da fibra.

Nao foi verificada alteracdo ou degradagdo em
nenhuma das fibras de coldgeno no tecido
conectivo do miocommata, depois do tempo de
armazenamento utilizado neste estudo. O
diametro da fibra de colageno no tecido
conectivo pericelular, de 20 a 28nm, ¢
semelhante ao de outros estudos (Sato et al.,
1997; Ando et al., 1999).

A desintegracdo das fibras de colageno no tecido
conectivo pericelular mostra relagdo com a
diminuicdo na for¢a de ruptura obtida no teste
instrumental, fato conhecido como amolecimento
post-mortem. O amolecimento post-mortem da
carne de matrinxd pode ter sido causado pela
desintegracdo das fibras de colageno do tecido
conectivo pericelular.

A microestrutura da fibra muscular ¢ mostrada
na Fig. 3. No musculo em estado fresco (Fig. 3a),
a linha Z, localizada no centro dos filamentos de
actina pode ser identificada. Entretanto, apos o
armazenamento (fig. 3b), ha dificuldade na
observagdo da estrutura da linha Z e pode-se
apreciar certa perda do arranjo.

Durante o manuseio e a armazenagem em baixas
temperaturas, a unido dos blocos musculares ao
miocommata poderia falhar, causando o
fenémeno conhecido por “gaping” (Love et al.,
1969; Skjervold et al., 2002) e, segundo esses
autores, dois tipos de “gaping” sdo conhecidos.
O primeiro acontece durante o congelamento em
estado de rigor mortis ¢ ¢é atribuido ao
enfraquecimento das conexdes de colageno
devido a formagdo de cristais de gelo (Badii e
Hotel, 2002). Nesta pesquisa, os peixes foram
resfriados em estado de pré-rigor. A causa do
segundo tipo de “gaping” pode acontecer ao
longo do tempo em peixes armazenados.

1069



Sudrez-Mahecha et al.

Tabela 1. Médias e desvios-padrao da for¢a de ruptura antes e depois do resfriamento em matrinxa de trés
pesos distintos, medidos com texturOmetro

Peso dos peixes

120g 230g 350g
Antes do resfriamento 211,8+£16,9a 196,4+6,8a 2423423 ,5a
Depois do resfriamento 116,5£11,5b 83,0£2,1b 102,1+6,5b

* Valores seguidos de letras distintas na linha e na coluna indicam diferencas (P<0,001).

Figura 1. Mudangas na microestrutura do colageno pericelular no musculo de matrinxd. (a) Fibra
muscular e colageno em estado fresco. (b) Perda da arquitetura da fibra muscular e degradagdo do
colageno depois de 12 horas de armazenamento a —3°C. M: Fibra muscular; C: fibras de colageno (a barra
representa 500nm).

a

Figura 2. Tecido conectivo pericelular no musculo de matrinxa. (a) Fibras de coldgeno em estado fresco
ap6s a morte. (b) Fibras de colageno completamente degradadas apds a armazenagem em baixa
temperatura durante 12 horas (a barra representa 500nm).
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Figura 3. Cortes longitudinais da miofibrila muscular. (a) Nota-se claramente a linha Z, em estado fresco.
(b) Depois do armazenamento as linhas Z apresentam-se pouco definidas. (a barra representa 500nm).

Hallett ¢ Bremner (1988) determinaram que o
“gaping”, causado pela degradagdo das fibras de
colageno entre a fibra muscular € 0 miocommata,
foi o responsavel pelo amolecimento do musculo
de “hoki” (Macruronus novaezelandiae), embora
os autores ndo tenham realizado testes de firmeza
no musculo. Ando et al. (1992) sugeriram que a
relagdo entre “gaping” e amolecimento do
musculo permanece pouco clara. Se o “gaping”
tem estreita relagdo com o amolecimento do
musculo, no peixe “hoki” ha a possibilidade de
causar o amolecimento relativamente tardio,
quando comparada a outros peixes (Oka et al.,
1990; Ando, 1997), porque ndo foram
observadas mudangas no musculo de “hoki” ap6s
24 horas de armazenamento. No presente estudo,
ndo foram encontradas mudangas nas fibras de
colageno do miocommata que possam relacionar
o amolecimento do musculo do matrinxa a algum
tipo de “gaping”.

Os filamentos de conectina sdo compostos por o~
conectina altamente elasticos e tendo como
fungdo a conexdo das linhas Z com o filamento
de miosina. Kumano e Seki (1993)
demonstraram a desintegragdo dos filamentos de
conectina, por meio da diminui¢do de -
conectina, o que aconteceu rapidamente quando
os musculos da carpa (Cyprinus carpio) e da
truta arco iris (Oncorhynchus  mykiss)
alcangaram a temperatura de armazenamento a -
2°C, embora continuasse ocorrendo diminuigio
da for¢a de ruptura dos musculos da primeira,
apos o descongelamento, mesmo depois de ter
havido degradag@o completa da a-conectina. No
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musculo da truta arco-iris, a for¢a da ruptura
diminuiu mais rapidamente que em a-conectina.
Estes resultados sugerem que existem outros
fatores  adicionais relacionados com o
amolecimento post-mortem. Neste estudo, ndo
foram feitas observagdes histologicas e ndo
foram realizados testes bioquimicos com os
filamentos de conectina. Outros autores também
sugeriram que as mudangas nas fibras de
conectina modificaram as estruturas do musculo
(Sato et al., 1997).

Tem sido demonstrado que o didmetro da fibra
de colageno no tecido conectivo pericelular varia
de 20 a 30nm e corresponde ao colageno tipo V,
presente em maior quantidade (Birk et al., 1990;
Ando et al., 1999). No amolecimento da carne de
diferentes peixes, Sato et al. (1997) indicaram o
colageno tipo V como o principal constituinte no
tecido conectivo pericelular, sendo responsavel
pelo amolecimento post-mortem. No entanto, o
motivo pelo qual acontece, preferencialmente, a
degradag@o desse colageno ainda ndo esta claro.
Yamashita ¢ Konagaya (1991a, 1991b) relataram
que a catepsina L foi a responsavel pelo
amolecimento da carne de salmdo chum,
encontrando fagocitos ao redor das fibras
musculares. Nesta pesquisa, ndo foram
observados fagécitos ao redor das fibras
degradadas de colageno e no tecido conectivo
pericelular, semelhante ao resultado encontrado
por Ando et al. (1999). Outra possivel hipotese
propde que os peptideos que contém
hidroxiprolina, possivelmente como produto da
degradagdo do colageno, poderiam  ser
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quantificados e serviriam como indicadores da
degradacdo do colageno. Ando et al. (1999) ndo
encontraram  diferencas nos  niveis de
hidroxiprolina em peixes pelagicos e demersais,
porque a molécula de coldgeno pode ser
degradada em uma regido onde o colageno ndo
estd presente. Kubota et al. (2003) consideraram
as metaloproteinases como responsaveis pelos
processos proteoliticos, gerando a degradagdo
dos colagenos tipol e V.

Mesmo que possam existir outros fatores
envolvidos no amolecimento post-mortem da
carne de matrinxa, pode ser conveniente iniciar
estudos comparados de espécies provenientes de
viveiro e de ambiente natural nativas do Brasil.

CONCLUSOES

O amolecimento da carne do peixe matrinxa é
causado pela degradacdo do tecido conectivo
pericelular, como efeito do resfriamento a —3°C
durante 12 horas. As observacdes histologicas
coincidem com a perda significativa da textura,
medida no texturémetro.
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