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RESUMO

O amolecimento da carne dos peixes, post-mortem, ¢ um fator de qualidade
diretamente influenciado pelas caracteristicas dos tipos de coldgenos presentes em cada
espécie. A degradagdo do coladgeno esta relacionada com a armazenagem dos peixes sob
resfriamento. Algumas pesquisas tém demonstrado, através de testes bioquimicos e,
principalmente, através da utilizagdo das microscopias eletronicas de varredura e de
transmissdo, que a perda da textura na carne dos peixes estd relacionada com a
degradacdo do tecido conectivo pericelular ¢ ndo do miocommata ou do tecido
conectivo intersticial. Para determinar os mecanismos que causam o amolecimento post-
mortem da carne do matrinxa (Brycon cephalus), foram observadas as mudangas na
microestrutura do musculo imediatamente apos a morte ¢ depois de 12 horas de
armazenamento a —3°C. Foi utilizado o microscopio eletronico de transmissdo e as
observagdes foram correlacionadas com os resultados obtidos na forca de ruptura do
musculo, medido com texturdmetro. Quando comparados os valores da forca para
ruptura da carne antes e depois da estocagem, encontrou-se uma significativa
diminui¢ado deste, apos do resfriamento (P<0,001). Ao mesmo tempo, foi observado que
as fibras do tecido conectivo pericelular foram desintegradas e houve perda da
arquitetura das miofibrilas. Nao obstante, foi observada pouca degradagdo da linha Z na
fibra muscular. De aconcordo com os resultados encontrados, sugere-se que o
amolecimento post-mortem da carne do matrinxd como efeito da estocagem sob
resfriamento, pode-se dever a desintegracdo das fibras de colageno no tecido conectivo
pericelular e em menor grado a degradacdo da linha Z. S3o propostas algumas teorias e

praticas que poderiam explicar este fenomeno.



Palavras-chave: peixe, Brycon cephalus, post-mortem, amolecimento, armazenagem,

textura, colageno.



ABSTRACT

The softening of post-mortem fish meat, is a quality factor directly influenced by the
collagen characteristics present in the fish. The degradation of collagen is related to
cold storage of the fish. Some studies haven demonstrated through biochemical tests,
and specially through scanning (SEM) and transmission (TEM) electron microscopy,
that loss of meat texture in fish is related to the degradation of the connective pericelular
tissue and not of the miocommata or of the connective interstitial tissue. To determine
the mechanisms that cause the post-mortem meat’s softening of matrinxa (Brycon
cephalus), microstrucural changes in the muscle were monitored after 12 hours of
storage at —3° C. The TEM results were correlated with textural changes (breaking
strength) obtained with a texturometer. The breaking strength values were lower for the
cold strored fish (P < 0,001). At the same time it was observed that the pericelular
connective tissue fibers were disintegrated and the miofibrilas had lost their original
architecture. Nevertheless, the muscular fibers showed little degradation of the disc Z.
Basis these results, it is suggested that the post-mortem softening of matrinxa’s meat as
effect of cold-storage, might be a due to disintegration of collagen fibers in tissue
pericelular connective tissue and to a smaller degree, due to the degradation of the disc

Z. Hipothesis about this phenomenon are proposed.

Keywords: fish, Brycon cephalus, post-mortem, softening, storage, texture, collagen.



INTRODUCAO

Em razdo de sua posi¢do geografica, o Brasil apresenta inumeraveis vantagens
no setor aqiiicola e especialmente na piscicultura. Atualmente estdo sendo cultivadas
espécies de agua doce, que anteriormente eram consideradas como “potenciais para a
piscicultura”, mas na atualidade tem virado de interesse economico. Este ¢ o caso do
matrinxa que, segundo diversos estudos de cultivo, tem demonstrado ser uma excelente

espécie para a piscicultura.

Esta espécie esta sendo atualmente preferida nos “pesque e pague” e em algumas
regides comega a ser explorada de forma intensiva. Em outros paises como Peru e
Colombia, o género Brycon ja faz parte de muitas granjas dedicadas a piscicultura. A
producdo ¢ cada vez maior, devido a grande demanda ocasionada pela preferéncia dos
consumidores, que consideram algumas espécies deste género como peixe de carne

nobre e de sabor superior frente a outras espécies.

Na produgdo intensiva, também tem-se identificado alguns problemas referentes
a textura da carne, que ainda nao foram resolvidos. Os produtores de carne de matrinxa
estdo encontrando problemas na textura da carne quando este ¢ submetida a
resfriamento, eles relatam que toda vez que beneficiado o matrinxd e colocado em
resfriamento aproximado dos 0°C para a sua posterior comercializagdo, a carne torna-se
mole depois de alcancar a temperatura ambiente, dificultando processos tecnologicos
como descamagdo e cortes verticais feitos no nivel do misculo dorsal para quebrar as
espinhas. Também descrevem os piscicultores, que este fendmeno ndo € tdo evidente em
peixes com pesos superiores a 1.500 gramas e, acreditam, que fornecendo como

alimento graos de milho e soja podem melhorar a textura da carne.
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A firmeza ¢ um fator muito importante para avaliacdo da qualidade da carne de
peixe, sendo fundamental no momento de comercializar os produtos da piscicultura.
Geralmente ¢ aceito que o musculo do peixe amolece durante o armazenamento em
temperaturas baixas (Hatae et al. 1985; Toyohara e Shimizu, 1988; Montero e
Borderias, 1990; Muchizuki e Sato, 1996). Alguns estudos tem sido realizados em
peixes marinhos para estudar a causa do amolecimento “post-mortem” na carne dos
peixes (Ando et al.1999). Estas pesquisas, entretanto ndo foram ainda realizadas com

espécies nativas de agua doce do Brasil.

A firmeza do musculo também ¢é um importante indice de frescor, o
amolecimento pode indicar deterioragdo da qualidade da carne. E necessario conhecer
os mecanismos do amolecimento para desenvolver métodos que possam ser utilizados

na piscicultura a fim de prevenir este processo deteriorativo.

1. A Espécie
O matrinxa ou matrincha ¢ a denominagao popular do Brycon cephalus (Giinther
1869), que tem sua classificag@o sistematica apresentada a seguir:
Classe: Osteichthyes
Superordem: Ostariophysi
Ordem: Characiformes
Familia: Characidade
Sub-familia: Bryconinae
Género: Brycon

Espécie: Brycon cephalus (Giinther1869)
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A figura 1 ilustra a espécie em mengao obtida em cultivo.
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Figura 1. Matrinxa (Brycon cephalus). Crédito fotografico: D. M. Fracalossi

Algumas espécies nativas de peixes t€ém despertado interesse de piscicultores e
das instituicdes de pesquisa. Dentre elas, destacamos as do género Brycon,
especialmente, o Brycon cephalus, considerado por Graef et al. (1987) como uma das
mais promissoras para a piscicultura, apresentando um enorme potencial de
crescimento. Apresenta excelentes caracteristicas sensoriais na sua carne, a qual ¢
considerada nobre. Esta espécie vem sendo muito procurada para a pesca esportiva no

Estado de Sao Paulo.

Howes (1982) apresenta uma das revisdes mais importantes para organizar a
sistematica do género Brycon, sendo considerado um dos géneros de caracideos
neotropicais mais numerosos, com mais de 60 espécies nominais das quais
aproximadamente 40 sdo espécies identificadas. Este autor relata que o Brycon cephalus

ocorre somente na Bacia Amazonica.
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O matrinxa tem grande importancia econdmica na regido Amazodnica, ocupando
os primeiros lugares nos desembarques de Manaus e Porto Velho, alcangando entre 3 - 4
kg de peso e atingindo a maturagdo sexual aos trés anos de idade (Graef, 1993). Honda
(1972), em uma pesquisa sobre os peixes encontrados nos mercados de Manaus relata
que, para a comercializagdo, os peixes sdo classificados de acordo com a procura, € o
matrinxa esta incluido entre os de “1? classe”. Honczaryk (1999) relata que o matrinxa ¢
um importante peixe da Bacia Amazdnica e de grande interesse comercial, sendo
considerada uma espécie promissora para aqiiicultura desta regido, pois apresenta rapida
taxa de crescimento e alto valor de mercado. Segundo Guimaraes e Storti-Filho (1997),

0 matrinxa ¢ um peixe promissor para aqiiicultura brasileira.

Zaniboni Filho et al. (1988), com o objetivo de esclarecer as duvidas e
controvérsias existentes entre alguns autores quanto a real identidade do matrinxa, em
relacdo as formas que mais se aproximam do matrinxa (Brycon cephalus, B.
erythropterum e B. melanopterum) afirmam que os exemplares de matrinxa analisados,
procedentes do Rio Solimdes, Baixo ¢ Médio Rio Negro enquadraram-se perfeitamente
com a descrigdo original da espécie Megalobrycon cephalus, apresentada por Giinther
(1869) e com a descricdo de Howes (1982). Os mesmos autores concluiram que o
matrinxa pode ser identificado como Brycon cephalus e também que o “sabalo de cola
roja“ do Peru, e o matrinxa do Rio Negro sdo denominagdes de uma mesma espécie. O
género Brycon ¢ amplamente disseminado na América do Sul, podendo ser encontrado
nas bacias do Amazonas (Brycon cephalus), Orinoco (Brycon siebethalae), Prata
(Brycon orbignianus) ¢ Sao Francisco (Brycon sp.) (Goulding, 1980; Useche e Cala,

1993).

O matrinxa é uma espécie migratoria e sua reprodugdo em ambiente natural

ocorre no periodo entre novembro e dezembro, podendo alargar-se até fevereiro
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(Zaniboni, 1985). Para o Brycon siebenthalae, peixe nativo da Colombia, onde ¢
conhecido popularmente como “yamu,” este evento inicia em margo € termina em maio.
Em condicdes especiais de manejo (domesticagdo), responde aos tratamentos hormonais
com extrato de pituitaria de carpa, embora a porcentagem de éxito da indugao seja baixo

(Pardo-Carrasco et al.1998, 1999).

De acordo com Graef et al. (1987) o matrinxa alcanca de 0,7kg até 1kg/ano e 1,3

- 1,6kg no segundo ano, mostrando ser uma espécie para o cultivo em cativeiro.

Devido a alta taxa de crescimento, amplo espectro alimentar, facil adaptacdo a
racdes artificiais, tolerancia a estocagem em altas densidades, refinado sabor da carne e
significativo valor comercial (Villacorta Correa, 1987; Cyrino et al. 1986; Honczaryk,
1994), o matrinxa ¢ denominada por alguns autores como a “ truta de agua quente”

(Gomez, 1998).

2 Condigoes para o cultivo e aspectos nutricionais

Os bryconideos apresentam vantagens que os fazem adequados para a
piscicultura, uma delas ¢ a adaptacdo a baixos niveis de oxigénio. Braum e Junk (1982),
observaram que o matrinxa, também como outras espécies com respiragdo branquial,
quando sdo submetidos a situacdo de hipoxia, t€m como estratégia de sobrevivéncia
respirar na lamina superficial de 4gua, onde existe maior quantidade de oxigénio
dissolvido. Observaram também a ocorréncia de uma extensdo dérmica do maxilar
inferior, quando valores de oxigénio dissolvido na dgua sdo 0,5 mg/L. Segundo estes
autores, o matrinxd ¢ uma espécie tolerante a baixas concentracdes de oxigénio

dissolvido na agua.
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Quanto a seus habitos alimentares, sdo varios os trabalhos desenvolvidos para
espécies do género Brycon. Autores como Knoppel (1970), Guevara (1974), Honda
(1974), Goulding (1979 e 1980), Canepa (1982) e Paima (1997) classificam o habito
alimentar dessas espécies como onivoro, sendo esta outra caracteristica vantajosa para a

piscicultura.

Os estudos sobre cultivos s3o numerosos. Um estudo comparativo sobre o
crescimento do matrinxa em viveiros adubados e alimentados com uma ragdo comercial,
foi desenvolvido por Honczaryk et al. (1999) indicando que o matrinxa ¢ incapaz de

filtrar efetivamente o plancton, devido a estrutura de seus raios branquiais.

O género Brycon apresenta vantagens no cultivo em relagdo a outras espécies.
Pezzato et al.(1994) realizaram um experimento para avaliar o ganho de peso do
matrinxa em condigdes de clima subtropical, usando dois niveis de proteina bruta (26%
e 30%) e concluiram que a espécie ndo exige altos niveis protéicos durante seu periodo
de finalizacdo, demonstrando facilidade de adaptar-se em condi¢des climaticas adversas

do Estado de Sao Paulo.

Devido ao alto custo da farinha de peixe, usam-se outro tipo de fontes protéicas
nas dietas. Mendonza et al. (1993) estudaram a influéncia de diferentes fontes protéicas
no crescimento do matrinxd e confirmaram que a farinha de soja pode ser utilizada

como substituto da farinha de peixe.

3. O tecido conectivo

Viérios estudos determinaram a importancia do tecido conectivo na firmeza da

carne nos peixes e o valor deste fator no momento de comercializar os peixes. Na
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atualidade segundo FAO (2000) aproximadamente o 70% dos produtos da aqiiicultura

sao comercializados como produtos frescos.

Durante o armazenamento a frio dos peixes ¢ conhecido que o tecido conectivo
amolece apos 24 horas (Sato et al. 1986; Hatae et al. 1986). Considera-se que o tecido
conectivo responsavel pelo amolecimento post-mortem ¢ o tecido conectivo pericelular.
Entretanto, os primeiros estudos apontavam como responsavel pelo amolecimento post-
mortem as mudangas nos componentes das proteinas do musculo. Em algumas espécies
demonstrou-se como responsavel ao tecido conectivo do miocommata e em outras a
degradagdo da conectina, embora estes estudos reconheciam que existiam outros fatores,
os quais poderiam ser causados por mudangas nas estruturas do tecido muscular (Hatae

et al. 1985).

Os mecanismo pelo qual acontece a degradacdo do tecido conectivo pericelular
ainda ndo esta claro, s3o propostas algumas teorias tanto para medir a degradagdo do

colageno como para evitar e prevenir este evento.

Com relagdo a protedlise enzimatica, segundo Conn et al. (1980) a maioria das
enzimas proteoliticas tem baixa atividade no coldgeno nativo, porém, degradam
facilmente o coldgeno desnaturado. Tém-se identificado colagenases em diversos
tecidos animais, entretanto, ¢ dificil detectar sua presenca devido ao fato de exibirem

uma escassa atividade.

Os testes na atualidade para quantificar especificamente os aminoacidos presentes
no coldgeno, especialmente hidroxiprolina, e determinar a sua responsabilidade na
degradagdo do tecido conectivo pericelular, também ndo esta claro. Segundo Ando et
al.(1999) nao encontraram-se diferencias neste aminoacido medido antes e apds do

armazenamento a frio de peixes pelagicos e demersais, possivelmente porque a
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molécula de colageno pode ser degrada em um lugar onde a hidroxiprolina ndo esta

presente.

Por outra parte, tem-se determinado a degradagao do tecido conectivo nos peixes
utilizando preferencialmente a microscopia eletronica de transmissdo, que permite
realizar observacdes histologicas dos lugares onde realmente acontece a degradacao
deste tecido, embora seja um método complexo e oneroso, os estudos atuais sugerem

como o melhor método para este tipo de estudos.

4. Problemas na pesquisa

Durante o desenvolvimento da parte pratica foram encontrados diferentes

problemas, os quais descreveremos a seguir:

Foram utilizados peixes dos seguintes tamanhos; pesos de 120 g, 230 g, 350 g ¢
comprimentos de 15 cm, 18 cm, 22 cm, respectivamente. O CAUNESP (Centro de
Aqiiicultura da Universidade estadual de Sao Paulo) ndo conseguiu finalmente
disponibilizar peixes de maiores tamanhos para nossa pesquisa. O IBAMA proibe o
traslado de espécies aloctones (de bacias hidrograficas diferentes), ¢ isto impediu a
utilizagdo dos peixes de maiores tamanhos para nossa pesquisa por serem destinados a

reproducdo induzida no CAUNESP.

Os reagentes quimicos utilizados para microscopia eletronica de transmissdo
foram importados devido ao alto custo por parte dos fornecedores nacionais. A FAPEU
so foi autorizada para reiniciar as importacdes a partir de abril de 2002 e o material
finalmente chegou em outubro deste ano. Entretanto foram feitos os testes preliminares

com material emprestado por parte do laboratério de histologia do Departamento de
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Biologia da UFSC e do Departamento de Histologia e Embriologia da UNICAMP. O
processamento final e observacdes histologicas foram feitas no Laboratério de
microscopia eletronica da UNESP sede Jaboticabal. A pesquisa foi compartilhada e foi
aceito parte dos reagentes como parte de pago, para diminuir os elevados custos que
origina este tipo de estudos, pois foi necessario utilizar durante varias horas o

microscopio eletronico de transmissao.

A pesar das dificuldades referidas, a presente pesquisa cumpriu com os objetivos

propostos e os resultados encontrados sdo inéditos e de grande valor.
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CAPITULO L

Efeito do resfriamento sobre a textura post-mortem da carne do peixe

matrinxa Brycon cephalus (Pisces: Characiforme)

Héctor Suarez Mahecha e
Universidad de los Llanos, Instituto de Acuicultura de los Llanos, Colombia
Luiz Henrique Beirao

Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil

Palavras chave Peixe, textura, coldageno, Brycon cephalus, tecido conectivo

Resumo

Para determinar os mecanismos que causam o amolecimento post-mortem da carne do
peixe matrinxd, foram observadas as mudan¢as na microestrutura do musculo
imediatamente apés da morte e depois de 12 horas de estocagem a —3°C. As
observagoes realizadas com microscopio eletronico de transmissdo, apresentam
concordancia com os resultados obtidos na for¢a de ruptura do musculo medido com
texturometro. Os valores da for¢a da ruptura foram menores para a carne de peixe
apos resfriamento. Ao mesmo tempo, foi observado que as fibras do tecido conectivo
pericelular foram desintegradas. Além disso, foi observado pouca degradagdo da linha
Z. Sugere-se que o amolecimento post-mortem da carne do matrinxd, como efeito do
resfriamento, foi devido a desintegragdo das fibras de coldgeno no tecido conectivo

pericelular e em menor grau a degradacgdo da linha Z.



19

Introducio

A firmeza ¢ um fator muito importante para avaliacdo da qualidade da carne de
peixe e fundamental no momento de comercializar os produtos da piscicultura.
Geralmente ¢ aceito que a carne de peixe amolece depois de 24 horas de
armazenamento em baixas temperaturas (Hatae ef al., 1985; Toyohara e Shimizu, 1988;

Montero e Borderias, 1990; Oka et al., 1990; Muchizuki e Sato, 1996).

Alguns estudos tém sido realizados principalmente em peixes marinhos para
estudar a causa do amolecimento post-mortem na carne dos peixes, sendo poucos em
espécies de agua doce como o realizados em carpa (Cyprinus carpio) e truta

(Oncorhynchus mykiss, Salmo irideus) (Ando et al.,1999).

O coléageno ¢ o maior constituinte do tecido conectivo intramuscular dos peixes e,
como tem sido demonstrado, exerce um importante significado na textura da carne de
peixes (Sato et al. 1986; Hatae et al. 1986). Estudos histoldgicos tém demonstrado que o
tecido conectivo pericelular ¢ degradado mais intensamente durante a armazenagem a
baixas temperaturas do que o tecido conectivo intersticial (Bremner e Hallett, 1985,

1986; Hallett e Bremner 1988; Ando ef al., 1991b, 1995; kubota et al., 1996).

Atualmente ¢ aceito que existem distintos colagenos, quimica e geneticamente
diferentes, entre mesmos individuos (Borstein e Sage, 1980). Nos peixes, no tecido
conectivo pericelular é reconhecida a existéncia do colageno tipo I, e em maior

proporg¢do o colageno tipo V, este ultimo, sugerido como responsavel pela textura post-
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mortem (Sato et al., 1991; Sato et al., 1997). O colageno tipo V aparece identificado
pelo seu didmetro menor nos estudos de microscopia eletronica de transmissao (Ando et
al., 1999; Sato et al., 1997). Também, tem-se demonstrado que o didmetro da fibra de
colageno diminui com incremento do colageno tipo V (Adachi e Hayashi 1986; Birk et

al., 1990)

A firmeza do musculo também ¢é um importante indice de frescor e o
amolecimento indica deterioragdo da qualidade da carne. Faz-se necessario conhecer os
mecanismos do amolecimento, para desenvolver métodos que possam ser utilizados na
piscicultura a fim de prevenir este processo de perda da qualidade na textura da carne.
Algumas pesquisas referem este fendmeno, especialmente, a certas espécies cultivadas
em viveiro mais do que a espécies capturadas no meio natural (Hatae et al., 1989;

Tachibana et al., 1993; Mochizuki, et al., 1998; Ando et al., 1999)

A produgdo de peixes de viveiro tem aumentado cada vez mais, € o matrinxa ¢
uma das espécies que no Brasil € procurada para esse fim (Pezzato et al., 1994; Graef et
al., 1987; Guimardes et al., 1997). No entanto, se desconhecem as causas do
amolecimento post-mortem na armazenagem em baixas temperaturas, neste peixe.
Nosso objetivo foi determinar a possivel desintegragdo do tecido conectivo pericelular e

sua relagdo com a perda de textura em matrinxa.

Material e métodos

Para analise, utilizou-se matrinxds de 3 tamanhos, com peso e comprimento de

120 g, 230 g, 350 g e 15 cm, 18 cm, 22 cm, respectivamente. O Centro de Aqiiicultura
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da Universidade Estadual de Sao Paulo, CAUNESP, fez a doagdo dos peixes, que foram
criados e cultivados em viveiro, e abatidos por meio de pung¢do no cérebro.
Imediatamente depois de mortos, retirou-se amostras do musculo dorsal para analise
microscopica. O restante dos peixes foi empacotado em sacola de polietileno e

armazenados a —3 ° C durante 12 horas. Utilizou-se trés peixes por cada tamanho.

Analise instrumental

A firmeza da carne foi determinada ao nivel do musculo dorsal, segundo Ando et
al.(1992), em uma porc¢ao de musculo de 10 mm de espessura. Foi registrada a maxima
forca de penetragdo, um émbolo cilindrico de 3mm de didmetro foi forcado a entrar na
fatia de musculo, paralelo a orientagdo das fibras do musculo, a uma velocidade de
60mm/min. Os resultados foram expressos como forga a ruptura, sendo a média de 5 a 8
medigdes + erro padrdo. O aparelho empregado foi o Texture Analiser TA-XT2, marca

STABBLE MICRO SISTEMS. As medicdes foram feitas antes e apos o esfriamento.

Microscopia eletronica de transmissdao (TEM)

As amostras de musculo dorsal (1 mm x 1 mm x 5 mm) foram fixadas em
glutaraldeido 2,5% por 2 horas, lavadas varias vezes em tampao fosfato de sodio 0,1M,
pH 7,2; pos-fixadas em tetroxido de 6smio a 1%, por 2 horas, em seguida, lavadas no
mesmo tampao e desidratadas com passagens em solug¢des de concentracdes crescentes
de etanol: 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% e 100% por 20 minutos em cada uma

destas solugdes. O procedimento seguinte foi a infiltragdo, iniciada com a imersao das
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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 polimerizagio.
Apos, foram feitos cortes de 0,3 um para analise e sele¢do das areas a serem observadas
a microscopia eletronica. Estes cortes foram corados com azul de toluidina a 1% em
acido boérico saturado. Tais cortes foram também observados, selecionados e os
melhores fotomicrografados com auxilio de fotomicroscopio. Seguindo este
procedimento, cortes ultrafinos com 70 nm de espessura foram obtidos em
ultramicrétomo modelo ULTRACUT-LEICA, com navalha de vidro, montados em
grade de cobre e contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e, entdo,
observados e eletronmicrografados em microscopio eletronico de transmissdao JEOL —

JEM 1010, com uma aceleragao de 80 kv.

Analise estatistica

Nos valores da textura (forca de ruptura) foi feita Analise de varidncia com
posterior teste de Tukey em caso de diferenga estatistica. O nivel de significincia

adotado foi de P< 0.005.
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Resultados e discussao

Mudangas na firmeza do musculo

Os resultados da forga de ruptura aparecem descritos na Tabela 1. A firmeza do

musculo diminuiu significativamente depois de 12 horas de resfriamento (P<0.001).

Também foram comparados os resultados da for¢a de ruptura dependendo do
tamanho dos peixes utilizados, ndo havendo encontrado diferencas, significativas, que
possam associar o grau de perda de firmeza com o peso dos peixes utilizados. Embora,
observou-se uma tendéncia no aumento da for¢a de ruptura a medida que aumenta 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 ligagdes cruzadas
que o colageno dos peixes jovens. No presente estudo, entre tanto, utilizou-se somente

peixes jovens, sendo que o matrinxa alcanca de 3 — 4 kg no estado adulto (Graef, 1987).

Tabela 1. Valores da média e desvio padrio da forca de ruptura antes e depois do

resfriamento em matrinxa de trés pesos distintos, medidos com texturémetro.

Forca de ruptura (g) * Peso dos peixes
Tratamento 120 g 230 g 350 g
Antes do resfriamento 211,8+ 16,9 196,4 + 6,8° 2423 +23,5°
Depois do resfriamento 116,5 +11,5° 83,0+2,1° 102,1 £6,5°

* Valores seguidos de letras diferentes, indicam diferenca estatistica (P<0,001), tanto
para colunas quanto para linhas.
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Observacgoes histologicas

A microestrutura do musculo do peixe matrinxa foi observada por microscopia
eletronica de transmissao (TEM), e ¢ mostrada nas Figuras 1 a 3. As fibras de coldgeno
no tecido conectivo pericelular foram observadas, as quais tem sido demonstrado
mantém estreita relagdo com amolecimento post-mortem da carne de peixe armazenada
a baixas temperaturas (Ando et al., 1992, 1995, 1999; Sato et al., 1997). No musculo,
imediatamente ap6s a morte (Figura la), as fibras de colageno do tecido conectivo
pericelular sdo observados claramente, mantendo uma arquitetura ordenada junto com a
fibra muscular. Depois do armazenamento durante 12 horas a —3°C (Figura 1b), as
fibras do tecido conectivo pericelular foram desintegradas e, observou-se perda do

arranjo arquitetonico em relag@o a fibra muscular.

Inserir aqui Figura la e 1b. (Figura 1. Mudancas na microestrutura do colageno
pericelular no musculo de matrinxa. (a) fibra muscular e coldgeno 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. Barra representa 500

nm.)

Na Figura 2a pode-se observar claramente a simetria das fibras de colageno no
tecido conectivo pericelular, imediatamente, apds a morte. Ja na Figura 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 é

possivel determinar a simetria da fibra.
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Por outro lado, ndo foi observada alteragdo ou degradagao em nenhuma das fibras
de colageno no tecido conectivo do miocommata, depois do tempo de armazenamento
utilizado neste estudo. O diametro da fibra de colageno no tecido conectivo pericelular
esteve entre 20-28 nm, coincidindo com outros estudos (Sato et al., 1997; ando et al.,

1999).

Inserir aqui Figura 2a e 2b. (Figura 2. Tecido conectivo pericelular no musculo de
matrinxa. (a) fibras de colageno em estado fresco ap6s da morte. (b) fibras de colageno
completamente degradadas apds a armazenagem em baixa temperatura durante 12

horas. Barra representa 500 nm.)

A desintegracdo das fibras de colageno no tecido conectivo pericelular mostram
uma evidente relagdo com a diminui¢do na forca de ruptura obtida no teste instrumental,
fato conhecido como amolecimento post-mortem. De acordo com estes resultados, o
amolecimento post-mortem da carne de matrinxa poderia ser causado pela desintegragao

das fibras de colageno do tecido conectivo pericelular.

A microestrutura da fibra muscular ¢ mostrada na figura 3. No musculo em estado
fresco, a linha Z estd localizada no centro dos filamentos de actina podendo ser
identificada. Entretanto, ap6s o armazenamento, a estrutura da linha Z apresenta

dificuldade na observacao e pode-se apreciar certa perda do arranjo.

Inserir aqui Figura 3a e 3b. (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. Barra representa 500 nm.)
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Durante o manuseio e armazenagem em baixas temperaturas dos peixes, a uniao
dos blocos musculares a0 miocommata poderia falhar, causando o conhecido “gaping”
(Love et al., 1969), e segundo este autor, dois tipos de “gaping” foram identificados. O
primeiro acontece durante o congelamento em estado de rigor mortis, e foi atribuido ao
enfraquecimento das conexdes de colageno devido a formacao de cristais de gelo. 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.

Hallet e Bremner (1988) determinaram que o “gaping” causado pela degradagdo
das fibras de colageno entre a fibra muscular e o0 miocommata, foi o responsavel pelo
amolecimento do musculo de “hoki” (Macruronus novaezelandiae). Embora, eles nao
tenham realizado testes de firmeza no musculo. Ando et al. (1992) sugerem que a
relagdo entre “gaping” e amolecimento do musculo permanega pouco clara. Se o
“gaping” tem estreita relacdo com o amolecimento do musculo, o peixe “hoki” tem a
possibilidade de causar o amolecimento relativamente tarde, quando comparada a outros
peixes (Toyohara et al., 1988; Oka et al., 1990; Sato et al., 1997; Ando et al., 1991,
1997, 1999), porque ndo foram observadas mudancas no musculo de “hoki” apos 24
horas de armazenamento. Ndo obstante, no presente estudo ndo tem-se encontrado
mudangas nas fibras de coldgeno do miocommata que possam relacionar o

amolecimento do musculo do matrinxa a algum tipo de “gaping”.

Kumano e Seki (1993) tem demonstrado a desintegracdo dos filamentos de
conectina, os quais estdo compostos por a-conectina. Filamentos que sdo altamente

elasticos e conectam as linhas Z com o filamento de miosina. A diminuicdo de a-
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conectina também aconteceu rapidamente quando o musculo de carpa (Cyprinus carpio)
e truta arco iris (Oncorhynchus mykiss) alcangcaram a temperatura de armazenamento a
—2°C. Embora, o musculo de carpa apos do descongelamento, continua diminuindo nos
valores da forca de ruptura, depois de haver degradado completamente o a-conectina.
Nao obstante, no musculo de truta arco iris a forca da ruptura diminuiu mais
rapidamente que em a-conectina. Estes resultados sugerem que existem outros fatores
adicionais relacionados com o amolecimento post-mortem, porque neste estudo nao
foram feitas observagdes histologicas. Além disso, outros autores coincidem em sugerir
que as mudancas nas fibras de conectina influenciaram junto com outras possiveis
mudancas estruturais no musculo, como as causas do amolecimento post-mortem
(Tachibana et al., 1993; Sato et al., 1997). Na presente pesquisa, ndo fizemos testes

bioquimicos sobre os filamentos de conectina.

De outra parte, tem sido demonstrado que o diametro da fibra de coldgeno no
tecido conectivo pericelular flutua entre 20-30 nm e corresponde ao colageno tipo V,
presente em maior quantidade (Hallet ¢ Bremner 1988; Adachi e Hayashi 1986; Birk et
al., 1990, Sato et al., 1997; Ando et al., 1999). No amolecimento da carne de diferentes
peixes, Sato et al. (1988, 1988a, 1997) propde ao colageno tipo V como principal
constituinte no tecido conectivo pericelular sendo responsavel pelo amolecimento post-
mortem. Embora, o motivo pelo qual acontece preferencialmente a degradagdo deste
colageno, ainda ndo estd claro, logo, sdo propostas algumas hipdteses. Yamashita e
Konagaya (1991a, 1991b) reporta que a catepsina L foi a responsavel pelo
amolecimento da carne de salmio chum, encontrando fagdcitos ao redor das fibras
musculares. Em nossa pesquisa ndo foram observados fagocitos ao redor das fibras de

coldgeno degradadas, no tecido conectivo pericelular, coincidindo com Ando et al.
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(1999). Outra possivel hipotese tem proposto que, os peptideos que contém
hidroxiprolina, possivelmente como produto da degradagdao do colageno, poderiam ser
quantificados e serviriam como indicadores da degradagdao do colageno. Embora, Ando
et al. (1999), ndo encontraram diferencas nos niveis de hidroxiprolina em peixes
pelagicos e demersais, porque a molécula de colageno pode ser degradada em uma
regido onde o coldgeno nao estd presente. 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 ¢ de ambiente natural

nativas do Brasil.

Conclusoes

O amolecimento da carne do peixe matrinxd foi causado pela degradacdo do
tecido conectivo pericelular, como efeito do resfriamento a —3 °C durante 12 horas. As
observagdes histoldgicas coincidem com a perda significativa da textura (P<0,001),

medido no texturdmetro.
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Tabelas

Tabela 1. Valores da média e desvio padrao da forca de ruptura antes e depois do

resfriamento em matrinxa de trés pesos distintos, medidos com texturdometro.

Forca de ruptura (g) * Peso dos peixes
Tratamento 120 g 230 g 350 g
Antes do resfriamento 211,8£16,9° 196,4 £ 6,8" 2423 £23,5°
Depois do resfriamento  116,5 + 11,5 83,0 +£2,1° 102,1 +6,5°

* Valores seguidos de letras diferentes, indicam diferenca estatistica (P<0,001), tanto

para colunas quanto para linhas.
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Fotos

Figura 1. Mudangas na microestrutura do colageno pericelular no musculo de matrinxa.
(a) fibra muscular e coldgeno 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. Barra representa 500 nm.
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a . b )
Figura 2. Tecido conectivo pericelular no musculo de matrinxa. (a) fibras de colageno

em estado fresco apos da morte. (b) fibras de colageno completamente degradadas apo6s

da armazenagem a frio durante 12 horas. Barra representa 500 nm.
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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. Barra representa 500 nm.
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ABSTRACT
Analyze of microstructure post mortem softening of fish meat during
chilled storage
It was made a literature revision on the conformation and importance of
connective tissue in the meat of the fish. The softening of meat fish "post mortem" as
quality factor this influenced by the characteristics the present collagens in each species.
The degradation of collagen has to do with the phenomena that happen as effect of cold.
Very researches it has been demonstrating it influences of loss texture in meat fish as
effect for degradation the tissue connective pericelular and not for tissue connective
interstitial by biochemical tests, but mainly with the use of scanning and transmission
electron microscope. At the present time some are proposed practice post crop to reduce

this phenomenon.

Key words: post harvest, fish, softening, storage, texture, collagen.
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RESUMO

Este trabalho consiste em uma revisao de literatura sobre a conformagdo e
importancia do tecido conectivo na carne dos peixes. O amolecimento da carne dos
peixes, pos morte, ¢ um fator de qualidade diretamente influenciado pelas caracteristicas
dos coldgenos presentes em cada espécie. A degradagdo do colageno estd relacionada
aos fendmenos que acontecem com a armazenagem a frio ou congelamento. Varias
pesquisas tém demonstrado por meio de testes bioquimicos e, principalmente,
utilizando a microscopia eletronica de varredura e transmissdo, que a perda da textura
na carne dos peixes ¢ um dos efeitos ocasionados pela degradagao do tecido conectivo
pericelular e ndo pelo tecido conectivo intersticial. Na atualidade sdo propostas algumas

praticas para diminuir este fendmeno.
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colageno, microscopia
INTRODUCAO

A firmeza ¢ um fator muito importante para avaliacdo da qualidade da carne de
peixe e fundamental no momento de comercializar o produto. Porém, estudos
demonstram que com certa freqiliéncia, a carne de peixe amolece depois de 24 horas de
armazenamento a frio (Hatae er al. 1985; Toyohara & Shimizu, 1988; Montero &
Borderias, 1990; Oka et al. 1990; Muchizuki & Sato, 1996). Estudos estao sendo
realizados principalmente em peixes marinhos para estudar a causa do amolecimento
p6s morte na carne dos peixes, poucos destes estudos, porém, foram realizados em

espécies de agua doce, sendo alguns em carpa (Cyprinus carpio) e truta (Oncorhynchus

mykiss, Salmo irideus) (Ando et al.1999; Ma, et al. 1991).
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O coléageno ¢ o maior constituinte do tecido conectivo intramuscular dos peixes, €
demonstra exercer uma importante funcdo na textura da carne de peixes (Sato et al.
1986; Hatae et al. 1986). Por outro lado, estudos histologicos t€ém demonstrado que o
tecido conectivo pericelular ¢ degradado mais intensamente durante a armazenagem a
frio que o tecido conectivo intersticial (Bremner & Hallett, 1985, 1986; Hallett &
Bremner 1988; Ando et al. 1991, 1995; kubota et al. 1996). Alguns estudos relacionam
o amolecimento da carne com a presenga de alguns tipos de coldgeno existentes nos
peixes, especialmente o colageno tipo V, enquanto outros relacionam este fato a
presencga de colagenos que diferem genética e quimicamente entre individuos da mesma

espécie (Borstein & Sage, 1980).

A firmeza do musculo é também um importante indice de frescor da carne, porém,
o amolecimento, resulta em uma diminuicdo da qualidade da mesma. Sendo entdo de
extrema importancia o conhecimento dos mecanismos que provocam este
amolecimento, para que seja possivel o desenvolvimento de métodos que, ao serem
usados na piscicultura, sejam capazes de prevenir este processo de perda de textura e
conseqilientemente, da qualidade da carne. Nesse sentido, alguns trabalhos referindo-se a
este fendmeno, especialmente relacionados a espécies cultivadas em viveiro, vem sendo

realizados (Hatae et al. 1989; Tachibana et al. 1993; Ando et al. 1999).

Com o proposito de tornar o tema sobre o amolecimento da carne dos peixes mais
claro, descreveremos inicialmente o tecido conectivo e sua funcdo, com relevancia ao
colageno, e finalmente relataremos os resultados obtidos nas principais pesquisas
realizadas nesta area, assim como algumas alternativas para a solu¢ao deste problema,

no intuito de diminuir este fendmeno.
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O Tecido conectivo

O tecido conectivo mantém e suporta os musculos estriados esqueléticos através
dos tenddes, epimisio, perimisio € endomisio, que envolvem todos os feixes, cada feixe
e cada fibra muscular, respectivamente. E formado por varias fibras coldgenas, elasticas

e reticulares, diversos tipos de células e por uma substancia fundamental amorfa.

A sustancia fundamental amorfa ¢ uma mistura que ndo apresenta estrutura
definida, formada por carboidratos, proteinas e lipideos. Certa quantidade desta mistura
envolve a célula formando parte do sarcolema, que ¢ a membrana plasmatica da fibra ou
célula muscular. O sarcolema que envolve a fibra muscular estd ligado ao tecido
conjuntivo pela mediacdo de uma camada de substincia intersticial constituida por
glucosaminoglicanos, envolto por finas fibras de coldgeno. Este conjunto constitui o

endomisio (Lindent-Lorient, 1996).

No tecido conectivo existem diversos tipos de células: fibroblastos, células
mesenquimatosas, macrofagos, mastocitos, plasmocitos, células adiposas e células
leucocitarias (neutdfilos, eosindfiloas e os linfécitos). Este tecido envolve o musculo
através de uma membrana que une o coldgeno dos tenddes que se inserem no musculo
(miocommata-midmero). Os constituintes protéicos principais dos tenddes sdo o
colageno e a elastina, sendo que a maior parte do tecido conectivo € constituido por

colageno (70 a 80% matéria seca) (Cheftel, 1989).

Segundo Cheftel (1989), Lindent-Lorient (1996) ¢ Ando et al (1999) estas sdo

algumas caracteristicas identificadas no sistema muscular dos peixes:

- O conteudo do tecido conectivo muscular ¢ menor que nos mamiferos e as proteinas

do estroma representam 3-10% das proteinas totais.
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- As fibras musculares sdao curtas, com alguns centimetros de comprimento e

organizadas em laminulas (mi6tomos).

- A miosina, que representa 40% das proteinas totais, ¢ dificilmente separavel da actina
(20%). Esta proteina ¢ mais sensivel a desnaturacdo (calor-seco) e a proteodlise que a

miosina dos animais homeotérmicos.

- A rigidez cadavérica e a maturagdo sdo fendmenos relativamente rapidos no peixe. A
queda pos morte do pH € menor, de 7 a 6,5-6,2 dando ao peixe uma maior instabilidade

microbioldgica.
- A temperatura de gelatinizacdo do colageno no peixe ¢ inferior a da carne vermelha .

- O perimetro da fibra do colageno ¢ maior em peixes pelagicos e menor em demersais.

O Colageno

O colageno ¢ uma proteina fibrosa, sendo a fragdo principal do tecido conectivo.
Este componente contribui com a firmeza e dureza da carne. O coldgeno ¢ abundante
nos tenddes, na pele, nos 0ssos, no sistema vascular dos animais ¢ nos envoltérios do
tecido conectivo que rodeiam o musculo. A unidade estrutural do colageno ¢ o
tropocoldgeno, uma proteina em forma de hélice (15 A de didmetro e 3000 A de
comprimento) formada por trés cadeias polipeptidicas chamadas cadeias o
superenvolvidas em uma tripla hélice. Cada cadeia o forma uma hélice com giro a
esquerda com trés aminodcidos a sua volta. O envolvimento das trés cadeias forma a

tripla hélice apresentando giro a direita.
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As cadeias polipeptidicas das unidades do tropocolageno estao unidas por meio de
ligagdes cruzadas covalentes, onde participam cadeias laterais de lisina e histidina. As
ligagdes cruzadas, sdo reduziveis e durante a maturacao do tecido conectivo vao sendo
gradualmente substituidas por ligagdes nao reduziveis (Belitz, 1988). Em animais mais
velhos, como por exemplo os mamiferos, este tipo de ligagdes cruzadas nao reduziveis

sdo responsaveis pela dureza da carne.

As cadeias o contém 100 tipos de residuos de aminoacidos, sendo sua composig¢ao
variada. Esta diversidade na composi¢dao dos aminoacidos das cadeias o ¢ a causa da

existéncia dos cinco tipos principais de colageno (Tabela 1).

Tabela 1. Principais tipos de colageno encontrados no musculo

Tipo | Cadeias Composic¢ao Distribui¢ao
peptidicas molecular
I a' o [0 (D] o (D) Pele, tenddes, 0ssos e musculos
(epimisio)
I o [0 (ID) ]2 Cartilagem
o [o! (IID) ]5 Pele  fetal, sistema  cardiovascular,

membranas sinoviais, Orgdos internos e
musculos (perimisio)

vV o' ao? [a' (IV) 15 (D))" (?) |Membranas basais, cdpsula do cristalino,
glomérulos, membrana placentaria, pulmoes
e musculos (endomisio).

V  |aA, aB, aC|[a B], oA o (aB); | Membrana placentaria, sistema
(?) +(aA)s 0 (aC); (?) |cardiovascular, pulmdes e  musculos
(endomisio). Sao também componentes
secundarios de muitos tecidos.

Fonte: Belitz, 1988.

O coldgeno existe em diversas formas polimorfas. O tipo mais comum ¢
conhecido como colageno tipo I que ¢ formado por trés cadeias polipeptidicas; duas
delas denominadas o 1, idénticas e unidas entre si por pontes de hidrogénio e pela
terceira cadeia alfa 2, que possui uma seqiiéncia de aminoécidos diferente. Cada cadeia
tem peso molecular de 100.000 Daltons, dando um peso molecular total de 300.000

Daltons para o colageno (Lindent & Lorient, 1996).
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Outro tipo de coldgeno encontrado no musculo, ¢ conhecido como tipo 11l e esta
formado por trés cadeias alfas idénticas denominadas a 1 (Ill). Este tipo de coldgeno

possui ligagdes dissulfeto intramoleculares no peptideo nao helicoidal carboxiterminal.

Outra classe de moléculas de coldgeno, conhecida como tipo 1V, ¢ mais complexa

e parece encontrar-se formada por cadeias polipeptidicas de tamanhos diferentes.

J& a composi¢do do coldgeno de tipo V ainda ndo estd muito clara e parece
apresentar mais de um tipo de conforma¢do molecular. Este tipo de coldgeno encontra-

se em peixes.

O colageno ¢ um grupo de moléculas similares, embora seus componentes ainda
ndo tenham sido completamente identificados. O colageno de tipo III parece exercer um
papel importante na dureza do musculo. Em alguns casos, as cadeias de peptideos que
constituem o colageno estdo unidas mediante liga¢des covalentes cruzadas. Quando dois
peptideos se ligam desta maneira, chama-se componente , e quando os trés estdo
unidos, o produto ¢ conhecido como componente gamma. A solubilidade do coldgeno

diminui a medida que aumentam as ligagdes cruzadas intermoleculares.

Segundo Ando et al (1999), o colageno presente no musculo dos peixes poderia
estar formado pelo tipo I e V, e conter fibras heterotipicas. A alta propor¢do em fibras
do tipo V, resulta na formagdo de fibras delgadas, fato mostrado através do estudo de
peixes peldgicos, incluindo maior quantidade de fibras de coldgeno do tipo V. Para
peixes demersais, o autor relata que o didmetro da fibra de coldgeno esta entre 20.6 nm
e 26,3 nm. Sendo que este tipo de coldgeno tem tendéncia a se degradar durante a

estocagem, permitindo que a carne amolega no periodo pds morte.
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Composicio do colageno em aminoacidos

Em geral, os aminoacidos encontrados no coldgeno, caracterizam-se por sua
elevada riqueza em glicina 33%, prolina 12% e alanina 11% e por conter dois
aminoacidos pouco freqiientes nas demais proteinas, hidroxiprolina 12% e hidroxilisina

1%.

Nas cadeias polipeptidicas do coldgeno sdao produzidas duas importantes
oxidagcdes: a conversao de prolina em hidroxiprolina e a conversdo de lisina em
hidroxilisina. Os sistemas enzimaticos utilizam oxigénio molecular, o cetoglutarato,
ion ferroso e uma substincia redutora, como o ascorbato. Este ultimo favorece a
cicatrizacdo das feridas devido a seu papel na sintese do colageno. Na deficiéncia de
acido ascorbico, os mucopolissacarideos da substincia basal da célula apresentam um
carater anormal e ha mudancas significantes na natureza das fibrilas do coldgeno que
sdo formadas. No nivel enzimdtico existe um indicio de que o 4cido ascorbico esta
envolvido na conversdo de prolina a hidroxiprolina, funcionando como um agente

redutor (Conn ef al. 1980).

Nos mamiferos, com o passar dos anos, as ligacdes cruzadas do coldgeno mudam
de uma forma reduzivel a outra ndo reduzivel, mais estavel. A natureza desta liga¢do
cruzada ndo reduzivel ¢ desconhecida, ainda que existam diversas hipdteses. Esse
aumento de ligacdes cruzadas do coldgeno que aumentam com a idade, podem explicar
parcialmente porque a carne de mamiferos velhos ¢ mais dura que a carne de
mamiferos jovens, ainda que os musculos dos animais jovens geralmente contenham

mais colageno.
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Em peixes, esta situagdo ¢ muito diferente. O coldgeno dos miocommata dos
peixes mais velhos € mais débil e tem menos ligagdes cruzadas que aquele de peixes
jovens. Por outro lado, peixes mais velhos tém mais coldgeno (fato evidenciado pela
presenca de miocommata mais espessa) que peixes mais jovens (Love, et al 1992; Love,

etal 1972) .

A medida que as ligagdes cruzadas do colageno vao se formando, sua
solubilidade, em diversos solventes, como solucdes salinas e acidas, vai diminuindo.
Portanto, enquanto a quantidade de colageno insolivel aumenta nos mamiferos com o
passar da idade, em peixes, como por exemplo o bacalhau, ela permanece quase
inalterada. J& o colageno soluvel aumenta claramente em peixes. Entretanto, peixes
submetidos a uma subalimentagdo prolongada, produzem mais colageno com ligacdes
cruzadas que os peixes bem alimentados (Fenema, 1993). Isto poderia ser utilizado para
melhorar a textura da carne de aqueles peixes que apresentam o amolecimento pos

mortem.

Com relagdo a protedlise enzimatica, segundo Conn et al. (1980) a maioria das
enzimas proteoliticas tém baixa atividade no coldgeno nativo, porém, degradam
facilmente o coldgeno desnaturado. Tém-se identificado colagenases em diversos
tecidos animais, entretanto, ¢ dificil detectar sua presenca devido ao fato de exibirem
uma escassa atividade, sendo que este fato se deve aos mecanismos de controle que
operam nos tecidos. A maioria das colagenases animais hidrolisam uma sé ligagdes em
cada uma das trés cadeias da molécula de colageno. Diversos microorganismos,
especialmente Clostridium, produzem colagenases. Estas enzimas diferem das
colagenases animais porque degradam extensamente o colageno. As proteinases nao

colagenases podem hidrolisar a molécula do colageno na regido telopeptidea.
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Desconhece-se a importancia das enzimas colagenases para a degradagao do coldgeno

“in-situ”, porém estas podem ter certa importancia no armazenamento pos morte.

Morfologia dos peixes

A carne dos peixes teledsteos ¢ formada por blocos musculares adjacentes,
denominados mi6tomos e separados um do outro por laminas de coldgeno denominados
mioconmata (Nurshall, 1956). Os midtomos dos dois lados do esqueleto axial tém
forma de W e correm no comprimento do corpo formando séries seguidas de W. Dentro
de cada midtomo, as fibras musculares (midmeros) correm de forma paralela formando
angulos que favorecem os movimentos necessarios durante o nado. O miocommata esta
conectado internamente a pele e ao sistema esquelético unido a membrana que divide o
peixe em regido epiaxial e hipoaxial através de um septum médio vertical, como pode

observar-se na figura 1.

Figura 1. Disposi¢ao do midmero, miocommata € miétomo.

Miodmero (fibrila muscular)

Mio6tomo (bloco muscular)

Fonte: modificado de Bremmer & Hallet, 1985.
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As unides entre o midmero € o miocommata estdo relatados como processos
formados por fino coldgeno, o qual tem sua origem no mioconmata e envolve cada fibra

muscular (Louve, 1970; Love ef al. 1969).

A microscopia tem sido utilizada para o estudo das fibras musculares de peixes.
Mais especificamente, a microscopia eletronica de transmissao (TEM) (Jarenbdck &
Liljemark, 1975; Liljemark, 1969). Apesar da importancia da relagdo entre
midmero/miocommata no corpo dos peixes “in vivo e pos morte”, poucos ainda sdo os
estudos nesta area. Uma possivel razdo para esta situagao poderia ser a dificuldade na

preparacao das amostras (Bremner & Hallett, 1985).

Ainda que existam diferengas entre a organizagao das fibras musculares em peixes
e animais terrestres, nos quais os musculos terminam em tenddes unindo-se ao
esqueleto, a microestrutura pode ser similar. Por esta razao, diversos autores utilizam
para peixes, a terminologia aplicada aos musculos dos mamiferos, como por exemplo,
plasmalema (sarcolema) aplicadas a membrana celular da fibra muscular de peixes.
Além disso, a lamina basal (membrana basal) que une as fibras de colageno (reticular)
ao endomisio, ocorre dentro do perimisio. J4, em peixes, a lamina basal ¢ contigua ao

mioconmata (Bremner & Hallet, 1985).

Deterioracao do tecido conectivo

Diversos estudos t€ém demonstrado que as mudangas ocorridas com relagdo as
propriedades fisicas da carne dos peixes, conhecidas como amolecimento durante a
armazenagem, sdo mais causadas por mudangas nas estruturas do tecido muscular do

que por mudangas nos componentes das proteinas (Hatae ez al. 1985).
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O colageno ¢ um dos maiores constituintes do tecido conectivo intramuscular nos
peixes, ¢ vem demonstrando exercer um papel muito importante na textura da carne
(Sato et al.1986; Hatae et al.1986). Em adigdo, estudos histoldgicos mostram que o
tecido conectivo pericelular ¢ degradado mais intensamente durante o armazenamento a
frio que o tecido conectivo intersticial (Bremner & Hallett, 1985, 1986; Hallett &

Bremner, 1988; Ando et al.1991).

A partir dos anos oitenta, trabalhos especificos sobre o amolecimento da carne dos
peixes como efeito da armazenagem a frio foram realizados. Em um deles, Bremmer &
Hallett (1986), pesquisando sobre a degradagdo do tecido conectivo e sua unido na fibra
muscular no peixe “Spotted trevalla” (Seriolella punctata), utilizando a microscopia
eletronica de varredura (SEM), demonstraram que neste peixe, armazenado durante
varios dias em gelo, acontecia uma progressiva e visivel deterioracdo nas fibras de
colageno. Os autores sugerem que esta provavel degradagdo era um fendmeno comum
que resultava na baixa coesdo da carne de peixe armazenada a frio, e tais eventos
poderiam agir juntamente com outras influéncias degradaveis como aumento do pH e

efeitos de deterioragdo bacteriana.

Estudos sobre o amolecimento da carne de peixe apresentam diferentes resultados
com relagdo a textura da carne crua e apds o cozimento, para diferentes espécies. Com
relacdo a contribuicdo do tecido conectivo nas diferentes texturas obtidas em cinco
espécies de peixes, Hatae et al. (1986) relataram que os valores de firmeza para a carne
crua dos peixes: “plaice” (Limanda yokohamae), “channel rock fish” (Sebastolobues
macrochir), “flying fish” (Familia Exocoetidae), “skipjack” (Katsuwonus pelamis) e
“horse mackerel” (Trachurus japonicus), diminuiram respectivamente, sendo que, para
a carne cozida, a ordem foi respectivamente: “skipjack”, “flying fish”, “horse

mackerel”, “plaice”, e “channel rock fish”. O resultado sobre a textura foi inverso entre
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a carne crua e cozida, exceto para o “channel rock fish”. Também foi correlacionado a
maior quantidade de colageno com a firmeza da carne crua, tanto que, na carne cozida a
firmeza ndo dependia da quantidade das proteinas do tecido conectivo, mas

provavelmente dos outros fatores associados as caracteristicas da fibra muscular.

Na pesquisa realizada por Hallett & Bremner (1988), utilizando a microscopia
eletronica de varredura sobre a fina estrutura da unido da miocommata-fibra muscular
em “Hoki” (Macruronus novazelandiae), durante nove dias de armazenamento em gelo,
foi observado que esta estrutura permanece igual durante o pré rigor e rigor mortis e
somente ¢ afetada durante o post-rigor, acontecendo uma debilidade na invaginagdo das
fibras de colageno e a lamina basal, resultando numa desconexao das fibras musculares
do miocommata. Estes autores sugerem o congelamento em estado de pré-rigor para

preservar a estrutura da carne deste peixe.

Os métodos de abate também foram pesquisados, pois existiam duvidas sobre a
sua influéncia na textura da carne. Estudos foram realizados por Azam et al. (1989)
sobre os efeitos dos métodos de abate como: eletrocussao, concentragdes elevadas de
diéxido de carbono e golpe na cabega, sobre a qualidade da carne da truta (Salmo
gairdneri) armazenada em gelo. Nenhum efeito significativo sobre a firmeza da carne,
medida com texturometro, foi encontrado. Resultados similares foram relatados para
“channel catfish” por Boggess et al. (1973). Oka et al. (1990) também nao encontraram
correlacdes com a firmeza da carne quando utilizaram como métodos de abate, o corte

espinal, gelo na 4dgua e asfixia.

Outro aspecto importante que deve ser levado em conta ¢ quanto a procedéncia
dos peixes, que podem apresentar diferengas quanto as propriedades fisicas da carne.
Sobre a textura da carne de peixes marinhos cultivados e de ambiente natural, diferencas

variadas com relagdo as propriedades fisicas foram encontradas por Hatae et al. (1989).
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Quando comparada a firmeza da carne da mesma espécie cultivada e de ambiente
natural, apresentou-se de forma decrescente para “yellowtail” (Seriola quinqueradiata),
seguido pelo “red sea bream” (Pagrus major) e finalmente “flounder” (Paralinchthys
olivaceus). Quando a carne foi cozida, pequenas diferencas foram encontradas para
“yellowtail” e “red sea bream”, entretanto, para ‘“flounder", foram encontradas

diferencas significativas.

A influéncia da origem dos peixes também tem sido estudada, através da
correlacdo de testes bioquimicos e diferengas na textura da carne. Tachibana et
al.(1993), em estudo da microestrutura e citoquimica do musculo do peixe “red sea
bream” (Pagrus major) de ambiente natural e de cultivo, mostraram como a
degeneracgdo das linhas Z durante o primeiro dia de armazenamento em gelo ¢ iniciada
nos peixes de cultivo. Neste estudo, para peixes de ambiente natural, as linhas Z
apresentaram continuidade durante os trés dias de armazenamento. Kumano & Seki
(1993) pesquisando sobre o a-conectina, filamentos que unem o disco Z com os
filamentos grossos (miosina), estudaram peixes de cultivo: carpa (Cyprinus carpio),
truta “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), e “flatfish” (Paralinchthys olivaceus) e de
ambiente natural: “stone flounder” (Kareius bicoloratus), em condigdes de
armazenamento em gelo, congelados e descongelados. Ao final do trabalho, sugerem
que existem outros fatores que causam um forte amolecimento do musculo
descongelado em adicdo a desintegragdo da o-conectina. Estes fatores poderiam ser
responsaveis pela desintegragdo estrutural do musculo, afetando em diferentes
intensidades cada espécie de peixe. Resultados similares foram encontrados por Kubota
et al.(1996) onde nao foi comprovada correlacdo entre o amolecimento da carne de
peixes de cultivo, entre eles carpa (Cyprinus carpio), “tiger puffer” (Fugu rubripes),

“truta” (Oncorhynchus mykiss) com peixes de ambiente natural “red sea bream”
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(Pagrus major), flounder (Paralichthys olivaceus) e “sardinha” (Sardinops
melanostica), assim como mudangas no a-conectina durante um dia de refrigeracdo a
5°C.

Outro evento também relacionado ao amolecimento da carne foi a resolugdao do
rigor mortis, a qual poderia ter relagdo com a firmeza da carne. Para determinar a
possivel relagdo entre o amolecimento da carne de peixe e a resolugdo do rigor mortis,
Ando et al.(1991) utilizaram o indice do rigor e a forca a ruptura da carne medido por
texturometro. Foram empregados os seguintes peixes: “Plaice” (Paralichthys olivaceus),
“parrot bass” (Oplegnathus fasciatus), “yellowtail” (Seriola quinqueradiata), “carpa”
(Cyprinus carpio), “red sea-bream” (Pagrus major), “striped grunt” (Parapristipoma
trilineatum), “tiger puffer” (Fugu rubripes) e truta “arco iris” (Oncorhynchus mykiss).
Alguns peixes conseguiram alcangar o maximo rigor mortis 24 horas ap6s a morte. Para
alguns peixes a duracdo do rigor foi superior a 72 horas apdés a morte e ndo foi
observada a resolugdo do rigor dentro deste periodo. A carpa so atingiu 60% do indice
de rigor, entretanto, a forca a ruptura dos musculos de todos os peixes testados com
texturOmetro, exceto para “tiger puffer”’, diminuiu rapidamente dentro das 24 horas apos
a morte e decresceu gradualmente. Os valores encontrados entdo, sdo diferentes para
cada espécie, demonstrando que o amolecimento do musculo dos peixes ¢ um processo

independente do rigor mortis.

No que diz respeito a testes bioquimicos, pesquisas feitas por Montero &
Borderias (1990) determinaram que as fibras de coldgeno relacionadas com o
amolecimento da carne em truta (Salmo irideus), sob refrigeracdo apds 24 horas, sdo
fatores presentes no periodo de post-rigor. Estes pesquisadores ndo encontraram relagao
entre enzimas proteoliticas durante o pré-rigor e o rigor mortis, encontrando somente

colageno tipo I. Este amolecimento foi associado a presenca de acido lactico produzido
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pela glicolise anaerobica, como atividade das proteases, num periodo de armazenamento

superior a 72 horas.

Estudos vem demonstrando a presenga de varios tipos de coldgeno em peixes,
associados ao amolecimento da carne. Recentemente Sato et al. (1988, 1989a)
demonstraram a presenca dos tipos de colageno I e V no musculo de véarias espécies de
peixes, por outro lado, Montero & Borderias (1990), Montero & Mackie (1992),

detectaram somente tipo I no musculo de truta (Salmo irideus).

Sato et al. (1991), pesquisando as mudangas pds morte nos tipos de colageno I e V
no musculo de truta arco iris em relagdo ao amolecimento do musculo durante o
armazenamento a 5°C, ndo encontraram degradagdo na regido helicoidal do colageno.
Por outro lado foi observado que a solubilidade do colageno tipo V aumentou de forma
significativa, enquanto que o coladgeno tipo I ndo mudou. Estes fatores sugerem que a
degradagdo das regides ndo helicoidais ou intermoleculares acontecem preferivelmente
em colagenos do tipo V. Para esta espécie, o amolecimento po6s morte do musculo,
causado pela desintegracdo das fibras de colageno pericelular, foi demonstrado por
Ando et al.(1992). Utilizando o microscopio eletronico de transmissdo, estes autores
observaram as mudancgas da ultra estrutura do musculo durante a armazenagem e
relacionaram-nas com as informagdes obtidas pelo texturdmetro. Concluiram, entdo,
que a perda da firmeza da carne foi causada pela desintegracdo das fibras de colageno
no tecido conectivo pericelular. Ando ef al. (1991) t€m sugerido que a integridade da
estrutura da matriz extracelular, especificamente do colageno ¢ muito importante para a
firmeza do musculo do peixe. Em microscopia de luz, observaram que ocorre uma
gradual desintegracdo da estrutura matriz extracelular, onde pequenas mudangas foram
observadas dentro do tecido conectivo apos um teste de compressao feito a uma porgao

do musculo do peixe, armazenado em gelo a 5°C. Estes autores concluem que o
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amolecimento pos morte do musculo de peixe esta relacionado a desintegracdo gradual

da matriz extracelular depois da morte.

A partir do levantamento bibliografico, nos tltimos cinco anos sobre o fendmeno
do amolecimento da carne do peixe, observa-se uma tendéncia de realizagdo de
pesquisas, preferencialmente, utilizando a microscopia, onde € possivel demonstrar a
degradagdo do tecido conectivo e sua correlagdo com a firmeza da carne através de
métodos mensuraveis (Ando et al.1991). Em uma pesquisa feita com microscopia
eletronica de varredura (SEM), Ando et al.(1995) demonstraram as mudancas
tridimensionais na rede de tecido conectivo pericelular correspondente ao amolecimento
p6s mortem. Estes autores utilizaram a truta “arco iris”, “yellowtail”, e “tiger puffer”. A
carne da truta “arco iris” e o “yellowtail” foram amolecidas durante o armazenamento,
mas o musculo do “tiger puffer” ndo foi afetado pelo amolecimento apds 72 horas de
armazenamento. De acordo com as observagdes histologicas, as fibras do tecido

3

conectivo pericelular no musculo da truta “arco iris” e do “yellowtail” comegam a
diminuir ap6s 24 horas. Porém, no musculo de tiger puffer, ndo foram observadas

mudangas estruturais. Estes resultados mostram que as mudangas na rede do colageno

fibrilar correspondem ao amolecimento pds morte.

Os estudos nestes ultimos anos também confirmam a presenga de alguns tipos
especificos de colageno nos peixes, especialmente tipo I ¢ V, Sato ef al. (1988, 1989a);
Montero & Borderias (1990); Sato ef al. (1991). Sato et al.(1997) pesquisando sobre a
responsabilidade do coladgeno tipo V no amolecimento da carne de sardinha (Sardinops
melanosticta) e “tiger puffer” (Fugu rubripes) encontraram que, para a sardinha,
durante um dia de armazenamento a 5°C, que o colageno tipo V comeca a solubilizar-se
simultaneamente com o amolecimento do musculo. Tal fato pode ser causado pela

debilidade do tecido conectivo pericelular provocado pela desintegracdo das fibras
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delgadas do colageno. Embora mudangas na estrutura do tecido conectivo intersticial ou
nas propriedades bioquimicas do coldgeno tipo I, ndo tenham sido observadas.
Enquanto que para o “tiger puffer” mudancas no amolecimento durante o
armazenamento ndo foram detectadas. Estes fatores sugerem que a desintegragdao do
colageno tipo V causa desintegracdo das fibras delgadas do colageno no tecido
conectivo pericelular, debilitando o tecido conectivo pericelular e resultando num

amolecimento post-colheita.

Resultados similares foram encontrados para a degradagao do colageno em peixes
de cultivo pelagicos e demersais por Ando et al. (1999) identificando o didmetro médio
da fibrila de colageno de 20,6 nm e 26,3 nm respectivamente. Foi utilizada a
microscopia eletronica de transmissdo, sendo que, este diametro foi maior para os
peixes demersais “red sea bram” (Pagrus major), “Rudder-fish” (Girella punctatae)
“Flatfish™ (Paralichthys olivaceus), ¢ menor para os peixes pelagicos “Striped Jack”
(Caranx delicatissimus), “Yellwtail” (Seriola quinqueradiata) e ‘“Horse mackerel”
(Trachurus japonicus). Considera-se que a espessura das fibras de colageno diferem
pela existéncia genética de diferentes formas moleculares, tipo I e V (Sato et al. 1988;
Ando, 1997). Além disso, os colagenos tipo I e V podem ter fibrilas heterotipicas, ¢ a
alta propor¢ao do coladgeno tipo V resulta na formagao de delgadas fibrilas (Adachi &
Hayashi, 1986; Birk et al. 1990). Segundo estas pesquisas, as fibrilas de coldgeno dos
peixes pelagicos, as quais sdo mais delgadas, podem conter mais coldgeno tipo V. Este
tipo de colageno tem a tendéncia a se degradar durante a armazenagem, causando o
amolecimento pds mortem. Sato et al. (1997) propde a realizacdo de uma sangria prévia

nos peixes pos captura para impedir o amolecimento rapido.

Finalmente, para explicar o fendmeno do amolecimento pds morte encontrado

especialmente nas espécies de viveiro, serdo propostas algumas teorias. Hatae et al.



56

(1989), Tachibana et al. (1993) propde simplesmente, que o amolecimento acontece
mais cedo em espécies de cultivo do que na natureza. Entretanto, Ando et al. (1999)
considera que peixes de cultivo bem alimentados t€ém uma taxa de rotagdao de proteina
muito mais elevada que peixes de ambiente natural, isso poderia originar uma atividade
de proteolise elevada no musculo dos peixes de cultivo . Por outra parte, peixes
submetidos a uma subalimentagdo prolongada, produzem mais coldgeno e com mais
ligacdes cruzadas que os peixes bem alimentados (Fenema, 1993). Mesmo que nao
existam claras evidéncias sobre o catabolismo das proteinas do tecido conectivo, existe
um marcado aumento da espessura do miocommata observado no bacalhau
subalimentado (Lavety & Love, 1972; Love, 1976), provavelmente observado devido a
adicdo das fibrilas de coldgeno na camada do miocommata durante o periodo da
subalimentagdo (Love, 1992), incidindo possivelmente no efeito da temperatura da
armazenagem sobre a textura da carne, apresentado nos referidos peixes de ambiente

natural e em cativeiro .
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Tabelas

Tabela 1. Principais tipos de colageno

Tipo| Cadeias Composicao Distribuicao

peptidicas molecular

I o' o [o! (D] o (I) Pele, tenddes, 0ssos e musculos
(epimisio)

I o [0 (ID) ]2 Cartilagem

o [o! (D) 3 Pele  fetal, sistema  cardiovascular,
membranas sinoviais, Orgdos internos e
musculos (perimisio)

vV o' ao? [0 (IV) 15 (9" (?) |Membranas basais, cdpsula do cristalino,
glomérulos, membrana placentaria, pulmoes
¢ musculos (endomisio).

V  |aA, aB, aC|[a B], aA o (aB); | Membrana placentaria, sistema

(?) +(aA); 0 (aC); (?) |cardiovascular, pulmdes e  musculos
(endomisio). Sao também componentes

secundarios de muitos tecidos.

Fonte: Belitz, 1988.




Figuras

Figura 1. Disposi¢do do midmero, miocommata € mi6tomo.
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Midmero
(fibrila muscular)

Midtomo
(bloco muscular)

Fonte: modificado de Bremmer & Hallet, 1985.
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Consideracoes finais

Devido ao fato de grande interesse que representa o amolecimento post-mortem dos
peixes para a Ciéncia e Tecnologia de Alimentos entre os piscicultores e pesquisadores,
o presente trabalho contribui com informagdes sobre este evento no matrinxa. Apresenta
dados de interesse tais como: a localizacao do coldgeno responsavel pelo amolecimento,
os valores de textura da carne de peixe antes e depois do resfriamento, ¢ as observagdes
histologicas que permitem correlacionar os resultados. Também consideramos que
possivelmente seja uma das primeiras pesquisas feita com espécies nativas, que

determina os fatores do amolecimento post-mortem especialmente no matrinxa.

Em trabalhos posteriores, recomenda-se avaliar o matrinxd considerando peixes de
viveiro e de ambiente natural, utilizar tamanhos nao considerados na presente pesquisa,
determinar os aminoacidos presentes no coldgeno mediante a analise do gotejamento,
determinar a influéncia da subalimentagdo na textura final da carne e considerar outras

espécies nativas, entre outros.

Os artigos gerados pelo presente trabalho serdo submetidos para publicagdo na revista

British Food Journal e Brazilian Journal of Biology.
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