UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

INFLUENCIA DO GENE HALOTANO SOBRE A
QUALIDADE DA CARNE SUINA EM DOIS
CRUZAMENTOS COMERCIAIS

Paulo Fernando Alves de Freitas
Meédico Veterinario

Uberlandia — Minas Gerais - Brasil
Marco de 2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

INFLUENCIA DO GENE HALOTANO SOBRE A
QUALIDADE DA CARNE SUINA EM DOIS
CRUZAMENTOS COMERCIAIS

Paulo Fernando Alves de Freitas

Orientador: Prof. Dr. Robson Carlos Antunes

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina Veterinaria — UFU, como parte das
exigéncias a obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias Veterinarias (Producéao Animal).

Uberlandia — Minas Gerais - Brasil
Marco de 2009



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicdgi) (

F866i

Freitas, Paulo Fernando Alves de, 1981-
Influéncia do gene halotano sobre a qualidade da ca rne suina
em dois cruzamentos comerciais / Paulo Fernando Alv  es de
Freitas. —
2009.
451, 1l

Orientador:.Robson Carlos Antunes.

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federblgglandia, Pro-
grama de Pés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias.

Inclui bibliografia.

1. Suino - Melhoramento genético - Teses. |. Antunes, Robson
Carlos. Il. Universidade Federal de Uberlandia. Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Veterinarias. Ill. Titulo.

CDU: 636.4.082.1

Elaborado pelo Sistema de Bibliotecas da UFU / Setor de Catalogacao e Classifica¢do



"Mestre ndo é quem sempre ensina, mas quem de repente aprende".

Guimaraes Rosa



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida e oportunidades concedidas.

Aos meus pais, Alvaro e D6ris, a minha irma Ana Karina, meu cunhado
Marcius e linda sobrinha Ana Leticia pela oportunidade da realizacdo desse sonho;
pelo suporte financeiro enquanto necessario; por entender minha auséncia em
momentos importantes durante a confeccdo desta dissertacdo e por todo amor
demonstrado em minha vida.

Ao Prof. Dr. Robson Carlos Antunes pela orientacdo, pela ajuda
imprescindivel durante essa fase de transicdo, pelo experimento realizado e pela
forca e exemplos a serem seguidos.

A minha namorada e companheira de mestrado Ana Carolina Portella Silveira
pela imensa ajuda na escrita deste trabalho, por entender meus momentos de
auséncia e auxiliar nas dificuldades durante o percurso.

A empresa TOPIGS e ao Frigorifico Cotrijui pela disponibilidade dos animais e
das instalacGes para a execucao deste trabalho.

Aos amigos Lucas Torido e Diego Felipe pela colaboragédo na realizagcéo
deste experimento, sem a qual este trabalho n&o teria se concretizado.

Ao professor Ednaldo Carvalho Guimaraes pelas estatisticas realizadas neste
e em outros trabalhos e, a paciéncia infinita nos esclarecimentos das iniUmeras
davidas.

E aqueles que contribuiram indiretamente neste trabalho: Thiago Braga, Aline
César, Natalia Oliveira, Rafael Pinto, Rafael Ramaccioti e outros membros do grupo

de estudos de suinocultura SUIEX.



Vi

SUMARIO
Pagina

CAPITULO 1 — CONSIDERACOES INICIAIS 01
1 CENARIO ATUAL DA SUINOCULTURA ....oootiiiiiie et 02
2 CARACTERIZAQAO DO GENE HALOTANO ...cooviiiiiiiiiieecei e 03
3 QUALIDADE DA CARNE SUINA ......ciiiieeeeeeeeee e 04
0 0 o SRR PPPP 06
G F2 O o PSPPI 07
3.3 Perda por Gotejamento (Drip LOSS).....ccuvviveueiiieiiiiiiaiieeeeeeaeeeeeeeeeesannnnns 09
I |V = (o[4S UPPPUPPUPPRTRRR 10
3.5 Gordura Intramuscular (GIM)..........uuuuuueiiiireeeee e 11
4 GENE HALOTANO x QUALIDADE DE CARNE SUINA ......ccoovvieeeeean. 12
REFERENCIAS ..ottt ettt 16

CAPITULO 2 — INFLUENCIA DO GENE HALOTANO SOBRE A

QUALIDADE DA CARNE SUINA EM DOIS CRUZAMENTOS COMERC IAIS 25
RESUMO ..ottt ettt e e e e et e e e e e s st a e e e e s s annaaeeae s 26
PALAVRAS-CHAVE. ... .o 26
INTRODUGAO ..ottt 27
MATERIAIS E METODO ...ttt 28
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....cooovviieieeieeeeeee e, 35
CONCLUSOES ..ottt 41

REFERENCIAS ..o et e e et e e e e 42



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Frequéncia genotipica do gene Halotano de 115 suinos de dois
cruzamentos comerciais A e B, Sao Luiz Gonzaga, RS, 2008 ............cccccevvvvenne

Tabela 2. Frequéncia alélica do gene Halotano de 115 suinos de dois
cruzamentos comerciais A e B, Sao Luiz Gonzaga, RS, 2008.............cccceevvvrnnne

Tabela 3. Médias das medidas quantitativas de espessura de toucinho
medida por régua em 115 carcacas de suinos hibridos comerciais
(cruzamentos A e B) de acordo com o gendtipo do gene Halotano, Sao Luiz
GoNzaga, RS, 2008..... ..o a e e eeeee

Tabela 4. Médias das medidas quantitativas de carne magra medida por
férmula em 115 carcacas de suinos hibridos comerciais (cruzamentos A e B)
de acordo com o gendtipo do gene Halotano, Sao Luiz Gonzaga, RS, 2008.....

Tabela 5. Carne Magra calculada pela pistola (HGP) 115 carcacas de suinos
hibridos comerciais (cruzamentos A e B) de acordo com o gendtipo do gene
Halotano, S&0 Luiz Gonzaga, RS, 2008........ccccceeiiieiiiiieieeeeeersr e

Tabela 6. Médias das medidas quantitativas pH medida 24 horas apos o
abate (pH24h) em 115 carcacas de suinos hibridos comerciais (cruzamentos
A e B) de acordo com o gendtipo do gene Halotano, S&do Luiz Gonzaga, RS,

Tabela 7. Médias das medidas quantitativas de cor medidas de acordo com o
padrdo japonés (sendo 1 — mais palido e 6 — mais escuro) em 115 carcacas
de suinos hibridos comerciais (cruzamentos A e B) de acordo com o gendtipo
do gene Halotano, S&o Luiz Gonzaga, RS, 2008........c.cccceeeiiiiiiiiiiiiiiieiiiienn

Tabela 8. Médias das medidas quantitativas de drip loss em 115 carcacgas de
suinos hibridos comerciais (cruzamentos A e B) de acordo com o gendtipo do
gene Halotano, S&o Luiz Gonzaga, RS, 2008.........cccccoiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeee e

Tabela 9. Médias das medidas quantitativas de gordura intramuscular em 115
carcagas de suinos hibridos comerciais (cruzamentos A e B) de acordo com o
genatipo do gene Halotano, S&o Luiz Gonzaga, RS, 2008...........cccccceeivveeeeeeennn.

Vil

Pagina

35

35

36

37

38

38

39

40

41



viii

LISTA DE FIGURAS

Pagina
Figura 1. Animais pendurados pelo pé esquerdo e amostras retiradas do
pernil da meia-Carcaga QireItaL. .........coeeeeiiiiiii e 29
Figura 2. Coleta do pH 24 horas apés o abate no musculo do pernil direito...... 30
Figura 3. Modelo de cera do Padréo Japonés da Cor da Carne Suina (JPCS). 31

Figura 4. Foto do procedimento da técnica Drip LOSS...........uuvvveveiiiiiiieeeeeeneennn, 31



CAPITULO 1
CONSIDERACOES INICIAIS



1. CENARIO ATUAL DA SUINOCULTURA

A suinocultura brasileira, com a producdo de mais de trés milhdes de
toneladas de carne e mais de 606 mil toneladas exportadas em 2007 (ABIPECS,
2008), ocupa o quarto lugar mundial em producéo e terceiro em exportacdo. Nos
altimos 37 anos o consumo mundial de carne suina cresceu aproximadamente
2,29% ao ano, com um consumo de 17kg/pessoa em 2007. Se tal crescimento
prevalecer em 2030 estima-se que atingira 26,34kg/pessoa. (FAO, 2007). A carne
suina é a mais produzida no mundo atingindo 104 milhdes de toneladas; e uma fatia
de 39% da producdo carnea (ROPPA, 2007). Esses numeros demonstram a
evolucao tecnologica do setor nas areas de genética, nutricdo e manejo na busca de
produtividade e de peso ao abate.

O complexo agroindustrial de suinos em parceria com a comunidade cientifica
trabalha incessantemente para melhorar a eficiéncia na producao de carne e atender
as exigéncias constantes do mercado consumidor, combinando adequadamente, o
binbmio qualidade e quantidade, objetivando-se garantir a viabilidade econémica da
industria. Assim, a suinocultura brasileira vem nos udltimos anos, investindo em
reproducdo, sanidade, manejo e, principalmente, em programas genéticos que
priorizam o valor econdmico das caracteristicas fenotipicas desejaveis (MONTEIRO,
2007).

Os comprometimentos de qualidade da carne suina podem ocorrer pela
associacao de fatores genéticos e ambientais, cujas relacdes de causa e efeito mais
evidentes sdo, principalmente, a Sindrome do Estresse Suino (PSS) e a carne
palida, flacida e exsudativa (PSE), causadas pelo Gene Halotano (HAL) (PELOSO,
1999).

A avaliagdo periodica dos materiais genéticos existentes no mercado, torna-
se uma atividade importante. Para o produtor de material genético, assim como para
o produtor final favorecendo a tomada de decisdo quanto a que tipo de animal
produzir. A utilizacdo de suinos de alto potencial genético é importante para a
obtencdo de progénies que apresentem carcacas magras e com maior rendimento
de carne. A escolha genotipica num programa de melhoramento, deve obijetivar

aumento no rendimento de carne, mas também a producdo de carne de boa



qualidade, tanto para consumo in natura como para processamento industrial
(MONTEIRO, 2007).

2. CARACTERIZACAO DO GENE HALOTANO

Algumas ragas suinas sdo mais susceptiveis a uma sindrome desencadeada
por alguns fatores estressantes como: desmame, exercicios, cOpula, mistura com
outros animais, transporte e manejo pré-abate (CULAU et al., 2002), denominada
Sindrome do Estresse Suino (PSS). Devido a exacerbada producéo de calor que a
mesma proporciona nos animais afetados também é chamada de Hipertermia
Maligna (PMH) (Mac LENNAM; PHILLIPS, 1992).

Esta sindrome caracteriza-se por uma rigidez muscular, aumento do
metabolismo aerdbio, do anaerébio e aumento da producdo de calor em resposta
aos anestésicos halogenados e varios outros estressores (RUBENSAM, 2000). Pela
forte reacdo muscular no animal vivo e pelo padrdo de alteragcdes na carne apos o
abate, Mickelson e Louis (1996) indicaram que pode haver um defeito na regulacéo
de célcio, mantendo elevada a concentracéo de Ca** sarcoplasmatico.

No inicio da década de 70, acredita-se que estas alteragdes eram devido a
uma predisposicao hereditaria sob o controle de um gene autossémico recessivo, de
penetrancia alta, mas variavel: o gene Halotano (mutacdo do cromossomo 6 de
suinos), sendo aditivo para quantidade e prejudicial para a qualidade da carne
(ANTUNES, 1997).

Este gene, apesar de determinar a maior predisposicdo ao estresse em
suinos, é responsavel pela producdo de carcacas com maior producdo de carne
magra, mas também relacionado com a producdo de carne PSE (palida, mole e
exsudativa), um problema grave para a industrializagcdo de carnes (CULAU et al.,
2002). Mesmo que exista correlagéo significativa entre animais portadores do gene
HAL e producéo de carne PSE (SILVEIRA, 1996), sabe-se que 0 genotipo por si sO
nao explica totalmente a ocorréncia de carne PSE (WARRIS, 1995). No entanto,
segundo De Smet e colaboradores (1996), diferencas entre racas (Landrace Belga e
Piétrain) e sexos (fémeas e castrados) ndao foram importantes quando comparados

com o efeito do gene Hal.



Para o diagndstico da PSS foi desenvolvido na década de 70 um teste, no
qual suinos eram submetidos & anestesia inalatéria por Halotano que permitia
separar 0s animais com maior predisposicdo ao estresse. Mas, este teste nédo
permitia diferenciar os animais normais dos heterozigotos. Apenas no inicio da
década de 90, Fuji e colaboradores (1991) encontraram uma mutacdo no gene que
codifica para o receptor rianodina do musculo esquelético correlacionada com a
hipertermia maligna. Estes autores desenvolveram um teste néo invasivo, baseado
em PCR-RFLP (reacdo em cadeia de polimerase — polimorfismos do comprimento

dos fragmentos de restricdo), que permite diferenciar trés genétipos: HALN

(normal
dominante), HAL" (normal heterozigoto) e HAL™ (sensivel recessivo) e com este
material tornou possivel efetuar estudos de frequéncia do gene Halotano nas
diferentes racas de suinos. Sabe-se atualmente, que este gene mutado esta
relacionado a uma maior producdo de carne magra, mas de pior qualidade, com
uma menor capacidade de retencdo de 4gua (CRA) (ANTUNES, 2001). Os suinos
heterozigotos apresentam um rendimento de carne significativamente maior que 0s
homozigotos dominantes, e isso tém efeito significativo na composicao das carcacas

(ANTUNES, 1997, DE SMET et al., 1998).

3. QUALIDADE DA CARNE SUINA

Qualidade de carne é um conceito bastante complexo que varia de acordo
com as caracteristicas de cada consumidor e possui muitas variaveis como
composicao nutricional, sanidade, caracteristicas fisicas, apresentacdo, embalagem,
facilidade de uso, entre outras (VIEIRA, 1999). As caracteristicas de qualidade séo
afetadas tanto com o animal vivo, quanto durante e apos o abate. Fatores como
idade, sexo, nutricdo e principalmente o estresse decorrente da apanha dos animais,
transporte, temperatura ambiente, tempo de jejum, afetam a composi¢cédo da carcaga
dos animais (KAUFFMAN; MARSH, 1987).

Segundo Bridi e colaboradores (2003), a qualidade da carne ¢ uma medida
das caracteristicas desejadas e valorizadas pelo consumidor, além dos aspectos
sensoriais e tecnolégicos, consideragfes éticas dos sistemas de criacdo e o impacto

gque estes provocam no meio ambiente.



A industria brasileira classifica a carne em categorias bem definidas: RFN
(vermelha, firme e normal ou ideal); RSE (vermelha, mole e exsudativa), DFD
(escura, dura e seca) e PSE (palida, mole e exsudativa) que é o problema mais
freqiente encontrado nos frigorificos, tanto para produtos in natura quanto para
processados, principalmente para os embutidos cozidos (PELOSO, 1999).

Os prejuizos econdmicos da carne PSE estdo relacionados a sua utilizacédo
na elaboracdo de produtos carneos, principalmente pela possibilidade da rejeicao
dos processados, itens que mais agregam valor para a industria da carne, pois esta
matéria-prima pode ser destinada até certo limite para a elaboracdo de alguns
produtos e certos tipos de emulsionados, mas é inadequada para a elaboracdo de
presunto cozido e outros produtos curados cozidos (LARA et al, 2003; MAGANHINI
et al, 2006).

Essas classificagdes da carne ou variacbes de qualidade sdo determinadas
por diversos fatores externos e/ou internos ao individuo como: a genética (presenca
ou ndo do gene HAL); a idade; o sexo; manejo alimentar e geral; transporte
(ANDRADE et al., 1993); manejo pré e poOs-abate; métodos de atordoamento
(VELARDE, 2000); processamento da carcagca (SOUZA, 1998); duracdo e
temperatura de estocagem da carne em camaras frias (BRESSAN et al., 1992) e até
a forma de cozinhar.

Diferentemente do volume de carne, a qualidade € um conceito composto e
muito dificil de definir e medir de modo simples e Unico, incluindo aspectos objetivos,
tais como: cor, pH inicial (de 45 minutos a uma hora ap6s o abate), pH final (24
horas apoOs abate), capacidade de retencdo de agua e gordura intramuscular; e
também aspectos subjetivos, tais como: maciez, suculéncia, aparéncia da carne e
resisténcia a mastigacao. Segundo a NPPC (1998), os alvos de qualidade da carne
seriam 0s seguintes: coloragao entre 3 e 5 numa escala de 6 pontos; pH entre 5,6 e
5,9; maciez menor que 3,2kg, marmorizacdo de 2 a 4% e perda de agua (drip loss)
nao excedendo 2,5%.

Todas estas caracteristicas sdo importantes, pois estdo relacionadas a
aceitabilidade, palatabilidade e perdas que ocorrem durante o processamento e

armazenamento. Portanto, a qualidade da carne suina deve ser aperfeicoada para



que satisfaca igualmente ao consumidor e ao processador de carne, assegurando
sua aceitacdo (MONTEIRO, 2007).

3.1 pH

Ocorrido o abate, a carne continua em processo bioquimico, no qual o
condutor energético do musculo é transformado em glicogénio latico por meio da
acao de varias enzimas (SARCINELLI; VENTURINI; SILVA, 2007). O aumento da
concentracéo de acido latico que acompanha esse processo resulta num decréscimo
rapido no valor do pH do tecido muscular (HONIKEL; KIM, 1986). A extensédo e
velocidade da queda do pH depende da natureza e condigcbes do muasculo no
momento em que cessa a circulacdo sanguinea (PEARSON, 1971). O pH medido 24
horas apés o abate (pH24h) deve estar entre 5,3 a 5,7, para que a carne tenha uma
boa palatabilidade, maciez e cor desejavel (LAWRIE, 1958).

O valor do pH de um musculo vivo varia de 7,0 a 7,2. Na conversao do
muasculo em carne, o pH muscular reduz, e o valor final deste pH é importante na
determinacdo da qualidade da carne suina. O pH geralmente é medido aos 45
minutos (pH45) e 24 horas ap6s o abate (pH24) (AGROCERES PIC, 1997).

O pH é uma das caracteristicas mais importantes referente a qualidade das
carnes. Seu efeito esta diretamente ligado a capacidade de retencédo de agua, a cor
e a estrutura dos musculos. Varios fatores interferem na glicélise post mortem e na
velocidade da queda do pH. O manejo inadequado pré-abate, a predisposicédo
genética (Sindrome do Estresse Suino) e o metabolismo elevado de alguns animais,
entre outros, aceleram o processo de glicolise. Isto ocorre devido a liberacdo de
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) na corrente sangiinea do animal que
estimulam a degradacédo da glicose muscular a 4cido lactico ocasionando a queda
do pH (SILVEIRA, 1997).

O decréscimo do pH é seguido por um processo de desnaturacdo protéica,
devido a temperatura do musculo estar proxima do estado fisiolégico (> 38C) e a
uma decomposi¢do acelerada do glicogénio antes e apdés o abate favorecem o
estabelecimento da condicdo de carne Pale, Soft and Exsudative (PSE) (SCHAFER
et al., 2002; HONIKEL; KIM, 1986). A desnaturacdo se causada pela temperatura é



irreversivel, mas se causada pelo pH é reversivel e pode ser prevenida com um
aumento do pH muscular (ZHU; BREWER, 2002).

As mudancas mais bruscas do lactato contido no musculo sdo observadas
quatro horas post mortem (SCHAFER et al., 2002) e caso o pH se encontre abaixo
de 5,8 nas primeiras 4 horas, teremos a carne PSE, caracterizada pela ma retencéo
de agua (SARCINELLI; VENTURINI; SILVA, 2007). De acordo com Felicio e
colaboradores (1986), o pH da carne de suinos abatidos em situacdes de estresse
tendem a apresentar uma queda brusca no pH, podendo atingir um pH de 5,3 em 10

minutos.

3.2 Cor

A cor é um indicativo freqiente da qualidade da carne pelo fato de estar
relacionada com a atratividade, portanto a cor da carne fresca é de grande interesse
para a industria de carnes (WARNER; KAUFFMAN; RUSSELL, 1993). O consumidor
considera a cor clara na carne suina como indesejavel. Varejistas classificaram a
variacdo da cor como o mais importante defeito de qualidade (BREWER; MCKEITH,
1999). Pode ser classificada visualmente por uma pessoa treinada usando uma
escala de cor (o National Pork Producers Council desenvolveu uma pontuacao de
cor variando de 1 a 5) ou objetivamente, com a utlizacdo de colorimetros
(MONTEIRO, 2007).

Esta caracteristica é de natureza tridimensional, consistindo de trés atributos,
frequentemente chamados de luminosidade, tonalidade e saturag&o. A tonalidade é
uma grandeza que caracteriza a qualidade da cor, permitindo diferenciar as cores e
distinguir o vermelho do verde, o azul do amarelo, etc. A saturacdo descreve a
intensidade ou quantidade de uma tonalidade, indicando a propor¢do em que ela
estd misturada com o branco, preto ou cinza. A luminosidade caracteriza o grau de
claridade da cor, indicando se as cores sao claras ou escuras (HUNTER
ASSOCIATES LABORATORY, 2007).

A cor da carne é aferida pelos pigmentos de mioglobina existentes nos
musculos, pela relativa quantidade dos estados redox da mioglobina nas suas

formas ali presentes: mioglobina (purpura), oximioglobina (vermelho-brilhante) e



metamioglobina (marrom-acinzentado) e pela perda de agua (MONTEIRO, 2007). A
carne de suinos caracteriza-se por possuir cor uniforme, entre rosada e
avermelhada, possuindo uma pequena camada de gordura branca (SARCINELLI;
VENTURINI; SILVA, 2007). Em um tecido muscular bem sangrado, a mioglobina
representa cerca de 80 a 90% do pigmento total. A quantidade desta varia de acordo
com a espécie, sexo, idade, tipo de musculo e atividade fisica do individuo (PARDI
et al., 2001).

Em geral, a carne dos animais jovens tem menor teor de mioglobina que os
individuos maduros (mais velhos). Da mesma maneira, 0s machos inteiros possuem
musculos mais ricos em mioglobina que os machos castrados e as fémeas. A carne
dos bovinos apresenta mais mioglobina que a dos suinos, peixes e aves, sendo que
nesta uUltima o peito tem menos mioglobina que a coxa e a perna, apresentando-se
assim mais claro que os outros (FORREST et al., 1975).

A taxa relativa de oxidagcdo de mioglobina e reducdo de metamioglobina
influenciam no acumulo desta ultima e mudanca na cor da carne, uma vez que a
metamioglobina é importante para a cor da carne fresca (ZHU; BREWER, 2002).

A descoloracao ou desenvolvimento incomum da cor pode ocorrer na carne
por diversos modos, alguns dos quais sdo rea¢cfes quimicas normais dos pigmentos.
Cortes frescos de carne normalmente mantém uma cor atrativa por cerca de 72
horas se boas praticas de fabricacdo e estocagem séo seguidas (FORREST et al.,
1975).

O desenvolvimento de carne PSE é relatado pela alta taxa de glicélise apds a
morte (LEDWARD; JOHNSTON; KNIGHT, 1992) e excessiva desnaturacdo de
proteinas, que pode ocorrer devido a uma rapida queda do pH e ocorréncia de altas
temperaruras (JOO et al., 1999).

De acordo com Zhu e Brewer (2002), existe uma interacdo entre pH,
temperatura e cor. Eles observaram que em temperaturas acima de 55T ocorre um
aumento significativo na desnaturacdo de metamioglobina. J& com temperaturas
entre 25-55C € preciso da interacdo entre pH e tem peratura, uma vez que esta
Gltima sozinha ndo desnatura a metamioglobina. E que temperaturas muito abaixo
de 50C e pH abaixo de 5,6 pode conduzir a uma significante desnaturagéo de

metamioglobina na carne, deixando a mesma com aparéncia de palida.



Desta forma, espera-se que em carne PSE tenha-se mais desnaturacédo de
metamioglobina que em carnes consideradas normais ou DFD. A desnaturacao se
causada pela temperatura é irreversivel, mas se causada pelo pH é reversivel, isto
pode indicar que a ocorréncia de carne PSE devido a um rpido declinio de pH post-
mortem pode ser prevenido com um aumento do pH muscular (ZHU; BREWER,
2002). A injecdo de bicarbonato de sédio 15 minutos pos mortem em suinos
halotano positivos aumenta o pH muscular e pode melhorar a coloracdo da carne
(KAUFFMAN et al., 1998).

Segundo Barbosa e colaboradores (2006), 0 pHas min, PH24 horas € COr explicam
cerca de 60% da variacdo total sofrida pela carne apdés o abate. Monteiro (2007),
afirma que as variacdes (86 - 90%) na cor da carne de suinos sdo explicadas pelo
conteudo de pigmentos e pelas formas da mioglobina (mioglobina, oximioglobina e
metamioglobina). Segundo Lindahl e colaboradores (2001), os valores de
luminosidade (L*) e vermelho (a*) apresentam correlagfes altas com o contetdo de
pigmentos e pelas formas da mioglobina quase na mesma extensdo. Os valores de
amarelo (b*) apresentam correlagbes altas com as formas da mioglobina e baixa

correlacdo com o conteudo de mioglobina.

3.3 Perda por Gotejamento ( Drip Loss)

A agua representa cerca de 65 a 80% da massa muscular no animal vivo. Ela
atua como lubrificante, solvente, carreadora de substancias, mantém a turgidez das
células e ainda € o meio ideal onde ocorrem as reacdes quimicas. A maior parte da
agua esta fortemente ligada as proteinas e quando estas ndo sofrem intensa
desnaturacdo, a agua continua ligada durante a conversdo do musculo em carne.
Esta retencdo da &gua contribui para uma maior suculéncia e palatabilidade da
carne (FORREST et al., 1975). Muitas das caracteristicas fisicas como cor, textura,
suculéncia e maciez sédo parcialmente dependentes da capacidade de retencao de
agua.

O Drip Loss ou Perda por Gotejamento € influenciado pela permeabilidade da
membrana celular & agua e outros fatores (desnaturacdo de proteinas do
citoesqueleto) (KRISTENSEN; PURSLOW, 2000). Tem-se sugerido que a
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desnaturacdo da miosina é a causa da alta taxa de perda por exsudagdo na carne
suina PSE (OFFER, 1991). A precipitacdo de proteinas sarcoplasmaticas e
miofibrilas pode ser a causa de um aumento do drip loss devido a uma decrescente
repulsdo entre os filamentos, bem como a origem da perda a partir do fluido no
espaco extracelular (HERTOG-MEISCHKE; LAACK; SMULDERS, 1997).

Variagbes no pH influenciam a Capacidade de Retencdo de Agua (CRA)
devido ao fato de, quando proximo do ponto isoelétrico, os balancos de cargas
positivas e negativas poderem se igualar, neutralizando as cargas das proteinas e
impedindo a ligacdo com a agua. Em valores de pH distantes do ponto isoelétrico
ocorre o inverso (ARAUJO, 1995). O pH dentro das duas primeiras horas apds a
morte e 24 horas tem alta significancia com a variagdo do drip loss. Além disso, a
queda acelerada do pH pode ser causada por uma alta temperatura inicial e a
temperatura até duas horas (exceto 30 primeiros minutos) contribui muito na
variac&o do drip loss (SCHAFER et al., 2002).

3.4 Maciez

As propriedades fisicas como estrutura, consisténcia e textura séo dificeis de
serem mensuradas objetivamente. Esses fatores sdo normalmente avaliados pelos
consumidores por meio dos sentidos da viséo, tato e paladar e sdo tidos por estes
como as propriedades organolépticas que mais os interessam (FORREST et al.,
1975).

Assim, a maciez € um dos atributos mais importantes a determinar a
aceitabilidade de carnes e a satisfacdo do consumidor. E afetada por trés das
principais categorias de proteinas da carne: proteinas do tecido conectivo, das quais
o colageno é o principal componente; miofibrilares, principalmente actina e miosina e
sarcoplasmaticas. E esta intimamente ligada a quantidade de colageno e seu estado
de maturacdo ou quantidade de ligacdes cruzadas (intra e intermoleculares)
(LAWRIE, 1958; JUDGE et al., 1989).

Vérios fatores influenciam na maciez da carne. Os fatores ante mortem
destacam-se a espécie, idade e sexo, além da genética, da alimentacdo e do

manejo pré-abate dos animais. Entre os fatores post-mortem estéo o resfriamento, a
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taxa de glicOlise e a conseglente velocidade de queda do pH, quantidade de
coldgeno e extensdo da degradacdo das proteinas miofibrilares. Outras causas de
variacdo da maciez sdo decorrentes dos tratamentos tecnoldgicos aplicados as
carcacas no periodo que se segue ao abate (PARDI et al., 2001; OLIVEIRA, 2000).

As proteinas miofibrilares influenciam na maciez de carnes devido a sua
correlagdo com a CRA e a sua relagdo com o encurtamento do sarcomero, com a
consequente compactacdo do tecido muscular, especialmente em funcdo dos
fendmenos de Rigor Mortis e encolhimento pelo frio ou pelo calor (LAWRIE, 1958).

Como é demorado e caro avaliar a maciez utilizando-se um painel sensorial,
tem sido utilizado como medida de maciez da carne a for¢ca necessaria para realizar
o corte (forca de cisalhamento), utilizando-se a lamina Warner-Bratzler sobre um
cilindro de carne previamente cozido, na direcdo perpendicular das fibras, (VAN
OECKEL et al., 1999).

3.5 Gordura Intramuscular (GIM)

O contetdo de gordura intramuscular € uma caracteristica muito importante
para a satisfacdo do consumidor da carne suina. Normalmente, as melhores
pontuacdes em painéis sensoriais para suculéncia de lombos sdo obtidas naqueles
que apresentam maior quantidade de gordura intramuscular, e valores
extremamente baixos indicam caracteristicas de qualidade mais pobres. Fernandez
e colaboradores (1999) controlaram algumas fontes de variacdes (condicdes de
criagdo, abate e tipo genético) e encontraram que o efeito da gordura intramuscular
na qualidade sensorial da carne suina nao € regular, e que um minimo de 2% de
gordura intramuscular € necessario para produzir lombos aceitaveis.

Além de influir na suculéncia da carne, a gordura intramuscular também atua
no sabor e na conservacao desta, sendo que esta relacionada ao tipo de acido graxo
presente em sua constituicdo, influenciado pela dieta do suino, seu peso e sexo,
dentre outros (GARCIA-MACIAS, 1996; BARROS, 2001).

4. GENE HALOTANO x QUALIDADE DE CARNE SUINA
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As caracteristicas de qualidade de carne ja citadas estdo relacionadas a
carne PSE, que por sua vez esta ligada a predisposicdo ao estresse (FELICIO,
1986). Com base neste fato, muitas pesquisas tém sido conduzidas no sentido de
elucidar os aspectos relacionados ao genoétipo HAL (ANTUNES, 1997).

Boles e colaboradores (1992), mostraram que animais homozigotos
recessivos para o gene Hal apresentam menor solubilidade de miofibrilas que os
heterozigotos, o que levaria a uma reduzida taxa de degradagdo post mortem das
proteinas estruturais, como titina, que explica, em parte, a menor qualidade desta
carne.

Shaw e colaboradores (1994), trabalharam com duas linhagens de suinos,
uma selecionada para alto rendimento de carne magra e outra com alto percentual
de gordura, com os trés gendtipos em cada uma. A concentracdo de cortisol foi
medida no sangue e muasculos apds o abate e concluiram que esta € maior nos
animais “gordos” que nos magros, porém nao houve diferenca entre os genétipos.

Ja Erlander e colaboradores (1985), encontraram que os animais HAL™
possuem maior producdo de carne PSE que os HALYN e HAL". Pommier e Houde
(1993), encontraram 88,4% de HALY, 11% HAL"" e 0,6% HAL™. Em contrapartida,
67,3% dos animais com carne PSE foram provenientes de suinos HAL"N, 28,7% de
HAL"" e 3,6% de homozigotos recessivos e concluiram que nem todo PSE é
causado por Hipertemia Maligna, mas muitos individuos HAL™ produzem carne PSE.
Muitas outras pesquisas confirmaram a intima relacéo entre os animais portadores
do gene HAL e a carne PSE (SILVEIRA, 1996); porém, ndo explicam totalmente
essa condicao (WARRIS, 1995).

A remocao dos animais mutados (HAL™) da populacéo reduzem de 20% para
16,5% a incidéncia de PSE, indicando que o defeito genético ndo € o maior
responsavel por esse problema e sim, 0 manejo pré-abate (MACCAW et al., 1994;
MURRAY, 1994; CHEAH et al., 1995). Swatland (1995), analisando dados de pH
medido 45 minutos apds o abate em carne de suinos de varias racas, em diferentes
paises e anos, questiona o melhoramento das carcacas para carne magra como
fator de aumento da frequéncia de PSE e acredita que mudancas no método de

abate diminuem mais a ocorréncia do problema que o genoétipo em si.
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Leach e colaboradores (1996), mostraram que em animais com peso de abate
menores que 100kg os genétipos HALYN e HALM" apresentam menor freqiiéncia de
PSE que os HAL™.

O gene halotano ndo somente afeta a qualidade da carne de suinos
homozigotos recessivos (HAL™), como também afeta a qualidade da carne de
carcacas suinas heterozigotas HAL"" (SATHER; JONES; TONG, 1991). Os suinos
heterozigotos apresentam um rendimento de carne significativamente maior que 0s
homozigotos dominantes, e isso tem efeito significativo para a espessura de
toucinho, mostrando que o genétipo HAL"" é superior ao genétipo HALY, quanto a
composicdo das carcagas (ANTUNES, 1997; De SMET et al., 1998). Sather e Jones
(1996), ndo encontraram diferenca significativa na espessura de toucinho entre
suinos com o genétipo HAL™ e HALM". A espessura de musculo foi cerca de 5
milimetros maior nos suinos heterozigotos (HAL"" ) e a percentagem de carne foi
1% maior.

O genatipo halotano é o fator predominante na determinacéo da qualidade da
carne em relacdo a condicdo PSE. Por meio das analises de pH inicial, refletancia e
perda de liquido, suinos recessivos para o gene halotano (HAL™) foram sempre
diferentes significativamente dos heterozigotos (HAL"") e dos normais (HAL"Y). O
pH inicial e a perda de liquido por gotejamento, dos suinos do genétipo HAL"" e
HAL"N diferiram significativamente, sendo o pH inicial mais baixo nos suinos
heterozigotos (HAL"") cuja carne também apresentou maior perda de liquido. A
carne de suinos heterozigotos (HALY") e homozigotos recessivos (HAL™)
caracteriza-se pela baixa retengcdo de agua e cor palida, quando comparada com a
de suinos normais (HAL"Y) (LUNDSTROM et al., 1989; SIMPSON; WEBB; DICK,
1987; RUSSO et al., 1994; De SMET et al., 1996 e 1998; SATHER; JONES, 1996).

Verificou-se, analisando o efeito do gendtipo halotano, que suinos halotano
positivos (HAL™) apresentaram carcaga com maior porcentagem de carne, porém
com qualidade de carne inferior quando comparados com suinos halotano negativos
(De SMET et al., 1995; TAM et al., 1998). Quanto ao pH final, nenhuma diferenca
entre os trés genotipos tem sido observada (De SMET et al., 1998; TAM et al.,
1998).
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Suinos portadores de uma ou duas coépias do gene halotano apresentam
valores inferiores de pH na carne logo na primeira hora apds o abate, o que provoca
um aumento na incidéncia de carne PSE, sigla internacional para denominar carne
de coloracao palida, de textura mole e exsudativa (FISHER et al., 2000; HAMILTON
et al., 2002; CULAU et al., 2002).

Comparando os genétipos HAL™ e HAL"", Leach e colaboradores (1996)
observaram que animais halotano positivos apresentam maior peso de carcaca
resfriada e rendimento de carcaca Halotano negativos. Afirmam ainda, que o
comprimento de carcaca ndo é influenciado pelo halotano. Porém, Fisher e
colaboradores (2000), encontraram maior comprimento de carcaca nos suinos HAL™
que os HAL™, ndo havendo diferencas em relacdo aos HAL"". Pommier e
colaboradores (1992) e Sather, Jones e Tong (1991), afirmaram que o gene
halotano proporciona carcagas mais curtas e com maior conformag&o muscular.

Fisher, Mellet e Hoffman (2000), relataram que a espessura de toucinho (ET)
diminuiu conforme o aumento da presenca de alelos do halotano positivos, sendo
maior nos HALNN e HAL"" e menor nos HAL™. J& Channon, Payne e Waner (2000) e
Cullau e colaboradores (2002), ndo encontraram diferenga significativa. Estes
mesmos autores observaram ainda que a profundidade do musculo Longissimus
dorsi foi menor em carcacas HAL"N em relacdo aos HAL"" e HAL™. Resultados
semelhantes foram encontrados por Fisher, Mellet e Hoffman (2000). J4 Leach e
colaboradores (1996), ndo encontraram diferencas entre 0s gendtipos quando
analisou essas caracteristicas.

De acordo com Fisher, Mellet e Hoffman (2000), animais HAL™ possuem
maior rendimento de carne que os HAL"N e HALN", que ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si. Ja De Smet e colaboradores (1998), observaram que 0S suinos
HAL"" tém melhor composicdo de carcaca que os HAL"N,

Assim, a partir do conhecimento do gene HAL em rebanhos suinos,
estratégias de producédo podem ser tracadas para atender com qualidade o mercado
atual, seja ele o consumidor final ou as industrias alimenticias (BASTOS et al.,
2001). O capitulo 2, intitulado “Influéncia do gene Halotano sobre a qualidade da
carne suina em dois cruzamentos comerciais” objetivou identificar polimorfismos

pela técnica de PCR-RFLP no gene HAL de dois diferentes cruzamentos comerciais
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e correlaciona-los a caracteristicas de qualidade de carne, tais como: cor, perda por

gotejamento, pH, porcentagem de carne magra e gordura intramuscular.
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INFLUENCIA DO GENE HALOTANO SOBRE A QUALIDADE DA CA RNE SUINA
EM DOIS CRUZAMENTOS COMERCIAIS
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Influéncia do gene Halotano sobre a qualidade daca rne suina em dois

cruzamentos comerciais

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do gene halotano sobre as
caracteristicas de qualidade da carne suina. Foram utilizadas 115 meias-carcacas
de dois diferentes cruzamentos comerciais de suinos, dentre os quais, 46 carcacas

apresentaram gen6tipo halotano homozigoto dominante (HAL™

) e 69 heterozigotos
(HALN"). As medidas de espessura de toucinho, percentagem de carne magra, peso
da carcaca, pH medido 24 horas apos o abate (pH24h), cor, perda de liquido por
gotejamento e extracdo de DNA foram efetuadas no muasculo do pernil (M.
Semimembranosus). Observou-se que os suinos com genétipo HALN" apresentaram
menor espessura de toucinho e maior percentual de carne magra que 0s suinos do

gendtipo HALNM

, porém exibiram uma qualidade de carne inferior a dos suinos
HALYN. O pH 24h foi menor em suinos HAL"" e apenas nessa caracteristica
analisada o tipo de cruzamento influenciou os resultados. A cor da carne foi mais
palida em animais HAL"" e a perda por gotejamento foi maior naqueles portadores
do alelo n, e a gordura intramuscular ndo esteve relacionada com o genotipo
halotano. Podendo-se concluir que os suinos portadores do alelo recessivo do gene
halotano apresentam maior quantidade de carne, porém com parametros de

qualidade inferiores aos desejados pelos consumidores e industrias.

PALAVRAS-CHAVE: Gene da Sindrome do Stress Suino; PSE; PCR-RFLP
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INTRODUCAO

A carne suina vem liderando o ranking do consumo mundial de proteina
animal devido aos varios aspectos que facilitam sua transformacéo, oferecendo
vérias op¢les de venda. A comercializagdo dessa carne no mercado internacional
sofreu uma significativa ampliacéo, as exportacbes dobraram em apenas oito anos e
o Brasil, que contribui com 14% da producdo mundial, € o quarto maior exportador
dessa carne (ABIPECS, 2008). O que sustenta essa posi¢cdo no cenario mundial &
gue os produtos nacionais sdo de razoavel a boa qualidade e produzidos a baixo
custo, 0 que possibilita alcancar precos mais competitivos; porém, continua-se
embarcando esses produtos para paises com pouca exigéncia em qualidade e com
baixa remuneracao sobre o produto final (ANTUNES, 2001).

A exportagdo para mercados mais exigentes em sanidade, bem-estar animal
e as tecnologias empregadas no abate e processamento da carne como o Japao,
Estados Unidos e Europa, € o principal foco de grandes empresas nacionais do
setor que investem em recursos que garantam melhorias na qualidade visando
melhor remuneragéo sobre o produto.

O Brasil tera acesso a esses mercados mais exigentes e é necessario que o
pais esteja preparado para uma maior cobranca de nossa agroinddstria por carne de
melhor qualidade. Nao se buscara apenas boa converséao alimentar dos terminados,
ganho de peso compativel com a éarea disponivel para alojamento, reducdo da
mortalidade, entre outros. Serdo incorporadas ao sistema de producdo novas metas
para a qualidade da carne, sejam elas, quantitativas, qualitativas ou organolépticas
(ANTUNES, 2001).

Os desvios de qualidade da carne suina sao causados por fatores genéticos e
ambientais, contudo, um grande desafio na variacdo dessa qualidade é enfrentado
pelos frigorificos de todo o mundo com relacdes de causa e efeito bem evidentes
como a sindrome do estresse suino (PSS), a carne palida, mole e exsudativa (PSE)
e 0 gene Halotano (HAL) (PELOSO, 1999).

O gene Halotano, além de determinar a maior predisposi¢do a Sindrome do
Estresse em suinos, € responsavel por carcagcas com maior propor¢cdo de carne

magra, mas relacionado a producdo de carne PSE (do inglés: pale, soft and
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exudative) um problema grave para a industrializacdo de carnes. O gene Halotano
ndo somente afeta a qualidade da carne de suinos homozigotos recessivos (HAL™),
como também afeta a qualidade da carne de carcacas suinas heterozigotas HAL""
(SATHER; JONES; TONG, 1991).

Pesquisas sd0 necessarias para o aprimoramento das técnicas de producdo
de carne de boa qualidade a fim de se alcangcar mercados mais exigentes e maior
rentabilidade sobre o produto nacional (ANTUNES, 2001), visando tracar estratégias
de cruzamentos para se reduzir ao maximo, a incidéncia de problemas de qualidade
de carne que afetem diretamente os ganhos da industria brasileira e garantir a
producdo de carne com o minimo de incidéncia de problemas que possam
comprometer sua qualidade até alcancar o consumidor final.

O objetivo deste trabalho foi identificar polimorfismos pela técnica de PCR-
RFLP no gene HAL de dois diferentes cruzamentos comerciais e correlaciona-los a
caracteristicas de qualidade de carne, tais como: cor, perda por gotejamento, pH,

porcentagem de carne magra e gordura intramuscular.

MATERIAIS E METODO

Animais

Os animais estudados foram produzidos em granjas comerciais integradas do
Frigorifico Cotrijui, localizada nas proximidades da cidade de S&o Luiz Gonzaga —
RS, criados dentro dos padrdes de sanidade, bem estar e ambiéncia animal exigidos
pelo 6rgdo publico competente, e pertencentes a dois diferentes grupos de

cruzamentos:

Grupo A - 58 animais hibridos originarios do cruzamento de macho Pietrain Aleméo
puro X Fémea comercial (qQue apresenta genética Pietrain na linha materna e livre do
gene Halotano).

Grupo B — 57 animais hibridos oriundos do cruzamento de Macho 75 % Pietrain e
25% Duroc X a mesma fémea comercial livre do gene HAL.
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Abate

Realizado no Frigorifico Cotrijui, localizado em Sé&o Luiz Gonzaga - RS, o qual
possui Servico de Inspecéo Federal (SIF). O transporte dos animais ao frigorifico foi
feito em caminhdes especiais e seguindo o correto manejo pré-abate. No curral de
descanso permaneceram 12 horas sob dieta hidrica e antes do abate passaram por
um corredor com chuveiros para minimizar o efeito do calor e facilitar a
insensibilizacao, que foi elétrica em dois pontos (no primeiro ponto a voltagem de
438V e a amperagem de 0,69A e no segundo ponto de 106V e 0, 57A num intervalo
de cinco segundos). Em seguida, realizou-se a sangria, a escaldagem a 62°C por 3
segundos, toalete (retirada dos pélos) e a evisceracdo. Os animais foram
pendurados pelo pé esquerdo e armazenados em camara refrigerada entre 4 e
10°C.

Coleta e preparacao das amostras

Apos 24 horas do abate, foram coletadas as medidas de pH, espessura do
toucinho e carne magra nas carcacas, e ainda, retiradas amostras de carne
(musculo do pernil — M. Semimembranosus) para as andlises de cor, gordura
intramuscular, perda por gotejamento e extracdo do DNA para o estudo do gene
Halotano. Todas as medidas e amostras foram obtidas das meias-carcacas direita

dos animais, conforme figura abaixo.

Figura 1. Animais pendurados pelo pé esquerdo e amostras retiradas do pernil da
meia-carcaca direita.
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Avaliacéo do pH

O pH foi medido por pHmetro da marca Tradelab, modelo Testo 205, portatil e
especifico para carne, apds 24 horas do abate no musculo do pernil (M.

semimembranosus) da meia carcaca direita (Figura 2).

Figura 2. Coleta do pH 24 horas apds o abate no musculo do pernil direito.

Porcentagem de Carne Magra (%CM)

Para a determinacdo da porcentagem de carne magra dos animais envolvidos
neste trabalho utilizou-se dois métodos distintos: o da régua e o da pistola. No
primeiro, com o0 auxilio de uma régua mediu-se a espessura do toucinho (ET) apés
24 horas do abate na meia carcaca direita conforme Antunes (2002). E no segundo,
obteve-se a porcentagem de carne magra (%CM) com o auxilio de uma pistola

neozelandesa, a HGP (Henessey Grading Probe).

Medida de Cor

A cor da amostra (carne) foi classificada visualmente, segundo o padréao

adotado pela indastria Nippon Ham, o qual é utilizado mundialmente. Este padrdo
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possui uma escala de 1 a 6 (Figura 3), sendo a cor da carne suina ideal a de nimero
3, as cores 1 e 2 sdo mais fracas e podem ser utilizados para avaliar a carne suina
PSE. O nimero 4 ainda se encontra dentro do limite apesar de um pouco escuro. As
de nimero 5 e 6 sdo comuns em casos de carne suina DFD e em animais pesados

e velhos.

Figura 3. Modelo de cera do Padréo Japonés da Cor da Carne Suina (JPCS).

Perda de agua por Gotejamento ( Drip Loss)

Apbs 24 horas do abate foi coletado um cubo 4 x 4 cm do musculo do pernil
(M. Semimembranosus) e pesado para se obter o peso inicial, este peso esteve
entre 80 e 100g, conforme especificado no Pork Composition and Quality
Assessment Procedures of American Meat Science Association (NPPC, 2000). Estes
cubos de carne foram envolvidos por uma embalagem plastica, do tipo saco, de
modo que ficassem pendurados e que o liquido (sangue) perdido fosse retido na
embalagem (Figura 4). A amostra permaneceu pendurada por 48 horas numa

temperatura entre 2 e 4 °C.

Figura 4. Foto do procedimento da técnica Drip Loss.
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Apos estas 48 horas a carne foi seca utilizando-se papel toalha e pesada
novamente obtendo-se o peso final (apds a perda de liquido por gotejamento). O
calculo da porcentagem de perda por gotejamento foi feito pela diferenca do peso
final e inicial multiplicado por 100 (Pf — Pi x 100). Estas amostras foram embaladas
em sacos plasticos com devidas identificagbes e congeladas para posterior analise
de gordura intramuscular e extracdo de DNA para genotipagem do Halotano.

Gordura Intramuscular (Extrato Etéreo)

O percentual de gordura intramuscular foi obtida pela determinacdo do Extrato
Etéreo por meio do método de Goldfish, segundo o Manual de Procedimentos
Analiticos do Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal (BRASIL, 1998),
realizada no Laboratorio de Nutricdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal de Uberlandia. A amostra congelada ap6s a analise de Drip
loss foi descongelada e retirada uma pequena quantidade (10 mg) para extracéo de
DNA e o restante cortada em cubos para secagem em estufa a 55 °C por 72 horas
para retirada de umidade e moida em moinho. Em seguida, procedeu-se o seguinte
protocolo:

1. Foram pesados 5 g da amostra seca e moida acondicionada em

cartucho extrator e estes colocados em estufa a 105 °C por 2 horas;

2. O cartucho foi colocado no extrator, adicionado éter de petroleo em

guantidade suficiente e o extrator foi ajustado ao condensador e a um baldo

volumétrico apoiado a uma chapa eletricamente aquecida;

3. A gordura foi extraida por um periodo de 6 horas a velocidade de

condensacéao (de 2 a 4 gotas por segundo);

4, O baldo contendo a gordura extraida foi colocado em estufa a 105 °C

por 30 minutos, esfriado em dessecador e pesado;

5. A diferenca entre o peso inicial do baldo volumétrico e apos a extracéo

calculou-se a porcentagem de gordura, conforme a equacéo a seguir:

Extrato etéreo % = A — B x 100
C

Onde: A € o peso do baldo com gordura,;
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B peso do balédo vazio e;
C peso da amostra colocada no cartucho de extragéo.

Extracdo de DNA

A amostra de musculo coletada para a extracdo de DNA foi armazenada em
tubos plasticos de 2,5mL contendo o conservante TriZOL® e encaminhada ao
laboratorio Biogenetics, Uberlandia - M.G, para a extracdo do DNA, seguindo o
protocolo descrito abaixo:

Toda a solucdo de TriZOL® foi transferida para um tubo de 1.5mL, tomando o
cuidado para nao transferir pedacos do musculo, 0.2mL de cloroférmio para cada
1mL de TriZOL® foi transferido para o tubo contendo a amostra de tecido, e o
mesmo agitado vigorosamente em vortex até se obter uma solucdo rosea de
aspecto leitoso. Posteriormente, foi centrifugado a 13.000 x g a 4°C por 15 minutos,
observando-se trés fases da solucdo: a primeira, aguosa, contendo o RNA; a
interfase branca e leitosa contendo principalmente DNA e a fase inferior résea
contendo predominantemente proteinas.

A fase aquosa superior foi descartada, adicionando 0.3 mL de etanol absoluto
para cada 1mL de TriZOL® utilizado inicialmente e foi homogeneizado por inversao.
Foi incubado a temperatura ambiente por trés minutos e centrifugado por 1900 x g
por cinco minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e o pellet resultante lavado
com uma solucdo 0.1 M de citrato de sédio em etanol 10% na propor¢cdo 1mL de
solugdo para cada 1mL de TriZOL® utilizado inicialmente. Foi incubado a
temperatura ambiente por 30 minutos, com agitacdo por vortex a cada dez minutos e
centrifugado a 2000 x g por cinco minutos a 4°C. O pellet foi suspenso em etanol
75% na proporgédo 2mL de etanol para cada 1mL de TriZOL® utilizado inicialmente,
incubado por 15 minutos a temperatura ambiente, com agitacdo por vortex a cada
cinco minutos e centrifugado a 2000 x g por cinco minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado cuidadosamente e os tubos invertidos em fluxo laminar sobre papel filtro
por dois a dez minutos para secar o pellet, o qual foi ressuspendido numa solucao
de NaOH 8mM, na proporcdo de 450uL de solucdo para cada 60mg de tecido.

Foram centrifugados a 13000 x g por dez minutos para a obtencdo do sobrenadante
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contendo o DNA. Apés a extracdo, a qualidade do DNA foi verificada em gel de
agarose 1% e a quantidade de DNA total em espectofotdbmetro a 260nm.

Genotipagem

A caracterizagdo do gene Halotano foi realizada no Laboratorio Biogenetics, o
gual utilizou os primers com as sequéncias: 5CCTGGGACATCATCCTTCTG3' e
5GGTGGTGGAGGGTTCTAAAGC3 desenhados por Borges e colaboradores
(1997). Para a reacao de PCR foram utilizados 50-150ng de DNA, 2nM de MgCl,, 1U
de Tag DNA polimerase, 8nmoles de dNTPs, 10pmoles de cada primer, num volume
final de 20uL, utilizando um programa com os ciclos a seguir: 95 °C por 5min; 94°C
por 30seq; 56°C por 35seg; 72°C por 30seq; 94°C por 30seg por 34 ciclos; 72°C por
4min para extenséo final. O fragmento amplificado do gene Halotano foi submetido a
uma digestdo enzimatica com a enzima Hhal, a qual reconhece e cliva a sequéncia
5'GCGC3’, sendo este o alelo normal, ou com a enzima BsiHka I, que reconhece e
corta a sequéncia 5’GA/TGCA/TC3’ do alelo mutante e, em seguida, foi submetido a
eletroforese com um gel de agarose a 2,5% corado com brometo de etidio sob luz

ultravioleta para visualizacdo dos genotipos.

Andlise Estatistica

Realizou-se analise de variancia em Delineamento Inteiramente Casualisado
(DIC) em esquema fatorial 2X2 (2 gendtipos Halotanos X 2 tipos de cruzamentos) e
Teste de Tukey para comparacao entre médias, ambos a 0,5% de significancia. As
variaveis foram corrigidas por meio de covariancia utilizando-se o Peso da Carcaca
Quente (PCQ) como covariavel. Todas as andlises foram realizadas no programa
Statistica 8.0 (STATSOFT, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Frequéncias genotipica e alélica do gene Halotano
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De 115 carcacas analisadas, 46 (40%) foram provenientes de suinos com
gendtipo Halotano normal (HAL™Y), sendo 17 (15%) do cruzamento A e 29 (25%) do
B: 69 (60%) de animais heterozigotos (HAL""), nos quais 41 (36%) do cruzamento A
e 28 (24%) do B; e nenhum (0%) de gendtipo Halotano recessivo (HAL™) em ambos
os cruzamentos (Tabela 1). Em relagéo as frequéncias alélicas foram observadas
76,5% de alelos dominante normal N e 23,5% de recessivo n (Tabela 2).

Tabela 1. Frequéncia genotipica do gene Halotano de 115 suinos de dois
cruzamentos comerciais A e B, Sao Luiz Gonzaga, RS, 2008.

Gendtipo
Cruzamento HALNN | % ‘ HALNn ‘ % | HAL™ | % TOTAL %
A 17 15 41 36 0 0 58 51
B 29 25 28 24 0 0 57 49
TOTAL 46 40 69 60 0 0 115 100

Tabela 2. Frequéncia alélica do gene Halotano de 115 suinos de dois cruzamentos
comerciais A e B, Sdo Luiz Gonzaga, RS, 2008.

Alelo Numero de alelos %

N 161 70

n 69 30
TOTAL 230 100

Bastos e colaboradores (2001), ao genotipar 151 suinos hibridos comerciais
encontraram a freqiiéncia genotipica de 84 (52,58%) animais HAL"N, 67 (41,80%)
HAL"Y" e nove (5,62%) HAL™. Culau e colaboradores (2002), em 151 carcacas
analisadas, 61,59% foram provenientes de suinos com genoétipo Halotano normal
(HALNM), 33,77% de carcacas de suinos heterozigotos (HAL'") e 4,64% de carcacas
de suinos com gendtipo halotano recessivo (HAL™).

De acordo com Murray (1994), em uma populagdo de suinos escolhida
aleatoriamente, a freqiiéncia esperada do gene HAL seria de 23% para HAL\" e
1,8% para animais HAL™. Esta discordancia entre frequéncia esperada e
encontrada, provavelmente, pode ser atribuida a pratica de manejo, na qual, o gene
Halotano tem sido explorado para condicionar aumento de carne na carcaca
cruzando-se machos terminais heterozigotos (HALY") com fémeas homozigotas

LNN

livres do alelo recessivo (HAL™). Esse procedimento, objetiva chegar a uma

progénie 50% HAL"" e 50% HAL"N, com um aumento de 1 a 2% no contetido de



36

carne nas carcagas e, supostamente, sem prejuizo para a qualidade da mesma
(FAVERO; BELLAVER, 2007).

Andlise das caracteristicas de qualidade de carne

Ao analisar a de espessura de toucinho medidas por régua encontrou-se
diferenca estatisticas entre os genétipos HALNN e HALN" do cruzamento A, no qual
0s animais com o alelo n apresentaram menores valores de espessura de toucinho
(Tabela 3) que os HALY,

Culau e colaboradores (2002) ndo encontraram diferenca significativa entre os
genaotipos para a espessura de toucinho, concordando com Sather e Jones (1996).

Observaram, no entanto, que os suinos normais (HALM

) apresentaram maior
espessura de toucinho que os animais heterozigotos (HAL"") para o gene halotano

(P<0,06), concordando com Antunes (1997).

Tabela 3. Médias da espessura de toucinho (mm) medida por régua em 115
carcacas de suinos hibridos comerciais (cruzamentos A e B) de acordo com o
genotipo do gene Halotano, Sdo Luiz Gonzaga, RS, 2008.

Gendtipo
Cruzamento AL AL
A 20,67Aa 17,70Ab 18,57A
B 18,66Aa 18,68Aa 18,66A
19,39a 18,09a

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na linha nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 0,05.

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 0,05.

Na medida de carne magra realizada com a régua, encontrou-se que 0S
animais HAL"" apresentaram maiores valores em relacdo aos que ndo possuem o
alelo n (Tabela 4), concordando com Culau e colaboradores (2002). Estes autores,
verificaram uma porcentagem média de carne magra de 47,53% (+ 6,91) e que
suinos heterozigotos apresentaram maior porcentagem de carne magra do que
suinos normais, sendo esta diferenca significativa conforme Antunes (1997) e Sather
e Jones (1996).
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Tabela 4. Médias da porcentagem de carne magra medida por formula em 115
carcagas de suinos hibridos comerciais (cruzamentos A e B) de acordo com o
genatipo do gene Halotano, S&o Luiz Gonzaga, RS, 2008.

Gendtipo
Cruzamento N .
HAL HAL™"
A 57,46Aa 58,87Ab 58,46A
B 58,42Aa 58,40Aa 58,42A
58,06a 58,68a

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na linha nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 0,05.

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 0,05.

De Smet e colaboradores (1998), relataram que o conteudo de carne magra
foi maior nas carcacas de suinos recessivos para o gene halotano, seguido dos
sufnos heterozigotos (HAL"") e menor nos suinos normais, sendo que esta
caracteristica nos suinos heterozigotos, esta mais proxima dos suinos recessivos
(HAL™) do que dos suinos normais. No entanto, Sather e Jones (1996) encontraram
semelhancas entre suinos normais e heterozigotos (HALYN e HAL""). Tais autores,
observaram que suinos heterozigotos apresentaram somente 1% a mais de carne
magra em relacdo aos homozigotos; enquanto Culau e colaboradores (2002),
encontraram diferenca de 2,38% a mais de carne magra em suinos heterozigotos
gue em suinos normais.

No caso da carne magra calculada pela pistola (Tabela 5), encontrou-se
diferenca estatistica significativa entre os cruzamentos A e B, podendo ser explicada
pela perda de dados durante a coleta devido a dificuldade do procedimento de
aquisicdo desses valores. Outra possibilidade, é que a formula utilizada para o
calculo é especifica para os animais de uma empresa ja extinta e provavelmente,
nao representa os animais utilizados neste experimento. Sendo este um problema
atual na producdo de suinos, pois os produtores independentes que abatem seus
animais em frigorificos comerciais que remuneram os produtores (integrados ou nao)
por meio de formula de tipificacdo, estdo sujeitos a diferencas significativas na
remuneracdo em funcdo da diferenca de dados dos animais dissecados e dos

embutidos na féormula da empresa.
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Tabela 5. Carne Magra calculada pela pistola (HGP) 115 carcacas de suinos
hibridos comerciais (cruzamentos A e B) de acordo com o gendtipo do gene
Halotano, Séao Luiz Gonzaga, RS, 2008.

Gendtipo
Cruzamento N .
HAL HAL™"
A 47,96Aa 53,62Ab 51,96A
B 55,70Ba 54.69Aa 55,20B
52,84a 54,05a

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na linha nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 0,05.

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 0,05.

Em relacdo ao pH24h, verificou-se que este € maior nos animais do
cruzamento B (Tabela 6). Além disso, houve diferenca estatistica entre os suinos
HALNN e HALN" ao desconsiderar os cruzamentos, no qual, nos animais homozigotos
os valores séo superiores, conforme o esperado; pois quanto menor o pH significa
que a qualidade da carne do animal com o alelo n € pior em relacdo ao do animal
sem o alelo n. Por isso, pode-se dizer que o animal Nn apresenta mais carne, menos
gordura, mas também pior qualidade de carne. Os valores médios encontrados
estdo acima dos descritos por Lawrie (1958) como aceitaveis (entre 5,3 e 5,7) para

que a carne tenha uma boa palatabilidade, maciez e cor desejavel.

Tabela 6. Médias das medidas quantitativas pH medida 24 horas apdés o abate
(pH24h) em 115 carcacas de suinos hibridos comerciais (cruzamentos A e B) de

acordo com o genétipo do gene Halotano, Sao Luiz Gonzaga, RS, 2008.
Gendtipo
Cruzamento N .
HAL HAL™"
A 5,85Aa 5.72Aa 5,76A
B 5,94Aa 5,80Aa 5,87B
5,90a 5,76b

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na linha nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 0,05.

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 0,05.

O gene halotano exerce influéncia sobre o pH inicial e, mesmo em
heterozigose, provoca diminuicdo dos valores de pH inicial, propiciando com isto

tendéncia a produzir uma freqiéncia maior de carnes PSE (RUSSO et al., 1994;



39

SATHER; JONES, 1996; De SMET et al., 1998; CULAU et al., 2002). J& o pH final
das carcacas ndo difere entre os trés genoétipos halotano, mostrando que o gene
halotano n&o influencia o pH final (De SMET et al., 1998; TAM et al., 1998; CULAU
et al., 2002).

Quanto a caracteristica de cor da carne, observou-se diferenca estatisitica
entre NN e Nn no cruzamento A e ao desconsiderar os cruzamentos, no qual os
animais Nn apresentaram menor valor para cor, ou seja, mais palido (Tabela 7). Este
resultado era esperado, pois existe uma interacdo entre pH, temperatura e cor, na
gual em temperaturas acima de 55T ocorre um aumento significativo na
desnaturacdo de metamioglobina. Com temperaturas entre 25-55C é necessario
uma interacdo entre pH e temperatura, uma vez que esta Ultima sozinha nao
desnatura a metamioglobina. E em temperaturas muito abaixo de 50C e pH abaixo
de 5,6 pode conduzir a uma significante desnaturacdo de metamioglobina na carne,
deixando a carne com aparéncia de palida (ZHU; BREWER, 2002).

Tabela 7. Médias das medidas quantitativas de cor medidas de acordo com o
padrdo japonés (sendo 1 — mais pélido e 6 — mais escuro) em 115 carcagas de
suinos hibridos comerciais (cruzamentos A e B) de acordo com o genoétipo do gene
Halotano, S&o Luiz Gonzaga, RS, 2008.

Gendtipo
Cruzamento N .
HAL HAL™"
A 3,04Aa 2,46Ab 2,63A
B 2,71Aa 2,39Aa 2,56A
2,84a 2,43b

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na linha nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 0,05.

Médias seguidas por letras mailusculas iguais na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 0,05.

Em seu estudo, Culau e colaboradores (2002) observaram que a média geral
atribuida a cor foi de 2,41 (£ 0,56), um pouco mais clara do que o escore normal,
igual a 3,0. Neste, as chuletas dos suinos heterozigotos (HAL") e recessivos
(HAL"™) apresentaram coloracdo mais clara que as dos animais normais, sendo esta
diferenca significativa, concordando com Lundstrom e colaboradores (1989),
Simpson e Webb (1989), Sather; Jones e Tong (1991), Russo e colaboradores
(1994) e De Smet e colaboradores (1995).
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Na perda por gotejamento, verificou-se que houve diferenca entre o0s
gendtipos NN e Nn no cruzamento B e ao desconsiderar 0os cruzamentos, nos quais
os valores de Drip Loss foram maiores nos animais com o alelo n (Tabela 8). Culau e
colaboradores (2002), encontraram que a meédia de perda de liquido por
gotejamento foi maior nos suinos recessivos; porém, ndo diferiu dos demais,
discordando de Russo e colaboradores (1994) e De Smet e colaboradores (1996),

qgue encontraram diferencas significativas entre os genotipos.

Tabela 8. Médias das medidas quantitativas de drip loss em 115 carcacgas de suinos
hibridos comerciais (cruzamentos A e B) de acordo com o gendtipo do gene
Halotano, Séao Luiz Gonzaga, RS, 2008.

Gendtipo
Cruzamento NN .
HAL HAL™"
A 1,63Aa 2,19Aa 2,02A
B 1,70Aa 2,47Ab 2,07A
1,67a 2,30b

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na linha nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 0,05.

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 0,05.

Além disso, as condi¢des indesejaveis de pH e temperatura, encontradas na
carne de animais estressados, normalmente levam a uma inferior Capacidade de
Retengdo de Agua (CRA) (ROSENVOLD et al., 2002). Isto indica, que mesmo nas
populacdes livres de gene halotano, o pH e a temperatura sdo de muita importancia
para a formacéo de exsudacéo. Ja Schafer e colaboradores (2002), reportaram que
apenas 2% da variagdo da perda por exsudacdo sado explicadas pelo pH24h,
concordando com Henckel e colaboradores (2002), que afirmam que o pH24h é um
indicador fraco da CRA das populacdes livres de halotano. E como 75% da carne
suina é destinada ao processamento, torna-se economicamente inviavel a
industrializacdo de carne que apresente baixa CRA (ANGERAMI, 2004).

Quanto a gordura intramuscular, € interessante observar que Baulain e
colaboradores (2000), Hermesh e colaboradores (2000) e Schworer e colaboradores
(2000) citam que os maiores niveis da mesma sao responsaveis pela producéo de

carne de melhor qualidade, mas neste trabalho, ndo se observou diferenca
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estatistica entre os cruzamentos e os genétipos (Tabela 9), concordando com os
achados de Antunes (2002).

Tabela 9. Médias das medidas quantitativas de gordura intramuscular em 115
carcacas de suinos hibridos comerciais (cruzamentos A e B) de acordo com o
gendtipo do gene Halotano, Sdo Luiz Gonzaga, RS, 2008.

Gendtipo
Cruzamento N .
HAL HAL™"
A 1,83Aa 2,00Aa 1,95A
B 1,96Aa 2,08Aa 2,02A
1,91a 2,04a

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na linha nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 0,05.

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 0,05.

CONCLUSOES

Nas condi¢cbes do presente trabalho, os resultados obtidos permitem concluir
que os suinos com gendtipo halotano HAL"" apresentaram menor espessura de
toucinho e maior percentual de carne magra do que os suinos do genétipo halotano
HAL"N, porém exibiram uma qualidade de carne inferior. O pH24h foi mais baixo nos
suinos portadores do gene halotano (HALN"Y e apenas nessa caracteristica analisada
o tipo de cruzamento influenciou os resultados. Além disso, a cor da carne foi mais
palida nos suinos portadores do gene halotano e a perda por gotejamento foi maior
nos animais com o alelo n. E finalmente, que a gordura intramuscular ndo esteve

relacionada com o genatipo halotano.
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