lar

rcu

i
ecnica

C
Te

Sao Carlos, SP
Novembro, 2008

Autores

Catia Crispilho Corréa
Quimica, MSc.,

Instituto de Quimica, USP,
S3o Carlos, SP
catia@cnpdia.embrapa.br

Lucimara Aparecida Forato
Quimica, Dra., Pesquisadora
Embrapa Instrumentagao
Agropecudria, C.P. 741,

CEP 13560-970, Séo Carlos, SP
lucimara@cnpdia.embrapa.br

Luiz Alberto Colnago
Farmacéutico, Dr., Pesquisador
Embrapa Instrumentacao
Agropecudria, C.P. 741,

CEP 13560-970, Sao Carlos, SP
colnago@cnpdia.embrapa.br

Em@a

ISSN 1517-4778

Um novo método de Ressonancia Magnética
Nuclear para analise da gordura intramuscular
de carne bovina

Introducao

A preocupacdo com o consumo de altos teores de gordura encontrados nas carnes bovina,
suina, aves etc., vem crescendo ultimamente. A gordura desses animais é rica em acidos
graxos saturados e colesterol, e tem sido associada a doencas cardiovasculares, cancer,
diabetes e outras doencas.

Nas carnes ha dois tipos de gordura, a capa de gordura externa, que pode ser facilmente
retirada ao se limpar a carne e a gordura intramuscular, que esté espalhada dentro da carne e
ndo pode ser removida. A gordura intramuscular, também denominada marmoreio, esta
relacionada a maciez, suculéncia e outras qualidades sensoriais da carne. Nos paises
desenvolvidos, a carne com maior marmorizacédo é considerada a carne de melhor qualidade e
tem maior valor comercial. Assim, é importante determinar o teor de gordura intramuscular
de carnes tanto pelo aspecto nutricional quanto pelo valor comercial.

Porém, esta informacéo nao esta disponivel devido a alta variabilidade da quantidade de
gordura (afetada pelo grupo genético, sexo, idade, dieta animal e peso) e a falta de um
método analitico de alta velocidade e ndo destrutivo para se medir o teor de gordura em
carne frescas. Assim, os valores presentes nos rétulos das carnes nao refletem a quantidade
de gordura daquela porcao de carne especifica, mas um valor comum do tipo de carne.

Os métodos existentes para se medir densidades da capa de gordura sao baseados em
imagem por ultra-som, tomografia computadorizada e ressonancia magnética nuclear. Porém,
a quantidade de gordura intramuscular (QGl) a qual ndo pode ser removida mecanicamente
da carne bovina é a mais dificil de medir. Normalmente, a QGI é determinada por extracao
com solvente ou por métodos espectroscépicos por RMN baseados na diferenca
gordura/dgua em experimentos de alta resolucédo, por medida do tempo de relaxacéo
longitudinal (T;) usando um método rapido de inversao-recuperacao (IR) com seqiiéncias de
pulsos, ou analisando o tempo de relaxacao transversal (T,), com a seqiéncia de pulsos do
Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG).

Neste trabalho desenvolveu-se um
novo método de RMN para se medir
QGI em carne bovina (CORREA et al.,
2008). O método chamado de
precessao livre em onda continua
(CWFP) é simples, de alta velocidade
e n3o destrutivo. E baseado nas
informacdes dos dois tempos de
relaxacao longitudinal (T,) e
transversal (T,). A seqliéncia de
pulsos de CWFP é um trem de pulsos
de n/2 com a mesma fase e separados
por um tempo T, <T: (VENANCIO et
al., 2005), onde T, * é a constante de
tempo de decaimento da inducao
livre.

.
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Stop and Flow

Parte experimental
Amostras de carne bovina

Foram analisadas vinte amostras de carne bovina (longissimus lumborum) de
aproximadamente 1cm de espessura. Uma amostra cilindrica, 8 mm de didmetro e de 1 cm
de espessura, foi retirada de cada amostra de carne. Essas foram colocadas em uma esteira
com um espacamento de 20 cm entre cada amostra. O restante das amostras foram moidas
e liofilizadas, e a gordura intramuscular foi determinada pelo método de extracdo de soxhlet
com hexano (CORREA et al., 2008).
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Analises por RMN

As medidas foram realizadas em um ima supercondutor
Oxford de 2,1 Tesla, (85 MHz para 'H) e com 30 cm de
bore. A parte eletrénica consiste de um console de RMN
Apollo, um amplificador de poténcia 2035 AMT e um pré-
amplificador AU1448 da Miteq. As amostras foram
analisadas em torno de 15 °C+ 0,5.

Andlise por CPMG

A seqliéncia de CPMG utiliza uma largura de pulso de /2
pulso de 10 us, com um tempo de repeticdo de cada
pulso de 0,2 ms, o tempo de aquisicdo de cada eco 16 s
(dwell time 1 s), nimero de ecos de n = 1000, tempo de
espera = 2 s. O nimero de aquisicOes igual a 4. A fase
do sinal da componente real foi corrigida, e os dados do
centro de cada tempo de aquisicdo foram usados na
curva de CPMG.

Anélise por CWFP

A sequéncia de CWFP utiliza um trem de pulsos (3000
pulsos) separados por um tempo de 0,3 ms, com um
tempo de espera de 2s. Uma Unica aquisicdo foi usada. A
freqiiéncia de offset foi de 5 kHz (3n), (VENANCIO et al.,
2005), e a largura de cada pulso foi de 10vs para
amostras pequenas e 15 vs para amostras empacotadas.
As magnitudes dos sinais foram usadas nas analises.

Para a Transforma Inversa de Laplace (ILT) utilizou-se um
programa baseado no algoritmo do CONTIN, denominado
multiexp, fornecido pelo Professor Daniel Pusiol da
Universidade de Cérdoba, Argentina.

Resultados e Discussdo

A Figura 1 mostra os sinais de CPMG (linha pontilhada) e
CWEFP (linha cheia) obtidos para uma mesma amostra de
carne de bovina. O valor do tempo de relaxacéo T, e area
do sinal de CPMG foi calculado pela transformada inversa
de Laplace (ILT) e observa-se trés picos (T,,, T,, € T,;) em
17, 50 e 170 ms, contendo uma éarea total de 8, 79 e
13%, respectivamente.
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Fig. 1. Sinal das amostras de carne bovina pelas técnicas
de CPMG (linha pontilhada) e CWFP (linha cheia).

O sinal de CWFP para amostra de carne bovina mostra
dois regimes distintos. O primeiro, entre O e 0,15 ms, é
caracterizado por uma alternancia da amplitude entre e
pulsos. Esta alternancia decai com uma constante de
tempo relacionada a T,* (VENANCIO et al., 2005). Este
regime é seguido por um estado quasi-estacionario, de
0,15 a 0O ms onde estas alternancias desaparecem e
observa-se um decaimento mais lento, controlada por T, e
T, . A constante de tempo do decaimento exponencial do
regime quasi-estacionario para os n/2 pulsos (T*) é
determinado por:

T* = 2T,T, (T, +T,) (1)

A constante de tempo T* do regime quasi-estacionario
pode ser calculado por ILT. Essa constante (T*) possui
dependéncia de ambos os tempos de relaxacao (equacao
1) e também observa-se trés picos (T*,, T*, e T*;) em
32, 88 e 310 ms, contendo uma é&rea total de 40, 56 e
4%, respectivamente. Usando estes valores de T,, T* e a
equacéao 1, foi calculado que T:/T. ~10, concordando
com os valores observados para a &gua em musculos.

O regime do estado verdadeiramente estacionario de
CWEFP s6 é atingido depois de 500 ms, e sua intensidade
(Ms) n3o é minima como em CPMG (Fig. 1). E igual a
relacao dos tempos de relaxacao

Ms/My|=T, (T, +T;) (2)

Mo, é a magnetizacdo no equilibrio térmico.

A razao My/M, é aproximadamente 0,06 para carne
bovina, esse valor é muito baixo e reflete a grande relacao
entre os tempos de relaxacao, T1/T,~ 10, observada para
agua em musculo e carne.

A equacao 2 mostra que a intensidade do sinal de CWFP
néo é dependente dos valores absolutos de T,ou T,, mas
sim na relacdo de ambos os tempos de relaxacao. As
equacdes 1 e 2 podem ser usadas para calcular T, e T,
em um Unico experimento de CWFP. Este calculo s6 é
aplicado para componentes que possuem somente um
sinal, pois ndo é possivel medir |M;/Mo| em sinais com
multicomponentes como amostras de carne bovina.
Porém, Ms/MO e T* contém informacdes tanto de T,
quanto de T, que podem ser usadas para se analisar a
quantidade de gordura em carne bovina, como mostrado
na Figura 2.

A Figura 2 mostra a correlacdo entre os dados obtidos por
CPMG (a) e CWFP (b) com os dados da gordura
intramuscular obtidos pelo método de extragao com
solvente das amostras de carne bovina. A correlacdo dos
dados de CPMG com a gordura intramuscular extraida
com hexano (Fig. 2a) é muito baixa e negativa, comr = -
0,25, refletindo uma pequena variabilidade da quantidade
de gordura (0,5 a 4%) nas amostras. Uma alta correlacao
entre dados de CPMG e a quantidade de gordura em
carne foi publicada com mais de 12% de variacéo.

O valor da razao de M;/My, mostra uma alta correlacéo e
um valor positivo (r = 0,9) com a gordura intramuscular
extraida por hexano (Fig. 2b) devido a um aumento de
quase cinco vezes em relacdo a M,/M, para a componente
de gordura T,/T,~2 em comparacdo com a dgua em
musculo (T4/T,~10).
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Este é um aumento de cinco vezes no sinal da gordura
intramuscular em relagado ao sinal de 4gua em musculo,
equivalente a um aumento da gordura intramuscular pelo
mesmo fator (equivalente a 2,5 a 20% variacéo).

O CWEFP permite analisar cerca de 20 amostras
embaladas (~ 1kg) separadas por 20 cm em
aproximadamente 1 minuto. Isso representa um potencial
para se analisar mais de 1000 amostras por hora.
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Fig. 2. Correlacdo da gordura intramuscular com os
valores de T, medido por CPMG, r=-0,25, (a), e |M/Mo]|
por CWFP, r=0,9 (b).
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Conclusodes

Com as vantagens apresentada, simplicidade e facilidade
de automatizacdo, conclui-se que a técnica de CWFP tem
grande potencial como ferramenta de anélise de gordura

intramuscular em carne bovina como também em outras

carnes e produtos carneos.
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