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Abstract

The evaluation method and the criteria used to assess the quality of beef have been growing in
many countries. Marbling is one of the main indicators of meat quality and according to the
industry standard for "Meat Quality Classification", it can be divided into four levels, among them
"very rich", "rich", "marbling medium" and "little rich" spacing each level with 0.5 points. It is in
this panorama that the present work is framed and in which the technique of video image analysis
(VIA) applied to the estimation of the intramuscular fat of the Longissimus thoracis and lumborum
muscle (IMF_LTL) and the establishment of its relation to the color and pH of the meat. This paper
is organized in three parts. The first part elaborated an introduction on the extensive content of the
work. In the second part, a brief bibliographical review on the structure and development of
intramuscular fat, the effect of marbling on the sensorial characteristics of the meat, the use of
intramuscular fat in the carcass classification and finally the methods for the determination of the
IMF by analysis of image and spectral image.

In part three we present the experimental work developed based on all the literature review. In
order to estimate the IMF and its relation with the color and pH of the meat, physicochemical
parameters such as the percentage of IMF, L *, a * and b * values were determined as well as the
parameters of the image analysis as the number (mm?), the area of the particles (mm?), the fraction
of the area (%), the perimeter of the particles (mm), the largest axis of the particles (mm), the
smallest axis of the particles particle size (mm), particle thickness (mm), particle thickness (mm),
particle thickness (mm) and percentage of IMF estimated by image analysis. The determination
correlation coefficients were established among the variables obtained by the image analysis
system.

To evaluate the relationship between the beef color values, in the CIELab space, 85 samples
of the LTL muscle of cattle were used. The colorimetric characteristics L * (brightness), a * (red)
and b * (yellow) were measured using a Minolta CR-10 colorimeter. The results observed in this
thesis suggest that the image analysis is an accurate tool to estimate the chemical IMF of the LTL
muscle without destroying the chop, and that the results involving the image system support the
conclusions of other studies on the system's ability to estimate the primary sections, the

composition of the carcass in tissues and the intramuscular fat.

Keywords: video image analysis, carcass, meat, intramuscular fat
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Resumo

O método de avaliagdo e os critérios utilizados para avaliar a qualidade da carne bovina tém
tido um crescente desenvolvimento em muitos paises. O marmoreado ¢ um dos principais
indicadores da qualidade da carne referente a “Classificacao da Qualidade da Carne”, este pode ser
dividido em quatro niveis, entre eles o “muito rico”, “rico”, “marmoreado médio” e “pouco rico”
espagando cada nivel com 0,5 pontos. E neste panorama que se enquadra o presente trabalho e no
qual sera dado destaque a técnica de analise de imagem video (do inglé€s video image analysis -
VIA) aplicada a estimativa da gordura intramuscular do musculo Longissimus thoracis et
lumborum (IMF _LTL) e de determinagdo da sua relagdo com a cor ¢ o pH da carne. O presente
trabalho estd organizado em trés partes. Na primeira parte foi elaborada uma introdugdo sobre o
conteudo do trabalho. Na segunda parte foi elaborada uma breve revisdo bibliografica sobre a
estrutura e o desenvolvimento da gordura intramuscular, o efeito do marmoreado nas caracteristicas
sensoriais da carne, a utilizagdo da gordura intramuscular na classificacdo das carcacas e por fim
os métodos para a determinacdo da IMF por andlise de imagem e imagem espectral.

Na parte trés apresenta-se o trabalho experimental desenvolvido com base na revisdo
bibliografica realizada. Para estimar a IMF e a relacdo desta com a cor e com o pH da carne foram
determinados parametros fisico-quimicos como a percentagem de IMF, os valores de L*, a* e b*
bem como os parametros da andlise de imagem como o nimero de particulas, a area total de
particulas (mm?), a 4rea média das particulas (mm?), a fraciio da area (%), o perimetro das particulas
(mm), o maior eixo das particulas (mm), o menor eixo das particulas (mm), a circularidade, a
solidez, a espessura das particulas (mm), a espessura minima das particulas (mm), a espessura
maxima das particulas (mm) e a percentagem de IMF que foi estimada por analise de imagem. Os
coeficientes de correlacdo de determinacdo foram estabelecidos entre as variaveis obtidas pelo
sistema de analise de imagem.

Para avaliar a relagdo entre os valores de cor da carne de bovino, no espago CIELab foram
utilizadas 85 amostras do musculo LTL de bovinos. As caracteristicas colorimétricas L*
(luminosidade), a* (vermelho) e b* (amarelo) foram medidas através de um colorimetro Minolta
CR-10. Os resultados observados nesta tese sugerem que a analise de imagem ¢ uma ferramenta
precisa para estimar a IMF quimica do musculo LTL sem destruir a costeleta, e que os resultados

envolvendo o sistema de imagem sustentam as conclusdes de outros trabalhos sobre a capacidade



do sistema em estimar os cortes da carcaga, a composicao da carcaca em tecidos e a gordura

intramuscular.

Palavras — chave: analise de imagem video, carcaca, carne, gordura intramuscular

vi



Indice

DECIATAGAD ........ecviieiiete et ettt ettt et eare s i
ADSTFACT ..ottt ettt ettt eeree s v
RESUIMIO .t e et e e e e eate e e e eeeaae e e e e eanes \4
INAICE 08 QUAATOS ..ottt ee et e e s s Xi
Lista de ADFeVIAtUIES ...........ccvviiueiieeeeee e xil
1. INEFOAUGED ...ttt ettt ettt s ae b e saeesseessenaeas 1
2. ReViSA0 BIDIOGIafiCa .........cocveeeeeeeieeeeeeeeee e, 3

2.1. Estrutura e desenvolvimento da gordura intramuscular-.................... 3

2.2. Efeito do marmoreado nas caracteristicas sensoriais da carne.......... 6

2.3. Efeito do marmoreado nas caracteristicas fisico-quimicas da carne.8
2.4. Utilizacéo da IMF na classificagdo das carcagas............ccceceeeveeveennene. 11

2.5. Métodos para determinacdo da IMF por analise de imagem e analise

BSPECEIAL ...t 15
3. Trabalho experimental .............c..oov i 23
3.1. Material € MELOAOS.........cceeuieeieieieieieeeeee e 23
3.1.1. Origem e preparacao das amoStras..........c.ccceeeeeereeereeereeereeneenn. 23

3.1.2. Obtencao e analise das iIMagens..........ccccceeveeeeieceeieceeeereee, 23

vil



3.1.3. Gordura intramuscular, pPH € COr .........coccvvevieiieiiecieeeeeee, 25

3.2. ANALISE ESTALISTICA ......cveveeieeieeieeieeeee e 25
3.3. Resultados € dISCUSSAD ........cccecuieieriieiecieeieeeeie ettt 26
4, Consideragies fINAIS.........cccuecviiiiiiieiece e e 33
5. BIDHOGrafia ......c.ooeeeieeeeeeee e 34

viil



Indice de Figuras

Figura 1 - Imagem microscopica de um grupo de células de gordura intramuscular (branco), tecido
conjuntivo (azul) e fibras musculares (cor-de-laranja) visualizada numa amplitude de,

aproximadamente, 200X ........cccuiieiieeeiiieeeiieeeieeesieeesteeesreeesereeataeeesreesraeeabeeenbeeenbeeeanreeennreeennes 3

Figura 2 - Imagem microscépica de pequenas manchas de marmoreado. Barra de escala = 100 m

Figura 3 - Imagens histologicas do marmoreado na estrutura da gordura de marmoreado nas

ampliacoes de 0.5%, 1X, 4X, 70X € 300X ...ccueieiiiiieeiieeeieeecreeesre e et e et eeereeeebeeesereeesreeeeareeenseeenens 6
Figura 4 - Efeito do aumento da gordura intramuscular (IMF) em escalas para varios atributos.. 7
Figura 5 - Janela de aceitabilidade para o teor de gordura da carme ............cccoeeeeeveeieeeesneeneenenne. 8
Figura 6 - Relagdo entre o teor de marmoreado, maturidade, grau de rendimento da carcaga..... 12

Figura 7 - Graus de marmoreado de acordo com o sistema de classificagdo do grau de qualidade

USDA ettt sttt et b et e h bttt e h bt et e a e bttt et b et 13
Figura 8 — Padrao fotografico do sistema MSA .........ccooiiiriiiiiiiieeeeeee e 13
Figura 9 — Padrao fotografico para avaliagdo de marmoreado na escala Japonesa ..................... 14
Figura 10 - Processo de hidrolise ACida.........ooueruiruirieieieieieieieee e 15

Figura 11 - Procedimento para analise do teor de gordura utilizando o equipamento automatico

SOXRLEL ...ttt ettt e b ettt ae ettt b et s nae et 16
Figura 12 - Perfil espectral dos pixels do musculo e da gordura de uma amostra....................... 17
Figura 13 - Tlustracdo de trés sistemas NIRS ..........ccoooiiiiiiiiiiieececeeeeeee e 18
Figura 14 - Esquema de um sistema HSI para amostras de carne ............ccoeceecveveeneeceeeeenneennenn. 19

X



Figura 15 - Demonstra¢ao da técnica de Raman num sistema portatil com aplicagao direta numa

AIMOSTTA A€ CATTIC .....uuiieutieiie ettt ettt ettt et ettt et e s et e et esae e et e e s abeeabeesabeenbeessteenbeesabeenbeesneeenseans 19
Figura 16 - Imagem original da pega da 4* vértebra lombar.............cccceecivieievienienenenesceeeee 23
Figura 17 - Analise das particulas de IMF utilizando o programa Fiji-ImageJ ..............c............ 24

Figura 18 - Valores medidos versus estimados da IMF usando os parametros resultantes da analise

de imagem ap6s a validagdo com K-fOI...........c.ooovieuiiiiiiiiiiieceeeee e 32



Indice de Quadros

Quadro 1 - Efeito de diferentes niveis de gordura intramuscular (baixa, média e alta) na carne de
bovino sobre as caracteristicas da capacidade de retencdo de agua, o teor de aminoacidos

IMPOTtANTES PATA O SADOT ...vviiiiiiieiiieeeiie et eeiee et e et e e e sreeeeaeestaeestaeessaeessseeessseeessseeessseeensseennnns 9

Quadro 2 - Diferengas na composi¢ao de acidos gordos (distribui¢des percentuais) na gordura

subcutanea e marmoreado de bovinos da raga Angus e cruzados de Angus com Wagyu ............ 10
Quadro 3 - Métodos e padroes para avaliagdo de marmoreado na carne de bovino.................... 12

Quadro 4 - Média, desvio padrdo (dp), minimo, maximo ¢ coeficiente de variagdo (CV) para o

peso da carcaca, parametros fisico-quimicos e pardmetros obtidos por analise de imagem......... 26

Quadro 5 - Coeficientes de correlagdo entre os parametros fisico-quimicos e parametros obtidos

POT ANALISE @ TMAZCIM .....vieiiieiiieiieeie et ete ettt et e et et e e b e eteessbeeteeesbe e seeensaensaeesseessseensaensseanns 29

Quadro 6 - Variaveis independentes que entraram nos modelos de estimativa dos parametros

fisico-quimicos (variaveis dependentes) .........cceeccieeerieeeiiieeiieeereeeecireeereeeereeeereeesreeesereeeenneeens 31

X1



Lista de Abreviaturas

AUS-MEAT: Padroes estabelecidos para a produg@o de carne (limites)
CieLab: Espaco de cores de laboratorio (Lab color space)

CV: Coeficiente de variagao

DFD: Carnes escuras, firmes e secas

Dp: Desvio padrao

EUROP: Sistema Europeu de classificagdo de carcagas

HSI: Imagem hiperespectral

HU: Unidades Hounsfield

IMCT: Tecido conjuntivo

IMF: Gordura intramuscular

IMF-LTL: Gordura intramuscular no masculo Longissimus Thoracis et Lumborum
kg: Quilogramas

LM: Musculo Longissimus

LTL: Musculo Longissimus Thoracis et Lumborum

mg/kg: Miligramas por kilogramas

MSA: Meat Standards Australia

MSA-MB: Sistema de pontuagdo Australiano para analise do marmoreado
m: Metros

mm: Milimetros

xii



mm?: Milimetros quadrados

NIRS: Espectroscopia de infravermelho proximo
pH: Potencial hidrogenidnico

R?: Coeficiente de determinagio

RMSE: Desvio padrao dos residuos

ROI: Region of interest

RTU: Ultrassonografia em tempo real

TC: Tomografia computorizada

USA: United States of America

USDA: Departamento de Agricultura dos EUA

VIA: Analise de imagem video

xiil



1. Introducéo

A percecao e selecao dos alimentos ¢ um processo multifatorial nos aspetos fisiologicos. Estes
aspetos podem influenciar as preferéncias do consumidor e conduzir a aceita¢do ou rejeicdo de um
alimento (Morales et al., 2013). As expectativas aparecem frequentemente no dia-a-dia das
pessoas, afetando as suas atitudes de compra sobre um produto alimentar. A expectativa pode ser
criada pela publicidade, conversas com amigos, experiéncias anteriores, etc. (Morales et al., 2013).
Os consumidores mostram um crescente interesse pela qualidade da carne, pelo modo como foi
produzida e como ¢ apresentada ¢ embalada (Pethick et al., 2015). H4 também um interesse
crescente sobre a sustentabilidade da produgdao em termos de ambiente e de bem-estar dos animais
(Nardone et al., 2010). A satisfacdo dos consumidores com a qualidade da carne ¢ um dos maiores
desafios para toda a cadeia de produgdo de carne de bovino (Verbeke et al., 2010). As
caracteristicas de qualidade da carne sdo identificadas como influenciadoras do gosto dos
consumidores e do preco final de mercado (Przybylak et al., 2016). Caracteristicas sensoriais €
fisico-quimicas tém sido estudadas e incluidas nos sistemas de classificagdo da qualidade da carne
(para uma revisdo ler Pethick et al., 2015). Uma das caracteristicas da carne de bovino que tem
merecido amplo destaque é a gordura intramuscular (do inglés intramuscular fat - IMF) e o
marmoreado (do inglés marbling). Esta caracteristica favorece algumas propriedades sensoriais da
carne como a suculéncia, o sabor e o flavor que sdo atributos valorizados pelos consumidores
(Killinger et al., 2004; Wood et al., 2008; Pethick et al., 2015). E neste contexto, que 0 marmoreado

¢ um dos critérios mais importantes para a avaliagdo da qualidade da carne nos sistemas de

classificacao (Ziadi et al., 2009).

A produgdo de carne de bovino com marmoreado ¢ muito cara ja que exige um controlo
rigoroso em cada estado do seu processo, incluindo a sele¢do dos animais, as praticas de criagao,
os extensos programas de alimenta¢do e de transporte com um minimo de stresse dos animais para
o matadouro (Tume, 2004). Além disso, excluindo algumas ragas, a gordura intramuscular (%)
aumenta de forma relativamente lenta até que a gordura de carcaga atinja cerca de 30-35% (Silva
et al., 2015). Portanto, ¢ necessario chegar a um peso relativamente elevado das carcagas para

satisfazer a procura dos consumidores por conteudos da IMF (aproximadamente 5,0%). O montante

1



minimo da IMF para satisfacdo dos consumidores ¢ de 3% a 4% para a carne bovina (Silva et al.,

2015).

Acresce que em muitos mercados o valor global de cada carcaga dependerd, quase inteiramente
da sua pontuagdo de marmoreado, desde que ndo existam problemas que prejudiquem a qualidade
da carne, como o problema designado DFD (do inglés dark, firm and dry). Portanto, para
maximizar os rendimentos do produto, ¢ essencial que cada carcaga seja avaliada em condi¢des
que maximizem a aparéncia do marmoreado (Tume, 2004). Dada a relevancia da IMF para a
qualidade da carne tém sido propostas varias abordagens para a sua determinagdo e/ou estimativa
utilizando técnicas nao destrutivas. Nos ultimos anos tem sido dada importancia a técnicas de
imagem para resolver este desafio e em que a distribui¢do das manchas de marmoreado sdo
avaliadas como caracteristicas de rugosidade e textura para a avaliagdo da qualidade da carne (Silva

etal., 2015).

Neste contexto ¢ objetivo deste trabalho estimar a gordura intramuscular do musculo
Longissimus thoracis et lumborum (IMF) por VIA ¢ ainda estabelecer a sua relagdo com a cor € 0

pH da carne.



2. Revisao Bibliografica
2.1. Estrutura e desenvolvimento da gordura intramuscular

A distribuicdo e a quantidade dos depdsitos de gordura influenciam o valor comercial da
carcaga e da carne. Os depositos de gordura corporal podem dividir-se em depdsitos de gordura
visceral ou interna e depdsitos de gordura associados a carcaca. Os depositos de gordura visceral
envolvem as visceras, podendo destacar-se a gordura peri-renal e pélvica, a gordura omental e a
gordura mesentérica (Rouse e Wilson, 2001). Os varios depdsitos associados a carcaga sdo a
gordura subcutanea, localizada sob a pele, a gordura intermuscular, localizada entre os musculos e
a gordura intramuscular ou marmoreado (Rouse e Wilson, 2001; Albrecht et al., 2006). A gordura
intramuscular estd localizada dentro do musculo, dentro dos feixes de tecido conjuntivo que
envolvem as fibras musculares, em proximidade da rede de capilares sanguineos (figura 1) (Rouse
e Wilson, 2001; Albrecht et al., 2006). O marmoreado descreve as pequenas manchas de gordura

visivel depositadas entre os feixes de fibras musculares (Frank et al., 2016).

Figura 1 - Imagem microscopica de um grupo de células de gordura intramuscular (branco), tecido conjuntivo (azul)

e fibras musculares (cor-de-laranja) visualizada numa amplitude de, aproximadamente, 200X (Albrecht et al., 1996).

A gordura interna e a gordura intermuscular sdo consideradas waste fat, visto serem gorduras
ndo desejadas na carcaga, ¢ a gordura intramuscular é considerada taste fat, visto ser uma gordura
apreciada pelo consumidor j& que contribui para a qualidade sensorial da carne (Rouse ¢ Wilson,

2001; Baker, 2002).



A gordura intramuscular consiste na acumulagao de 1 a mais de 1000 adipdcitos (Albrecht et
al., 1996). Um adipécito no seu estado maduro tem um didmetro de, aproximadamente, 0,1 mm,
sendo o seu espago celular preenchido quase na totalidade por triglicéridos, encontrando-se o
nucleo e o citoplasma limitados a uma pequena camada junto & membrana celular, resultando no
teor de 4gua muito baixo deste tecido (Swatland, 1995). Os adipocitos sao mantidos em grupo, num
deposito, por fibras reticulares que formam septos de tecido conjuntivo fibroso que divide os
depositos em lobulos (Swatland, 1995). Para a avaliagdo do tamanho dos adipdcitos
intramusculares, a maioria dos estudos apresenta diferencas no tamanho do adipdcito entre a
gordura intramuscular e outros dep6sitos de gordura ou entre animais com diferentes marmoreados
(Yang et al., 2014). O tamanho do adipdcito varia entre grandes e pequenas manchas de
marmoreado ou entre as manchas de marmoreado localizadas em diferentes posigdes. A substancia
quimica da gordura intramuscular ¢ dependente do peso, mas a propor¢do de manchas de

marmoreado ¢ dependente da érea.

Gordura com o mesmo peso ocupa mais area em comparacdo ao musculo. Além disso, a
gordura ¢ armazenada em células que sdo rodeadas por tecido conjuntivo, portanto as areas

marmoreadas incluem areas de tecido conjuntivo, vasos sanguineos e outros (figura 2) (Yang et

al., 2014).
o \QWO S 0g%
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Figura 2 - Imagem microscopica de pequenas manchas de marmoreado. As fibras musculares sdo acinzentadas, mas
bem delineadas, os adipocitos sdo esbranquicados, o tecido conjuntivo é acinzentado e os vasos sanguineos sao

indicados pelas setas. Barra de escala =100 m (Yang et al., 2014).



E aceite que a deposi¢do de gordura em bovinos ocorre em trés fases: a primeira fase, em que
a gordura ¢ depositada envolvendo as visceras e os rins; a segunda fase, em que a gordura ¢
depositada subcutaneamente e intermuscularmente, e a terceira e Ultima fase, onde a gordura ¢
depositada intramuscularmente (Swatland, 1995). No entanto, ndo se verifica uma separacao
cronologica destas fases nos bovinos, visto que a deposi¢ado relativa dos diferentes depositos de

gordura da carcaga pode variar com a dieta, a raca e o sexo (Swatland, 1995; Scanes, 2003).

A gordura intramuscular, assim como os restantes depdsitos de gordura corporal, ¢ depositada
de modo crescente ao longo da vida do animal (Gaden, 2004). Durante o crescimento, a distribuicao
do marmoreado fica mais regular com a idade do animal em todas as ragas, ¢ as diferencas entre
ragas diminuem (Albrecht et al., 2006). A quantidade e composigado da gordura corporal depositada
nos animais pode ser manipulada pela dieta, ainda que o local de deposicdo e eficiéncia do processo
sejam dependentes do animal, da sua raga, precocidade, idade e sexo (Williams e Bennett, 1995;

Zembayashi et al., 1995; Kazala et al., 1999; French et al., 2000).

Ainda que estudos adicionais devam ser realizados para avaliar a dinamica de deposi¢ao da
gordura intramuscular, a generalidade dos estudos realizados demonstra que a gordura
intramuscular do mtsculo LTL néo é, necessariamente, de desenvolvimento tardio (Pethick et al.,
2004). Numa revisao sobre este assunto Silva et al. (2015) aponta coeficientes de alometria numa
regressao logaritmica da gordura subcutanea, gordura intermuscular e peso do IMF no peso total

de gordura sdo normalmente 1,01; 0,97 ¢ 0,91, respetivamente (Silva et al., 2015).

O marmoreado ¢ um verdadeiro tecido adiposo, pelo fato de ser composto por adipodcitos
localizados numa matriz de tecido conjuntivo. Os adipodcitos de marmoreados maduros sdo células
esféricas, com didmetros de 40-90 mm. As células podem ser menores, em média, do que os
adipdcitos de outros depdsitos de gordura do animal, embora o tamanho das células varie
amplamente (Harper e Pethick, 2004). Neste momento, ndo esta claro se a diferenca de tamanho
celular se reflete nas caracteristicas do musculo em que essas células se desenvolvem. Os
adipdcitos de marmoreado aparecem normalmente em «ilhasy. Estas ilhas tornam-se visiveis

macroscopicamente quando contém entre 10 e 15 células. Quando visualizado histologicamente



(figura 3), € possivel encontrar ilhas de adipocitos contendo centenas de células, agrupadas em

torno de capilares bem desenvolvidos (Harper e Pethick, 2004).

Microscopic sfructure of fat in meat

Figura 3 - Imagens histologicas do marmoreado na estrutura da gordura de marmoreado nas amplia¢des de 0.5x%, 1x,
4x, 70x e 300x. As imagens demonstram distribui¢do de adipdcitos nas paredes do tecido conjuntivo e nos capilares.

A imagem composta foi reduzida cerca de 5 vezes para a apresentagdo (Harper e Pethick, 2004).

2.2. Efeito do marmoreado nas caracteristicas sensoriais da carne

Na indtstria de carne de bovino, a gordura intramuscular (IMF) ¢ altamente valorizada, pois
confere propriedades organoléticas desejaveis de sabor, suculéncia e tenrura que controlam os
precos dessa carne. De facto, a gordura ¢ o principal elemento para o sabor da carne, e a presenga
de gordura intramuscular é indispensavel para uma elevada qualidade da carne (Silva et al., 2010;
Du et al., 2010). A gordura facilita o processamento, lubrificacdo de particulas de alimentos,
aumenta a viscosidade da saliva e atua como ligante auxiliando na formagao de um bolo s6lido em
preparagdo para degluticdo (Frank et al., 2016). A gordura também pode aumentar a produgao de
saliva, talvez através da influéncia dos acidos gordos, aumentando a suculéncia (Frank et al., 2016).
A medida que o nivel de gordura aumenta ha menos fibra muscular e colagénio por unidade de

volume de carne, o que leva a uma maior suculéncia da carne (Frank et al., 2016). E notdrio que



outros fatores contribuem para a tenrura da carne, como a quantidade de colagénio (Frank et al.,
2016). A percentagem de gordura desempenha um papel importante nos trés fatores da
palatabilidade devido as inter-relagdes inerentes entre ternura, suculéncia e sabor (Corbin et al.,
2015). Além da gordura intramuscular, o tecido conjuntivo (IMCT) e as miofibrilhas sdo
componentes importantes da carne que influenciam a tenrura da mesma. De acordo com Li et al.
(2006), o desenvolvimento da gordura intramuscular contribui para a tenrura de carne altamente
marmoreada, desorganizando assim a estrutura do IMCT. A tenrura ¢ considerada a caracteristica
de qualidade alimentar mais importante na carne de bovino (Nogalski et al., 2017). Pesquisas
revelaram que as opinides dos consumidores podem diferir entre varias categorias de ternura, e
estes estdo dispostos a pagar diversos precos pela carne de bovino. A tenrura e as outras
propriedades sensoriais da carne sdo determinadas principalmente por via da gordura intramuscular
(IMF) (Nogalski et al., 2017). Varios estudos tém sido conduzidos com o objetivo de estabelecer

um limiar de tenrura para os consumidores (Corbin et al., 2015).

A gordura atua tanto como um substrato, como um reservatorio para o sabor e também afeta a
libertagdo temporal do aroma. A figura 4 ilustra bem que niveis crescentes de marmoreado

correspondem a um sabor aceitavel, suculéncia e gosto geral.
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Figura 4 - Efeito do aumento da gordura intramuscular (IMF) em escalas para varios atributos (Frank et al., 2016).



A contribui¢do do teor de gordura da carne para a palatabilidade foi estabelecida hd muito
tempo (Smith e Johnson, 2015). Smith e Johnson (2015) estabeleceram uma "Janela de
aceitabilidade" para carne bovina (figura 5), indicando que a palatabilidade geral da carne ¢ ideal
entre 3 ¢ 7,5% de lipidos intramusculares. O musculo desprovido de marmoreado contém
aproximadamente 1% de lipidos intramusculares, de modo a que qualquer aumento de lipidos
intramusculares acima de 1% esteja associado a diferenciacdo de adipdcitos de marmoreado (Smith

e Johnson, 2015).
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Figura 5 - Janela de aceitabilidade para o teor de gordura da carne. A janela é baseada numa percentagem de gordura

de 3,0 a 7,5% (Smith e Johnson, 2015).

2.3. Efeito do marmoreado nas caracteristicas fisico-quimicas da

carne

A capacidade de retencdo de dgua da carne ¢ um atributo desejavel, pois ha menor perda de
peso, aumenta o rendimento e diminui a perda de nutrientes. A capacidade de retengdo de dgua e a
composi¢do quimica da carne sao influenciadas pela gordura intramuscular (quadro 1). Conforme
ilustrado no quadro 1, conclui-se que um maior teor de gordura na carne também resulta numa

maior suculéncia inicial.



Quadro 1 - Efeito de diferentes niveis de gordura intramuscular (baixa, média e alta) na carne de bovino sobre as
caracteristicas da capacidade de retengdo de agua, o teor de aminoacidos importantes para o sabor. A média do IMF

(%) para o grupo encontra-se entre parénteses para cada caracteristica ¢ nivel de IMF (Adaptado de Frank et al., 2016).

IMF baixo IMF meédio IMF elevado
Sabor — quimico e sensorial
Aminoacidos doces (mg/kg) 70 (7,63) 94° (12,65)
Acido aspartico (mg/kg) 0,80% (7,63) 1,14%(12,65)
Impacto geral do painel treinado (escala 0=100) 60,39*(7,8) 60,87*(10,9) 63,95°(17,5)
Suculéncia/Agua — Aspetos quimicos e sensoriais
Humidade (%) 73,68 (6,6) 69,45 (11,02)  60,93°(21,48)
Perdas por gotejamento (%) 6,26 (6,13)  4,53°(9,87)
Perdas ap0s a carne ser cozinhada (%) 27,0°(5,2)  25,8°(10,2) 23,6° (17,5)

Suculéncia da carne definida pelo painel treinado apos 3~ 41,12°(7,8)  43,5° (10,9) 53,08 (17,5)
mastigagdes (escala 0=100)

Suculéncia da carne definida pelo painel treinado apds 10 36,24°(7,8)  38,4°(10,9) 46,82% (17,5)
mastigagoes (escala 0=100)

&b Médias dentro da mesma linha sdo significativamente diferentes (p< 0,05).

Outro fator importante para a avaliagdo da qualidade da carne ¢ a sua cor, que, na carne fresca,
¢ determinada pela propor¢do e distribui¢do de duas mioglobinas, a oximioglobina e a
metamioglobina, sendo a oximioglobina vermelha, apos a exposi¢do do musculo ao oxigénio, e
responsavel pelo aspeto fresco da carne. A cor € a primeira impressdao que o consumidor tem de
qualquer produto (Menegol et al., 2010), e ¢ usada pelos consumidores como um indicador de

frescura da carne (Killinger et al., 2004).

Como o marmoreado se refere a aparéncia de manchas brancas de tecido adiposo entre os

feixes de fibras musculares, a cor branca e a opacidade da gordura sdo importantes para a avaliagao



visual do marmoreado e sdo dependentes da cristalizacao dos triacilglicerois dentro das células de
gordura. No animal vivo, a gordura esta em estado liquido (Tume, 2004). Com o abate baixa a
temperatura e os triacilglicerois sofrem alteragcdes de fase (solidificam) e tornam-se opacos. A
temperatura a que isso ocorre ¢ em grande parte dependente dos pontos de fusdo dos acidos gordos.
O 4cido estearico de alto ponto de fusdo pode variar significativamente em conteiido e em grupos
de animais e tem uma grande influéncia nas propriedades fisicas e na aparéncia visual da gordura
do marmoreado (Tume, 2004). Nos estados iniciais do desenvolvimento do marmoreado, os
diametros das células de gordura geralmente sdo pequenos (aproximadamente 40-60 mm) e para
que o marmoreado se torne visivel podem vir a ser necessarios 10 a 15 grupos de células (Tume,
2004). As variagdes na composicao da gordura podem afetar a aparéncia do marmoreado (Tume,
2004). Geralmente, a composi¢ao da gordura de marmoreado é semelhante a gordura subcutanea
do animal, mas a gordura do marmoreado contém uma maior percentagem de acidos gordos

saturados, tais como o acido estearico (quadro 2) (Tume, 2004).

Quadro 2 - Diferengas na composi¢do de acidos gordos (distribuigdes percentuais) na gordura subcutinea e

marmoreado de bovinos da raga Angus e cruzados de Angus com Wagyu (Adaptado de Tume, 2004).

Angus Angus-Wagyu
Acidos gordos Gordura Gordura
Subcutanea Marmoreado Subcutanea Marmoreado
Miristico C14:0 2.7 2.8 3,0 3,0
Palmitico C16:0 25,7 25,6 26,5 25,8
Palmitoleico Cle6:1 3,5 2,7 4.5 3,2
Estearico C18:0 12,1 15,8 10,1 13,7
Oleico C18:1, 48.2 46,1 47,7 46,4
Linoleico C18:2 1,4 1,3 1,3 1,3
Total de &cidos saturados 43,1 46,6 422 44,9
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Total de acidos mono-

insaturados 53,6 50,3 54,5 51,2

Total de acidos poli-insaturados 1,7 1,5 1,7 1,4

A IMF esta significativamente correlacionada com a for¢a de corte Warner-Bratzler (Batista,
2017). Por exemplo, Aass et al. (2009) relataram correlagdes significativas entre a IMF ¢ a forca
de corte Warner-Bratzler em carne de bovinos (entre -0,57 € -0,69; P<0.01), o que sustenta a relagao

favoravel entre esses parametros.

O pH final do musculo interage com o ponto isoelétrico das proteinas miofibrilares
influenciando o seu estado fisico e a reflexao da luz da superficie muscular em bovinos (Junior et
al., 2011). Quando o glicogénio muscular ¢ utilizado durante o maneio e transporte pré-abate ha

pouco acido lactico no musculo, dando origem a carnes DFD (Junior et al., 2011).

2.4. Utilizacao da IMF na classificacao das carcacas

Prever a composicao da carcaca do animal ajuda a determinar o seu valor e caracteristicas para
fins de marketing, otimizacdo da producdo, estudos nutricionais ou programas de melhoramento e,
por isso, ¢ uma medida importante para a industria de carne e para as empresas de melhoramento
(Font-i-Furnols et al., 2014). Atualmente na Unido Europeia ¢ feita uma classificacdo e avaliagdo
pos-abate de carcacas de bovinos e ¢ realizada de acordo com o sistema EUROP (Allen, 2005).
Este sistema ndo incorpora informacgdo relacionada com a qualidade da carne e com o grau de
marmoreado, o que limita a sua utilidade quando se pretende valorizar as carcagas por estes
atributos (Craigie et al., 2012). Ha, todavia, varios paises que incorporam o marmoreado nos

sistemas de avaliagdo das carcacas (quadro 3).
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Quadro 3 - Métodos e padroes para avaliagdo de marmoreado na carne de bovino (Adaptado de Cheng et al., 2015).

Pais Método Posicéo Numer:'é)t;c;tal de Notas (altas e baixas) Referéncia
Muito abundante, abundante,
Da 124 13° moderadamente abundante,
U.S.A. Avaliagdo visual 10 pouco abundante, alguns USDA (1997)
costela .
vestigios de marmoreado,
desprovido de marmoreado
Da 64 7° Padrao de marmoreado de carne
Japao Avaliacdo visual 12 bovinan®12,11,10,9,8,7,6,5, IMGA (1988)
costela
4,3,2,1
Australia Avaliacio visual Di sstzlell3 9 Padrdo de marmoreado de carne AUS —

bovinan®9,8,7,6,5,4,3,2,1 MEAT (2005)

Nos USA, a qualidade da carne

r

¢ definida pelo USDA (United States Department of

Agriculture) e o grau de marmoreado ¢ aplicado em atributos que variam do desprovido de

marmoreado até ao marmoreado muito abundante (figura 6). Utilizam-se padrdes fotograficos com

esses atributos (figura 7).

Maturidade
Graus de Graus de
marmoreado A B C E J}an'noreado
Slightly | Slightly
Abundant | Prime Abundant
Moderate A Commercial [ Moderate
Modest Choice L Modest
Small g I Small
Slight X Select Utility - Slight
Traces Cutter " Traces
Practically Standard | Practically
Devoid Devoid

Figura 6 - Relagdo entre o teor de marmoreado, maturidade, grau de rendimento da carcaga, em que a maturidade

aumenta de A a E (USDA, 1996).
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Moderately Abundant Skghtly Abundant Moderate

Modest

Figura 7 - Graus de marmoreado de acordo com o sistema de classificacdo do grau de qualidade USDA (Sainz e

Araujo, 2001).

A Meat Standards Australia (MSA) usa uma pontuagdo de marmoreado, baseada em padroes
fotograficos. O sistema MSA-MB oferece uma escala fina para medi¢des precisas do marmoreado

da carne, o sistema de pontuacao varia de 300 para 1100 (figura 8).

_ AUS-MEAT & MSA marbling reference standards

AUS-MEAT 1 2 3 4
MSA score 500
O (== ;

AUS-MEAT & MSA
Marbtiog Refereace Standarts

Intramuscular fat

A-M 5

IMF 11%

Figura 8 — Padrdo fotografico do sistema MSA (Wagyu International, 2013).
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A carne com elevada percentagem de marmoreado ¢ considerada um produto premium no
Japdo (Frank et al., 2016). Neste pais também se utilizam padrdes fotograficos para o marmoreado
(figura 9). Estes padrdes sdo considerados uma ferramenta util para melhorar a avaliacdo de todas
as carcacas o que afeta positivamente o preco da carcaga. A avaliagdo da pontuagdo de marmoreado

¢ atribuida por um avaliador oficial (Maeda et al., 2013).

Beef Marbling Standard in Japan

No or less marbling
(no pictures)

W g

e

Swad BT/
Beef Color Standard in Japan Beef Fat Standard in Japan

. .... .‘ Public interest incorporated association
Nal Na2 No3 Nad Ne5 Nab N7 M Japan Meat Grading Association

Figura 9 — Padrao fotografico para avaliagdo de marmoreado na escala Japonesa (Gotoh et al., 2014).

Independentemente do tipo de padrdo utilizado para a medi¢do do marmoreado, os resultados

sdo dependentes de varios fatores, tais como (Silva et al., 2015):

o O operador ¢ um fator chave e a precisdo de classificagdo dependem do treino e da
habilidade do operador;

o O tamanho da amostra, que, se for muito pequena, pode dificultar a perce¢ao correta do
marmoreado;

o O tamanho e a forma das manchas, que podem modificar a percecio do marmoreado,

especialmente se parecerem diferentes daqueles da escala de referéncia utilizada;

14



o A luz utilizada para a avaliagdo, pois pode afetar a visualizagcdo das manchas;
o A posigdo anatomica do corte, pode influenciar as medi¢des porque o marmoreado varia

entre e dentro dos musculos e também depende da dire¢do do corte.

2.5. Métodos para determinacéo da IMF por analise de imagem e

analise espectral

Os métodos que vimos anteriormente sdao suportados por sistemas de pontuagdo, o que introduz
subjetividade na avaliagdo. Uma das formas comprovadas de avaliag¢ao objetiva do nivel do IMF ¢
por uma analise quimica (para uma revisao ler Silva et al., 2015). O método designado por Soxhlet,
utiliza um solvente nao polar como o éter de petrdleo, que extrai a maior parte do triacilglicerol e
colesterol, mas apenas uma fracdo de fosfolipidos e lipoproteinas. Se os fosfolipidos forem
incluidos na analise, entdo uma hidrolise acida anterior deve ser realizada com acido cloridrico

(figura 10).

Figura 10 - Processo de hidrélise acida (Silva et al., 2015).

Tanto o éter como o cloroféormio / metanol podem ser utilizados para extrair a IMF. O valor
obtido utilizando éter € menor do que usando o cloroférmio / metanol, mas o resultado deste Gltimo
¢ influenciado pela presenga de fosfolipidos € componentes nao-lipidicos interferentes (Du et al.,
2008). Hoje em dia ha alguns equipamentos que permitem uma extracdo mais automatica de

gordura (figura 11). Apesar disso este método como facilmente se compreende ¢ destrutivo e muito
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trabalhoso. Para além disso nao ¢ aplicavel numa linha de desmancha o que limita o seu valor
pratico (Silva et al., 2015). Tém sido por isso desenvolvidos varios métodos baseados em técnicas
espectroscopicas, imagem hiper-espectral, e técnicas de imagem para a determinagdo da IMF

(Ferguson, 2004; Cheng et al., 2005).

)

iese

(-

Figura 11 - Procedimento para analise do teor de gordura utilizando o equipamento automatico Soxhlet. a- amostra;
b- colocagdo da amostra no equipamento; c- introducdo dos tubos e preparacdo do éter de petrdleo; d- introdugdo da
extragdo com o éter de petroleo ao equipamento; €- abertura da conexdo para permitir a recirculagdo do éter de

petroleo; f- processo de extragdo. (Silva et al., 2015).

A espectroscopia de infravermelho proximo (NIRS) é uma técnica que tem ganho muita
notoriedade ja que € muito versatil e pode ser utilizada de forma simples numa linha de desmancha.
Esta técnica ¢ baseada na quantidade de luz infravermelha que € refletida ou transmitida através de
um composto que esta diretamente relacionado com a sua composi¢ao quimica. A técnica NIRS
foi utilizada com sucesso para estimar a composi¢ao de gordura e a humidade de carne (Ferguson,
2004; Cheng et al., 2015). Mais recentemente, avaliou-se a sua capacidade de prever caracteristicas
fisicas e quimicas e propriedades sensoriais, de textura do musculo e também de IMF da carne de

bovino (Ferguson, 2004). Tém sido desenvolvidas experiéncias para a sua aplicagdo on-line num
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matadouro através do desenvolvimento de sondas NIRS, que utilizam uma tecnologia de fibra 6tica

e tornam a sua utilizacdo muito mais flexivel em ambiente de matadouro (Ferguson, 2004).

Estd demonstrado que com o uso da espectroscopia de infravermelho proximo no modo de
transmissdo, ¢ possivel detetar a IMF nao s6 na superficie, como em métodos tradicionais, mas
também sob a superficie (Ziadi et al., 2009). Ao combinar a analise da IMF dos dois lados de uma

amostra de carne, ¢ possivel estimar o volume da IMF (Ziadi et al., 2009).
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Figura 12 - Perfil espectral dos pixels do musculo e da gordura de uma amostra (Ziadi et al., 2009).

A utilizagdo de NIRS tem tido avangos muito significativos nos ultimos anos com
desenvolvimento de equipamentos especificos para utilizagao em ambiente de matadouro (Maltin
et al., 2015). Na figura 13 mostra-se a utilizacdo de trés equipamentos NIRS em matadouro para

obten¢ao de informagao sobre caracteristicas da carcaga entre as quais a IMF (Maltin et al., 2015).
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Figura 13. Tlustracao de trés sistemas NIRS a serem testados num ensaio piloto num matadouro de bovinos (Maltin et

al., 2015).

Nos tltimos anos a utilizagdo de imagens hiper-espectrais (HSI), que combinam espectroscopia
e a imagem digital ou visdo computacional, tem permitido obter tanto informagdes espectrais como
espaciais de um objeto (figura 14). As caracteristicas espaciais do HSI permitem a caracterizacao
de uma amostra heterogénea complexa como ¢ a carne (Lohumi et al., 2016). Cada imagem HSI
contém informagdes sobre o espaco da distribuicao de constituintes quimicos no objeto, bem como
informagdes para cada pixel em centenas de bandas espectrais, o que possibilita anélises da
composi¢ao quimica mais fidveis do que a utilizagdo apenas da refletancia espectral ou mesmo da
visdo (Lohumi et al., 2016). Recentemente, a HSI recebeu consideravel atengdo no setor
agroalimentar para a analise da qualidade de alimentos (Lohumi et al., 2016), e também para a

analise de IMF da carne de bovinos (Velasquez et al., 2017; Aredo et al., 2017).
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Figura 14. Esquema de um sistema HSI para amostras de carne (Sanz et al., 2016).

A técnica de espectroscopia Raman (do inglés Raman spectroscopy) apresenta um elevado
potencial para ser utilizada de forma versatil em amostras de carne ou de carcacas (figura 15). Esta
técnica tem sido testada em ambiente de matadouro com resultados muito encorajadores e Craigie
et al. (2015) aponta-a como uma das técnicas de espectroscopia para o futuro. Esta técnica foi

aplicada com sucesso por Fowler et al. (2015) para a determinac@o da IMF de ovinos.

Figura 15. Demonstrag¢do da técnica de Raman num sistema portatil com aplica¢do direta numa amostra de carne

(Maltin et al., 2015).
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Outra técnica que tem merecido muita atengdo nos ultimos anos ¢ a tomografia computorizada
de raios-X (TC). E uma tecnologia nao destrutiva que pode ser usada para estimar a composi¢ao
corporal in vivo, na carcaga ou em pegas. Foi utilizada em ovinos, suinos, bovinos e coelhos entre

outras espécies (Font-i-Furnols et al., 2014; Scholz et al., 2015).

A tomografia computorizada contém um tubo que emite raios-X e tem detetores que medem o
enfraquecimento deste feixe de raios-X no percurso através de um objeto. Este enfraquecimento
depende da densidade tecidual e ¢ medida em unidades de Hounsfield (HU), que expressam a
diferenga em cada enfraquecimento de cada tecido em relagao a dgua (HU = 0) (Font-i-Furnols et
al., 2014). Uma imagem 3D ¢ obtida numa escala de cinza por meio de reconstru¢do de algoritmos
a partir dos valores do enfraquecimento referido anteriormente. Tecidos de menor densidade, como
a gordura, apresentam valores de enfraquecimento de HU mais baixos e cores mais escuras que os
tecidos de maior densidade, como tecido magro ¢ o osso (Font-i-Furnols et al., 2014). Uma imagem
(3D) ¢ composta por voxels que podem ser classificados em gordura, musculo ou osso de acordo

com o valor de HU (Font-i-Furnols et al., 2014).

Em relagdo a carne bovina ha varios trabalhos em que se estudam pegas uma vez que ha
dificuldade em avaliar a carcaga inteira ou animais vivos num scanner comercial de TC por causa
do seu tamanho (Font-i-Furnols et al., 2014). Estes autores estudaram a composi¢do e a IMF em
pecas da regido toracica (9* a 11* vértebras toracicas) de carcacas de bovinos. Com este trabalho
foi possivel estimar a IMF e os melhores resultados foram obtidos quando se considerou a
totalidade da peca do que apenas uma sec¢do correspondente a 10* vértebra toracica. Também
Prieto et al. (2010) verificaram a capacidade da TC para estimar a IMF em bovinos. Estes autores
estudaram pecas da 11* a 12* vértebra toracica de novilhos Angus e Limousin e verificaram que a

TC era uma mais valia para estimar caracteristicas da carcaca incluindo IMF.

Embora haja diferentes metodologias ndo-invasivas para a quantificacdo do IMF os ultrassons
tém sido uma técnica largamente utilizada quer para obter informagdo in vivo quer para obter
informagao post-mortem para a IMF (Segura et al., 2015; Silva, 2017). A técnica mais utilizada é

a ultrassonografia em tempo real (RTU).
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A RTU ¢ um método de diagndstico ndo invasivo, que emprega o fendmeno de propagacao e
reflexao das ondas de ultrassons. A tecnologia RTU permite a obtengdo de imagens digitais dos
tecidos dos animais e a informagdo grafica dai resultante ¢ usada para identificar o nivel de

marmoreado (Pena et al., 2014).

Os resultados globais com RTU para prever a IMF tém sido realizados com precisao elevada e
aceitavel, o que permite pensar na sua utilizagdo como ferramenta de sele¢ao da qualidade da carne
e de determinag@o de um ponto 6timo de abate (Harper e Pethick, 2004; Aass et al., 2009; Silva ¢
Cadavez, 2012). Estudos europeus recentes da predicdo do IMF através de RTU em bovinos
revelaram sucesso variavel. Todavia Aass et al. (2009) que investigaram a precisao da previsio do

IMF por RTU em bovinos muito magros (IMF menor que 2%) obtiveram resultados promissores.

Hé4 um grande ntimero de fatores que podem influenciar a precisdo e a repetibilidade das
medi¢des de RTU. E aceite que a qualidade das imagens depende do tipo de equipamento de
ultrassom, do processo de digitalizagdo de imagem utilizada e da frequéncia da sonda (Silva et al.,
2010). Nos tltimos anos, os esfor¢os centraram-se em sistemas de analise de imagens (Silva et al.,
2010). Estes sistemas reduzem os erros de aquisi¢do e de medi¢cdo de imagem (Silva, 2017). De
um ponto de vista pratico, o ultrassom ¢ adequado para a avaliacdo das caracteristicas de
marmoreado e ¢ bastante simples de executar e tem um custo baixo em comparagdo com outras
técnicas de imagem. Finalmente, com o avango da tecnologia ultrassonica, pode-se esperar que o
uso desta metodologia possa vir a ser utilizada para quantificar a IMF e a sua distribui¢do nos

musculos (Silva et al., 2010).

Finalmente uma das técnicas mais utilizadas para estimar a IMF e a sua distribui¢do numa
amostra de carne ¢ a analise de imagem por computador, geralmente designada em inglés por video
image analysis (VIA). A técnica VIA oferece uma avaliagdo consideravelmente fiavel dado que a
tecnologia desenvolve essencialmente o que um avaliador treinado faz. Por outras palavras, a
camara atua como o olho e os algoritmos computacionais simulam a maneira como o cérebro
processa a imagem para obter uma pontuagdo. A aplicacdo de VIA na avaliacdo da carcaca de
bovino teve o primeiro relatorio desenvolvido na década de 1980 (Ferguson, 2004). Os sistemas

VIA sdo importantes para a avaliacao da qualidade da carne, desde a classificagdo até ao momento
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da compra pelos consumidores. As caracteristicas do marmoreado sdo obtidas através da analise
de imagens, o que ¢ possivel gracas a diferenca de nivel de cinzento entre as particulas da gordura
visivel no musculo (Yang et al., 2014). A técnica VIA tem sido aplicada a carcagas (para uma
revisdo ler Allen, 2005; Craigie et al., 2012; Craigie et al., 2013) mas também tem sido utilizada
para a analise de pecas (Jackman et al., 2009; Sun, 2012) e em planos de corte das carcacas como
forma de estabelecer um sistema de valoriza¢do diferenciada das carcacas (Vote et al., 2009;
Valous et al., 2016). E esta técnica que constitui o alvo desta dissertagdo e como veremos adiante

sera aplicada a pegas da regido lombar de novilhos.
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3. Trabalho experimental

3.1. Material e métodos

3.1.1. Origem e preparacao das amostras

Para este trabalho foram utilizadas 85 pecas de carne retiradas da 4 vértebra da regido lombar
de novilhos cruzados com um peso de carcaga de 204+17 kg de ragcas com aptidao carne. Estas
pecas resultam de carcagas de animais que foram abatidos num matadouro comercial de acordo
com as normas europeias de bem-estar e prote¢ao animal e foram adquiridas num talho comercial.

Todas as pegas foram transportadas para o laboratério, identificadas e refrigeradas a 4°C.

3.1.2. Obtencéo e analise das imagens

As pecas foram colocadas sobre um fundo preto opaco e nao refletor, com uma escala de 5 cm
(figura 16). As fotografias foram obtidas com recurso a uma camara digital Nikon D3100. Para
manter a camara sempre a uma distancia fixa da amostra foi utilizado um tripé. Todo o trabalho
decorreu em condigdes de luz uniforme. Todas as fotografias foram gravadas em formato JPEG. A

aquisi¢ao das imagens foi feita apenas por um operador.

Figura 16 - Imagem original da pega da 4* vértebra lombar. No lado esquerdo da imagem ¢ apresentada a escala.
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Para a andlise das imagens foi utilizado o programa Fiji (ImageJ 1.49u), seguindo varios
passos. No primeiro passo foi selecionada e isolada a area de interesse (ROI — do inglés region of
interest) do LTL a ser analisada (figura 17a) e no segundo passo foi aplicada uma transformagao
para 8 bits e determinado o nivel de cinzento (threshold) correspondente a IMF. Para obter este
threshold foi feito um aumento da imagem em 300% e foram obtidos histogramas do nivel de
cinzento de varias amostras de particulas, que macroscopicamente foram consideradas IMF. O
threshold representa o valor médio do nivel de cinzento (figura 17b). No terceiro passo foi aplicado
o threshold e isoladas as particulas que estdo associadas a IMF (figura 17c). Por altimo e
considerando o quarto passo, foi feita a andlise da imagem e determinados os parametros

associados a essas particulas de IMF (figura 17d).

Figura 17 - Analise das particulas de IMF utilizando o programa Fiji-ImageJ. a- Segmentagdo do musculo LM e
obtencdo da area de interesse (ROI — do inglés region of interest); b - transformagdo numa imagem de 8 bits e
determinagdo o nivel de cinzento (threshold) correspondente a IMF; ¢ - Aplicagdo do threshold seguido de isolamento

das particulas que estdo associadas a IMF; d - Determinag@o dos parametros associados as particulas de IMF.

Como resultado da analise das imagens foram determinados os seguintes parametros: nimero
de particulas; 4rea total de particulas (mm?); 4rea média das particulas (mm?); fraciio da drea (mm?);
perimetro das particulas (mm); maior eixo das particulas (mm); menor eixo das particulas (mm);
circularidade (relacdo entre o perimetro da circunferéncia das particulas equivalente as areas

projetadas das particulas e os seus perimetros); solidez (dureza/firmeza das particulas da carne);
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espessura das particulas (mm); espessura minima das particulas (mm); espessura méaxima das
p L £ ; N, ;o ’ 2 ~
particulas (mm); area minima das particulas (mm-); area maxima das particulas (mm-) e a relagao

area das particulas/area do musculo LTL (%).

3.1.3. Gordura intramuscular, pH e cor

Para a determinagdo da percentagem de gordura intramuscular das amostras foi isolado o
musculo LM, tendo sempre o cuidado de nao incluir qualquer por¢ao de gordura subcutanea ou
intermuscular. Estas amostras de LM foram moidas e seguidamente foi realizada a analise de

gordura por extracao em éter de petrdleo de acordo com o descrito por Silva et al. (2015).

Os parametros L’- luminosidade; a’- indice de vermelho; e b’- indice de amarelo foram
determinados com um colorimetro Minolta CR-10. A cor foi medida de forma aleatéria em trés
posigdes do LM e considerados os valores médios. Para a determinag¢do do pH foram realizadas
trés leituras diretamente no musculo LM com um medidor de pH Hanna HI 9025. Quer a cor quer

o pH foram determinados imediatamente apos a obtengdo das imagens.

3.2. Andlise estatistica

Para todas as variaveis foi realizada uma estatistica descritiva com a determinagao da média,
desvio padrdao, méximo, minimo e coeficiente de variagdao (CV). Para a andlise da relagdo entre os
parametros obtidos por analise de imagem e para a IMF, os parametros de cor (L, a, b) e o pH foi
realizada uma analise de correlagdo. Para estimar a IMF, os parametros de cor (L, a, b) e o pH a
partir dos parametros da analise de imagem foram realizados modelos de regressdao multipla por
stepwise. A regressdo stepwise foi combinada com a validagdo cruzada com k-folds para avaliar o
desempenho dos modelos. A avaliagdo dos modelos foi baseada no coeficiente de determinacao
(R?) e no desvio padrio dos residuos (RMSE). Todas as anélises estatisticas foram realizadas com

o programa JMP (versdo 13; SAS Institute, Cary, NC, EUA).
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3.3. Resultados e discussao

Foi observada uma grande variagdo para as variaveis associadas as particulas de IMF obtidas

por andlise de imagem CV entre 20,5% e 50,5%. O valor médio obtido para a composi¢ao quimica

do musculo em relagdo a gordura intramuscular neste trabalho foi de 3,18% como uma variagao

proxima do maximo valor observado naquele intervalo (CV =50,3%) (quadro 4).

Quadro 4 - Média, desvio padrao (dp), minimo, maximo e coeficiente de variacao (CV) para o peso da carcaca,

parametros fisico-quimicos e parametros obtidos por analise de imagem.

Média dp Minimo Maximo CV (%)
Peso da carcaca (kg) 204,46 16,67 166,36 242.46 8,2
Parametros fisico-quimicos
IMF (%) 3,18 1,60 0,71 8,92 50,3
L* 38,71 3,47 29,13 49,20 9,0
a* 12,74 2,37 8,85 18,93 18,6
b* 8,54 1,09 6,55 10,90 12,7
pH 5,77 0,23 5,53 6,50 4,0
Parametros da analise de imagem
Numero de particulas 37,33 13,02 10,00 62,00 34,9
Area total de particulas (mm?) 105,64 53,39 15,03 264,27 50,5
Area média das particulas (mm?) 2,93 1,20 1,05 5,92 40,9
Fragdo da area (%) 3,06 1,13 1,12 5,73 37,0
Perimetro das particulas (mm) 8,00 1,89 3,73 13,31 23,6
Maior eixo das particulas (mm) 3,00 1,18 0,84 6,47 39,2
Menor eixo das particulas (mm) 2,04 0,60 0,94 3,75 29,2
Circularidade 0,74 0,15 0,39 0,99 20,5
Solidez 0,97 0,44 0,55 1,81 45,1
Espessura das particulas (mm) 3,00 0,68 1,60 4,65 22,6
Espessura minima das particulas (mm) 1,29 0,45 0,58 2,18 34,7
Espessura maxima das particulas (mm) 10,99 4,75 2,84 21,96 432
IMF estimada por analise de imagem (%) 2,12 0,88 0,35 3,63 41,3
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A percentagem de IMF é semelhante ao valor médio obtido por varios autores (Albrecht et al.,
1996; Chambaz et al., 2003; Yang et al., 2006) para animais da raca Holstein, Charolesa e cruzados
CharolésxHolstein, respectivamente, com diferente peso ao abate, tendo os resultados obtidos por
estes autores variado entre 2,18 e 3,27%. Outros autores, para animais de diferentes racas ou
cruzamentos e com diferente peso ao abate registaram valores de percentagem de IMF semelhantes,
a variar entre 0,27 ¢ 5,6% (Shackelford et al, 1994a; Albrecht et al., 1996; Stelzleni et al., 2002;
Chambaz et al., 2003; Serra et al., 2004; Tait et al., 2004; Safiudo et al., 2007). Este valor é proximo
ao valor referido por Mello (2007), para as percentagens minimas de IMF exigidas na Australia,
Coreia e Japao (2,1%, 2,6% e 3,3%, respectivamente). Este valores aproximam-se dos observados
no presente trabalho e estdo em linha com o apontado por Savell e Cross (1988) como o adequado

para se obter satisfagdo do consumidor, que de acordo com aqueles autores varia entre 3% e 4%.

Relativamente as medidas obtidas nos pardmetros analisados com a andlise de imagem

2, é a medida que exibe maior variacio

verifica-se que a area total das particulas, medida em mm
(CV=50,5%) e que a circularidade e espessura das particulas, medida em mm, apresentam uma
variagdo mais reduzida. O valor encontrado para a medida de espessura das particulas de gordura
intramuscular encontra-se dentro do intervalo (2 a 36 mm) observado por outros autores (Greiner
et al., 2003; Steiner et al., 2003; Tait et al., 2005). Esta diferenga pode encontrar explicagdo na
diferente posi¢do anatdmica em que se realizaram as medidas quer do LTL quer da gordura
intramuscular. De fato nestes trabalhos as medidas foram obtidas ao nivel da 12* vértebra toracica
enquanto no presente trabalho foram realizadas ao nivel da 4* vértebra lombar, havendo por esta
razao variagoes cranio-caudais na dimensao do musculo LTL e também ha diferengas na dimensao

e area das particulas de IMF (Simm, 1983). A 4rea do LTL das sec¢des lombares ¢ de maior

dimensédo do que a observada nas secgdes toracicas (Silva et al., 2007b).

O namero de particulas de IMF da uma indicacao importante da "qualidade do marmoreado":
quanto mais e mais dispersas no musculo estiverem, melhor. O tamanho de cada particula de IMF
deve ser tdo pequeno quanto possivel. Isto estd intimamente relacionado com a proporcao das
maiores areas de gordura em comparacao com a area total de gordura. Quanto maior esse valor,

mais a aparéncia é marcada por um aspeto de marmoreado (Albrecht et al., 1996).
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No quadro 4 podemos verificar, em relacdo a variacdo da cor da carne, que as amostras
analisadas apresentam uma luminosidade de 38,71 numa escala de 0 a 100, em que o valor 0
corresponde a cor preta e o valor 100 a cor branca. O valor de L* encontrado na amostra (38,71)
foi mais elevado que o relatado por Loxton (1993) (34,85) para novilhos cruzados Bos taurus
indicus. Como ha varios fatores que influenciam este indicador, as compara¢des com outros
trabalhos devem ser feitas com cuidado. Esta diferenca de valores encontrados no presente trabalho
e no trabalho mencionado pode dever-se ao facto de os animais utilizados para o presente trabalho
serem mais jovens do que os utilizados no trabalho de Loxton (1993) uma vez que a carne de
animais jovens ¢ mais clara que a de novilhos /novilhas. Os valores de a* e b* apresentam uma
variagdo de 18.6 e 12.7% o que os aproxima de outros trabalhos feitos com bovinos de peso

semelhante (Loxton, 1993).

Em relacdo ao pH final das amostras verifica-se que o valor médio apresentado foi 5,77
variando entre 5,53 ¢ 6,50. Valores de pH final entre 5,40 e 5,60 sdo considerados “normais”, ou
tipicos, para carne bovina. Como as amostras analisadas apresentaram um pH superior a este
intervalo pode concluir-se que tiveram uma maior retencao de 4gua comparadas com o valor médio
de 5,57, obtido por Felicio et al. (1998). O pH final maximo aceitavel para carne de bovino com
garantia de qualidade, ¢ de 5,70, sendo que o pH final da carne de um animal em auséncia de
condi¢des de stresse e bem alimentado ¢ de 5,5 (Jeremiah, 1996; MLA, s.d.). Segundo a
classificagdo em grupos de qualidade de acordo com o pH final das amostras de LTL seguida por
Silva et al. (1999) o pH final verificado neste trabalho corresponde a pH de carnes com DFD
moderado. Segundo Dransfield (1994), a intensidade de declinio do pH ¢ um dos fatores mais
importantes na maciez da carne pos-abate, pois alteram a estrutura do musculo, a libertagdo de

calcio e a atividade das enzimas calcio-dependentes.

No quadro 5 sdo apresentados os coeficientes de correlacdo entre os parametros fisico-
quimicos e parametros obtidos por analise de imagem. Verificou-se que ha um efeito significativo
bastante elevado (P<0,01) de todos pardmetros fisico-quimicos na percentagem de IMF obtida por
analise de imagem, o que significa que a alteragdo de qualquer um destes parametros influenciou

positiva ou negativamente a percentagem de IMF calculada.
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Quadro 5 - Coeficientes de correlagdo entre os pardmetros fisico-quimicos e pardmetros obtidos por analise de

imagem.
IMF L A B pH
NUmero de particulas 0,39%* 0,38%** 0,22% 0,03 0,180
Area total de particulas (mm?) 0,70%* 0,37%* 0,43%* 0,22* 0,06
Area média das particulas (mm?) 0,59%* -0,16 0,39%* 0,29%3* -0,06
Fracdo da area (%0) 0,83 % -0,117ms 0,31%* 0,27* -0,16™
Perimetro das particulas (mm) 0,37%** -0,45%* 0,34%* 0,16 0,36%*
Maior eixo das particulas (mm) 0,84 % -0,19 s 0,23* 0,121 -0,06
Menor eixo das particulas (mm) 0,64** 0,45%* -0,13 s 0,121 -0,48%*
Circularidade 0,31%** 0,56%* -0,24% -0,03 1 -0,55%*
Solidez 0,73%%* 0,10 0,07 0,12 -0,24*
Espessura das particulas (mm) 0,55%%* -0,39%* 0,35%* 0,16 0,22*
Espessura minima das particulas (mm) 0,63%* -0,131s 0,25% 0,23* 0,03 1
Espessura méaxima das particulas (mm)  0,70** -0,23* 0,31** 0,130 -0,08 s
IMF estimada por analise de imagem (%) 0,75%* -0,32%* 0,31** 0,16 0,011

s valores de r inferiores a 0,221 s8o ndo significativos; * valores de r entre 0,222 ¢ 0,287 sdo significativos para P<0,05; ** valores

de r superiores a 0,288 sdo significativos para P<0,01.

Verificou-se que o numero de particulas esta positivamente correlacionado com a percentagem
de IMF encontrada (r= 0,39; P<0,05), com a cor da carne no que diz respeito aos valores de L* (r=
0,38; P<0,05) e a* (r= 0,22; P<0,01). Estes resultados sugerem que o numero de particulas de
marmoreado tem um papel mais importante na determinacdo da percentagem da IMF do que
propriamente na alteragdo da cor da carne enquanto que em relagdo ao valor de b* e pH o nimero
de particulas ndo tem um efeito significativo sobre estas caracteristicas (r= 0,03; r= 0,18,
respetivamente). Relativamente a correlagdo entre o nimero de particulas de marmoreado e a
percentagem de IMF, o valor obtido neste trabalho (r= 0,39) foi superior ao verificado no trabalho
de Yang et al. (2006), tendo estes autores reportado um coeficiente de correlacdo entre as duas

medidas de 0,34, embora os valores sejam relativamente semelhantes.

No geral a correlagdo encontrada entre as medidas das particulas obtidas por analise de imagem

e a IMF ¢ positiva e significativa (r entre 0,31 e 0,84; P<0.01). Pelo contrario e de uma forma geral
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ndo se observaram correlagdes significativas consistentes entres as medidas das particulas e as
medidas de cor e pH. De qualquer forma verificou-se correlagao positiva significativa (P<0,01),
entre a percentagem de IMF, o valor de L* e o valor de a* e a 4rea total de particulas medida em
mm? (r=0,70; r= 0,37; r= 0,43; P<0,01, respetivamente), em relacio a esta correlagdo com o valor
de b* verificou-se uma correlagdo positiva baixa (= 0,22; P<0,05). O valor obtido para a correlagao

deste parametro com o valor de IMF foi superior ao relatado por Yang et al. (2006).

Em relacdo a fragdo da area, ¢ apresenta uma correlagdo positiva elevada com o valor de IMF
(r=0,83; P<0,01) e uma correlacdo positiva mais baixa com o valor de a* e b* (r=0,31; P<0,01 e
= 0,27; P<0,05, respetivamente), ja com o valor de L* e com o pH ndo tem nenhum efeito
significativo. Segundo Yang et al. (2006) a correlagdo verificada entre a fragdo da area e a
percentagem de IMF foi de 0,52, um valor muito inferior ao verificado no presente trabalho. Por
outro lado, no trabalho de Albrecht et al. (2006), verifica-se uma correlagdo idéntica a apresentada
no presente trabalho, para a percentagem de fragdo da area, para animais com aproximadamente
12 anos e pertencentes a raca Belgian Blue (1= 0,58). Verificou-se uma correlagdo positiva
moderada entre o perimetro das particulas e o valor de IMF, a* e pH (r= 0,37; r=0,34; 1=0,306;
P<0,01, respetivamente) e uma correlagdo negativa moderada entre o perimetro das particulas e o
valor de L* (r= -0,45; P<0,01), ja em relacdo ao valor de b*, este parametro fisico-quimico nao
tem efeito significativo neste valor. No trabalho de Yang et al. (2006) a correlagao entre o perimetro
das particulas e o valor de IMF (r= 0,40) foi semelhante a obtida no presente trabalho (r=0,37).
Segundo Albrecht et al. (2006), a correlagdo apresentada para o perimetro das particulas e o valor

de IMF ¢ idéntica a animais com 2 anos de idade e da raca Galloway (1= 0,36).

A percentagem de IMF apresenta uma correlagdo positiva elevada com o parametro da solidez
(= 0,73; P<0,01) e uma correlagdo positiva mas nao tao elevada com a circularidade (r= 0,31;
P<0,01). Estes indicadores e outros que possam estar relacionados com a textura da carne devem

merecer particular aten¢do em trabalho futuro.

Analisando o quadro como um todo, podemos verificar que de todos os parametros o que
influencia mais significativamente o valor da percentagem de IMF € o maior eixo das particulas

(r= 0,84; P<0,01), relativamente ao valor de L*, ¢ mais correlacionado e alterado positivamente
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pela circularidade (r= 0,56; P<0,01). O valor de a* aumenta progressivamente se a area total das
particulas oscilar (= 0,43; P<0,01) enquanto que o valor de b* se modifica com a modificagdo do
valor da area média das particulas (r= 0,29; P<0,01). No valor do pH quase todos os parametros
apresentam um efeito ndo significativo, mas o perimetro das particulas apresenta uma maior

correlagdo com o0 mesmo em relagao aos poucos parametros que o influenciam (r= 0,36; P<0,01).

No quadro 6 podemos observar as varidveis independentes que contribuiram para a estimativa
dos parametros fisico-quimicos. A equagdo que estima a IMF mostra que ¢ possivel explicar 91%
da sua variacdo com medidas obtidas por andlise de imagem. As estimativas de todos os outros
parametros fisico-quimicos obtiveram um R? (precisdo) bastante baixo, o que indica que as
variaveis independentes que contribuiram para a estimativa ndo foram suficientes para que os

valores de L*, a*, b* e pH fossem estimados com certeza.

Quadro 6 - Variaveis independentes que entraram nos modelos de estimativa dos parametros fisico-quimicos

(variaveis dependentes).

Variaveis independentes Variaveis dependentes

IMF L* a* b* pH
Numero de particulas
Area total de particulas (mm?) ° °
Area média das particulas (mm?) ° °
Fracéo da area (%) ) °
Perimetro das particulas (mm) °
Maior eixo das particulas (mm) ° °
Menor eixo das particulas (mm) °
Circularidade ° )
Solidez
Espessura das particulas (mm) )
Espessura minima das particulas (mm) °

Espessura maxima das particulas (mm)

IMF estimada por analise de imagem (%)

RMSE 0,499 2,588 2,153 1,047 0,179
R? 0,91 0,46 0,20 0,09 0,42
P 0,001 0,001 0,001 0,006 0,001
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Para cada variavel dependente, o simbolo e indica as variaveis que entraram na equagao

multipla resultante do processo stepwise com validagdo por k-folds.

Como se pode verificar no grafico representado na figura 18 hd um bom ajustamento entre a
IMF observada e a IMF estimada. Este resultado mostra de forma evidente que os valores
encontrados para a IMF obtida por analise de imagem podem ser utilizados para a estimativa de
IMF de forma ndo destrutiva.

Sabe-se que o R? indica a precisdo do modelo, variando de 0 a 1, que quando tem um valor >
0,70 indica que o modelo estd bem ajustado. O valor de R? encontrado para a previsio de IMF
através da andlise de imagem encontra-se acima das expectativas (R>= 0,91 com RMSE= 0,4999),
ou seja, a aceitacdo do modelo foi elevada. O modelo aplicado encaixa-se na perfei¢do, visto que

o grau de imprecisao ¢ quase nulo.
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Figura 18 - Valores medidos versus estimados da IMF usando os pardmetros resultantes da analise de imagem apoés a

validagdo com k-fold (RMSE=0,4999; R?>=0,91; P <0,0001).
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4. Consideracdes finais

Com este trabalho verificou-se que a andlise de imagem das particulas de marmoreado ¢ util
para estimar de forma ndo destrutiva a gordura intramuscular do mtsculo Longissimus thoracis et
lumborum. Verificou-se também que as particulas de marmoreado nao permitem estimar as
caracteristicas de cor L*, a*e b* nem o pH. Em trabalho futuro deve ser dada atengao a distribuicao
das particulas para que possa haver uma indicagdo da textura e ainda que possa ser estudada a
relacdo entre a IMF e outras caracteristicas fisico-quimica ou sensoriais da carne de forma a
potenciar a técnica abordada neste trabalho como uma ferramenta nao destrutiva para avaliar a

qualidade da carne.

Os sistemas de analise de imagem mostram ser uma ferramenta muito util para estimar as
caracteristicas da carcaga de forma ndo destrutiva e rapida. Para além disto é possivel com os
sistemas VIA obter informagao sobre caracteristicas relevantes da carcaga como sdo exemplo a
percentagem de carne magra e a percentagem de carne comercializavel. Este facto permite
introduzir mais transparéncia na avaliagdo das carcacas o que permite um pagamento mais
consistente e mais justo. Para além disso, com esta informacao, ¢ possivel obter uma valorizacao
diferenciada da carcaca, introduzindo valor na cadeia de producdo de carne. O facto dos sistemas
VIA apresentarem um custo reduzido, também permitirem explicar a variacdo das caracteristicas

das carcacas torna exequivel a sua introducao em unidade de abate de reduzida dimensao.
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