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Resumo: O sarcomero ¢ a unidade contratil do musculo e tem papel importante na qualidade da
carne. O seu comprimento pode sofrer variagdo durante os processos envolvidos na producdo da
carne bovina, principalmente no manejo pds abate, durante o resfriamento, onde pode ocorrer o
fenomeno do "encurtamento pelo frio", associado a perda de qualidade da carne. A microscopia de
forca atdmica (MFA) ¢ uma técnica que permite obter a topografia de superficies de amostras em
escalas micrométricas e nanométricas com precisao e detalhes, que ndo sdo possiveis de se obter por
microscopia eletronica ou Optica. Neste trabalho ¢ apresentada uma metodologia simples de
preparacdo de amostras de sarcomeros para medida de seu comprimento utilizando microscopia de
forga atomica. Os sarcomeros obtidos das amostras de carne, coletadas apos o resfriamento das
carcagas, apresentaram comprimento médio de 1,76 um, mensurados por esta técnica.
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MEASUREMENT OF BEEF SARCOMERE LENGTH USING ATOMIC FORCE
MICROSCOPY

Abstract: The sarcomere is the contractile unit of the muscle and plays an important role on meat
quality. Its length may vary during processes involved in beef production, mainly after slaughtering,
where the "cold shortening" phenomenon may occur, associated with loss of meat quality. Atomic
force microscopy is a technique that allows to obtain surface topography samples micrometer and
nanometer scales accurately and details that are not possible to obtain by electron or optical
microscopy. This study presents a simple method of preparing samples for sarcomere length
measurement using atomic force microscopy. The sarcomeres obtained from beef after cooling of
carcasses had an average length of 1.76 um, measured by this technique.
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1. Introducao

Existem varios fatores que influenciam diretamente a qualidade da carne bovina que chega
ao consumidor, e, dentre eles podem ser citados: idade, peso, sexo,grupo genético, € manejo pré e
pos abate. Uma informagdo importante para analises ou para acompanhamento desses processos € a
medida do comprimento do sarcomero que ¢ a unidade contratil do musculo, responsavel pela
contragdo e expansao muscular. Quando ele sofre encurtamento ha a tendéncia da carne tornar-se
mais rigida (ERTBJERG & POULANNE, 2017; HOPKINS & THOMPSON, 2001). Entretanto,
além do comprimento, outras dimensdes podem variar e ¢ necessario considerar outras variaveis
envolvidas no processo. Conhecer tanto as dimensdes quanto a morfologia dos sarcomeros podem
auxiliar no melhor controle nas etapas de produgdo da carne.

O comprimento do sarcomero ¢ usualmente mensurado pelas técnicas de microscopia por
contraste de fase ou difracao de raios laser, mas podem ser sujeitas a erros e nao fornecem dados de
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outras dimensoes, além do comprimento. A microscopia de for¢a atdmica (MFA) ¢ uma das técnicas
de microscopia de varredura de probe que permite obter imagens topograficas de amostras ndo
condutoras de eletricidade (BERNARDES-FILHO & MATTOSO, 2005). Ela consiste no
monitoramento da movimentagdo de um cantilever, que possui dimensdes microscdpicas, sobre uma
amostra monitorando a for¢a que ele exerce sobre a superficie desta. Portanto, a MFA seria uma
alternativa para mensuragdo do comprimento do sarcomero. Este trabalho teve como objetivo
apresentar uma metodologia de preparagcdo de amostra € mensuragao do comprimento do sarcomero
pela técnica da MFA.

2. Materiais e Métodos

As amostras de fibras musculares foram obtidas a partir de pedaco do musculo longissimus,
de animais da raga Nelore. Uma amostra de carne pesando 0,3g foi colocada em um tubo, de vidro
de 50ml, contendo SmL de 4dgua destilada e homogeneizada em um ultra turrax, modelo T10, marca
IKA, por 30s. Em seguida, uma peneira com furos de 0,5mm de didmetro foi utilizada para retirada
de aglomerados e fibras longas. A amostra resultante foi adicionada agua destilada até se obter o
volume de 30mL. O liquido foi homogeneizado por agitacio. O material foi depositado com
micropipeta sobre placas de mica, com dimensao de 1 x 1cm, recém clivadas e colocado para secar
em dessecador por 3 horas. Apos este periodo de tempo, a 1amina de mica foi colada sobre lamina de
vidro de microscopia Optica, para obtencdo das imagens.

O equipamento de MFA utilizado neste estudo foi um Nanosuf modelo Flex, com sistema de
varredura de 100um e capacidade de compensagdo de eixo Z de 10um. O modo de aquisi¢do foi o
vibracional (tfapping mode). Os cantileveres utilizados foram do modelo TAP 150-G, com
frequéncia de ressonancia tipica de 130KHz, fabricados pela Budget Sensors. O MFA foi montado
sobre um microscépio invertido Zeiss modelo Axiovert 1.

As imagens de MFA foram obtidas em campos de varredura de 20um com 256 linhas e
frequéncia de varredura de 1,2Hz. Os sarcomeros foram localizados na ldmina de mica com o
auxilio do microscopio invertido.

As dimensoes dos sarcomeros foram medidas a partir das imagens com auxilio do software
livte Gwyddion versdo 2.53 (https://gwyddion.net). Este sofiware de processamento permite
obtencdo de varias informagdes das imagens, entre elas: rugosidade total e parcial, extragdo de
perfis, medidas de dimensdes nos eixos X, y € z, processamento 3D com variagdo de posi¢do de
iluminagao e representagdo da superficies com varias faixas de tonalidade.

3. Resultados e Discussao
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Figura 1. Imagem de sarcomero obtida com microscopia de forga atomica; (a) imagem

bidimensional com escala lateral de alturas; (b) imagem tridimensional;). A cor das imagens decorre
da escolha da paleta de cores “gold” no software Gwyddion.
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A figura 1 apresenta imagens de MFA de uma fibra de carne, em que € possivel identificar a
estrutura anelar repetitiva dos sarcomeros que a compdem. As partes mais escuras das imagens
representam as superficies da mica; as partes mais claras representam as partes mais altas que
evidenciam a fibra muscular.

O comprimento do sarcomero foi obtido medindo, na linha tragada ao longo da fibra
muscular (figura la), a separacdo entre as regides mais altas da fibra muscular, como ilustrado na
figura 2, foi utilizada para obter as medidas.
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Figura 2. Perfil do sarcomero obtidos pela linha 1 da imagem da figura 1a.

Foram obtidas imagens de 4 fibras distintas em que foi possivel obter o comprimento médio
(no sentido da fibra) de 27 sarcomeros. O valor médio medido para o comprimento foi de 1,76 +
0,1 Tpm.

4. Conclusoes

As concentracdes de material e solvente (dgua) se mostraram adequadas para obtencdo de
fibras separadas na superficie da mica, ou seja, sem a presenca de aglomerados.

O uso do modo vibracional para obten¢do das imagens de MFA ndo causou danos as fibras.
Durante as varreduras nao foram observadas deslocamentos ou danos nas fibras causadas pelas
varreduras realizadas. Desta forma a metodologia aqui apresentada se mostrou adequada para
fixacdo das fibras na superficie de suporte.

A qualidade dos dados obtidos permitiu obter a dimensdo dos sarcomeros com precisdo, pois
o desvio obtido foi inferior a 7%.

A metodologia aqui apresentada se mostrou simples e eficiente para medi¢ao das dimensoes
de sarcomeros de fibras musculares, o que ¢ util para analise de qualidade de carnes.
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