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MENDONCA, Fernanda Jéssica. Caracterizagao de parametros bioquimicos e
estruturais de filés de frango Spaghetti meat e aplicagdao em produtos carneos.
2020. 127 fl. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) —Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

A miopatia Spaghetti meat (SM) é caracterizada por alteragdes estruturais no tecido
conjuntivo intramuscular do peito de frango, que apresenta aspecto fragmentado das
fibras semelhante a um macarrdo espaguete, raz&o pelo qual foi denominada de
“carne espaguete”. Estudos sobre esta miopatia e os impactos econdmicos ainda séo
escassos. Assim, o objetivo desta pesquisa foi caracterizar filés SM através da
avaliagcao dos parametros bioquimicos, histopatoldgicos, tecnoldgicos e funcionais e,
além disso, elaborar e avaliar formulagdes de salsicha de frango e de filés de frango
marinados cozidos desfiados congelados utilizando-se filés SM, como alternativa para
0 emprego das carnes com esta anomalia. Os filés foram provenientes de um
frigorifico comercial e foram classificados, apds a separagdo mecanica, por um
especialista treinado através de avaliagéo visual em filés SM (aqueles com a presenga
de fibras enfraquecidas e/ou soltas) e filés Normais (sem alteragdes visuais). Ambos
filés foram analisados quanto a sua composi¢cdo quimica aproximada, histopatologia,
pH, cor (L*, a* b*), forca de cisalhamento, capacidade de retencdo de agua (CRA),
perda de peso por cozimento (PPC), desnaturagdo proteica, capacidade de
emulsificacao, teor de colageno total, soluvel e insoluvel e comparagao estimada entre
o teor de piridinolinas. Salsichas de carne de frango e frango desfiado foram
elaborados com filés SM e normais e foram avaliados quanto a composicao quimica,
cor, CRA, aroma de requentado, atividade de agua, perda de peso por
descongelamento, perfil de textura e oxidagao lipidica durante o armazenamento. Os
filés com miopatia SM apresentaram menor teor de proteinas (3,28%), necrose
moderada a severa do endomisio e extensiva necrose do perimisio, cor mais
amarelada (12,52%), menor forgca de cisalhamento (crus 22,07% e cozidos 32,75%),
menor CRA (3,22%), maior PPC (11,35%), menores teores de colageno total (14,68%)
e insoluvel (18,58%) e menor razdo entre o teor de colageno e proteinas (12,13%)
quando comparados com filés Normais. Nao houve diferengas entre os dois tipos de
filés quanto a composicao de lipidios, cinzas, umidade, pH, parametros de cor L* e a*,
desnaturacdo proteica, capacidade de emulsificagdo, teor de colageno soluvel e
comparacao estimada do teor de piridinolinas. Estas caracteristicas sdo concordantes
com o aspecto visual e de textura de filés de frango SM, e corroboram a ideia de que
o rapido crescimentos das aves e a imaturidade do colageno depositado na estrutura
muscular contribuem para o desenvolvimento desta anomalia. Em relagdo aos
produtos elaborados com filés SM apresentaram menor teor de proteinas (3,9% nas
salsichas e 5,6% no frango desfiado) ocasionando menor CRA quando comparados
aos produtos elaborados com filés Normais. Os filés SM nao afetaram a oxidagao
lipidica e dureza das salsichas e nem oxidacdo lipidica, aroma de requentado e
parametros de cor L* e b* no frango desfiado. Os resultados demonstraram que o
emprego de filés SM na elaboragao de salsichas de frango e frango desfiado é uma
alternativa viavel para aproveitamento destes filés, reduzindo prejuizos econémicos.

Palavras-chave: Colageno. Forga de cisalhamento. Histologia. Piridinolina.
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ABSTRACT

Spaghetti meat (SM) myopathy is characterized by structural changes in the
intramuscular connective tissue of chicken breast, which presents a fragmented aspect
of the fibers similar to spaghetti pasta, so it is was called “spaghetti meat”. There are
few studies yet about this myopathy and the economic impacts caused. Thus, the
objective of this study was to characterize SM fillets by evaluating biochemical,
histopathological, technological and functional parameters and, additionally, to
develop and evaluate chicken sausages formulations and frozen marinated cooked
shredded chicken fillets formulations using SM fillets, as an alternative to the use of
meat with this anomaly. The fillets were obtained from a commercial slaughterhouse
and were classified, after mechanical separation from the carcass, by visual evaluation
by a trained specialist. SM fillets were those with weakened and/or loose fibers, and
Normal fillets were those without visual changes. Both fillets were analyzed for
proximate chemical composition, histopathology, pH, color (L*, a*, b*), shear force,
water holding capacity (WHC), cooking loss (CL), protein denaturation, emulsification
capacity, total, soluble and insoluble collagen content and estimated comparison
between pyridinolines content in SM and Normal fillets. Chicken meat sausages and
shredded chicken were elaborated with SM fillets and Normal fillets and were
evaluated for proximate chemical composition, color, WHC, warmed-over flavour,
water activity, weight loss after thawing, texture profile and lipid oxidation during
storage. Fillets with SM myopathy presented lower protein content (3.28%), moderate
to severe necrosis of the endomysium and extensive necrosis of the perimysium, more
yellowish color (12.52%), less shear force (raw 22.07% and cooked 32.75%), lower
WHC (3.22%), higher CL (11.35%), lower levels of total (14.68%) and insoluble
collagen (18.58%), and lower collagen/protein ratio than the Normal samples. There
were no differences between the two types of fillets in relation to the lipid, ash and
moisture contents, pH, color parameters L* and a*, protein denaturation, emulsification
capacity, soluble collagen and estimated comparison of pyridinoline. These
characteristics are consistent with the visual and texture aspect of SM chicken fillets,
and corroborate the idea that the rapid growth of birds and the immaturity of collagen
deposited in the muscular structure contribute to the development of this anomaly. In
relation to products elaborated with SM fillets, they presented a lower protein content
(3.9% in sausages and 5.6% in shredded chicken), causing a lower WHC when
compared to products made with Normal fillets. SM fillets did not affect the lipid
oxidation and hardness of the sausages, and did not affect the lipid oxidation, warmed-
over flavour and color parameters L* and b* in the shredded chicken. The results
showed that the use of SM fillets in the elaboration of chicken sausages and shredded
chicken is a viable alternative for using these fillets, reducing economic losses.

Key-words: Collagen. Shear Force. Histology. Pyridinoline.
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1 INTRODUGAO

O setor avicola brasileiro ocupa lugar de destaque no cenario mundial,
uma vez que o Brasil € o maior exportador de carne de frango. De janeiro a agosto de
2020, o pais exportou mais de 2,8 milhdes de toneladas de carne de frango in natura
e produtos processados, 0 que representa um aumento de 1,8% em relagdo ao
mesmo periodo do ano passado, mesmo em um cenario de pandemia da doenca
COVID-19 (ABPA, 2020). Em 2019, o consumo per capita de carne de frango foi de
42,8 kg, absorvendo 68% da produgao total (EMBRAPA, 2020).

A industria avicola busca pelo aprimoramento de seus produtos,
primando pela qualidade e maciez associadas a uma produg¢ao mais rapida e lucrativa.
E tem se baseado em praticas como adaptag¢des na dieta, criagcao e selegao genética
de linhagens de frangos de corte. Como resultados, além dos efeitos positivos como
o rapido crescimento da ave, modificagbes proteicas, estruturais e o surgimento de
miopatias vém ganhando destaque como efeitos colaterais negativos (VELLEMAN et
al., 2003; ZAPATA et al., 2012; SOGLIA et al., 2018; SOGLIA; MAZZONI; PETRACCI,
2019).

A ocorréncia de miopatias como white striping (WS) e wooden breast
(WB) tem sido exponencialmente reportadas nos ultimos anos, e alguns autores
associam o rapido crescimento do frango e a selegao genética como possiveis fatores
relacionados a estes problemas (KUTTAPPAN et al., 2013; PETRACCI et al., 2014;
VELLEMAN; CLARK, 2015; SOGLIA et al., 2016, SOGLIA et al., 2018; SOGLIA;
MAZZONI; PETRACCI, 2019).

A miopatia denominada Spaghetti meat (SM), embora ainda relatada
com menor frequéncia, € uma alteragao estrutural no filé de frango caracterizada pela
textura fragmentada apresentada pela carne, que pode desintegrar-se com a pressao
dos dedos. A carne com esta anomalia apresenta baixa coesdo estrutural e a
imaturidade do tecido conjuntivo pode estar relacionada ao problema (VOUTILA et al.,
2009; PETRACCI; CAVANI, 2012; BALDI et al., 2018; SOGLIA; MAZZONI;
PETRACCI, 2019; TASONIERO et al., 2020).

O comprometimento visual dos filés ocasionado por miopatias faz com
que sejam destinados a condenagao parcial ou aplicagao na elaboragdo de produtos
processados, como salsicha, mortadela, nuggets, entre outros (PETRACCI et al.,

2015). Em geral, produtos que levam adicdo de carne mecanicamente separada
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(CMS) e miudos, como a salsicha, sdo mais baratos e acessiveis a populagao, além
de serem menos afetados pelas variagdes de prego de graos (GUERREIRO, 2006). A
variagao de preco do frango inteiro sofreu aumento acumulado de 12,01% no ano de
2019, enquanto a salsicha aumentou apenas 2,77% (IBGE, 2020).

Outra opcao de produto processado, no qual podem ser utilizados filés
acometidos por miopatias, € o filé de frango marinado cozido e desfiado,
comercializado na forma congelada, sendo necessario apenas que consumidor
aquecga o produto para o consumo. Este tipo de alimento enquadra-se na categoria
ready-to-eat food (alimento pronto para comer), assim como lasanhas e pizzas
congeladas que so precisam ir ao micro-ondas, e atualmente possuem alta demanda
em virtude de sua praticidade (KIELING; DELARCO; PRUDENCIO, 2019). A
marinagao confere sabor agradavel ao produto carneo, além de diminuir as perdas de
massa durante a coc¢ao em virtude da adi¢cao de sais, agregando valor ao produto e
gerando lucros (SMITH; ACTON, 2010).

Destaca-se que a até o presente momento, ndo foram encontrados
resultados na literatura referentes a aplicacdes de filés SM em produtos carneos, a
utilizacado destas carnes em produtos emulsionados ou com maior valor agregado
pode ser uma alternativa viavel para reduzir perdas econémicas, sendo necessario
avaliagcdo das caracteristicas do produto final. Assim, torna-se importante investigar
alteragdes bioquimicas, histopatologicas, tecnolégicas e estruturais do tecido
conjuntivo intramuscular de filés de frango SM, e avaliar as caracteristicas de produtos
elaborados com filés SM, como salsicha e filé de frango marinado cozido e desfiados
visando diminuir o impacto desta anomalia no setor avicola. Espera-se que os
resultados possam contribuir para futuras solugdes ou alternativas para o emprego de
files SM.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar, caracterizar e comparar parametros bioquimicos, histopatoldgicos e

tecnoldgicos de filés de frango Spaghetti meat (SM) e Normais;

Elaborar produtos carneos empregando filés de frango SM e Normais, e avalia-

los em relagao a parametros de qualidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar e comparar os filés SM e Normais em relacdo a pH, cor,
capacidade de retencédo de agua (CRA), perda de peso por cozimento (PPC),
forca de cisalhamento, capacidade de emulsificagdo, desnaturagao proteica,
composi¢cao quimica aproximada, teores de colageno total, soluvel e insoluvel

e teor estimado de piridinolinas.

Avaliar a morfologia geral do tecido quanto a alteragdes histopatoldgicas

através de microscopia optica.

Elaborar e caracterizar salsichas de carne de frango com filés SM e Normais e
compara-los em relagao a cor, atividade de agua (aw), capacidade de retengao
de agua (CRA), perfil de textura (TPA), oxidagédo lipidica (TBARS) e

composicao quimica aproximada.

Elaborar e caracterizar filés de frango marinados cozidos e desfiados
empregando-se filés SM e Normais e compara-los em relagao a cor, atividade
de agua (aw), perda de peso por descongelamento (PPD), oxidacéao lipidica

(TBARS), aroma de requentado (WOF) e composi¢cao quimica aproximada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ESTRUTURA DO TECIDO MUSCULAR

Compreender a organizagdo da estrutura muscular e seus
constituintes basicos € importante para um bom entendimento das propriedades
afetadas em filés SM e dos fendmenos que ocorrem durante a transformacgéao do tecido
muscular em carne.

A musculatura esquelética é formada por trés tipos de tecido: o
muscular estriado, o conjuntivo propriamente dito (ou fibroso) e o adiposo, sendo o
tecido conjuntivo o principal responsavel pela sustentacdo muscular (MARIEB;
HOEHN, 2012). O musculo esquelético é composto por uma estrutura complexa e
hierarquica, em que a unidade estrutural é a fibra muscular, como representado na

Figura 1.

Figura 1 — (a) Representacado esquematica da organizagao estrutural macroscopica
do musculo esquelético (b) Fotomicrografia de uma secgéao transversal de parte de um
musculo esquelético (30x)

- ; Osso Epimisio 41} . e Epimisio

Perimisio

Endomisio

Fibra muscular
] no meio de um
EE  fasciculo

Vaso sanguineo
Perimisio envolvendo um fasciculo

Endomisio
{entre fibras musculares individuais)

Fibra muscular

Fasciculo
(a) T~—Perimisio
Fonte: Marieb; Hoehn (2012. Adaptado).

Macroscopicamente observam-se feixes (fasciculos) de fibras

celulares alongadas e multinucleadas que contribuem para o aspecto estriado do
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musculo esquelético. Envolvendo estes fasciculos encontra-se uma camada externa
de tecido conjuntivo denominado epimisio. Os finos tecidos que se estendem para
dentro e envolvem os feixes constituem o perimisio, enquanto que a unidade de tecido
conjuntivo que envolve cada fibra recebe o nome de endomisio (PURSLOW, 2005;
STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010; MARIEB; HOEHN, 2012).

A membrana da célula muscular € chamada de sarcolema e o
citoplasma de sarcoplasma (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; STRASBURG; XIONG;
CHIANG, 2010). Além disso, a célula é multinucleada e possui trés estruturas
altamente modificadas, como as miofibrilas, o reticulo sarcoplamatico e os tubulos T,
que desempenham importante papel no processo de contracdo muscular
(STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010; MARIEB; HOEHN, 2012).

As miofibrilas possuem um arranjo ordenado de miofilamentos, em
que os filamentos grossos se denominam miosina e os finos actina. Essa organizagéo
confere o aspecto estriado da miofibrila, que é composta pela banda |, formada por
filamentos finos n&o invadidos por filamentos grossos, e pela banda A, formada
principalmente por filamentos grossos. A banda H localiza-se no centro da banda A e
e formada somente pelos filamentos grossos. No centro de cada banda | aparece uma
linha transversal escura denominada linha Z. A distancia entre duas linhas Z é
conhecida como sarcémero, que € a menor por¢ao da fibra muscular com capacidade
de contracdo e distensédo (Figura 2) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; MARIEB,;
HOEHN, 2012).

Mais de 65 proteinas estdo associadas a estrutura dos sarcémeros,
dentre elas, nebulina, titana e troponina, e podem ser divididas em trés grandes
classes: as proteinas miofibrilares, as sarcoplasmaticas ou as do estroma
(FRATERMAN et al., 2007; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

As proteinas miofibrilares correspondem a maior classe de proteinas
do tecido muscular, de 50 a 60%, dentre elas as proteinas responsaveis pela
contragdo muscular, como actina e miosina, pela regulacédo da contragdo, como
tropomiosina e troponinas, além das proteinas citoesqueléticas responsaveis pela
estruturagdo da organela, como titina, desmina, actininas e nebulina. Como
caracteristicas, as proteinas desse grupo solubilizam-se em solugdes salinas com
contracdes maiores que 0,3 mol L' e sdo conhecidas como a fragdo solivel em sais
das proteinas musculares. Essas caracteristicas sdo importantes tanto do ponto de

vista fisiolégico quanto do ponto de vista tecnoldgico, uma vez que estas proteinas
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correspondem a aproximadamente 50% da maciez e 97% da capacidade de retencao
de agua da carne, ou seja, da suculéncia (STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010;
GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

Figura 2 — Esquema da anatomia microscépica da fibra muscular esquelética

Banda & escura Bandalclara Micleo

= R e et
(Aclin) - linia Z

Fonte: Marieb; Hoehn (2012. Adaptado).

A fracdo de proteinas sarcoplasmaticas, encontradas no
sarcoplasma, corresponde a cerca de 30% do musculo. Formam esse grupo enzimas
que atuam no metabolismo celular, como a creatina quinase e as enzimas glicoliticas,
a mioglobina, principal responsavel pela coloragao da carne, e enzimas de importante
papel tecnoldgico apds o abate do animal, como o complexo enzimatico de calpainas
que atuam no processo de amaciamento da carne maturada. Como caracteristicas,

algumas proteinas sarcoplasmaticas apresentam solubilidade em agua (albuminas) e
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outras em solugdes salinas diluidas (globulinas) (STRASBURG; XIONG; CHIANG,
2010; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

As proteinas do estroma correspondem a cerca de 10 a 20% das
proteinas musculares, mas variam com fatores como idade e espécie, e possuem
funcdo de sustentacdo do tecido. Estas proteinas gelatinizam-se sob calor e séo
insoluveis em agua e solugédo salina, mas soluveis em condigbes mais acidas e
basicas. Dentre as principais proteinas deste grupo encontram-se a elastina, a
reticulina e o colageno (STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010; GOMIDE; RAMOS;
FONTES, 2013).

3.2 COLAGENO

O perimisio e o endomisio constituem o tecido conjuntivo
intramuscular e contribuem para a dureza da carne, sao ricos em colageno e elastina.
O colageno é uma proteina fibrosa que corresponde a cerca de 30% do total de
proteinas dos mamiferos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; RICARD-BLUM, 2011). O
colageno desempenha papel estrutural e confere propriedades mecénicas aos
tecidos, € o principal constituinte das cartilagens e tecidos conectivos, possui elevado
teor de prolina, glicina e hidroxiprolina em sua constituigao (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004; STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010).

Sao conhecidos 28 tipos de colageno distintos geneticamente e que
sdo denominados por algarismos romanos (tipo | até tipo XXVIII) (RICARD-BLUM,
2011). A unidade estrutural do colageno é o tropocolageno (Figura 3), e trés unidades
estruturais unidas de forma torcida, associadas por interacées quimicas, em hélice
dao origem a fibrila de colageno (ORDONEZ et al., 2005; SHOULDERS; RAINES,
2009; STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010). As cadeias polipeptidicas,
denominadas de cadeias alfa (a-), apresentam uma sequéncia basica estrutural de
aminoacidos, composta por um tergo de glicina, medindo em torno de 280 nm e podem
ser idénticas ou diferentes na sequéncia de aminoacidos, dependendo do tipo de
colageno (SHOULDERS; RAINES, 2009; STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010;
GOMIDE, RAMOS, FONTES, 2013). Alguns tipos de colageno sé&o restritos a alguns
tecidos e, portanto, apresentam fungdes bioldgicas especificas (RICARD-BLUM,
2011).
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Figura 3 - Representacéo da estrutura da tripla hélice de colageno. (a) Estrutura do
cristal de uma tripla hélice de colageno, formada por (ProHypGly)s—(ProHypAla)—
(ProHypGly)s. (b) Vis&o de baixo de uma tripla hélice (ProProGly)io com as trés
cadeias representadas no modelo espacial, bola e vareta e de fita. (c) Representagéo
no modelo bola e vareta de um segmento de tripla hélice de colageno, destacando as
ligagcdes de hidrogénio. (d) Representacdo ndo espacial das interagdes destacadas
no segmento representado em (c)

a _ b

c d
N1 N2 N3
i Gly Pro... - Hyp
Pro..,. Hyp Gly
Hyp  Hyp "Gy . Pro
Gcly "7 Pro Hyp
c1 c2 c3

Pro

c1 4 g \‘3

Hyp
Fonte: Adaptado de Ricard-Blum, (2011).

O colageno é classificado em grupos (Figura 4), de acordo com a
estrutura supramolecular que ele forma, sdo eles: colageno fibroso, colageno
formador de rede, colageno filamentoso e colageno associado a fibrilas
(SHOULDERS; RAINES, 2009; STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010; RICARD-
BLUM, 2011). Os colagenos formadores de fibrilas sdo responsaveis por 90% dos

tipos de colageno existentes, e desempenham papel estrutural nos tecidos (RICARD-
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BLUM, 2011).

Figura 4 — Exemplos de grupos de colageno de acordo com a estrutura
supramolecular formada
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T Filamentoso (colageno V1)

( j_ ‘:} - — = —

Formadores de rede (colageno IX)

Associado a fibrilas (colageno VII) §2

Fonte: Shoulders; Raines, (2009).

O colageno do tipo | é considerado o mais importante e é o principal
tipo constituinte da pele, tenddes, ligamentos e ossos de mamiferos (SHOULDERS;
RAINES, 2009; RICARD-BLUM, 2011). Ele é formado por duas cadeias polipeptidicas
a1(l) e por uma cadeia az(l) (RICARD-BLUM, 2011). Uma cadeia de polipeptideos
comum, tipica deste tipo de colageno, apresenta cerca de 1000 residuos de
aminoacidos com repeti¢des ao longo da cadeia da sequéncia (Gly—X-Y)n, em que o
residuo X, é quase sempre a prolina, e o Y a hidroxiprolina ou hidroxilisina. Os outros
aminoacidos sao formados por hidroxilagdo pos-translacional de prolina e lisina,
através da prolil hidroxilase e pela lisil hidroxilase, respectivamente. Em geral, a
composi¢cao aproximada do colageno é de 33% de glicina, 12% de prolina, 11% de
alanina, 10% de hidroxiprolina, 1% de hidroxilisina e pequenas quantidades de
aminoacidos polares e carregados (SHOULDERS; RAINES, 2009; STRASBURG;
XIONG; CHIANG, 2010).

Os aminoacidos hidroxiprolina e glicina sao diferenciais na molécula

de colageno, proporcionando caracteristicas especiais a essa proteina. A
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hidroxiprolina confere estabilidade térmica a molécula de colageno e € encontrada em
quantidade significativa somente em proteinas de colageno (RICARD-BLUM, 2011).
A glicina, por sua vez, permite que o colageno assuma sua conformagao diferenciada
em tripla hélice, o tamanho reduzido do atomo hidrogénio, em comparagao a outras
cadeias de aminoacidos, faz com que a glicina seja o unico aminoacido cuja cadeia
pode adaptar-se (SHOULDERS; RAINES, 2009; STRASBURG; XIONG; CHIANG,
2010).

As moléculas de colageno sao sintetizadas nos tecidos a partir da
formacgao do pré-colageno, precursor do tropocolageno, por fibroblastos em diversos
tecidos, por condrécitos na cartilagem e por osteoblastos no tecido 6sseo. O pro-
colageno é secretado na forma de uma tripla hélice com extremidades nao-helicoidais
e pela agao de peptidases que clivam os dominios nao helicoidais, o pré-colageno
torna-se tropocolageno. As cadeias de tropocolageno por sua vez, se autopolimerizam
para formar uma fibrila colagena com estriagcbes (STRASBURG; XIONG; CHIANG,
2010).

A analise de quantificagao do colageno em tecidos animais requer sua
extracdo por meio de sua solubilizacdo em solugdo aquosa e aquecimento
prolongado. A extragdo ainda requer a hidrdélise estrutural do colageno para obtengao
da hidroxiprolina livre quantificavel, que por ser comum apenas em moléculas de
colageno, é usada como indicador do teor de colageno (WOESSNER JR, 1961;
RICARD-BLUM, 2011). Sua determinacao colorimétrica é feita apds sua oxidacéo a
pirrol (Figura 5) com cloramina T e reagdo com 4-dimetilaminobenzaldeido (reagente
de Ehrlich), que resulta em um composto de coloragdo vermelho-purpura (DELLA
TORRE; LICHTIG; BERAQUET, 2004).

O colageno presente na carne exerce influéncia sobre sua textura e
seu conteudo esta relacionado ao estado de desenvolvimento do perimisio (OSHIMA
et al., 2009). Animais com idade mais avancada tendem a apresentar maior
desenvolvimento do perimisio e consequentemente apresentam conteudos de
colageno maiores. A influéncia sobre a textura, porém, é devida principalmente ao
desenvolvimento de ligagbes covalentes cruzadas intermoleculares de colageno e n&o
necessariamente ao teor de colageno (CORO, YOUSSEF, SHIMOKOMAKI, 2003;
NAKAMURA et al., 2004). A conversdo de ligagcbes cruzadas redutiveis em ligagbes
cruzadas maduras ocorre progressivamente a medida que os animais atingem a

maturidade fisiolégica, sendo quase que total na senescéncia (BAILEY;
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SHIMOKOMAKI, 1971; FUJIMOTO; MORIGUCHI, 1978; HORGAN et al., 1991).

Figura 5 - Mecanismo proposto para reagao de oxidagao da hidroxiprolina a pirrol. A
hidroxiprolina representada em (l) € oxidada inicialmente a acido a-ceto-y-hidroxi-0-
aminovalérico linear (ll), que permanece em equilibrio com a estrutura ciclica de acido
N’-pirrolina-4-hidroxi-2-carboxilico (lll). A perda da molécula de agua resulta uma
estrutura instavel (IV) a qual, espontaneamente, através de rearranjo, resulta em acido
pirrol-2-carboxilico (V). A etapa final de descarboxilagao a pirrol (V1) ocorre durante o
aquecimento apos a adigdo do reagente cromogénico, 4-dimetilaminobenzaldeido
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Fonte: Della Torre; Lichtig; Beraquet, (2004).
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As ligagdes cruzadas de colageno sdo formadas pelas extensdes
peptidicas dos grupamentos amino e carboxi-terminais, que sdo denominadas
telopeptideos. Essas ligagdes covalentes cruzadas intermoleculares de colageno
conferem a estrutura estabilidade e variam ao longo da vida dos mamiferos
(SHOULDERS; RAINES, 2009; RICARD-BLUM, 2011).

No colageno recém-sintetizado, ligagdes cruzadas redutiveis sao
formadas, mas conferem baixa estabilidade a molécula de colageno, sao as ligagoes
aldiminas e cetoaminas, consideradas pouco estaveis e imaturas. As ligagdes
imaturas s&o importantes para a pele de animais jovens e sao formadas por meio da
acao da enzima lisil oxidase (BAILEY; SHIMOKOMAKI, 1971; STRASBURG; XIONG;
CHIANG, 2010).

Durante o desenvolvimento do animal, ligagdes cruzadas
intermoleculares intermediarias sdo formadas e, posteriormente, sdo substituidas
biologicamente por ligacoes cruzadas permanentes, as ligacoes
dehidrohidroxilisinonorleucina (HLN) e dehidrodihidroxilisinonorleucina (DHLN) s&o

consideradas compostos intermediarios da rota biossintética das ligagbes cruzadas
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permanentes, ou maduras (BAILEY; SHIMOKOMAKI, 1971).

As ligagbes cruzadas permanentes sao as que conferem maior
resisténcia a estrutura de colageno, sao ligagdes irreversiveis e estdo associadas a
textura mais dura da carne de animais mais velhos (CORO, YOUSSEF,
SHIMOKOMAKI, 2003). A hidroxilisilpiridinolina (HP) e a lisilpiridinolina (LP) s&o
ligagbes trivalentes, n&o reduziveis por boro-hidreto, estaveis ao calor e naturalmente
fluorescentes. Em cartilagens, predomina-se a HP como ligagdo cruzada
predominante, enquanto nos musculos ha a prevaléncia da ligagao LP (EYRE; KOOB,;
VAN NESS, 1984). A redugéo da solubilidade do colageno em animais mais velhos
esta relacionada ao aumento da concentragdo das piridinolinas (CORO, YOUSSEF,
SHIMOKOMAKI, 2003).

3.3 TRANSFORMACAO DO MUscULO EM CARNE

O tecido muscular vivo é metabolicamente bastante desenvolvido e
capaz de converter energia quimica em energia mecanica, seja pelo processo de
respiragdo celular, seja pela via glicolitica anaerdbica quando o aporte de oxigénio
nao é suficiente (STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010). Apos o abate do animal,
porém, a interrupg¢ao do fluxo sanguineo e a consequente interrupgéo do suprimento
de oxigénio iniciam o processo de transformagao do musculo em carne, ocorrendo
modificagdes quimicas e estruturais significativas. A forma e intensidade com que
estes eventos fisicos e quimicos ocorrem, bem como as condigdes do animal antes
do abate, determinam a qualidade da carne (DE FREMERY; POOL, 1963;
STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010).

A manutencao das condicdes metabdlicas em harmonia quando o
animal esta vivo é também chamada de homeostase, e € em fungado da busca pelo
reestabelecimento da homeostasia que as mudangas bioquimicas e estruturais
acontecem apds o abate do animal (GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013). Apos a
morte do animal da-se inicio ao processo de rigor mortis, no qual ocorre a formacéao
de ligagbes cruzadas permanentes entre miofilamentos de actina e miosina, formando
a actomiosina e ocasionando o enrijecimento da musculatura (DE FREMERY; POOL,
1963; STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010). Este processo € dependente da
temperatura, pH e quantidade de glicogénio presente na musculatura dos animas

antes do abate, ocorrendo de maneira mais rapida em aves que em outros animais
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como suinos e bovinos (MCKEE et al., 1997; LAWRIE, 2005).

Temperatura elevadas (proximas a 40°C) aceleram a queda do pH,
enquanto baixas temperaturas podem retardar esse processo, sendo necessario um
maior intervalo de tempo para que o musculo alcance o pH final. Condi¢cbes de
estresse pré-abate também podem afetar a curva glicolitica e aumentar as taxas de
glicogénio disponivel no musculo, ocasionando a incidéncia de carnes com
caracteristicas PSE (Pale, Soft, Exudative) (OLIVO; GUARNIERI; SHIMOKOMAKI,
2001; ORDONEZ et al., 2005; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

Logo apds o abate, o animal possui disponivel em sua musculatura
adenosina trifosfato (ATP) e fosfocreatina, bem como pH variando entre 6,9 a 7,2 em
condigdes normais (descanso adequado, alimentagdo adequada, auséncia de
estresse térmico, etc). In vivo, a ATP disponivel é a principal responsavel pela
manutengdo do metabolismo, porém quando o aporte de oxigénio cessa, em
decorréncia da sangria do animal, o musculo torna-se anaerdbico e a glicdlise
anaerobica torna-se a principal via metabdlica para geragédo de ATP (em quantidade
inferior a do processo respiratério) (LAWRIE, 2005; OUALI et al., 2006; PAREDI et al.,
2012). Sdo degradadas inicialmente as reservas de fosfocreatina e em seguida as de
glicogénio, que originam acido piruvico pela via glicolitica. Uma vez que o musculo
estda em anaerobiose, o acido piruvico ndo entra no ciclo de Krebs, sendo
transformado em &acido latico (reagéo catalisada pela lactato desidrogenase) que se
acumula e é responsavel pelo declinio do pH muscular (PAREDI et al., 2012).

Ainda devido ao fato de haver disponibilidade de ATP no musculo logo
apos o abate, o transporte dos ions Ca?* para o reticulo sarcoplasmatico pelo sistema
bomba de calcio-ATP é continuado e a concentragéo de ions Ca?* nas miofibrilas é
aumentado em torno de 10 a 150 vezes, atingindo concentragdes proximas de 10 a
10 mol L'. A presenca destes ions da inicio ao processo de contragdo muscular,
similarmente a estimulagdo nervosa que induz a contracdo do musculo vivo
(STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).
Enquanto as reservas energéticas na forma de ATP forem suficientes, os
miofilamentos podem mover-se e 0 musculo ainda possui elasticidade, em
contrapartida, quando o nivel de ATP é reduzido, os ions Ca?* ndo podem mais ser
removidos do meio celular e inicia-se a formacao de pontes permanentes entre actina
€ miosina, o0 musculo perde a elasticidade e pode-se dizer que o rigor mortis foi
estabelecido ou resolvido (SWATLAND, 1994; ORDONEZ et al., 2005; STRASBURG;
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XIONG; CHIANG, 2010). Embora haja divergéncias, o mais aceito € que a conversao
do musculo em carne se da com instalagao do rigor mortis (FAUSTMAN, 1994).

ApOs a resolugao do rigor mortis inicia-se o processo de amaciamento
da carne, no qual algumas proteinas, como titana, nebulina e desmina, que séo
responsaveis pela unidao entre moléculas de actina e a linha Z, comegam a serem
degradadas. Este processo € conhecido como maturagéo e ocorre devido a agao de
proteases, que degradam as linhas Z, enfraquecem o sarcbmero e levam ao
amaciamento da carne. As principais enzimas atuantes sao as calpainas e proteases
lisossbmicas, como as catepsinas D, B, H e L (FAUSTMAN, 1994; KOOHMARAIE et
al., 2002; GOLL et al., 2003; SHIMOKOMAKI et al., 2006; PAREDI et al., 2012).

3.4 QUALIDADE DA CARNE

O crescimento constante do setor avicola no cenario nacional e a
manutencdo dos mercados consumidores estio relacionados, principalmente, com a
qualidade da carne. A qualidade da carne € uma preocupagao para as empresas e
para os consumidores, uma vez que é crescente a exigéncia por melhores produtos,
tanto por parte dos consumidores locais, quanto por parte dos mercados
importadores. O termo qualidade € amplo e complexo, uma vez que depende muito
do ponto de vista de quem é o observador e esta atrelado a inumeros aspectos, no
caso de carnes, também esta atrelado a inUmeras etapas da cadeia produtiva. O
conceito em si varia entre as classes econdémicas, as diferentes visdes industriais e
as caracteristicas pessoais dos consumidores (CASTILLO, 2006; GRUNERT;
BREDAHL; BRUNS{, 2004).

Para os consumidores, os atributos de maior importancia na decisao
para aquisicdo ou nao do produto carneo sao a aparéncia, textura, suculéncia, cor,
odor e sabor, embora alguns deles, como suculéncia e sabor, possam ser conhecidos
apenas apds a aquisicao e preparo do alimento (FLETCHER, 2002; GRUNERT;
BREDAHL; BRUNSY, 2004). Na busca de que estes atributos atendam as
expectativas do consumidor, cada vez mais os produtores investem em selegao
genética, alimentacédo de alto padréo técnico e nutricional, aves com alta taxa de
crescimento, baixos indices de conversao alimentar e aprimoramento de etapas da
linha de abate (REMIGNON et al., 1995; CASTILLO, 2006)

Fatores que ndo podem ser medidos pelo consumidor na hora da
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compra, como pH, capacidade de retengdo de agua e teor de colageno, por exemplo,
sao parametros que podem exercer influéncia direta sobre os atributos avaliados pelos
consumidores na hora da compra, como cor e textura (FLETCHER, 2002; ORDONEZ
et al., 2005; PURSLOW, 2005).

Variagdes de cor encontradas em diferentes cortes da carne de frango
geralmente estdo relacionadas ao tipo de fibra e do metabolismo predominante na
regiao do animal onde se encontra o tecido muscular. Por exemplo, na regido do peito
prevalecem fibras brancas de metabolismo anaerdbico, enquanto que nas coxas,
musculos de maior atividade, prevalecem as fibras vermelhas, que contém maiores
concentragbes de mitocéndrias e mioglobina (OBANU, 1984; GOMIDE; RAMOS;
FONTES, 2013). Os principais fatores que contribuem para a coloragao da carne de
aves sao os teores de mioglobina e hemoglobina, o estado quimico desses pigmentos
e o pH (FLETCHER, 2002; LAWRIE, 2005).

O pH muscular afeta a cor da carne, pois interfere na natureza da
ligacdo da agua com as proteinas e atinge diretamente a estrutura fisica da carne e
suas propriedades de reflexdo da luz (FLETCHER, 2002). Uma vez que a cor
observada na superficie da carne é resultado da absorgcdo seletiva da luz pela
mioglobina e por outros componentes importantes, como fibras musculares e suas
proteinas, as variacbes de pH fazem com que a cor da carne também varie
(ORDONEZ et al., 2005).

A capacidade de retengao de agua (CRA), que descreve a habilidade
do musculo reter a agua mediante a aplicagdo de forgas externas, como corte,
aquecimento, trituramento e pesagem, € um indicativo das propriedades funcionais da
carne e da qualidade de suas proteinas. A perda de umidade afeta ainda, de maneira
negativa, a maciez, textura e sabor da carne. Além de carrear nutrientes, diminuindo
a sua qualidade final (LAWRIE, 2005; ORDONEZ et al., 2005). A CRA n&o pode ser
avaliada pelo consumidor no momento da compra, mas pode ser motivo de grande
insatisfacdo do consumidor no momento do preparo.

A textura da carne pode estar relacionada a alteragdes bioquimicas
durante a instalagado do rigor mortis das aves, pH da carcaga, maturagéo e a fatores
ante-mortem, como idade, sexo, nutricdo, exercicio, e estresse durante o abate. Um
dos fatores que podem levar a obtengao de uma carne de textura extremamente rigida
€ idade avangada dos animais, isso porque ocorre a formacgéao de ligagdes cruzadas

entre as estruturas do colageno, tornando a carne irreversivelmente dura (PURSLOW,
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2005; CASTILLO, 2006). A carne de animais de idade avangada ndo é passivel de ser
identificada visualmente pelo consumidor, e a aquisicdo deste tipo de produto pode
ser causa de frustragao.

O consumidor, sendo o principal avaliador da qualidade da carne, faz
com que os produtores de carne e a ciéncia encarreguem-se do papel de garantir que
suas expectativas sejam atendidas (GRUNERT; BREDAHL; BRUNS@Q, 2004).
Atualmente, além de analises dos principais fatores relacionados a qualidade da
carne, como medida de pH, cor, CRA, avaliacdo da oxidacao lipidica, identificacdo do
perfil de acidos graxos, avaliagdo da desnaturagcdo protéica, analise de textura e
determinacdo de colageno, entre outras, o estudo de biomarcadores de crescimento
muscular e a analise protedmica da carne vém se desenvolvendo e colaborando na
proposi¢cao de novos indicadores de qualidade da carne (BENDIXEN, 2005; MULLEN
et al., 2006; HOLLUNG et al., 2007).

3.4.1 pHe Cor

ApoOs o abate do animal, o pH fisiolégico comega a diminuir no
musculo, devido ao acumulo de acido lactico proveniente da glicolise anaerdbica,
durante a instalagdo do rigor mortis. O pH final da carne, 24 horas pds abate, é um
fator determinante para sua qualidade, uma vez que a condigao das proteinas, suas
propriedades tecnoldgicas, como CRA, textura, perda de peso por cozimento,
suculéncia e estabilidade microbioldgica, e os pigmentos da carne estao intimamente
relacionados a acidez final do produto (QIAO et al., 2001; FLETCHER, 2002).

Baixos valores de pH podem causar desnaturacdo das proteinas
miofibrilares, levando a alteracdes das propriedades funcionais da carne com reducéao
dos rendimentos dos produtos. Isso acontece porque o pH interfere nas cargas das
proteinas miofibrilares, cujo ponto isoelétrico € em torno de 5,0, e valores de pH mais
baixos para carnes, tendem a aproximar-se desse valor, resultando na diminuicdo da
quantidade de carga elétrica liquida e do espagcamento entre os miofilamentos, na
precipitacdo de proteinas sarcoplasmaticas e, na diminuicdo da CRA (BERTRAM,;
KRISTENSEN; ANDRESEN, 2004). Condi¢cdes antes do abate, como estresse do
animal e periodo de jejum, podem afetar a velocidade de glicdlise, de producao de
acido latico e de queda de pH (BOND; CAN; WARNER, 2004; GOMIDE; RAMOS;
FONTES, 2013).
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Além da CRA, um importante fator relacionado ao pH da carne é a
cor, que segundo Fletcher (1999) é um dos mais importantes atributos na percepgéo
do consumidor quanto a qualidade da carne e seu frescor, pois € uma caracteristica
que influencia tanto a escolha inicial do produto como a aceitagdo no momento do
consumo. O efeito do pH sobre a cor da carne, porém, € complexo, uma vez que
muitas das reag¢des associadas aos grupamentos heme responsaveis pela cor sdo pH
dependentes e a cor também esta sujeita a alteragdes em virtude das caracteristicas
estruturais da carne e suas propriedades de refletancia de luz (OLIVO et al., 2001;
FLETCHER, 2002).

A cor observada na superficie da carne é o resultante da absorgao
seletiva de luz pela mioglobina, o principal pigmento heme muscular, por pigmentos
minoritarios, como os citocromos, e por outros importantes componentes, como as
fibras musculares e suas proteinas, e a agua presente na carne (OLIVO et al., 2001;
ORDONEZ et al., 2005).

Em relacdo as caracteristicas de reflexdo da luz pelas proteinas e
fibras musculares, quanto maior for o grau de desnaturagao das proteinas, maior sera
a birrefringéncia, ou seja, menor sera a quantidade luz transmitida através das fibras
e mais luz sera refletida, o que leva a aparéncia palida da carne (SWATLAND, 2008).
McCurdy, Barbut, Quinton (1996) e Barbut (1997) obtiveram em seus resultados
correlagao entre o valor de L* e o valor de capacidade de retencao de agua (CRA) da
carne (que € diminuida com o aumento da desnaturagao proteica), sendo que quanto
maior a palidez, menor foi a CRA.

Em relag&o ao principal pigmento da carne, a molécula de mioglobina
€ composta por duas porgdes, uma proteica denominada globina, e por um anel ou
grupo heme, néo proteico, denominado ferro protoporfirina IX. O estado quimico do
atomo de ferro na estrutura pode variar, assim como a cor resultante do complexo, no
estado intacto, o complexo é vermelho-purpura e o ferro encontra-se reduzido (Fe?*,
ion ferroso) (ORDONEZ et al., 2005; STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010).

Quando o ferro esta presente em estado reduzido, mas ligado a uma
molécula de oxigénio, o complexo chama-se oximioglobina e apresenta coloragédo
vermelho brilhante, enquanto que quando o ion esta em seu estado oxidado (Fe®*,
férrico), o complexo obtido é a metamioglobina de coloragdo marrom (ORDONEZ et
al., 2005; STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010). O processamento térmico e a cura

da carne também modificam estruturalmente a mioglobina, que pode adquirir
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tonalidades variadas, como a cor rosa e a cor verde (STRASBURG; XIONG; CHIANG,
2010).

Um dos problemas encontrados na industria da carne suina e de
frango relacionado com a variagao da cor e do pH da carne, refere-se a anomalia PSE
(pale, soft, exudative). As carnes PSE sao decorrentes de uma acelerada glicélise
post mortem, que ocasiona uma drastica diminuicdo do pH muscular, abaixo de 5,8,
ainda quando a carcaga do animal esta quente (> 35°C). Como consequéncia, as
proteinas musculares, principalmente as miofibrilares sdo desnaturadas, ocorrendo
assim uma grande perda de agua (BENDAL; WISMER-PERDERSEN, 1962;
GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013), o que torna a superficie da carne palida, flacida
e exsudativa, comprometendo as suas propriedades tecnolégicas (BREWER,;
MCKEITH, 1999; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013). A classificagdo de carnes de
frango PSE é feita pela combinagao de valores de pH baixo (< 5,8) e cor clara (L* >
53,0) da carne (SOARES et al., 2002).

Além do pH, de condicdes pré-abate e idade do animal, a cor da carne
de frango pode ser afetada por condigbes de processamento, como cozimento, tipo
de embalagem, (com ou sem presenga de luz, de Oz, de aditivos, etc...), adicdo de
substéncias como sal e nitrito, congelamento e refrigeracdo (LAWRIE, 2005;
STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

3.4.2 Capacidade de Retencdo de Agua (CRA)

A agua € o componente majoritario da carne, corresponde a
aproximadamente 75% de sua massa, enquanto que os outros quase 25% distribuem-
se entre proteinas (£ 20%), lipidios (< 5%), carboidratos (+ 1%) e vitaminas e minerais
(aproximadamente 1%). A maioria da agua na musculatura encontra-se associada as
miofibrilas e entre a membrana celular (sarcolema) e as miofibrilas (OFFER,;
COUSINS, 1992; HUFF-LONERGAN; LONERGAN, 2005). As miofibrilas possuem
habilidade em reter a agua devido a sua formacéo tridimensional, e a quantidade de
agua que pode ser retida € dependente do espaco disponivel entre os filamentos
(OFFER; TRINICK, 1983; HUFF-LONERGAN; LONERGAN, 2005).

A CRA é definida como a capacidade da carne em de reter a agua
contida em sua proépria estrutura durante a aplicagao de forcas externas, mecanicas

ou térmicas, como corte, aquecimento, trituracdo e prensagem (ORDONEZ et al.,
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2005; ZHANG et al., 2005). Esta € uma propriedade importante para a carne, uma vez
que afeta diretamente sua qualidade, positiva ou negativamente, e € um parametro
tecnolégico para a industria de carnes, pois esta relacionada com a perda de peso
pos-abate e com a qualidade e rendimento da carne e dos produtos carneos
(BERTRAM; ANDRESEN; KARLSSON, 2001; OLIVO et al., 2001).

A quantidade de agua exsudada do produto carneo, que se acumula
na embalagem (podendo afetar sua aparéncia e aceitacéo) e a quantidade de agua
perdida pela carne durante sua cocg¢ao (afetando sua suculéncia e maciez) estao
diretamente relacionadas a CRA da carne (BERTRAM; ANDRESEN; KARLSSON,
2001). Uma carne com baixa CRA torna-se um problema ainda maior se for destinada
a produtos manufaturados que sao submetidos a combinacbes de aquecimento,
moagem e outros processos (KARUNANAYAKA; JAYASENA; JO, 2016).

O segundo componente de maior proporg¢ao da carne, a proteina, esta
intimamente relacionado a CRA, uma vez que as interagdes proteina-agua sao
responsaveis por manter a agua unida a estrutura carnea. Se as proteinas se mantém
integras, elas continuam capazes de reter a 4gua durante a conversao do musculo
em carne, enquanto que se elas desnaturam-se, podem perder essa caracteristica
(HUFF-LONERGAN; LONERGAN, 2005). Os fatores que mais contribuem para as
alteracdes nas proteinas da carne séo o pH, a forca ibnica e os processos oxidativos,
que alteram as estruturas e cargas das proteinas (HUFF-LONERGAN; LONERGAN,
2005).

A extensao da queda do pH durante a instalagao do rigor mortis e sua
influéncia sobre as proteinas (desnaturagédo proteica) exerce importante influéncia
sobre a CRA. A retencao de agua pelas proteinas da carne em pHs mais proximos do
ponto isoelétrico € menor, uma vez que as condicbes de carga e a desnaturagao
proteica ndo favorecem a CRA (HUFF-LONERGAN; LONERGAN, 2005). Estudos em
filés PSE demonstraram que a CRA desse tipo de carne € menor que a de filés
normais, uma vez que tem pH menor e propriedades funcionais alteradas. Carnes
PSE n&o apresentam propriedades tecnoldgicas interessantes para elaboragédo de
empanados, nuggets, embutidos e produtos que dependem de bom fatiamento, pois
podem ter menor vida util, suculéncia e alteragbes de textura (BARBUT, 2009;
GARCIA et al., 2010).

Para analisar a CRA da carne variados métodos sao reportados na

literatura, métodos baseados na centrifugac¢ao, na perda de agua por compressédo em
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papel-filtro, métodos capilares, por perdas por gotejamento e métodos por perda por

cocgdo sdo os mais comuns (ORDONEZ et al., 2005).

3.4.3 Textura

A textura é uma importante caracteristica da carne associada a
satisfacdo do consumidor, avaliando-se a textura, seja pelo tato em um primeiro
momento, ou pela mastigagao apos o seu preparo, o consumidor julga a qualidade do
produto adquirido. Carnes de textura mais firme sao associadas, por parte dos
consumidores, a animais mais velhos, enquanto carnes demasiadamente macias
podem ser relacionadas a perda de qualidade do produto (FLETCHER, 2002;
GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

A textura engloba as propriedades relacionadas a estrutura da carne,
como o tamanho e a condic&o das fibras, que sao alteradas com a idade do animal
(LAWRIE, 2005; ORDONEZ et al., 2005). Exemplo das diferencas estruturais sdo as
texturas da carne bovina e da carne de aves, por possuir feixes de fibra mais finos e
baixo desenvolvimento do perimisio, a carne de aves apresenta textura mais fina,
enquanto a estrutura da carne bovina é mais grosseira (ORDONEZ et al., 2005).

A dureza ou maciez da carne sdo os atributos da textura que mais
afetam o consumidor e sao avaliados pelo tato, pela mastigagao e pela facilidade que
a carne se desintegra na boca. Embora a textura venha sendo estudada a muitos anos
e diversos métodos instrumentais tentem reproduzir e correlacionar seus resultados
com os dos provadores, ainda € complexa essa correlacdo e nem sempre satisfatoria
(LAWRIE, 2005; ORDONEZ et al., 2005). Os métodos mais comumente utilizados
para mensurar atributos relacionados a textura da carne tem sido a analise de textura
por meio de equipamentos analisadores de textura (ou texturémetros), capazes de
avaliar parametros reologicos da carne e, com correlagdes menores, a determinagéo
de componentes do tecido conectivo, como o colageno ou determinagédo do grau de
degradagao estrutural do tecido (LAWRIE, 2005; LI et al, 2010).

Diversos fatores podem afetar a maciez da carne, como a idade do
animal, as condi¢cdes do animal pré-abate (alimentagéo, estresse, etc...) e pos-abate
(maturacado, encurtamento pelo frio, etc...). O grau de maciez, do ponto de vista
estrutural da carne, pode relacionar-se a trés categorias de proteinas musculares: as

do tecido conjuntivo (colageno, elastina, etc...), as miofibrilares (actina, miosina,
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tropomiosina, etc...) e as sarcoplasmaticas (gliceraldeido fosfato desidrogenase,
receptor rianodina, receptor di-hidropiridina, etc...) (LAWRIE, 2005; LI et al, 2010;
STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010).

Em geral, o processo de amaciamento da carne comega apés a
instalagdo do rigor mortis, pela acdo de enzimas enddgenas sobre as proteinas
musculares, especialmente pela agdo de calpainas e catepsinas sobre proteinas
miofibrilares, atuando na degradacgao da linha Z. A agao dessas proteases se da em
diferentes pontos das proteinas e sdo pH dependentes (WILHELM et al., 2010; LIAN;
WANG,; LIU, 2013; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

Quando a dureza da carne esta relacionada a idade avancgada do
animal, o amaciamento € mais dificil € os processos de cocg¢ao e maturagao nao sao
capazes de reverter eficientemente essa condigdo. Isso acontece porque com o
avancgo da idade do animal, ocorre o aumento da formagao de ligagbes cruzadas de
colageno, as piridinolinas (CORO, YOUSSEF, SHIMOKOMAKI, 2003; LAWRIE, 2005;
GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013). Em seus estudos, Cord, Youssef e Shimokomaki
(2003), constataram que a quantidade de colageno nao interfere na forgca de
cisalhamento da carne, mas sim a concentracdo de piridinolina. Quanto maior a
concentragao de piridinolinas, menor foi a solubilidade do colageno e maior a forga
necessaria para o corte da carne. O crescimento rapido das aves, mesmo com maior

sintese de colageno, resultou em uma carne mais macia.

3.5 MIOPATIA SPAGHETTI MEAT

Constantemente a industria de carnes tem buscado aumentar a
eficiéncia de producédo, seja pelo aumento de rendimento da carcagca ou por
aceleracgao do crescimento das aves (VELLEMAN et al., 2003; VOUTILA et al., 2009;
ZAPATA et al., 2012). A cada ano, pesquisas vém colaborando para melhores taxas
de conversao alimentar, de modo que um frango de corte pode chegar a 1,9 kg em
apenas 35 dias (KOIYAMA et al., 2014), porém, os problemas associados a selegéo
genética também aumentaram, como as miopatias WS e WB (KUTTAPPAN et al.,
2013; PETRACCI et al., 2014; VELLEMAN; CLARK, 2015; SOGLIA et al., 2016).

A miopatia WS caracteriza-se pelo aparecimento de estrias brancas
no sentido da fibra muscular, principalmente na superficie do peito de frango, e tem

sua etiologia ainda desconhecida. Enquanto que a miopatia WB, caracteriza-se pelo
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aparecimento de regides endurecidas no peito de frango, sentidas pelo tato, e por isso
recebe o nome de “peito amadeirado” e assim como a miopatia white striping, essa
anomalia n&o tem sua etiologia conhecida. Ambas as anomalias s&o associadas ao
crescimento rapido dos frangos de corte (KUTTAPPAN; HARGIS; OWENS, 2016).
Dransfield e Sosnicki (1999) e Voutila et al. (2009) ressaltam que durante o
desenvolvimento das aves, os efeitos colaterais provocados pela sele¢gado genética e
o conteudo e solubilidade do colageno nédo foram monitorados e podem estar
relacionados as alteragdes na qualidade das carnes.

Outra anomalia que tem acometido filés de frango é a miopaita
Spaghetti meat, caracterizada por alteragdes estruturais no tecido conjuntivo
intramuscular do peito de frango, que apresenta aspecto fragmentado das fibras,
parecendo-se com macarrao espaguete, por isso o nome “carne espaguete”. A carne
do filé SM apresenta baixa coesao entre as fibras, que podem ser desintegradas pela
pressao dos dedos, e quando cozidas, as carnes apresentam fibras separadas e
estrutura fragmentada (PETRACCI; CAVANI, 2012; BALDI et al., 2019). Essa
miopatia, além de acometer a carne de frango pode ser observada também em carnes
suina e de peru (VOUTILA et al., 2009). Nao ha estimativas de valores relacionados
as perdas econdémicas relacionadas aos filés SM ou estimativas de sua incidéncia. A
Figura 6 ilustra carnes suina e de peru cruas e carne de frango crua e cozida

acometidas pela miopatia SM.

Figura 6 — Carnes acometidas pela miopatia Spaghetti meat. carne suina (A) e de
peru (B) in natura, carne de frango cozida (C) e carne de frango in natura (D)
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Fonte: (A) e (B) adaptadas de Voutila et al. (2009), (C) de Petracci e Cavani (2012) e
(D) Bilgili (2015).

Rutz et al. (2017) e Petracci e Cavani (2012) revisaram na literatura a
anormalidade SM e relatam que, embora a causa seja desconhecida, a principal teoria
para explicar o problema da baixa coesao da carne seria a idade de abate precoce de
frangos e de perus, relacionando-a a imaturidade do tecido conjuntivo intramuscular.

Estudos mais recentes, tém encontrado alteragbes comuns na
composigao quimica dos filés de peito SM, como maior teor de umidade e menores
teores de cinzas e proteinas que filés Normais (BALDI et al., 2018; TASONIERO et al.
2020), porém, em virtude das variagdes de linhagens, sexo e sistema de criagdo dos

animais , resultados como estes nao sdo unanimidade (BALDI et al., 2019). O menor
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teor de proteinas tem sido a caracteristica mais recorrente.

Os filés SM também tém sido reportados como mais pesados e mais
amarelados (maior valor de b*) na regiédo superficial (BALDI et al., 2018; TASONIERO
et al. 2020). A cor mais amarelada tem sido correlacionada a infiltrados inflamatorios
observados em analises histoldgicas (BALDI et al., 2018; TASONIERO et al. 2020).
Analises histologicas também indicam haver problemas em filés SM com os tecidos
conectivos que circundam as fibras, o endomisio e o perimisio. Baldi et al. (2018)
observaram que além da baixa uniformidade de tamanho das fibras, ha extensivo
comprometimento do endomisio e perimisio, presentes em pouca quantidade ao redor
das fibras.

Baldi et al. (2019) avaliaram a capacidade de formacdo de emulsao
de filés SM e encontraram resultados similares aos de filés Normais, porém, a
capacidade de manter a emulsao foi menor nos filés com miopatia. Na literatura ndo
foram encontrados resultados para aplicagdes de filés SM em produtos carneos e,
uma vez que a elaboracgao de produtos processados emprega ingredientes que podem
colaborar para melhorar as caracteristicas da carne, a utilizacido dos filés SM em
produtos emulsionados ou com maior valor agregado pode ser uma alternativa viavel

de emprego, visando a redugéo de perdas econdmicas.

3.6 SALSICHA

A salsicha é definida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), como:

“[...] o produto carneo industrializado, obtido da emulsdo de
carne de uma ou mais espécies de animais de agougue,
adicionados de ingredientes, embutido em envoltério natural, ou
artificial ou por processo de extrusdo, e submetido a um
processo térmico adequado” (BRASIL, 2000).

O regulamento técnico de identidade e qualidade de salsicha permite
a adicdo de amido e proteinas ndo carnicas nas quantidades maximas de 2 e 4%,
respectivamente. Além disso, em sua composicdo as salsichas devem conter no
maximo 7% de carboidratos totais, 65% de umidade e 30% de gordura, e um minimo
de 12% de proteinas (BRASIL, 2000).
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O custo mais reduzido da maioria das matérias-primas envolvidas no
processo de producdo da salsicha (CMS, miudos, etc...) faz com que seu preco final
seja mais acessivel (GUERREIRO, 2006). No ano de 2019, o corte inteiro de frango,
segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2020) sofreu aumento
acumulado de 12,01% no ano, enquanto que a salsicha aumentou apenas 2,77%,
sendo uma proteina alternativa de baixo custo a populacdo de menor renda, nao
deixando de ser apreciada pelo restante da populacao, principalmente por conta do
consumo do popular cachorro-quente e da facilidade de preparo do produto
(GUERREIRO, 2006; IBGE, 2020).

A salsicha de carne de ave, comercialmente chamada de salsicha de
frango, é caracterizada pela Instrugdo Normativa n° 4 de 31 de marcgo de 2000, e em
sua composicao além da carne de ave e condimentos, podem ser empregados CMS
de ave (no maximo de 40%), miudos comestiveis de ave e gorduras (BRASIL, 2000).

Para elaborag&o da salsicha, a carne é triturada com os ingredientes
de forma a obter uma massa homogénea, conhecida como batter ou emulsdo carnea.
Emulsdes sdo suspensodes coloidais de dois liquidos imisciveis que se mantém
dispersos um no outro, através da agao de um agente emulsionante interfacial. A
emuls&do carnea, porém, &€ complexa, por ndo conter apenas agua, oleo e agentes
emulsificantes, nela, a fase dispersa é constituida por particulas de gordura, fibras
musculares e aditivos, enquanto a fase continua é constituida por agua, sal, proteinas
hidrossoluveis, fragmentos de colageno e segmentos de fibras (STRASBURG;
XIONG; CHIANG, 2010).

Para a formacéo da emulsao carnea, durante o processo de trituragcéo
da carne com os ingredientes, é necessario que ocorra o rompimento da estrutura de
fibras para que as proteinas figuem mais expostas e interajam com os ingredientes,
que exercem importante papel no processo. E nesse processo que ocorre a
solubilizagdo das proteinas miofibrilares, que sao soluveis em solugbes salinas e
interagem com os sais adicionados para a formagao de um filme proteico na interface
entre a fragdo aquosa e a fragao lipidica (GUERREIRO, 2006; STRASBURG; XIONG;
CHIANG, 2010).

Os principais sais adicionados sao o cloreto de sddio, os sais de cura
(nitrito e nitrato de sddio), e os estabilizantes polifosfatos. Os sais, além de conferirem
cor e sabor ao alimento, atuam elevando a forgca ibnica do meio, aumentam a

solubilizacdo das proteinas miosina e actina, aumentam o espagamento entre as



41

estruturas proteicas em virtude de suas cargas e ainda favorecem o aumento da
capacidade de retencao de agua do produto carneo, que consequentemente colabora
para a textura e suculéncia. No caso especifico dos polifosfatos, eles ainda colaboram
para a manutencao do pH do meio em virtude de sua capacidade tamponante, o que
€ importante, uma vez que se ocorrer a redugao do pH, pode haver comprometimento
da capacidade de retengdo de agua da salsicha, em virtude da aproximagéo do ponto
isoelétrico das proteinas (~5,5) (OFFER et al., 1989, GUERREIRO, 2006).

Do ponto de vista proteico, a miosina é a proteina que mais colabora
para a formacgao e estabilizagdo da emulsdo carnea, seguida pela actina, em virtude
de suas caracteristicas de tamanho, sequéncia de aminoacidos, composi¢cao e
flexibilidade. A miosina faz ligagao entre a interface 6leo-agua, por meio de interagdes
entre sua cauda apolar e a fracao lipidica, enquanto que a porgéo polar se associa a
fragdo aquosa (FOEGEDING; BREKKE; XIONG, 1991; STRASBURG; XIONG;
CHIANG, 2010). A representacdo esquematica da estabilizagdo de um globulo de
gordura de emulsao carnea pela miosina pode ser observada na Figura 7, destaca-se
que a emulsdao carnea é muito mais complexa e composta por inumeros outros
componentes (STRASBURG; XIONG; CHIANG, 2010).

Figura 7 — Representagdo esquematica de um globulo de emulsdo de carne
representando uma monocamada de miosina

Miosina

Fonte: STRASBURG; XIONG; CHIANG (2010).

ApOs a trituragdo e homogeneizagdo da massa carnea para formagéo
da emulsao, a salsicha é embutida e cozida para que ocorra o processo de gelificagéo
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do produto. Nesse processo, o aumento da temperatura atua na desnaturagao das
proteinas e desencadeia a formacdo de uma estrutura de rede (gel) formada
principalmente pelas interagdes eletrostaticas, hidrofébicas e pontes de hidrogénio
entre as proteinas. A estrutura torna-se mais coesa e firme apds a gelificagao e ocorre
a imobilizagdo das moléculas de gordura e agua na matriz carnea, o que também
garante maior estabilidade a salsicha (ACTON et al., 1982; STRASBURG; XIONG;
CHIANG, 2010).

O resfriamento, a retirada da tripa utilizada para embutimento da
salsicha e a embalagem do produto sdo os processos finais para a obtengcédo da
salsicha de frango, que n&o passa por processo de tingimento com a salsicha
convencional. Nesta etapa, eventuais problemas durante o processo de formacao da
emulsdo podem ser observados, pela formacéo de bolsées de gordura que néo
permaneceram na emulsdo (GUERREIRO, 2006). Alguns fatores que podem
comprometer a estabilidade da emulsdo s&o a temperatura durante a trituragdo e a
duracdo desse processo, quantidade de sal adicionada, o tipo e o tamanho das

goticulas de gordura e pH da carne (ACTON et al., 1982).

3.7 FILE DE FRANGO MARINADO C0zIDO E DESFIADO

A busca do consumidor por alimentos mais praticos e faceis de
preparar tem aumentado a demanda por produtos congelados, que s6 precisam ser
aquecidos para ficarem prontos, como pizzas, lasanhas, vegetais e inclusive
preparados a base de carne congelados. O filé de frango marinado cozido e desfiado
€ um destes alimentos que se enquadra na categoria ready-to-eat food (alimento
pronto para comer) (KIELING; DELARCO; PRUDENCIO, 2019).

O filé de frango cozido, temperado e desfiado comercializado
congelado, além da praticidade conserva melhor a umidade da carne devido aos sais
adicionados durante a marinacao, e pode ser preservado por mais tempo por ser
congelado, levar adicdo de antioxidantes e de ja estar cozido sob condi¢des
controladas, que garantem maior estabilidade fisico-quimica, formac¢ao de compostos
de Maillard que conferem sabores e aromas agradaveis, além de inibir o
desenvolvimento microbiolégico (BARBANTI; PASQUINI 2005; MIR et al., 2017). A
marinagao, além de conferir sabor agradavel ao produto carneo e diminuir as perdas

de massa durante a coc¢do, aumenta a suculéncia e maciez da carne e agrega valor
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ao produto, gerando lucros (LEMOS; NUNES, VIANA, 1999; SMITH; ACTON, 2010).

O processo de marinagao é realizado ha séculos em carnes, seja para
agregar sabores desejaveis e preservar por mais tempo a carne ou para mascarar
sabores desagradaveis. Ela consiste na adi¢gao de liquidos a carne antes do processo
de coccgao e pode, além de melhorar o sabor e aroma, reduzir perdas e alterar as
caracteristicas de textura (SMITH; ACTON, 2010).

O método de imersdo da carne em uma salmoura contendo sais e
condimentos é o mais antigo e realizado inclusive pelo consumidor em geral. Neste
processo, a absor¢cdo da salmoura pela carne ocorre de maneira passiva e a
quantidade de solugao absorvida depende do tempo e da concentragdo de sais na
solugdo empregada (LEMOS; NUNES, VIANA, 1999; SMITH; ACTON, 2010). A
injecao de salmoura por meio de agulhas € um método mais ativo de incorporagao de
liquidos na carne, além de garantir melhor distribuicdo do tempero. O método de
injecado pode ser realizado na linha de produgéo e é o mais utilizado na industria para
marinagao de aves e cortes com ossos (SMITH; ACTON, 2010).

O método de marinagao por tambleamento, ou massageamento, pode
ser combinado com os métodos de imersao e injegao para potencializar a absorgéo
da salmoura pela carne. No tambleamento, a carne com salmoura injetada ou imergida
€ colocada em um tambor rotativo que pode funcionar com ou sem vacuo e em
diferentes velocidades de rotacdo. Neste processo, o emprego de tanques
encamisados ou com inje¢cao de diéxido de carbono favorecem o controle de
temperatura e a energia mecanica envolvida no impacto da carne com a parede do
tanque faz com que em torno de 20 minutos obtenha-se uma marinacéo eficiente e
uma carne mais macia (SMITH; ACTON, 2010).

Um aspecto negativo associado ao processo de marinagao € o risco
de contaminag&o microbioldgica, uma vez que tanto a salmoura por imersédo, quanto
a por injecdo pode disseminar os microrganismos por todo um lote processado, se 0s
devidos cuidados nao forem tomados. O processo de cocgao de produtos marinados
e cozidos, entretanto, pode sanar em partes esse risco (SMITH; ACTON, 2010).

O cozimento da carne, embora provoque a reducdo de nutrientes
devido a temperatura, provoca reag¢des quimicas que favorecem a formacido de
aromas e sabores desejaveis, minimiza os riscos associados aos microrganismos e
aumenta a maciez da carne. O processo de amaciamento ocorre devido a trés

principais fatores: o derretimento da gordura pelo calor no interior do corte, o que
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também aumenta a suculéncia da carne (os filés de frango por possuirem baixo teor
de gordura ndo sao muito favorecidos por esse fator), a dissolugdo de parte do
colageno em gelatina soluvel e a separagcdo das fibras que se tornam menos
resistentes ao corte (POTTER; HOTCHKISS, 1995).

Por ser cozido e marinado, o filé de frango desfiado congelado, além
de conferir praticidade ao consumidor, possui as qualidades advindas da cocc¢éo e da
marinagao e agrega valor ao produto. Em virtude das caracteristicas estruturais de
files SM, que parecem desfiar-se naturalmente, o filé de frango marinado cozido e
desfiado pode ser uma opg¢ao de produto interessante para o destino de carnes com
a miopatia SM. Nao foram encontrados estudos na literatura empregando-se filés SM
na elaboracao de filés de frango marinado cozido e desfiado e por esse motivo esse

produto é objeto de estudo dessa pesquisa.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

A coleta de amostras foi realizada em uma linha comercial de abate
localizada no estado do Parana. Um pool de aves de linhagens Ross 308 AP e Cobb
500 Slow, de sexagem mista foram abatidas seguindo as praticas comerciais de
insensibilizagao elétrica, sangria, escaldagem, depenagem, evisceragao e chiller.

A pesquisa foi avaliada e aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (n° 22295.2017.93) (Anexo A)

Ao todo, em diferentes coletas e lotes, aproximadamente 200 filés
foram selecionados e coletados apds separacdo mecanica da carcaca. A classificacao
dos filés foi realizada por dois especialistas treinados, que validavam a classificagao,
baseando-se na avaliacdo visual, aqueles que possuiam a presenca de fibras
enfraquecidas e/ou soltas foram classificados como SM e aqueles sem presencga de
fibras enfraquecidas e/ou soltas como Normal.

Os filés foram acondicionados em sacos de polietileno e armazenados
a 4 °C por 24 h até a elaboracdo dos produtos ou para avaliagado de pH, cor (L*, a*,
b*), capacidade de retencdo de agua (CRA), perda de peso por cozimento (PPC),
forca de cisalhamento, desnaturagao proteica e capacidade de emulsificacdo. Para as
analises de composig¢ao centesimal e teor de colageno (total e soluvel) as amostras
foram armazenadas a -18°C até o momento das analises. As amostras utilizadas para
avaliacao histolégica foram coletadas, armazenadas em gelo durante o transporte e
em aproximadamente 6 horas, cortadas e colocadas em solugao de formalina 10%.

Os filés analisados no primeiro artigo foram provenientes de aves com
49 dias de idade e peso médio de 3,10 kg. Para elaboragado das salsichas, a idade
média das aves foi de 46 dias e peso médio de 3,23 kg, enquanto que para elaboragao
dos filés de frango marinados cozidos e desfiados a idade média das aves foi de 47
dias e peso médio de 3,30 kg.

A CMS utilizada na elaboracdo da salsicha foi doada pelo frigorifico,
a tripa de celulose foi doada por uma professora da Universidade Tecnologica Federal

do Parand, a pele de frango e os aditivos foram adquiridos no comércio local.

4.2 METODOS
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4.2.1 Caracterizagao dos Filés de Frango

4.2.1.1 Medida de pH

As medidas de pH foram realizadas em duplicata 24 h post mortem,
na parte cranial ventral dos filés utilizando-se um potencidbmetro com eletrodo de
insercao (Testo 205), conforme descrito por Boulianne e King (1995) e adaptado por
Olivo et al. (2001).

4.2.1.2 Medida de cor

As medidas de cor foram realizadas em triplicata 24 h post mortem,
na face ventral dos filés, tomando-se trés pontos diferentes de leitura por amostra
(SOARES et al., 2002), utilizando-se um colorimetro da marca Minolta modelo CR-
400 com iluminante D65 e angulo de visao de 10°. Os parametros de cor determinados

foram L*, a* e b*, de acordo com o sistema CIELab.

4.2.1.3 Capacidade de retengéo de agua (CRA)

A determinagao da CRA foi realizada 24 h post mortem em duplicata,
conforme procedimento descrito por Hamm (1961). Filés de frango foram cortados em
cubos, com massa inicial de 2,0 g, e posicionados entre dois papéis filtro e duas placas
de acrilico. Este sistema foi deixado sob uma peca de 10 kg por 5 minutos. A carne

foi novamente pesada e a porcentagem de CRA foi calculada utilizando-se a férmula:

massa inicial — massa final

%deCRA=100—{ xlOO}

massa inicial

4.2.1.4 Perda de peso por cozimento (PPC)

A PPC foi determinada 24 h post mortem, segundo metodologia
descrita por Honikel (1998). As amostras foram pesadas, acondicionadas em sacos

plasticos hermeticamente fechados e cozidas em banho-maria a 80°C até que a
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temperatura interna atingisse 75°C. Apos o0 cozimento, a agua exsudada foi
desprezada e, apds serem resfriadas a temperatura ambiente, as amostras foram
novamente pesadas. O resultado foi expresso em percentagem de agua perdida,

considerando-se as massas inicial e final da amostra.

4.2.1.5 Forga de cisalhamento

A medida de forgca de cisalhamento das amostras cruas foi realizada
em filés refrigerados. Para medida de for¢ca de cisalhamento das amostras cozidas
foram utilizadas as mesmas amostras da analise de PPC, segundo as instrugdes de
Bratzler (1949). As amostras foram cortadas, em quintuplicata, no sentido da fibra da
carne em pedacos de 1 x 1 x 2 cm (altura, largura, comprimento) e submetidas ao
teste de cisalhamento com a lamina Warner Bratzler (WB) com velocidade 5 mm s,
acoplada ao texturébmetro TA-XT2. Os resultados foram expressos em Newton

correspondente a forca maxima necessaria para o corte transversal das fibras.

4.2.1.6 Capacidade de emulsificagéo

Para determinar a capacidade de emulsificacdo dos filés, 5,0 g de
amostra foram adicionados a 30,0 mL de solugéo salina (NaCl 1,0 mol L, 10°C). A
mistura foi mantida sob agitagao por 2 minutos e deixada descansar por 1 minuto. Em
seguida, foi feita a adi¢ao de 6leo de soja sob agitagao até atingir o ponto de inverséo
(quebra) da emulsao, determinada visualmente por mudanga brusca na consisténcia
da emulsao. A capacidade de emulsificacdo foi expressa em mL de 6leo adicionado
até a inversdo da emulsdao por 100 mg de proteina, conforme método de De
Kanterewicz et al. (1987).

4.2.1.7 Avaliagao histopatoldgica

Foram coletadas 10 amostras SM e 10 amostras Normais para analise
histopatolégica 6 horas apds coleta em frigorifico. As pegas de frango foram
seccionadas em cortes longitudinais e transversais, totalizando 40 cortes avaliados.
Todos os fragmentos dos musculos do peito de frango foram imersos em solugéo

tamponada de formalina a 10% por 24 h. Em seguida, foram realizadas as etapas de
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desidratacido das amostras, colocando-as em concentragdes crescentes de etanol,
diafanizacdo em xilol, e inclusdo em parafina. As amostras foram cortadas em
micrétomo com espessura de 5 um e processadas para avaliagao histopatolégica com
hematoxilina e eosina (H&E) e coloragao com tricromico de Masson. As leituras foram
realizadas em microscopio 6ptico com lente objetiva de 40x em 10 campos de
observagéao por corte.

4.2 1.8 Desnaturacao proteica

A medida de desnaturagao das proteinas soluveis dos filés de frango
foi realizada em triplicata, seguindo a metodologia descrita por Swatland (1995).
Inicialmente, 5,0 g de amostra foram homogeneizados com 15,0 mL de agua destilada
e centrifugados a 10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado em papel de
filtro e 1,0 mL foi transferido para um tubo com tampa contendo 5,0 mL de tampao
citrato-fosfato 0,2 mol L' pH 4,6. O branco foi preparado com 1,0 mL do filtrado e 5,0
mL de agua destilada. Posteriormente, a transmitancia da amostra foi lida a 600 nm
em espectrofotdbmetro. A desnaturagéo proteica foi expressa como a porcentagem da

transmitancia obtida.

4.2.1.9 Composi¢ao quimica aproximada

A composicdo quimica aproximada foi realizada conforme
metodologias descritas na A.O.A.C. (1990). A umidade por secagem em estufa a 105
°C até peso constante. As cinzas por incineragdo em mufla a 550 °C. O teor de
proteinas foi determinado pelo método de Kjeldahl, utilizando o fator de conversao em
proteina de 6,25. A fracdo lipidica foi extraida em Soxhlet com éter de petréleo, apos
hidrélise acida (BRIDI; SILVA, 2009).

4.2.1.10 Teor de colageno

4.2.1.10.1 Teor total de colageno (TC)

Para determinacgéo do teor total de colageno por grama de amostra,

inicialmente foi realizada hidrélise de 15 h de 1,0 g de filé em 15 mL de HCI 6 mol L™
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a 105 °C, segundo procedimento de Woessner Jr (1961). O hidrolisado foi filtrado e o
pH ajustado entre 6,0 e 7,0 com 33% (m/v) de NaOH, e diluido com agua destilada
para 250 mL. Em seguida, 2,0 mL de amostra hidrolisada foram tomados e realizou-
se o0 procedimento descrito por Woessner Jr (1961). A quantidade de hidroxiprolina foi
determinada a partir de uma curva padréo e o conteudo de colageno foi calculado
multiplicando-se o valor obtido por 8,0 (WOESSNER JR, 1961).

4.2.1.10.2 Teor de colageno soluvel (SC)

O colageno soluvel foi extraido de acordo com o método modificado
de Penfield e Meyer (1975). Uma massa de 2,5 g de amostra foi homogeneizada por
1 minuto com 20 mL de agua deionizada e aquecida durante 60 minutos a 80°C. Em
seguida, as amostras foram homogeneizadas a 22000 g, em Ultra Turrax e
centrifugadas durante 15 minutos a 4000 g. O sobrenadante foi filtrado e 30 mL de 6
mol L' de HCI foi adicionado para a hidrdlise e posterior quantificagdo do colageno
conforme procedimento realizado na determinacdo do teor de colageno total das
amostras (WOESSNER JR, 1961).

4.2.1.10.3 Comparacgao estimada do teor de piridinolinas

Para extracédo do colageno, o método foi adaptado e 10 g de amostra
triturada foram transferidos para um erlenmeyer recoberto com papel aluminio
contendo 200 mL de KCI 0,6 mol L' e mantidos sob agitagdo por 24 h a 4 °C. As
amostras foram entdo centrifugadas a 10000 rpm por 25 minutos em centrifuga
refrigerada a 4 °C. O precipitado obtido foi deixado em agua sob refrigeracéo (4 °C)
por 24 h. Posteriormente, foi lavado com 50 mL de agua gelada (4 °C),
homogeneizado, novamente centrifugado e a agua foi descartada, repetindo-se esse
processo por 6 vezes (LIRA; SHIMOKOMAKI; GIOIELLI, 1999). O precipitado
resultante foi congelado e liofilizado por 36 h.

Foram tomados 100 mg do material liofilizado em um tubo de rosca
com tampa ao qual foi adicionado 1,0 mL de HCI 6 mol L' e colocado em estufa a
105°C por 24 horas para hidrolise (EYRE; KOOB; VAN NESS, 1984).

Apoés a hidrdlise da amostra, foram adicionados ao tubo de rosca 0,5

mL de solucdo de celulose, 0,5 mL de acido acético e 2 mL de 1-butanol. A mistura foi
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homogeneizada e vertida na coluna preparada de acordo com Skinner (1982). O
frasco foi lavado com 1,5 mL de fase movel e o conteudo foi novamente vertido na
coluna. A coluna foi lavada trés vezes com aliquotas de 5,0 mL de fase movel. Para
extrair as piridinolinas retidas na celulose, 5,0 mL de agua ultrapura foram passados
pela coluna e coletados para posterior centrifugagdo a 3000 g por 8 minutos, em
centrifuga refrigerada a 4°C. Apos a centrifugagéo a fase sobrenadante foi descartada
e o restante foi congelado e liofilizado por 24 h para anélise estimada das piridinolinas
(SKINNER, 1982; AVERY et al., 1996)

As amostras liofilizadas foram ressuspendidas em 1,0 mL de acido
acético 20% (v/v) para posterior leitura em espectrofluorimetro. A deteccdo da
intensidade de fluorescéncia (em “contagem”/counts, unidade arbitraria reportada pelo
equipamento) foi determinada utilizando-se a excitagdo em 297 nm e emissao em 380
nm (EYRE, 1987). O método € comparativo, uma vez que ndo foi utilizado padrao de
piridinolina como referéncia, porém, estima-se que a fracdo de piridinolinas seja
majoritaria, ou Unica, uma vez que o preparo de amostra favorece o isolamento deste
componente da matriz. Os valores obtidos foram reportados como unidades de counts
por mg de colageno insoluvel em 1,0 g de massa seca.

Os espectros de absorcido e emissao de fluorescéncia foram obtidos
para todas as amostras para garantia de comparabilidade. Além disso, Zhang et al.
(2009) argumentam que os residuos de triptofano, possiveis interferentes, emitem luz
em 340 nm, nao interferindo nos comprimentos de onda usados nesta analise. A
leitura de cada amostra foi realizada em quintuplicata e acido acético 20% (v/v) foi

utilizado como branco.
4.2.1.11 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste t de Student a 5% de
probabilidade para comparacgéo entre os filés Normais e SM utilizando o programa
Statistica 7.0 for Windows.

4.2.2 Elaboragao e Caracterizagédo de Salsichas de Frango

4.2.2.1 Elaboragao das salsichas de frango
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Foram elaboradas duas formulagbes de salsicha de carne de frango,
diferindo apenas no tipo de filé de frango empregado: filé Normal e filé SM. A
formulacao utilizada esta apresentada na Tabela 1 e seguiu as recomendacgdes do

regulamento técnico de identidade e qualidade de salsicha (BRASIL, 2000).

Tabela 1 — Formulag&o da salsicha de carne de frango

Ingredientes g/100 de produto
Filé de peito de frango 40,00
Carne mecanicamente separada (CMS) 30,20
Pele de frango 10,00
Gelo 10,00
Proteina isolada de soja 2,82
Fécula de mandioca 2,00
Sal 1,70
Condimento para salsicha 1,00
Tripolifosfato de sodio 0,50
Acucar 0,50
Lactato de sodio 0,40
Glutamato monossodico 0,30
Eritorbato de sodio 0,30
Sais de cura 0,25
Aroma de fumacga liquida 0,03
Corante Carmim 3% 20 pL

Inicialmente, foi realizada a trituragdo e homogeneizagao da carne de
frango congelada e em seguida, foram adicionados os ingredientes em um
processador de alimentos (Philco Maxxi 800W) na seguinte ordem: tripolifosfato de
sédio, gelo, CMS, sais de cura, sal, pele de frango previamente triturada, condimento
para salsicha, glutamato monossddico, aroma de fumaga liquida, agucar e proteina
isolada de soja. Posteriormente, foram acrescentados o eritorbato de sédio, o corante
carmim 3% (SBR Foods Ltda), o lactato de sédio e a fécula de mandioca até a

completa homogeneizagao da massa.
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A massa carnea foi entdo embutida em tripa de colageno, cozida em
banho-maria fervente até que a temperatura interna da salsicha atingisse 72°C e
resfriada em banho de gelo até que temperatura interna da salsicha atingisse 10°C.
As tripas foram retiradas apds o processo de resfriamento e as salsichas foram
embaladas a vacuo (Embaladora Sulpak Supervac) e armazenadas a 4 °C por 90 dias.
As salsichas foram avaliadas nos tempos de 2, 15, 60 e 90 dias.

4.2.2.2 Medida de cor

As medidas de cor foram realizadas em sextuplicata em diferentes

superficies dos cortes da regido interna das salsichas, de acordo com o item 4.2.1.2.

4.2.2.3 Determinagéo da atividade de agua (aw)

A determinacao da atividade de foi realizada pelo método de ponto de

orvalho no equipamento Aqualab Dew Point 4TEV.

4.2.2.4 Capacidade de retencédo de agua (CRA)

A medida de capacidade de retengao de agua foi realizada segundo
proposto por Troy, Desmond e Buckley (1999), e o valor foi expresso em percentagem

como descrito no item 4.2.1.3.

4.2.2.5 Analise de perfil de textura (TPA)

Para analise de perfil de textura foi utilizado o Texturbmetro Universal
TXTAZ2i com probe P25. As amostras de salsicha foram cortadas em circulos com 2,0
cm de didmetro e 2,0 cm de altura e foram submetidas a duas compressoes
consecutivas, em 30% da sua altura original, usando velocidade de 2 mm s com forga
de 0,98 N. Foram avaliados os parametros de dureza (N), mastigabilidade (N),

coesividade, e elasticidade.

4.2.2.6 Analise de oxidagao lipidica — teste das substancias reativas ao acido 2-
tiobarbiturico (TBARS)
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A extracdo das substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico foi
realizada de acordo com a metodologia proposta por Mendes, Cardoso e Pestana
(2009), com adaptacdes. Porgdes de 10,00 g de amostra foram transferidas para tubos
de polietileno de 50 mL e adicionadas de 15,00 mL de solugdo TCA 7,5% (m v'). Cada
mistura foi homogeneizada em turrax por 1 minuto (7000 rpm), centrifugada por 10
minutos (6000 rpm, 20 °C) e filtrada em papel filtro.

O extrato coletado foi utilizado para reagao de derivatizacdo com
acido 2-tiobarbiturico (TBA) seguindo o método proposto por Tarladgis et al. (1960).
No qual, 5,00 mL de solugdo de TBA 20,0 mmol L' foram adicionados a 5,00 mL do
extrato, homogeneizados vigorosamente em vortex e colocados em banho-maria
fervente por 35 minutos. Apds o resfriamento, a absorbancia foi lida em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 532 nm. Foi construida uma curva
padrdo com 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) de 8,0 x 10" a 2,0 x 10° mol mL™, e os

resultados foram expressos em mg de malonaldeido kg™' de amostra.
4.2.2.7 Composi¢cédo quimica aproximada

A composicao quimica aproximada foi realizada conforme item 4.2.1.9
e o teor de carboidratos foi calculado pela diferenga entre a soma dos outros
componentes.
4.2.2.8 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste t de Student a 5%
de probabilidade para comparacgao entre as salsichas elaboradas com filés Normais e
files SM, e submetidos a analise de varidancia (ANOVA) seguida do teste de médias
de Tukey, a 5% de probabilidade para comparagdo durante o tempo de
armazenamento. O programa utilizando foi o Statistica 7.0 for Windows.

4.2.3 Elaboragao e Caracterizagao de Filé de Frango Marinado Cozido e Desfiado

4.2.3.1 Elaboracgao do filé de frango marinado cozido e desfiado



54

Foram elaboradas duas formulagdes de filés de frango marinado
cozido e desfiado, diferindo apenas no tipo de filé de frango empregado: filé Normal e
filé SM. Inicialmente os filés foram pesados, acondicionados individualmente em
embalagem de polietileno e em seguida foi aplicada salmoura, por injecéo, ao longo
de toda a extensao da carne, respeitando-se o limite de 20% da massa total do filé. A
salmoura empregada continha 89,0% de agua, 8,0% de cloreto de sodio, 2,0% de
tripolifosfato de sodio, 0,5% de glutamato monossdédico e 0,5% de eritorbato de sédio.

As embalagens foram seladas com os filés e a solugdo de salmoura
que nao foi absorvida, que foram deixados descansar por 30 minutos a 4 °C e em
seguida levados a banho-maria a 85 °C por 40 minutos, garantindo-se que a
temperatura interna atingisse 75 °C. Posteriormente, a carne foi acondicionada a 4°C
até o resfriamento, o liquido excedente foi escorrido e entdo desfiada, em por¢gdes de
aproximadamente 3 filés, em batedeira planetaria (Arno Deluxe) utilizando-se batedor
do tipo pa em velocidade 4 durante 2 a 3 minutos, até que a porgao ficasse
homogeneamente desfiada.

Apos desfiadas, as porgbes foram reunidas, homogeneizadas,
fracionadas e acondicionadas em embalagens de polietiieno de aproximadamente
100g e armazenadas a -18 °C até 24 h antes das analises, que ocorreram 2, 15,45 e
60 dias apods a elaboragao do produto. Nas 24 h antecedentes a analise, as amostras
foram acondicionadas a 4 °C para descongelamento, exceto as amostras para analise

de aroma de requentado, que foram retiradas com antecedéncia de 48 h.
4.2.3.2 Medida de cor

As medidas de cor foram realizadas em porg¢des de frango desfiado
acondicionadas em capsulas de amostra circulares de 15 mL de capacidade,
conforme descrito no item 4.2.1.2.

4.2.3.3 Determinagao da atividade de agua (aw)

A determinacdo da atividade de foi realizada como descrito no item
4.22.3.

4.2.3.4 Perda de peso por descongelamento (PPD)
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A perda de peso por descongelamento foi realizada como reportado
por Oliveira et al. (2015). Aproximadamente 10 g de amostra foram pesados e
congelados em embalagem de polietileno a -18 °C. Nos tempos de analise de 13, 43
e 58 dias apos elaboragao do produto, as amostras foram armazenadas a 4 °C por 48
h para descongelamento, e em seguida pesadas. A PPD foi expressa em

porcentagem.

4.2.3.5 Analise de oxidacgao lipidica — teste das substancias reativas ao acido 2-
tiobarbiturico (TBARS)

A extracdo das substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico foi
realizada conforme procedimento descrito por Tarladgis et al. (1960). Neste
procedimento, 10 g de amostra foram adicionados a um erlenmeyer com 98 mL de
agua destilada, 2,5 mL de acido cloridrico 4,0 mol L', 2 gotas de anti-espumante e
algumas pérolas de vidro. Esta solucgao foi destilada por aproximadamente 10 minutos
e 50 mL de destilado foram coletados.

O extrato foi analisado como descrito no item 4.2.2.6.

4.2.3.6 Aroma de requentado (WOF)

A determinacdo do aroma de requentado foi realizada com
adaptag¢des no procedimento descrito por Igene e Pearson (1979). As amostras, que
ja eram cozidas, foram retiradas do freezer e armazenadas a 4 °C por 48 h e
reaquecidas em banho-maria a 85 °C por 6 minutos. Em seguida foi realizada a
extragdo das substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico, conforme procedimento
descrito no item anterior, 4.2.3.5.
4.2.3.7 Composi¢ao quimica aproximada

A composicao quimica aproximada foi realizada conforme item 4.2.1.9

4.2.3.8 Analise estatistica
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Os resultados foram analisados conforme descrito no item 4.2.2.8.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo apresentados no formato de dois artigos

cientificos, contemplados nos dois préximos topicos.

5.1 ARTIGO CIENTIFICO 1 - BIOCHEMICAL, HISTOPATHOLOGICAL, TECHNOLOGICAL AND
FUNCTIONAL PARAMETERS OF BROILER BREAST WITH THE EMERGING ABNORMALITY
SPAGHETTI MEAT

A formatagdo do seguinte artigo encontra-se de acordo com as

normas da revista cientifica “Food Chemistry”.
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Biochemical, histopathological, technological, and functional parameters of

broiler breast with the emerging abnormality spaghetti meat

Highlights

e Spaghetti Meat (SM) has moderate to severe coagulation necrosis of the
endomysium

¢ SM myopathy impairs the visual appearance of raw or cooked meat

e SMfillets presents lower protein content and lower collagen content

e The estimated comparison of pyridinoline levels is similar in Normal and SM
fillets

e SMfillets shows no changes in protein denaturation and emulsifying capacity

Abstract

Chicken breast meat affected by spaghetti meat (SM) myopathy is characterized by
low structural cohesion and a tendency towards the separation of the muscle fiber
bundles. The objective of this study was to characterize SM fillets by evaluating
biochemical, histopathological, technological and functional parameters. By
histological evaluation, there was moderate to severe coagulation necrosis of the
endomysium of SM fillets, when compared to Normal. SM fillets presented lower
protein content, more yellowish color, lower shear force, lower water holding capacity,
higher cooking loss, lower total and insoluble collagen content, and lower
collagen/protein ratio than the Normal samples. There were no differences between

SM and Normal samples in relation to lipid, ash and moisture contents, pH, protein
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denaturation and emulsifying capacity, soluble collagen and estimated comparison of
pyridinoline. These characteristics are in accordance with the visual of SM chicken

fillets. The use of SM fillets in emulsified products needs further studies.

Keywords: Collagen. Histology. Meat quality. Pyridinolyne.

1. Introduction

The occurrence of myopathies such as white striping and wooden breast has
been exponentially reported in recent years, and some authors associate the rapid
growth of chicken and genetic selection as possible factors related to these problems
(Kuttappan et al., 2013; Soglia, Laghi, Canonico, Cavani & Petracci, 2016; Soglia,
Mazzoni & Petracci, 2019; Wang et al., 2020; Xing, Zhao, Xu, Li, Zhang & Gao, 2020).

However, more recently, a new structural alteration in chicken meat has been
reported known as spaghetti meat (SM). This myopathy is characterized by the
structural alteration of the intramuscular connective tissue, which presents tendency
towards the separation of the fiber bundles (Petracci, Soglia, Madruga, Carvalho, Ida,
& Estévez, 2019). Studies have indicated that meat with SM presents low structural
cohesion due to the immaturity of the connective tissue (Voutila, Ruusunen, Jouppila
& Puolanne, 2009; Petracci & Cavani, 2012; Baldi et al., 2018; Tasoniero, Zhuang,
Gamble & Bowker, 2020). Some SM fillets may not have externally friable fibers but
have problems of low cohesiveness during cooking, resulting in non-uniform cuts
internally (Voutila et al., 2009; Tasoniero et al., 2020).

Histological analyses of SM fillets have demonstrated extensive fiber

degeneration and regeneration, and poor fiber uniformity of the connective tissue
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(Bilgili, 2015; Baldi et al., 2018). These characteristics affect the visual appearance of
fillets and can cause technological and functional meat problems such as decrease in
water holding capacity (WHC) (Baldi et al., 2018; Tasoniero et al., 2020).

The probable hypothesis is that SM myopathy can be related to less
endomysium and perimysium connective tissues content. However, some properties
such as emulsifying capacity and protein denaturation could not be affected since the
pH does not change. The number of crosslinks in collagen can affect insoluble collagen
content, but the proportion between pyridinoline content and insoluble collagen can be
the same in Normal and SM samples.

There are only a few studies on SM fillets, however, there is great interest in
understanding the characteristics of SM fillets. More information about the collagen
content, connective tissue characteristics, emulsifying capacity and biochemical
parameters of meat are necessary. The aim of the present study was to characterize
SM fillets using a combination of biochemical, histopathological, and technological
analyses and functional parameters and compare these findings with those of Normal

breast meat.

2. Materials and methods

2.1 Classification of samples

Sampling was performed in a commercial processing plant located in the state

of Parana, Brazil. A pool of bird samples of two strains, Ross 308 AP and Cobb 500

Slow, 49 days old, from both genders and with medium weight of 3.1 kg were

slaughtered following the standard industrial practice: hanging, electrical stunning,
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bleeding, scalding, defeathering, evisceration, cooling in chiller, deboning and
refrigeration. The Ethical Committee on Animal Research from the State University of
Londrina, Brazil approved the research (protocol number 22295.2017.93).

Breast meat (Pectoralis major muscle) samples were selected and collected
after their mechanical separation from the carcass and were classified through visual
appearance by two experienced people into two groups: SM (when exhibiting low
integrity of fibers and tendency toward separation of the muscle fiber bundles
composing) or Normal (without myopathy). After classification, 45 Normal samples and
45 SM samples were placed in plastic bags, labelled, maintained at 4 °C for 24 hours,
and then submitted to a pH, color (L*, a*, b*), WHC, cooking loss, shear force, protein
denaturation and emulsifying capacity analysis. Samples for proximate composition,
collagen content (total and soluble) and estimated comparison of the pyridinoline
analyses were maintained at -18 °C until used in the analysis. Histological analysis
was done on samples collected 6 h after slaughter. A figure showing the fillet areas

used in the analysis is found in the supplementary material.

2.2 pH measurement

The pH measurements were performed in duplicate 24h post mortem, in the

ventral cranial part of the fillets, using a potentiometer with an insertion electrode

(Testo 205) as described by Boulianne & King (1995) and adapted by Olivo, Soares,

Ida & Shimokomaki (2001).

2.3 Color measurement
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Color measurements were performed in three different points of the fillets 24h

post mortem (Soares, Lara, Ida, Guarnieri, Olivo & Shimokomaki, 2002) using a
colorimeter Minolta® CR-400 with D65 illuminant and 10° viewing angle. The L*, a* and

b* parameters were measured according to the CIELab system.

2.4 Cooking loss

Cooking loss was determined 24 h post mortem, according to the methodology
described by Honikel (1998). Samples were packed in plastic bags and cooked in water
bath, until internal temperature reached 75 °C. The result was expressed in percentage

as the weight difference before and after cooking.

2.5 Shear force

Shear force was performed on raw and cooked samples. Cooked meat analysis
used the same samples used for measuring cooking loss (item 2.4). Both samples, raw
and cooked, were cut in five pieces of 1 x 1 x 2 cm (height, width, length) and subjected
to the Warner Bratzler blade (WB), with speed of 5 mm s', coupled with a TA-XT2i
texturometer. Results were expressed in Newton, corresponding to the maximum force

required to cut the meat in the transverse direction to the fibers.

2.6 Water holding capacity (WHC)

WHC determination was performed 24 hours post mortem, in duplicate,

according to the procedure described by Hamm (1961). Samples cut into cubes, with
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an initial mass of 2.0 g, were placed between two filter papers and two acrylic plates.
This system was left under a 10 kg weight for 5 minutes. WHC was determined by the
exudate water weight by the following equation:

_ Initial weight - Final weight

WHC x100%

Initial weight

2.7 Emulsifying capacity

The emulsifying capacity of the breast meat was determined by adding 5.0 g of
sample to 30.0 mL of saline (NaCl 1.0 mol L' at 10 °C). The mixture was under stirring
for 2 minutes and allowed to stand for 1 minute. Thereafter, soybean oil was added
under stirring until reaching the point of inversion (breaking) of the emulsion,
determined visually by an abrupt change in emulsion consistency. Emulsifying capacity
was expressed in mL of oil added until emulsion inversion per 100 mg of protein,

according to the method of De Kanterewicz, Elizalde, Pilosof & Bartholomai (1987).

2.8 Histopathological evaluation

Longitudinal and transversal sections were realized in chicken breast for
histopathological analysis, 10 samples each, in two groups (Normal and SM
treatments) totaling 40 samples. All chicken breast muscles fragments were immersed
in 10% buffered formalin solution, and then routinely processed for histopathologic
evaluation with the Hematoxylin and Eosin (H&E) stain; the histochemical Masson's

trichrome stain was used to identify fibrosis within affected muscle fibers.

2.9 Protein denaturation
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Denaturation of the chicken fillets soluble proteins was performed in triplicate,
as described by Swatland (1995). Basically, 5.0 g of sample were homogenized with
15.0 mL of distilled water and centrifuged at 10,000 g for 10 minutes. The supernatant
was filtered on filter paper and 1.0 mL was transferred to a capped tube containing 5.0
mL of 0.2 mol L' citrate-phosphate buffer pH 4.6. The blank was prepared with 1.0 mL
of the filtrate and 5.0 mL of distilled water. The transmittance at 600 nm was read by a
UV-Vis spectrophotometer and protein denaturation was expressed in transmittance

%.

2.10 Proximate chemical composition

Proximate chemical composition of the samples was performed following
standard methods described in AOAC (1990). Moisture was determined by drying at
105 °C in an oven to constant weight; ash by incineration in a muffle at 550 °C. Lipids
were extracted in a Soxhlet with petroleum ether after acid hydrolysis (Bridi & Silva,
2009). The nitrogen content was determined by the Kjeldahl method, using the

conversion factor protein of 6.25.

2.11 Collagen content

2.11.1 Total collagen content

Total collagen content was determined according to the method of Woessner Jr

(1961). Initially 1.0 g of samples was hydrolyzed with 15 mL of 6 mol L-' HCI solution
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at 105 °C. The hydrolyzate was filtered and the pH adjusted to between 6.0 and 7.0
with 50% (w/v) NaOH and diluted with distilled water to 250 mL. Hydroxyproline
concentration was determined after an oxidative reaction with chloramine T and
perchloric acid by complexation reaction with p-dimethylaminobenzaldehyde in a
spectrophotometer, at 557 nm. Collagen content was calculated from the

hydroxyproline content using the coefficient 8.0 (Kolar, 1990).

2.11.2 Soluble collagen content

Soluble collagen was extracted according to the modified method of Penfield &
Meyer (1975). A mass of 2.5 g of sample was homogenized with 20 mL of deionized
water for 1 minute. Then it was heated in water bath for 60 minutes, at 80 °C. Next,
the samples were homogenized at 7,500 g, in an Ultra Turrax being centrifuged for 15
minutes at 4,000 g. The supernatant was filtered and 30 mL of 6.0 mol L' of HCI
solution was added for hydrolysis and subsequent collagen quantification, according

to the procedure described for total collagen content (item 2.11.1).

2.11.3 Estimated comparison of pyridinoline

A more detailed description of the analysis is in the supplementary material. For
the estimated comparison of pyridinoline, collagen was extracted from the samples by
the method of Skinner (1982) with adaptations. After this process, the samples were
left at 105 °C for 24 hours for hydrolysis, according to Eyre, Koob & Van Ness (1984).
A cellulose column was prepared according to Skinner (1982). Separation was realized

according to Skinner (1982) and Avery, Sims, Warkup & Bailey (1996).
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The lyophilized samples were suspended in 1.0 mL of 20% (v/v) acetic acid
solution for further spectrofluorimetric analysis. Fluorescence intensity (in counts, unit
of equipment) was detected, each sample was measured five times and 20% (v/v) of

acetic acid solution was used as blank.

2.12 Statistical analysis

The results were submitted to Student's t-test at 5% of probability to compare
two groups of meat quality (Normal and SM fillets) using the program Statistica 7.0 for

Windows.

3. Results

3.1 Histopathological evaluation

Histopathological analysis from tissues of Normal group did not show
inflammatory and/or necrotic changes, in both stains used in this study.
Histopathological findings (Fig. 1) from SM fillets with HE staining showed moderate
fatty infiltration (n=9), moderate to severe coagulation necrosis (n=8), moderate to
severe, multifocal myositis composed of heterophiles and macrophages (n=8) and
moderate loss of muscle striations with marked regeneration of myocytes (n=5).
Masson's trichrome stain revealed focal extensive coagulation necrosis of the
perimysium (n=9) in longitudinal and transversal samples. In addition, there was

moderate to severe coagulation necrosis of the endomysium (n=9).
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Fig 1. Histopathological findings associated with in spaghetti meat observed in chicken
breast meat. A) Observed marked myositis and coagulative necrosis (asterisk) in
longitudinal section. B) Observed moderate muscle fiber degeneration (star) at the

transversal section, marked myositis and coagulative necrosis (asterisk) surrounded
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by inflammatory cells (arrows). Hematoxylin & Eosin stain. Bar, A 100 ym, B 50 pym.

The histological findings observed in this study are in agreement with these
described by Baldi et al. (2018), who also observed fatty infiltration, muscle fiber
degenerations, inflammatory cells, and impairment of perimysium and endomysium.
These characteristics are commonly associated to chicken breasts with myopathies,
such as wooden breast and white striping (Baldi et al., 2018). Poor muscle fibers
uniformity affected by necrosis and loss of striations associated to extensive
coagulation necrosis of perimysium and endomysium, important structures for
maintaining fiber cohesion, are responsible for the muscle fibers detachment that is

characteristic of SM chicken breasts.

3.2 Proximate chemical composition

Results for the proximate chemical composition (Table 1) in Normal and SM
fillets differed (p < 0.05) only in relation to total protein content. In SM fillets, the content
of this component was 3.28% lower than in Normal fillets. Baldi et al. (2018) also
observed a decrease in protein content in SM fillets (medium value of 22.7 g 100g™")
in their study, obtaining a very similar difference of 3.29%, between the two types of
meat. Tasoniero et al. (2020) observed even greater differences in protein content,
around 6.20% less in SM fillets (20.3 g 100g™" in superficial layer of the breast) than in
Normal fillets. The smaller amount of protein in SM fillets may be related to the loss of
connective tissue around the fibers (impaired perimysium and endomysium), as

observed in the histopathological analysis.
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Table 1 — Proximate chemical composition of Normal and SM chicken breast meat

Normal fillets SM fillets
Parameters
Mean = SD Mean = SD
Lipids (g 100g™) 1.332+0.55 1.352+0.68
Protein (g 100g™) 21.952 +1.08 21.23+0.97
Ash (g 100g™) 1.022 + 0.06 1.022 + 0.06
Moisture (g 100g-") 76.032 £ 1.17 76.462 + 0.98

a-bMean values within the same line followed by different superscript letters significantly

differ by Student's t-test at a 5% level of significance (p < 0.05).

In this work, no difference (p > 0.05) was observed between the Normal and SM
samples in relation to moisture, lipid and ash components, differently from the results
of Baldi et al. (2018), which obtained differences for moisture (medium values: Normal
= 74.85 g 100g™', SM = 75.75 g 100g") and ash (medium values: Normal = 1.20 g
100g", SM = 1.13 g 100g™"). For lipids, like in this study, they did not obtain any
statistical difference (p > 0.05) (medium values: Normal = 1.55 g 100g!, SM =1.70 g
100g™").

Baldi et al. (2018) evaluated the proximal chemical composition in the superficial
and deep layers of the breasts separately and verified discrepancies between data
values obtained for the two parts. In this study, however, external and internal parts
were homogenized for a total meat evaluation. Tasoniero et al. (2020), as Baldi et al.
(2018), evaluated separately the parts of breast separately and found differences in
relation to the chemical composition between the fillets just in the superficial layer. All
components were different (p < 0.05): moisture of Normal fillets = 75.6 g 100g-!, SM

fillets = 76.0 g 100g™', ash of Normal fillets = 1.13 g 100g-!, SM fillets = 1.01 g 100g",
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lipid of Normal fillets = 1.20 g 100g™', SM fillets = 1.80 g 100g".

Further studies are needed to verify if there are any significant changes in the
chemical composition of breast meat affected by connective tissue abnormalities. Baldi
et al. (2018) evaluated only males from one strain (Ross 308) whereas this study
considered two strains (Ross 308 AP and Cobb 500 Slow) from both genders, and
Tasoniero et al. (2020) did not specify the strain studied. It is important to consider that
different strains were evaluated, since according to Bianchi et al. (2006), bird genotype

interferes in the incidence of muscular development disorders.

Color and pH

Color parameters (L*, a* and b*) and pH values results for the Normal and SM
samples are reported in Table 2. There was no difference (p > 0.05) in pH between the
two groups of breast meat, so the functional alterations in SM fillets are not related to
low pH, such as in PSE meat (Pale, Soft, Exudative) (Olivo et al., 2001; Wilhelm,

Maganhini, Hernandez-Blazquez, |da, Shimokomaki, 2010).

Table 2 — Color parameters (L*, a* and b*) and pH values of Normal and SM chicken

breast meat

Normal fillets SM fillets
Parameters
Mean = SD Mean = SD
pH 5.812 + 0.07 5.822 + 0.08
L* 55.002+2.24 55.92+1.25
a* 2.012+1.04 2.022+1.19

b* 7.96° + 1.40 9.102 £ 0.92
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a-bMean values within the same line followed by different superscript letters significantly

differ by Student's t-test at a 5% level of significance (p < 0.05).

Baldi et al. (2019) also obtained pH around 5.8 and found no differences
between the two types of fillets. However, Baldi et al. (2018) and Tasoniero et al. (2020)
reported that SM fillets had higher pH values than the Normal samples, obtaining
averages higher than 6.0. Tasoniero et al. (2020) explain that breasts affected by
myopathies have less content of glycogen in the muscles, so the pH reduction during
the glycolysis process is minor than in Normal breasts. Xing et al. (2020) studied
wooden breast meat and observed that the pH increased with increasing myopathy.

In this study, the mixture of genders, strains and the global analysis of the breast
could have affected the pH observation, since Tasoniero et al. (2020) obtained different
(p < 0.05) pH for different layers of breasts. Baldi et al. (2018) analyzed only Ross 308
male birds and Baldi et al. (2019) analyzed only Ross 308 female birds, resulting in
different findings.

Chicken fillets a* and L* parameters showed no difference (p > 0.05) between
the two groups of meat (Table 2), similar to the result obtained by Baldi et al. (2018).
The blue-yellow (b*) intensity-related parameter, however, was significantly (p < 0.05)
higher for SM fillets when compared to Normal samples, i.e., they were more yellowish
than the Normal fillets. Petracci & Berri (2017) correlated the yellowish of the breast
meat affected by anomalies such as SM, white striping and wooden breast with the
lowest amount of heme pigments and strong fibrotic response (necrosis, fibrosis,
lipidosis, regeneration, etc.) in these meats. The change of color in breast meat with
anomalies is an important factor, since, according to Fletcher (2002), color and texture

are the most important attributes for the consumer.
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Functional and technological properties

The shear force required to cut the sample in the transverse direction to the fiber
in both raw meat and cooked meat was lower for the SM samples than for the Normal
meat, i.e., SM meat was less resistant to cutting (Table 3). Raw SM samples required
22.07% less force than the Normal samples, while cooked SM meat required 32.75%
less force than the Normal meat. The low structural cohesion between the fibers is the
possible cause of these results, since the connection between the fibers is more fragile
in SM samples and the strength of the hands is able to disintegrate the connection

between them.

Table 3 — Functional and technological properties of Normal and SM chicken breast

meat

Normal fillets SM fillets

Parameters
Mean = SD Mean = SD

Shear force of raw fillets (N) 15.312£4.79 11.93 + 3.36
Shear force of cooked fillets (N) 46.442 + 15.18 31.23> £ 9.42
Water holding capacity (%) 61.442 £ 3.68 59.46° + 2.66
Cooking loss (%) 26.61° + 3.27 29.632 + 3.33
Protein denaturation (%T) 6.36% £ 2.42 6.212 £ 3.50
Emulsifying capacity (mL of

29.302 £ 4.03 27.902 £ 4.59

0il/100 mg of protein)

abMean values within the same line followed by different superscript letters significantly
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differ by Student's t-test at a 5% level of significance (p < 0.05).

According to Bilgili (2015), the excessive softness of this type of meat is related
to the extensive processes of fibers degeneration and regeneration, which causes low
tissue uniformity. The texture is very important for the consumer’s acceptance since
they can be used as a parameter for meat freshness (Fletcher, 2002). SM meat are
extremely friable and "softened" and the consumer may reject them if it is sold in
refrigerated form.

SM samples showed a reduction in WHC by 3.22% in relation to the Normal
samples (Table 3). This finding is consistent with Bilgili (2015) statements on the direct
relationship between their low capacity to retain water in the matrix and the decrease
in structural tissue surrounding the fibers, since an extensive necrosis of these tissues
was observed during the histopathological evaluation (Fig. 1). Petracci & Berri (2017)
correlate the deep structural alterations of these muscle fibers to the reduction of WHC
in fillets affected by myopathies, also verified in this study.

Visual observations detected damaged SM meat with poorly bonded fibers (see
more details in the Figure in the Supplementary Material) and gaps between the fibers
in raw and cooked meat, which does not occur in Normal meat. In cooked meat, this
SM samples defect makes water to remain attached to the tissue even more difficult
due to the application of external forces or a heating process, explaining the increase
in water loss during cooking.

Bilgili (2015) and Petracci & Berri (2017) explain that due to the increase in the
packaging density of the damaged fibers after cooking, it is expected for water to be
expelled from the muscular structure, reducing meat yield. However, this affirmative

does not explain the obtained results, since this study showed that fibers are poorly
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bonded and do not present dense packaging. Thus, an increase in the WHC of the
meat occurs whenever there is an increase in connective tissue (Hamm, 1961) would
be a better explanation for this case.

Products can be manufactured using meat less visually accepted by consumers;
however, it is important to investigate whether the use of breasts affected by
myopathies such as wooden breast, white stripping, and SM does not result in quality
loss due to their reduced capacity in maintaining the water attached to the food
(Petracci, Mudalal, Soglia, & Cavani, 2015; Xing et al., 2020). In contrast, once the
addition of salts and substances that help maintain the cohesion of processed foods
occurs, tests would be required to verify the feasibility of applying SM breast meat in
processed products. Petracci et al. (2015) concluded that breast meat with myopathies
such as white striping and wooden breast have impaired technological properties.

Although, in this study, SM samples showed lower WHC and higher cooking
loss than the Normal samples in this study, the protein denaturation analysis showed
no difference between the two meat groups. Probably the reduced capacity of the meat
in maintaining the water attached is unrelated to protein denaturation but with protein
content, since SM meat had lower protein content than the Normal samples (Table 1).
There was no difference (p > 0.05) in the emulsifying capacity of SM and Normal
samples, which is technologically interesting and makes tests on emulsified processed
products possible. Tasoniero et al. (2020) also investigated the ability of Normal and
SMfillets proteins to form a stable emulsion and obtain the same result from both types
of meat. However, by analyzing emulsion stability, the authors observed lower

stabilization in SM fillets.

Collagen content
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The amount of soluble collagen did not differ (p > 0.05) between SM and Normal
samples (Table 4), whereas in relation to total and insoluble collagens, the Normal
meat showed higher levels (p < 0.05). Since collagen is the main constituent of the
connective tissue, the reduced amount of this component in the meat can structurally
damage the fillets (Ricard-Blum, 2011). In fact, according to this study (see more
details in the Figure in the Supplementary Material) and their visual appearance, the
SM breast meat showed less WHC when an external force is applied or when the meat
is cooked and are less resistant to shear (raw or cooked) indicating structural

impairment.

Table 4 — Collagen/protein ratio, total, soluble and insoluble collagen content, and
estimated comparison between the pyridinoline levels (CNT) of Normal and SM

chicken breast meat

Normal fillets SM fillets
Parameters
Mean = SD Mean = SD
Total collagen (g 100g™) 1.432+£0.29 1.22° + 0.27
Soluble collagen (g 100g™) 0.302 £ 0.06 0.302 £ 0.06
Insoluble collagen (g 100g-) 1.132 £ 0.27 0.92°+0.28
Collagen/protein ratio 6.512 5.72°

CNT/mg of insoluble collagen

in 1.0 g dry sample

102.06% + 17.86

106.42% + 15.46

a-bMean values within the same line followed by different superscript letters significantly

differ by Student's t-test at a 5% level of significance (p < 0.05).
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The lowest (p < 0.05) amount of collagen insoluble in SM samples and the
resulting lower (p < 0.05) amount of total collagen found in this study can be correlated
with the statements of Bilgili (2015). According to Bilgili (2015), the meat with
alterations in the connective tissue present progressive decrease in endomysium and
perimysium due to the immaturity of the collagen deposited in the muscle.

Usually, the increase in insoluble collagen correlates to the increase in meat
structural resistance, and the content of collagen crosslinks increases with the age of
the animal (Coro, Youssef & Shimokomaki, 2002). In this experiment, the broilers were
the same age and the difference in total collagen content was mainly in insoluble
collagen content, therefore, the SM samples can be explained by the immaturity of the
connective tissue (Coro, Youssef & Shimokomaki, 2002).

Baldi et al. (2018) and Baldi et al. (2019) reported no difference between the
total collagen content between SM and Normal samples and did not individually
evaluate soluble and insoluble collagen contents. However, the mean values obtained
by Baldi et al. (2018) for the total collagen content were 34.9% lower than the mean
values obtained in this study, the data of Baldi et al. (2019) variated between 1.47 and
1.29 g 100g™.

In relation to the collagen/protein ratio (Table 4), there was a difference (p <
0.05) between SM and Normal samples. The ratio was 12.13 % lower for SM breast
meat when compared to Normal samples, indicating also a decrease in structural
tissue in the meat. No data were found in the literature on the collagen/protein ratio in
SM breast meat, however, authors report that this breast meat is deficient in
intramuscular connective tissue, mainly endomysium and perimysium, which would
justify the lower collagen and protein content (Bilgili, 2015).

Results from the estimated comparison between the pyridinoline levels of SM
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and Normal samples did not differ (p > 0.05) (Table 4), indicating that pyridinoline
content is not the factor responsible for the weakening of the fibers but for the lower
amount of total and insoluble collagen. This hypothesis makes sense, once the soluble
collagen becomes insoluble as the formation of the crosslinks occurs with the increase
in the animals” age thus increasing pyridinoline content (Cord, Youssef &
Shimokomaki, 2002). The immaturity or low amount of collagen produced may be
related to genetic factors, once the broilers received the same feed and were raised
under the same environmental conditions.

Baldi et al. (2019) evaluated the concentration of hydroxylysylpyridinoline in
Normal and SM meat and verified that the superficial layer of the SM breast meat was
46.9% lower than in the Normal fillets, but no differences (p > 0.05) between the fillets
was observed in the deep layer. Further studies are needed to establish the cause of
immaturity of the connective tissue in SM breast meat and about the effect of layers
on myopathy, since the problem can affect the superficial and deep layers of the

breasts.

Conclusion

The SM breast meat presented lower protein content and lower total and
insoluble collagen contents, demonstrating that the cause of SM breast meat is the
immaturity of the connective tissue. In addition, the SM samples were more yellowish
and with the functional parameters impaired, which can hinder its use in processed
meat products. These findings are in agreement with histopathological observations
that confirm the hypothesis that endomysium and perimysium impairment are

responsible for the characteristics of SM chicken breasts.
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The SM miopathy may represent an important economic loss to the poultry
sector, since the in natura commercialization of breast meat is inappropriate due the
visual appearance and it use in processed products still needs to be studies mainly

emulsified products.
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Supplementary material

Areas of chicken meat used in analyzes

Fig. 1 shows the areas of chicken fillets used in the analyses. The pH was

measured in the superior region of the fillet by inserting the potentiometer.

pH, water holding capacity, cooking
loss and shear force (cooked
samples)

Colour (in the internal surface)

Shear force (raw samples), protein
denaturation = and  emulsifying

capacity

Proximate chemical composition,
collagen content (total and soluble)
and estimated comparison of
pyridinoline

Fig. 1 Supplementary material. Fillet areas used in the analyses.

Analysis of pyridinoline content estimation in chicken meat

To estimate pyridinoline content, collagen were extracted from samples by the
method of Skinner (1982) with adaptations. Initially 10 g of sample were transferred to
an Erlenmeyer flask coated with aluminum foil containing 200 mL of 0.6 mol L' KCI

solution and kept under stirring for 24 h at 4 °C. The samples were centrifuged at 4,000
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g for 25 minutes in a refrigerated centrifuge at 4 °C. The precipitate obtained was left
in water under refrigeration (4 °C) for 24 h and washed with 50 mL of ice water (4 °C),
homogenized and then centrifuged again and the water was discarded, repeating this
process for 6 times. The resulting precipitate was frozen and freeze-dried for 36 h.
After this process, 100 mg of the lyophilized material was taken in a screw capped tube
and 1.0 mL of 6 mol L-' HCI solution was added. The samples were left at 105 °C for
24 hours for hydrolysis (Eyre, Koob & Van Ness, 1984).

After sample hydrolysis, 0.5 mL of cellulose solution, 0.5 mL of acetic acid and
2 mL of 1-butanol were added to the tube. The mixture was homogenized and poured
in a cellulose column prepared according to Skinner (1982). The flask was washed
with 1.5 mL of mobile phase (1-butanol, water and acetic acid, in the proportion 4:1:1)
and the contents were again poured into the column. The column was washed three
times with 5.0 mL aliquots of the mobile phase. To extract the pyridinolines retained in
the cellulose, 5.0 mL of ultrapure water were passed through the column and collected
for further centrifugation at 3,000 g for 8 minutes in a refrigerated centrifuge at 4 °C.
After centrifugation the supernatant phase was discarded and the remainder was
frozen and freeze-dried for 24 h for later estimated pyridinoline analysis (Skinner, 1982;
Avery, Sims, Warkup & Bailey, 1996).

The lyophilized samples were suspended in 1.0 mL of 20% (v/v) acetic acid
solution, to standardize pH and ensure that all structures are charged electrically in the
same way, for further spectrofluorimetric analysis. Detection of fluorescence intensity
(in counts, arbitrary unit of equipment) was determined using the excitation at 297 nm
and emission at 380 nm (Eyre, Koob & Van Ness, 1984).

The method is comparative, since no pyridinoline standard was used as a

reference, however, it is estimated that the pyridinoline fraction is the majority or the
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only one, since the preparation of the sample favors the isolation of this component of
the matrix. The absorption and emission spectra of fluorescence was obtained for all
samples to guarantee that were comparable and presents similar spectra (Fig. 2).
Additionally, Zhang, Liu, Yi, Chen, Li & Min (2009) argument that the tryptophan
residue, a possible interfering element, emits light at 340 nm, did not interfere in the
wave-length used in this work. The measure of each sample was performed five times

and 20% (v/v) acetic acid solution was used as blank.

Fig. 2 Supplementary material. Fluorescence spectra (200 — 500 nm) obtained for

(a) Normal and (b) SM samples.
Characteristics of Normal and SM chicken fillets raw and cooked

Fig. 3 shows the appearance of Normal and SM samples of chicken fillets raw
and cooked. Raw Normal fillets (A) have cohesive fibers, while SM fillets (B) have
altered structural integrity of the fibers. After cooked, Normal fillets remain intact (C),

while SM fillets present gaps between the fibers (D).
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Fig. 3 Supplementary material. (A) Internal and external surface of Normal raw
chicken breast meat; (B) Internal and external disintegrated surface of SM raw chicken
breast meat; (C) Piece of Normal chicken breast meat after cooked; (D) piece of SM

chicken breast meat after cooked (with gaps between fibers)
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5.2 ARTIGO CIENTIFICO 2 - ELABORACAO E AVALIACAO DE PRODUTOS CARNEOS UTILIZANDO
FILES DE FRANGO COM MIOPATIA SPAGHETTI MEAT

A formatagdo do seguinte artigo encontra-se de acordo com as

normas da revista cientifica “LWT - Food Science and Technology”.
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Elaboracao e avaliagao de produtos carneos utilizando filés de frango com

miopatia Spaghetti Meat

Fernanda Jéssica MENDONCA?, Ana Clara Longhi PAVANELLO?, lolanda Cristina
Cereza ZAGO?, Adriana Lourengo SOARES?
aDepartamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Estadual de

Londrina, Rodovia Celso Garcia Cid, Km 6, CEP 86.057-970, Londrina, PR, Brasil.

Highlights
e Chicken products prepared from spaghetti meat (SM) had lower protein content
e The lower protein content led to a lower water-holding capacity

e The oxidative stability of SM products was similar to that of control products

Abstract
Chicken sausages and pre-cooked, frozen, marinated, shredded chicken breast
prepared from spaghetti meat were evaluated for chemical composition, color, water
activity and lipid oxidation. Products prepared from normal chicken breast were
assessed for comparison. Sausages were evaluated also for texture and water-holding
capacity, while shredded chicken were evaluated for weight loss after thawing and
warmed-over flavor. Sausages and shredded chicken made with spaghetti meat had
lower protein content and, consequently, lower water-holding capacity than control
products. There was no influence of spaghetti meat on the hardness and lipid stability
of sausages or on the lipid stability, warmed-over flavor, and L* and b* values of
shredded chicken. The results showed that utilization of spaghetti meat in chicken

sausages and shredded chicken is a feasible solution to reduce economic losses.
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Keywords: Sausage, Marinated meat, Lipid oxidation, Ready-to-eat food.

1. Introduction

Spaghetti meat (SM), an emerging myopathy affecting broiler breast muscle
(pectoralis major), is characterized by changes in intramuscular connective tissue that
result in low structural cohesion and fragmented fiber bundles. Impairment of muscle
integrity is such that SM can disintegrate when pressed between fingers (Baldi et al.,
2018; Baldi et al., 2019; Tasoniero, Zhuang, Gamble, & Bowker, 2020). Because of
their compromised appearance and higher probability of rejection by consumers,
affected breast fillets are generally not sold as fresh retail meat (Baldi et al., 2018).
Total or partial disposal of SM fillets may result in great economic losses. One
alternative is to use SM to manufacture processed meat products, such as sausages
and emulsified meat (Baldi et al., 2018).

Previous studies have investigated the feasibility of using breast meat with
myopathies in processed products. Kuttappan, Hargis, and Owens (2016) stated that
the use of chicken fillets affected by wooden breast and white striping may compromise
the quality of meat products, such as, for instance, marinated chicken breast. In
contrast, Rigdon et al. (2019) argued that it is possible to use wooden breast meat to
produce sausages without negative effects on quality. No reports were found on the
use of SM fillets to manufacture processed meat products.

Chicken sausages and shredded chicken have gained importance because of their
easy preparation. Sausages are usually made from lower-quality raw materials, such
as mechanically separated meat, and are therefore low-cost. Shredded chicken is a

practical pre-prepared product (Sousa et al., 2017; Kieling, Delarco & Prudéncio,
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2019). This study aimed to prepare chicken sausages shredded chicken from SM and
compare their physicochemical properties with those of meat products made from

normal chicken breast.

2. Material and methods

2.1. Materials

This research was approved by the Animal Ethics Committee of the State University
of Londrina (protocol no. 22295.2017.93). A pool of chicken breasts samples from
Ross 308 AP and Cobb 500 Slow broilers of both sexes (mean age, 46 days; mean
body weight, 3.27 kg) were obtained from two different flocks from a commercial
slaughterhouse in Parana State, Brazil. The birds were slaughtered and processed by
standard commercial methods (electrical stunning, bleeding, scalding, plucking,
evisceration, chilling, and mechanical separation). Samples were visually classified as
SM-affected or normal by a two trained specialist. SM breasts were identified by the
presence of disintegrated fiber bundles. Samples were packed in polyethylene bags
and stored at 4 °C for 24 h before product preparation. Chicken breasts were collected

twice.

2.2. Chicken sausages

2.2.1. Preparation of chicken sausages

Two chicken sausage formulations were prepared, one using SM and the other

using normal chicken breast (control). First, chicken breast (40.00%) was ground and
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homogenized in a food processor (Philco Maxxi 800W). The other ingredients were
added in the following order: sodium triphosphate (0.50%), ice (10.00%), mechanically
separated meat (30.20%), curing salts (0.25%), table salt (1.70%), ground chicken skin
(10.00%), sausage seasoning (1.00%), monosodium glutamate (0.30%), liquid smoke
(0.03%), sugar (0.50%), and soy protein isolate (2.82%). Finally, sodium erythorbate
(0.30%), carmine 3% (20 uL, SBR Foods Ltda), sodium lactate (0.40%), and cassava
starch (2.00%) were added and mixed until complete homogenization.

The resulting emulsion was stuffed into collagen casings, cooked in a boiling water
bath until the internal temperature reached 72 °C, and cooled in an ice bath until the
internal temperature reached 10 °C. The casings were removed after cooling, and the
sausages were vacuum-packed and stored at 4 °C. Analyses were performed after 2,

15, 60, and 90 days of storage.

2.2.2. Color analysis
Color parameters (L*, a*, and b*) were measured on six different points in the
internal portion of sausages by using a Minolta CR-400 colorimeter (D65 illuminant) at

a viewing angle of 10°.

2.2.3. Determination of water activity (aw)

aw was determined on an Aqualab Dew Point 4tev water activity meter.

2.2.4. Water-holding capacity (WHC)
WHC was measured and expressed as a percentage according to the method

proposed by Troy, Desmond, and Buckley (1999).
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2.2.5. Texture profile analysis
Sausages were cut into pieces of 2.0 cm diameter and 2.0 cm thickness and
subjected to two consecutive compressions to 30% of their original thickness using a
TA.XT2i universal texture analyzer and a P25 probe at 2 mm s™' and 0.98 N. The

evaluated parameters were hardness, chewability, cohesiveness, and elasticity.

2.2.6. Lipid peroxidation analysis

2-Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) were extracted by a method
adapted from Mendes, Cardoso, and Pestana (2009) using 7.5% (w/v) trichloroacetic
acid for precipitation and 2-thiobarbituric acid (TBA) for derivatization. Quantification
was performed according to Tarladgis, Watts, Younathan, and Dugan (1960), and the

results are expressed in mg malondialdehyde (MDA) kg~' sample.

2.2.7. Proximate composition analysis
The proximate composition of SM and control sausages was determined by AOAC
methods (1990). Lipids were extracted by acid hydrolysis (Bridi & Silva, 2009).

Carbohydrate contents were calculated by difference.

2.3. Shredded chicken

2.3.1 Preparation of shredded chicken

Two pre-cooked, frozen, marinated, shredded chicken breast formulations were
prepared, one using SM and the other using normal chicken breast (control). Chicken
breast samples were weighed, placed in individual polyethylene bags, and thoroughly

injected to 20% weight gain with brine (89.0% water, 8.0% sodium chloride, 2.0%
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sodium tripolyphosphate, 0.5% monosodium glutamate, and 0.5% sodium erythorbate)
(Brazil, 2003).

The bags with the brine were sealed, left at 4°C for 30 minutes and cooked in a
water bath at 85 °C for 40 min after the internal temperature had reached 75 °C. After
cooking, the samples were cooled at 4 °C and shredded three at a time by using a
planetary mixer (Arno Deluxe) and a mixing paddle at speed 4 for 2 to 3 min until the
portion was homogeneously shredded. After shredding, the portions were
homogenized, aliquoted, and stored in polyethylene bags at —18 °C until use. Prior to
analysis, samples were thawed at 4 °C for 24 h. Analyses were performed at 2, 15, 45,

and 60 days after storage.

2.3.2. Color analysis
Color measurements (L*, a*, and b*) were performed in triplicate in portions of
shredded chicken packed into 15 mL round sample containers (white background)

using a Minolta CR-400 colorimeter (D65 illuminant) at a viewing angle of 10°.

2.3.3. Determination of aw

aw was determined as described in Section 2.2.3.

2.3.4. Weight loss after thawing

Thawing loss was determined according to the method of Oliveira et al. (2015).
shredded chicken samples were weighed shortly after preparation and then frozen at
-18°C. Two days before the 15-, 45-, and 60-day evaluations, samples were removed
from the freezer and stored at 4 °C. Thawing loss was calculated as the percentage of

weight lost after thawing.
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2.3.5. TBARS assay
TBARS extraction and determination were performed according to Tarladgis et al.

(1960).

2.3.6. Warmed-over flavor (WOF)

WOF was analyzed by a method adapted from Igene and Pearson (1979). Samples

were thawed at 4 °C for 48 h and then reheated in a water bath at 85 °C for 6 min.

Subsequently, the TBARS assay was performed according to Tarladgis et al. (1960).

2.3.7. Proximate composition analysis

Proximate composition was determined by AOAC methods (1990).

2.4. Statistical analysis

Differences between SM and control products were assessed by Student’s f-test at

the 5% significance level. Data were subjected to analysis of variance followed by

Tukey’s test at the 5% level for comparisons between storage times. Statistical

analyses were performed using Statistica version 7.0.

3. Results and discussion

3.1. Chicken sausages

3.1.1. Proximate composition and aw



176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

98

Proximate analysis showed that the chemical properties of both sausage
formulations (Table 1) were in compliance with Brazilian legislation: lipid content was
lower than 30%, carbohydrate content was lower than 7%, and protein content was

higher than 12% (Brazil, 2000).

Table 1. Proximate composition and water activity (aw) of chicken sausages prepared

from spaghetti meat (SM) or normal chicken breast (control).

Parameter Control sausages SM sausages
Moisture (g 100 g™") 65.15 + 1.092 65.06 + 1.192
Protein (g 100 g™") 18.61 + 0.622 17.90 + 0.46°
Lipids (g 100 g™") 10.00 + 0.32b 10.52 + 0.342
Ash (g 100 g™ 3.46 + 0.09° 3.56 + 0.10°
Carbohydrates (g 100 g7") 2.78 £ 1.152 2.96 + 0.80?
aw 0.975 = 0.0062 0.971 £ 0.0092

Values are presented as mean * standard deviation (n = 14).
ab Means within rows followed by different letters differ significantly by Student’s t-test

(p < 0.05).

Protein and lipid contents differed (p < 0.05) between formulations. SM sausages
had a 4.9% higher lipid content and a 3.9% lower protein content than control
sausages. The lower protein content of SM sausages agrees with the lower protein
concentrations of SM, as found here and in Baldi et al. (2018). The authors observed
that SM fillets had 3.28% less protein than normal chicken breast fillets. Protein quality
and content are important attributes in the production of emulsified meat products.
Myofibrillar proteins have gel-forming properties that confer softness and improve
WHC, particularly when added with phosphates and subjected to heat (Wang, Xu, &

Zhou, 2009; Shan et al., 2020). Regarding lipid content, no differences (p > 0.05) were
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observed between SM and normal fillets, in agreement with Baldi et al. (2018).
Tasoniero et al. (2020), however, found that the presence of SM myopathy increased
lipid content by 50.0%.

Moisture, ash, and carbohydrate contents did not differ (p > 0.05) between SM and
normal sausages. The same was observed for aw (p > 0.05). The values found in the
current study were similar to that reported by Ashadi and Anuntagool (2019) (0.98) but
higher than that found by Andrés, Garcia, Zaritzky, and Califano (2006) (0.963),

possibly because of water bath cooking.

3.1.2. Lipid oxidation

Sausage formulations did not differ (p > 0.05) in TBARS content in any of the
evaluated periods (Fig. 1). The high lipid content of SM sausages (Table 1) did not
promote an increase in oxidative metabolism, probably because of the presence of
sodium erythorbate, which exerts antioxidant effects against lipid oxidation (Duong et
al., 2008). Over the 90-day storage period, both formulations showed similar lipid
oxidation patterns, with a 47.0% increase in TBARS values. Initial TBARS values were
comparable to those of chicken sausages prepared by Fang, Lin, Ha, and Warner
(2019) (0.53 mg MDA kg™') and 50% lower than those of sausages obtained by Bolger,
Brunton, Lyng, and Monahan (2016) (1.0 mg MDA kg~'). TBARS values were below

the detection threshold for untrained consumers (2 mg MDA kg™") (Campo et al., 2006).
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Fig. 1. Lipid oxidation values (mg malondialdehyde kg~' sample) of chicken sausages
prepared from spaghetti meat (SM) and normal chicken breast (control) during 90 days

of storage at 4 °C. Results are expressed as mean and error bars represent the standard deviation

(n = 7). Means followed by different lowercase letters are significantly different by Student’s t-test (p <
0.05), and means followed by different uppercase letters are significantly different by Tukey’s test (p <

0.05).

3.1.3. Color and WHC

SM sausages were darker (p < 0.05) than normal sausages. This difference was
maintained throughout storage, except at 60 days, when no differences in L* value
were observed (p > 0.05) between formulations (Table 2). The a* value of SM
sausages was higher (p < 0.05) at all periods, indicating a more intense red color. Such
differences in L* and a* values were not expected, as SM fillets did not differ from

normal fillets in these parameters (Mendonga, 2021; Baldi et al., 2018). The b* value
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differed (p < 0.05) between formulations at 30 days of storage, with lower values in SM
than in control sausages.

During storage, a decrease in lightness and redness was observed in normal
(0.34%) and SM (6.81%) sausages, and normal sausages increased in yellowness (p
< 0.05). Changes in lightness and color can be attributed to pigment oxidation. For
instance, oxidation of myoglobin in meat causes a reduction in redness and an
increase in yellowness (Faustman, Sun, Mancini & Suman, 2010; Faustman & Suman,

2017).

Table 2. Color parameters (L*, a*, and b*) and water-holding capacity (WHC) of
chicken sausages prepared from spaghetti meat (SM) or normal chicken breast

(control) during 90 days of storage at 4 °C.

Parameter Storage period Control sausages SM sausages
2 64.43 £ 0.392A8B 63.96 + 0.33A
15 64.80 + 0.78%A 62.73 + 0.3208C
L* 30 63.94 + 0.782ABC 62.81 + 0.31%B
60 63.03 + 0.963C 62.31 + 0.2438C
90 63.47 + 0.7428C 62.12 £ 0.73C
2 15.80 + 0.25A 16.16 + 0.30%A
15 15.44 + 0.40°A8 16.01 + 0.443A8
a* 30 15.13 + 0.45°BC 15.62 + 0.25%8
60 15.15 + 0.46°BC 15.58 + 0.1328
90 14.67 + 0.33C 15.06 + 0.233C
2 8.95 + 1.432C 9.12 £ 1.473A
15 9.11 + 0.2638¢ 8.96 + 0.20%A
b* 30 9.59 + 0.223ABC 8.93 + 0.08"*
60 10.06 + 0.08%A8 9.75+ 0.07°A
90 10.35 £ 0.24°A 9.96 + 0.22°A
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2 89.34 + 0.96°A 88.51 + 1.45%A
15 88.90 + 0.713A8 87.79 + 1.373A
WHC (%) 30 88.08 + 1.563/8 88.07 + 1.223A
60 87.50 + 0.95%8 85.04 + 1.26"8
90 80.07 + 1.003¢ 78.30 + 1.46°C

Values are presented as mean + standard deviation (n = 7).

ab Means within rows followed by different lowercase letters are significantly different
by Student’s t-test (p < 0.05).

AB.C Means within a parameter followed by different uppercase letters are significantly

different by Tukey’s test (p < 0.05).

WHC differed (p < 0.05) between sausages stored for 60 and 90 days. WHC values
were lower in SM sausages, probably because of the greater spacing between SM
fibers and the lower protein content of SM sausages (Table 1). Proteins can bind to
water, increasing the moisture content of the food matrix (Shan et al., 2020). SM fillets,
according to Bilgili (2015), have lower WHC because of the lower amount of structural
tissue surrounding muscle fibers. For both formulations, WHC decreased over storage

(p < 0.05) by about 10%.

3.1.4. Texture profile analysis

Texture profile analysis revealed no differences (p > 0.05) in hardness between
sausage formulations at any of the storage periods (Fig. 2), including at 60 and 90
days, when WHC was lower in SM sausages. It is likely that the ingredients and
additives used in the formulation, mainly tripolyphosphate, contributed to the hardness
of chicken sausages (Wang, Xu, & Zhou, 2009).

Cohesiveness, a property associated with the ability of a food product to deform
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before breaking (Civille & Szczesniak, 1973), differed (p < 0.05) between normal and
SM sausages stored for 90 days. SM sausages were less cohesive than control
sausages. These results are consistent with the lower cohesion and protein content of
SM fillets, as both factors contribute to the formation and stability of emulsions (Wang,

Xu, & Zhou, 2009).
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Fig. 2. (a) Hardness, (b) cohesiveness, (c) elasticity, and (d) chewability of chicken
sausages prepared from spaghetti meat (SM) and normal chicken breast (control)

during 90 days of storage at 4 °C. Error bars represent the standard deviation (n = 7). Means

followed by different lowercase letters are significantly different by Student’s f-test (p < 0.05), and means

followed by different uppercase letters are significantly different by Tukey’s test (p < 0.05).

Elasticity, related to the speed at which a food returns to its undeformed condition

after the deforming force is removed (Civille & Szczesniak, 1973), differed (p < 0.05)
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between formulations only at day 2 of storage, with higher values in SM sausages.
Chewability did not differ (p > 0.05) between samples at any of the analyzed periods.

Hardness, cohesiveness, and chewability varied throughout storage (p < 0.05) for
both sausage formulations. No patterns or similar behaviors were observed. Elasticity,
on the other hand, did not vary with time (p > 0.05). Overall, SM and normal sausages
showed similar textural characteristics during storage. Such similarities are due to the
formulation ingredients used, which contributed to emulsion formation and stability.
Sodium chloride produces a salting-in effect, phosphates increase WHC, and starch
and soy protein isolate promote gel formation and maintenance (Wang, Xu, & Zhou,

2009; Kamani et al., 2019).

3.2. Shredded chicken

3.2.1. Proximate composition and aw

SM shredded chicken had lower (p < 0.05) protein content and higher (p < 0.05)
lipid and moisture contents than control samples (Table 3). As also observed for SM
sausages, the lower protein content of SM shredded chicken stemmed from the low
protein concentration of SM compared with that of normal meat (Baldi et al., 2018;
Tasoniero et al., 2020). This characteristic contributed to the lower moisture content of
the SM-based product, as proteins retain water. Thus, SM shredded chicken released
more moisture during cooking. Brining increases WHC and reduces (but does not
prevent) exudation during cooking (Barbanti & Pasquini, 2005).

The differences in lipid content were likely due to differences in the composition of
raw materials. Mendonga (2021) and Baldi et al. (2018) did not observe differences in

lipid content between SM and normal meat, but Tasoniero et al. (2020) found that SM
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fillets had higher lipid contents than normal fillets. Furthermore, macromolecule
concentration increased with the loss of water during cooking, which possibly

intensified differences between formulations.

Table 3. Proximate chemical composition and water activity (aw) of shredded chicken

prepared from spaghetti meat (SM) or normal chicken meat (control).

Parameter Control shredded chicken SM shredded chicken
Moisture (g 100 g™") 71.71 £ 1.67° 72.90 + 1.312
Protein (g 100 g™") 25.46 + 0.842 24.04 + 0.90P°
Lipids (g 100 g7") 1.51+£0.17° 1.74 £0.182
Ash (g 100 g™") 1.76 £ 0.022 1.76 £ 0.01°
aw 0.989 + 0.002° 0.992 + 0.0032

Values are presented as mean * standard deviation (n = 7).
ab Means within a row followed by different letters are significantly different by

Student’s t-test (p < 0.05).

Meat products showed similar ash contents (p > 0.05), as expected because of the
lack of differences (p > 0.05) in ash content between SM and normal meat observed
here and in Baldi et al. (2019). The aw of SM shredded chicken was 0.3% higher (p <
0.05) than that of normal samples, in agreement with the higher moisture and lower
protein contents of the SM-based product, characteristics that promote an increase in

free-water fraction.

3.2.2. WOF and lipid oxidation
Throughout the 60-day storage period, TBARS and WOF values did not differ (p >

0.05) between shredded chicken prepared from SM and normal meat (Table 4).
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TBARS values increased (p < 0.05) after 45 days of storage in both shredded chicken
products, whereas the WOF of control shredded chicken increased (p < 0.05) at 15
days of storage and the WOF of SM shredded chicken increased at 45 days.
Al-Hijazeen, Lee, Mendonca, and Ahn (2016) found the TBARS content of freshly
cooked chicken meat to be 0.19 mg MDA kg™". Kieling, Delarco, and Prudéncio (2019)
observed initial TBARS values of 7.52 mg MDA kg™ in cooked shredded chicken. In
both studies, however, antioxidant agents were not used. Although cooking increases
TBARS values, the use of additives that act directly or indirectly as antioxidant agents,
such as sodium erythorbate and sodium tripolyphosphate, can inhibit lipid oxidation
(Duong et al., 2008). In addition to the use of antioxidant agents in shredded chicken
formulations, the low storage temperature (=18 °C) probably contributed to inhibiting
lipid oxidation (Campo et al., 2006). TBARS and WOF values during storage were

below the detection threshold for untrained consumers (Campo et al., 2006).

Table 4. Lipid oxidation (TBARS) and warmed-off flavor (WOF) values of shredded
chicken prepared from spaghetti meat (SM) or normal chicken meat (control) during

60 days of storage at -18 °C.

Storage period Shredded chicken

Parameter
(days) Control SM
2 0.12 £ 0.022A 0.12 £ 0.032A
TBARS
15 0.13 £ 0.042A 0.12 £ 0.042A
(mg malondialdehyde kg™
45 0.17 £ 0.06348 0.20 + 0.0828
sample)
60 0.19 £ 0.048 0.22 £ 0.05%8
2 0.14 £ 0.06%A 0.12 £ 0.05%A
WOF
15 0.27 £ 0.0928 0.19 £ 0.073/B
(mg malondialdehyde kg™
45 0.28 £ 0.06%8 0.28 £ 0.08%8
sample)
60 0.30 £ 0.0828 0.29 £ 0.07%8




342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

107
Values are presented as mean + standard deviation (n = 7).
ab Means within rows followed by different lowercase letters are significantly different
by Student’s t-test (p < 0.05).
AB Means within a parameter followed by different uppercase letters are significantly

different by Tukey’s test (p < 0.05)

3.2.3. Color and thawing weight loss

No differences in L* value (p > 0.05) were observed between control and SM
shredded chicken in any of the analyzed periods (Table 5). For control shredded
chicken, L* did not vary (p > 0.05) throughout the 60-day storage period, whereas for
the SM-based product, the L* value decreased (p < 0.05) at 45 days. These results
agree with those obtained in previous studies on cooked chicken fillets. Orel et al.
(2020) obtained an L* value of 80.82, and Kieling, Delarco, and Prudéncio (2019)
reported values ranging from 76.78 to 78.94 over 60 days of storage at 4 °C.

The a* value differed (p < 0.05) between products only at 15 days of storage, when
SM samples were less red than control samples. The parameter b* did not differ (p >
0.05) between control and SM shredded chicken at any of the analyzed periods, and
no differences were observed throughout storage, even though SM fillets are more
yellow than normal fillets (Baldi et al., 2018). Myoglobin is denatured by cooking,
leading to changes in color, which may explain why both products had similar color

characteristics (Faustman & Suman, 2017).

Table 5. Color parameters (L*, a*, and b*) and thawing weight loss (TWL) of shredded
chicken prepared from spaghetti meat (SM) or normal chicken meat (control) during

60 days of storage at -18 °C.
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Parameter

Storage period (days)

Control

SM

L*

b*

TWL (%)

2
15
45
60
2
15
45
60
2
15
45
60
2
15
45
60

78.03 + 1.07%A
77.98 + 0.512A
77.14 £ 0.87%A
78.01 + 1.212A
1.58 + 0.1228
1.74 £ 0.13%8
2.10 £ 0.28%
1.63 + 0.24%8
14.33 £ 0.70%4
14.07 + 0.5634
14.33 £ 0.98%A
14.04 £ 0.612A
NA
6.10 + 1.83%
6.95 + 1.50%
10.51 + 1.6204

78.55 + 0.82%A
78.12 + 1.073/8
77.04 + 1.40%8
78.13 £ 0.523/8
1.48 + 0.15%8
1.45+0.18%8
2.04 £ 0.31%
1.52+0.19%8
14.26 + 0.523A
14.20 + 0.30%A
14.31 £ 0.29%4
14.67 + 0.65%4
NA
7.81+0.91%8
7.68 + 1.76%B
12.72 £ 1.973A

Values are expressed as mean + standard deviation (n = 7).

NA, not assessed (samples were not frozen).

ab Means within rows followed by different lowercase letters are significantly different

by Student’s t-test (p < 0.05).

AB Means within a parameter followed by different uppercase letters are significantly

different by Tukey’s test (p < 0.05).

SM shredded chicken had higher thawing loss at 15 and 60 days of storage than

the control, but no differences (p > 0.05) were observed at 45 days of storage (Table

5). For both products, thawing loss increased during storage. The thawing loss of SM

samples was 1.2 times higher than that of normal samples at 60 days. Such a finding
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can be attributed to the lower protein content and, consequently, lower WHC of SM

(Baldi et al., 2018).

4. Conclusion

The use of chicken breast meat affected by SM for the preparation of sausages and

shredded chicken is a viable alternative to minimize economic losses.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Filés de frango acometidos pela miopatia SM além de serem
visualmente comprometidos, possuem menor teor de proteinas que filés Normais e,
consequentemente, capacidade reduzida de reter agua em sua estrutura. Assim como
outras miopatias, estes filés apresentam infiltrados inflamatérios em suas fibras, mas
diferentemente das outras, apresenta diminuicdo de estruturas como endomisio e
perimisio.

Embora a comercializagdo na forma in natura dos filées SM seja
inviavel, este estudo concluiu que podem ser utilizados na elaboragéo de produtos
carneos como a salsicha de frango e filés de frango marinados cozidos desfiados
congelados como forma de agregar valor e reduzir prejuizos econémicos.

Proposi¢cdes acerca de estudos futuros englobam buscar respostas
para questdes como: existem fatores na criagdo que podem favorecer o
desenvolvimento da miopatia? Se sim, quais sdo esses fatores e eles poderiam ser
solucionados? Qual a incidéncia de ocorréncia dessa miopatia? Ha influéncia da
linhagem nessa condi¢cdo? Os produtos elaborados com filés SM s&o sensorialmente

aceitos?
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ANEXO A
Aprovacao da pesquisa pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Londrina



Universidade
i= Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 133/2017 Londrina, 01 de Novembro de 2017.

Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: “Caracterizacdo de parametros bioquimicos e
estruturais de filés de frango com alteracées estruturais no tecido conjuntivo intramuscular.”
protocolo CEUA n°22205.2017.93 sob a responsabilidade de Adriana Lourenco Soares Russo, que
envolve a produgéo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2909,
€ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Londrina (CEUA/UEL), em reunido realizada em 31/10/2017 : G

O objetivo do projeto € investigar, caracterizar e comparar parametros bioquimicos e
estruturais do tecido conjuntivo intramuscular de filés de frango normais e de filés que apresentem
alteracées estruturais no tecido conjuntivo intramuscular. Grau de invasividade=1

Vigéncia do Projeto 06/11/2017 a 06/03/2020
Espécie/linhagem Ave / Cobb

N° de animais 500

Peso/ldade 2.200g / 42 dias

Sexo Machos e fémeas.
Origem Frigorifico COPACOL
Amostras a serem coletadas | Filés de peito de frango

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo & apreciagcdo da CEUA/UEL anteriormente & execucao
das modificagées.

Coloco-me a disposicéo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria. Sem
mais para 0 momento, subscrevo, cordialmente.

Profa. Dra.
©

ral$cantamburlo Alves Fernandes
rdenadora da CEUA/UEL

limo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr (a). Adriana Lourenco Soares Russo

Responsavel pelo projeto A et
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos CCA

C/C para a Chefia do Depto. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
C/C para a Direcdo do CCA
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