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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a oxida¢ao lipidica (Lipox) e protéica (Proox) sob duas
condigdes: biologica e quimica. A primeira, durante a instalagdo da anormalidade PSE em
carnes de peito de frango e na ultima durante o processamento do charque em condigdes
drésticas de temperatura relativamente alta e elevada concentragdo salina. A quantidade de
produtos da oxidagdo lipidica (Lipox) e protéica (Proox) formados em amostras frescas e
cozidas de carnes de peito de frango andlogas ao PSE foi investigada. Na carne fresca, teores
consideraveis de TBARS e compostos carbonila, 0,057mg/kg e 0,54nmol/mg proteina,
respectivamente, foram obtidos depois de 24h post mortem, sugerindo que os radicais livres,
ou fundamentalmente, as espécies reativas do oxigénio, ROS, foram sintetizados antes da
instalagdo do rigor mortis. Isto implicaria que a atividade da enzima fosfolipase A, foi
catalizada subsequentemente pela presenca em excesso de Ca’™ dentro do reticulo
sarcoplasmatico, durante o estresse fisioldgico sofrido pelas aves no exato momento, anterior
ao seu sacrificio. A tripla concentracdo de acido araquidonico (3,59g/100g) encontrada em
carnes analogas ao PSE comparando-se ao controle (1,15g/100g) corroborou para esta
avalia¢do. Na carne cozida houve um aumento de aproximadamente 10 vezes nos niveis de
compostos carbonila, em relagdo a carne fresca, e apesar da inativagdo da atividade da PLA;
pelo tratamento térmico, as reagcdes quimicas continuaram ocorrendo, € neste caso, em razao
da elevada concentragio de proteinas heme (>60%) presentes na forma de Fe’*, intensificando
este processo. Na segunda condi¢cdo de formagao de (Lipox) e (Proox), o charque bovino foi
utilizado como um modelo e a alta correlacdo obtida entre a formacdo de metamioglobina sob
a forma de Fe’™ e compostos carbonila (R*=0,92; p<0,01) indicou que ROS provavelmente foi
originada das reacdes de Fenton, e esta condi¢do parece ser de fato a mais relevante para os
componentes oxidativos promoverem a formacao de (Lipox) e (Proox) em carnes salgadas.
De fato, depois de 60 dias de armazenamento do charque, TBARS e compostos carbonila
determinados foram de 0,25mg/kg e 2,77nmol/mg proteina, respectivamente. O uso de
antioxidantes como o 4cido fitico inibiu substancialmente o desenvolvimento de TBARS e
compostos carbonila em 20% e 17%, respectivamente, enquanto que para o nitrito de sédio,
80% e 61%, respectivamente, provavelmente pelo seqiiestro de Fe’* da metamioglobina.
Finalmente, nossos resultados demonstram que em paralelo a oxidagdo lipidica, a oxidagao
protéica ocorre na carne € em produtos carneos, € a sua intensidade dependeria das condi¢des
de manipulagdo prévia. Esta reacdo ¢ inibida pela presenga de antioxidantes.

Palavras-chave: Compostos carbonila. Atividade da fosfolipase A,. Carnes PSE.
Metamioglobina. Nitrito de sddio. Acido fitico.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the lipid (Lipox) and protein (Proox) oxidation
under two conditions: biological and chemical. Firstly, during the installation of PSE
abnormality in breast chicken meat and secondly in beef charqui meat processed under harsh
condition of relatively high temperature and elevated salt concentration. The secondary
products amount of the Lipox and Proox formed in fresh and cooked samples of PSE-like
meat were investigated. In the fresh PSE-like meat considerable amount of TBARS and
carbonyl components of 0.057mg/kg and 0.54nmol/mg protein, respectively, was obtained
after 24h pos mortem suggesting that free radicals or fundamentally, ROS, reactive oxygen
species, were synthesized before the rigor mortis installation. This would imply that PLA,
enzyme activity was catalyzed further by the surplus of Ca** presence within the sarcoplasmic
reticulum during the physiological stress suffered by the birds at the moment just before their
slaughtering. A triple concentration of arachidonic acid (3.59g/100g) found in PSE-like meat
samples in relation to control samples (1.15g/100g) corroborated for this assessment. In the
cooked meat samples there was an increase of approximately 10-fold of carbonyl components
in relation to fresh meat samples, and despite of the inactivation of PLA; activity by the heat
treatment further chemical oxidative reactions occurred, and in this case because of the
elevated presence of heme protein concentration (>60%) under the form of Fe®*, enhancing
these processing. In the second condition of Lipox and Proox formation, charqui meat was
used as a model and the obtained high correlation between the formation of metamyoglobin
under Fe** form and carbonyl substances (R*=0.9, p<0.01) indicated that ROS probably was
originated from Fenton reaction, and this condition seemed to be the most relevant for the
oxidative components to promote Proox and Lipox formation in salted meat. In fact after 60
days of charqui meat storage, the determined TBARS and carbonyl substances were
0.25mg/kg and 2.77nmol/mg protein, respectively. The use of anti oxidants as phytic acid and
inhibited substantially the development of TBARS and carbonyl substances by 20.0% and
17.0% respectively while nitrite by 80.0% and 61.0%, respectively, most probably by
sequestering the Fe*™ from the charqui metamyoglobin. Finally, our results demonstrated that
in parallel to lipid oxidation, protein oxidation does occur in meat and meat products and its
intensity would depend on the conditions of their previous manipulation. This oxidative
reaction is inhibited by the presence of antioxidants.

Keywords: Carbonyl substances. Phospholipase A, activity. PSE meat. Metamyoglobin.
Sodium nitrite. Phytic acid.
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1 INTRODUCAO

No musculo post mortem a suscetibilidade a oxidag¢do protéica encontra-se
aumentada em consequéncia das mudangas bioquimicas que acompanham a conversdo do
musculo em carne ¢ do desequilibrio entre os fatores pro-oxidativos e o sistema antioxidante
natural. Contudo, nas operagdes de processamento € armazenamento, as variacdes de pH,
temperatura e atividade de 4gua, somadas a ruptura das membranas e as mudangas
conformacionais favorecem o contato entre proteinas e enzimas oxidativas, agentes pro-
oxidantes e oxidantes. Estes ultimos reagem com constituintes de baixo peso molecular como
peptideos e aminodcidos livres produzindo compostos sensorialmente indesejaveis e de
elevada toxicidade, que contribuem para o decréscimo na qualidade da carne (DECKER &
XU, 1998; MORRISSEY et al, 1998; ESTEVEZ et al, 2006; OOIZUMI & XIONG, 2008).

As reagdes de degradacdo oxidativa protéica podem relacionar-se com a
oxidagdo de lipidios insaturados, através do efeito oxidante de radicais livres gerados na fase
de propagacdo da oxidacao lipidica, e pro-oxidante dos hidroperoxidos, que sdo decompostos
em produtos secundarios (aldeidos, cetonas, acidos) altamente reativos. Os radicais livres
produzidos abstraem um 4tomo de hidrogénio da molécula protéica gerando radicais
protéicos, os quais reagem com proteinas adjacentes formando complexos ndo-covalentes. Os
produtos secundarios formam dos aminoicidos que sdo convertidos, essencialmente, em
compostos carbonilicos (SAEED et al, 2006; VENTANAS et al, 2006).

Os compostos carbonilicos sdo os principais marcadores da existéncia de
constituintes protéicos oxidados na carne, cuja producao engloba uma ampla faixa de
aminoacidos. Entretanto, reacdes especificas como em grupamentos sulfidrila e na tirosina
também sdo importantes alteragdes oxidativas. Os grupamentos sulfidrila sdo encontrados
como parte integrante do sitio ativo de enzimas, reguladoras de varios mecanismos de
manuten¢do da homeostase celular. A oxidagdo os torna inoperantes e como alguns destes
aminoacidos ndo sdo sintetizados pelo organismo humano, a perda da funcionalidade
compromete o valor nutritivo da carne (LUND et al, 2007a,b).

Os produtos resultantes do desenvolvimento da oxidacdo protéica
promovem modificacdes indesejaveis nas propriedades funcionais e nutricionais da carne,
como a perda na capacidade de retencdo de 4gua e de aminoéacidos essenciais,
desenvolvimento de off-flavours, formagdo de géis inconsistentes ou emulsdes instaveis e
decréscimo na solubilidade protéica (BATIFOULIER et al, 2002; ROWE et al, 2004). As

reagcOes oxidativas alteram as estruturas secundaria e tercidria das proteinas, conduzindo a
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formacdo de ligacdes cruzadas inter ou intra-moleculares entre cisteinas, tirosinas ou de
agregados resultantes da complexacao entre aldeidos e aminoacidos basicos. Estes compostos
ndo sdo facilmente degradados pela agao de proteases. Quando acumulados exibem toxicidade
em células eucaridticas, influenciando no desencadeamento de patologias derivadas do
estresse oxidativo como cancer, doenca de Alhzeimer, aterosclerose ¢ a doenga de Parkinson
(ARDESTANI & YAZDANPARAST, 2007; CHELH et al, 2007).

No decorrer das ultimas décadas, tém ocorrido avangos consideraveis nos
estudos da oxidacdo de proteinas in vivo e doengas relacionadas. Entretanto, na carne e
derivados, a oxidagdo protéica constitui-se de uma linha de pesquisa que ainda necessita de
uma maior énfase. Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
desenvolvimento da oxidacdo protéica e lipidica em duas condi¢des: bioldgica e quimica. Na
primeira, durante a instalacdo da anormalidade PSE em carnes de peito de frango e na tltima

durante o processamento do charque em situagdes de elevada concentragdo salina.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o desenvolvimento da oxidag@o protéica em condi¢des de estresse in
vivo de frangos, e em produtos carneos processados em ambientes quimicos oxidantes como o

charque bovino.

2.2 ESPECIFICOS

Otimizar uma metodologia para quantificar os produtos da oxidagdo
protéica em carnes e derivados.

Estudar os principais mecanismos envolvidos na ocorréncia da oxidacao
protéica em sistema bioldgico tendo como modelo as carnes PSE de frango.

Estudar os mecanismos envolvidos na ocorréncia da oxidagdo protéica em
ambiente quimico oxidativo tendo como modelo o processamento do charque bovino.

Avaliar o efeito do uso de antioxidantes sintéticos e naturais no controle da

oxidagdo protéica em carnes salgadas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O PSE EM AVES

Carnes PSE (Pale, Soft, Exudative) apresentam caracteristicas de cor palida,
textura macia e baixa capacidade de retencdo de agua. O PSE ¢ resultante de uma glicolise
acelerada post-mortem que conduz a valores de pH muscular relativamente baixos < 5.8,
enquanto a temperatura da carcaga ainda permanece elevada (acima de 35°C) aos 45 min post
mortem. A rapida queda do pH ocasiona a desnaturagdo das proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaticas, aumentando a suscetibilidade a reacdes oxidativas, como também, a perda
excessiva de exsudato, comprometendo as propriedades funcionais, tecnoldgicas e sensoriais
da carne (OLIVO et al, 2001; BARBUT et al 2008).

O PSE em aves alcangou relevancia recentemente em razdo do aumento da
importancia da cadeia produtiva da carne de frango, das perdas econdmicas e na rentabilidade
industrial resultantes desta anomalia. Estes fatores motivaram o interesse nas pesquisas
relacionadas ao aprofundamento dos parametros bioquimicos da carne de frango (BARBUT,
2009; KISSEL et al, 2009).

O PSE em suinos (Porcine Stress Syndrome) ou Hipertermina Maligna
(HM) esta condicionado geneticamente e aparece com elevada freqiiéncia em determinadas
linhagens como Pietran, Landrace e Poland China. Estes animais sofrem uma mutagdo no
gene que codifica a proteina rianodina (RYR1), que controla o fluxo de célcio pelo reticulo
sarcoplasmatico. Esta mutagao esta diretamente relacionada com a hipersensibilidade no canal
regulador de ions Ca®’, que passa a ndo responder a baixas concentragdes de fons calcio e
magnésio (indutores do seu fechamento), permanecendo aberto (CHEAH et al, 1986). A
liberagdo excessiva de calcio para o citoplasma conduz a contratura muscular, taquicardia,
aumento da produgdo de acido latico e CO,, hipertermia, entre outros (OLIVO et al, 2001;
STRASSBURG & CHIANG, 2009; WILHELM et al, 2010).

Todavia, FUJII et al (1991) demonstrou que 95% dos suinos sensiveis ao
anestésico halotano eram portadores da mutagdo na RYRI. Deste modo, o teste halotano
passou a ser utilizado como uma ferramenta para selecionar animais com predisposicao ao
desenvolvimento de carnes PSE. Posteriormente, um teste molecular ndo-invasivo baseado
em PCR-RFLP (reacdo em cadeia da polimerase — polimorfismo do tamanho dos fragmentos
de restri¢cao) foi desenvolvido, permitindo a identificacao de trés genotipos: Hal NN (normal

dominante), Hal Nn (heterozigoto) e Hal nn (sensivel). Salvo, fatores exdgenos como o
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estresse ambiental pré-abate também corroboram para o desenvolvimento da PSS (BOLES et
al, 1992; KUCHENMEISTER et al, 2005).

Em aves, os mecanismos que induzem a incidéncia de carnes PSE ainda
ndo estdo totalmente esclarecidos, mas assemelham-se a anomalia suina (ODA et al, 2010;
ZIOBER et al, 2010, DROVAL et al, 2011). Nestes animais, esta sindrome também sofre
influéncia do estresse ambiental (temperatura, umidade relativa, transporte, manejo
(MITCHELL & KETTEWELL, 1998; SIMOES et al, 2009). OLIVO et al (2001)
demonstraram que frangos suscetiveis ao estresse térmico desenvolveram carnes PSE, com
propriedades funcionais comprometidas. Porém, a suplementa¢do com vitamina E na dieta das
aves, inibiu esta anomalia. LANGER et al (2010) investigaram o efeito das condigdes do
transporte na ocorréncia de carnes PSE (Pale, Soft, Exudative) em frangos, nas condigdes
brasileiras, em uma planta de um frigorifico comercial. Os autores mostraram que o banho
dos frangos imediatamente antes da viagem de 3,0km promoveu a ocorréncia de 46,0% de
PSE, enquanto que frangos sem banho apresentaram 14,7% desta anomalia. Na distancia de
68,0km, a ocorréncia de carnes PSE foi de 44,0% em aves que sofreram banho e 52,0 % sem
banho. O banho ainda na granja foi uma atividade critica, aumentando as condig¢des
desfavoraveis no microambiente do caminhdo para curtas distdncias e contrariamente para
distancias longas foi menos estressante influenciando na qualidade da carne. Por outro lado,
GUARNIERI et al (2004) investigaram a influéncia da nebulizagdo antes do sacrificio na
qualidade do musculo (Pectoralis major). Os resultados encontrados para a perda de peso por
gotejamento e cozimento, pH e cor depois de 24h post mortem demonstraram que a
nebulizacdo inibiu o desenvolvimento de carnes PSE, podendo ser usada como um fator anti-
estresse. Além disso, estudos histologicos confirmaram que em amostras PSE 72h post
mortem, houve um encurtamento de aproximadamente 10% no didmetro das células
musculares, alargamento do endomisio e perimisio. Na microscopia eletronica, a
fragmentacao da linha Z e a super contragdo do sarcomero, indica que as proteinas musculares
foram adversamente afetadas pelo estresse térmico. SIMOES et al (2009) avaliaram o efeito
do microambiente formado durante o transporte por caminhdo, no desenvolvimento de carnes
PSE em aves comerciais. Os resultados mostraram que em jornadas longas, as aves
transportadas nas regides do meio e do fundo do veiculo apresentaram maior incidéncia de
PSE, devido as drasticas condigdes de temperatura e umidade relativa no microambiente
destas regides. A ventilagdo diminuiu gradualmente da frente a trazeira do caminhdo, e a
aplica¢dao do banho de agua sobre os frangos apds o carregamento na granja foi benéfica em

jornadas longas, reduzindo a ocorréncia de carnes PSE.
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Em estudos recentes ODA et al (2009) propuseram a existéncia de um
desequilibrio quantitativo nas isoformas RYR1 e RYR3 (que em condi¢cdes normais
coexistem em proporg¢odes igualitirias), em aves sensiveis ao estresse térmico e/ou ao gen Hal,
indicando a possibilidade de ocorréncia de mutacdo nestes receptores. SOARES et al (2007)
verificaram que 13.6% dos frangos de linhagem comercial demonstraram reagdo ao halotano,
sendo que 42.1% destes animais produziram carnes PSE. ZIOBER et al (2009) mostraram
que frangos de corte estressados termicamente e sensiveis ao halotano desenvolveram cddons
sem sentido da aRYR e carnes PSE.

Assim, fatores genéticos e ambientais em aves aumentam a concentragao de
calcio citoplasmatico, estimulando a atividade de proteases dependentes de calcio como a

enzima fosfolipase A..
3.1.1 Fosfolipases
As fosfolipases (PLAs) sdo enzimas lipoliticas que degradam fosfolipidios,

e de uma forma geral podem ser classificadas quanto a ligacao clivada em seus substratos,

originando cinco grandes familias: fosfolipase A; (PLA,), A, (PLA;), B, C e D (Figura 1).

Figura 1 — Sitios de acdo de fosfolipases sobre glicerofosfolipidios.

‘ Fosfolipase Al
@]

Fosfolipase”! - Fosfolipase A2 ;
B g | H2C—0 —C — R1
| @]
Rl () CH

Fosfolipase D

Fosfolipase C

X: alcool polar como colina, serina, etanolamina, mio-inositol, glicerol e fosfatidilglicerol.
R1 e R2: cadeias hidrocarbdnicas de acidos graxos

Fonte: Adaptada de KINI (1997).

As PLA1 caracterizam-se pela hidrolise das ligacdes na posi¢do sn-1 de

fosfolipidios, resultando na formagao de 2-acil fosfolipidios e de acidos graxos livres.
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Possuem especial importancia nas industrias (farmacéutica e cosmética), devido a producao
de 2-acil fosfolipidios de considerdvel valor comercial (SONG & RHEE, 2001).

As PLA2 compreendem uma familia de esterases que catalizam a hidrodlise
na posi¢cdo sn-2 de glicerosfosfolipideos das membranas, liberando acidos graxos livres e
lisofosfolipideos (POULSEN et al, 2007; SOARES et al, 2003, 2009; CHEN et al, 2010).

Esta reacdo ¢ particularmente importante devido a geracdo de acido
araquidonico, o qual apds ser liberado pode ser metabolizado, por varios sistemas enzimaticos
intracelulares, como o das ciclooxigenases, lipoxigenases e izoenzimas citocromo P450, em
prostaglandinas, leucotrienos e 4cidos epoxieicosatriendico, respectivamente. Demais
produtos destas reagdes como o acido lisofosfatidico e lisofosfatidilcolina, também sao
biologicamente ativos, sendo precursores de outros potentes mediadores de processos
inflamatorios (Figura 2) como o fator de ativagdo plaquetaria (PAF) (KUDO, 2004). Porém,
sob agdo de oxidases, o acido araquidonico (Figura 3) também produz espécies reativas do

oxigénio (ROS).

Figura 2 — Acido araquidonico em duas vias de metabolizagdo formando eicoisanoides.
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Figura 3 — Contribui¢do da PLA; na formagéo de radicais livres.

Membrana fosfolipidica
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Fonte: ADIBHATA & HATCHER, 2006.

As PLA2s podem ser caracterizadas e classificadas bioquimicamente em 4
principais subfamilias: PLA2s secretada (sPLA2), PLA2s citosolica (cPLA2), PLAxs
independente de Ca® (iPLA2). As sPLA2 compreenden os grupos I, I, 111, V, IX, X, XI e XII.
Sao dependentes de calcio, encontradas em mamiferos, veneno de animais vertebrados,
invertebrados e em fluidos extracelulares (SIX & DENNIS, 2000). Estdo implicadas na
proliferacdo celular, exocitose, geracdo de mediadores lipidicos e doencgas inflamatérias. As
cPLA:> apresentam pesos moleculares elevados (61 a 114kDa) podendo ser encontradas em
quaisquer células. Estdo envolvidas na modulacdo da biossintese do fator de agregagao
plaquetaria (PAF) e de eicoisandides (RASHA-STEP et al, 1997, EVANS et al, 2001). As
iPLA2 exibem fung¢do central na remodelagem de fosfolipidios. Possuem peso molecular entre
84-90kDa, localizagdo intracelular e ndo requerem calcio para a sua agio (MURAKAMI &
KUDO, 2002).

As fosfolipases B sdo capazes de realizar a clivagem de ligagdes sn-1 e sn-2
de glicerofosfolipidios, apresentando ndo somente acdo fosfolipidica, mas também
lisofosfolipidica, desacilando totalmente os seus substratos (GANENDREN et al, 2006).

As fosfolipases C compdem uma familia de fosfodiesterases de multiplos

dominios. Tem como substrato fosfatidilinositol 1,4,5-trifosfato, gerando 2 produtos
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intracelulares: inositol 1,4,5-trifosfato (reconhecido mensageiro mobilizador de calcio) e
diacilglicerol (ativador da quinase C). Desempenham um papel importante no mecanismo de
sinalizacdo celular em mamiferos, com fun¢des hormonais e neurotransmissoras, entre outras
(REBECCHI & PENTYALA, 2000).

As fosfolipases D t€ém como fungdo principal a hidrolise de
glicerosfosfolipidios produzindo acido fosfatidico e uma aminoalcool. Podem ser encontradas
na maioria das células. Exercem atividade regulatéria sobre o citoesqueleto (JENKINS &
FROHMAN, 2005).

A PLA:2 exerce um papel preponderante em uma série de reacgdes
bioquimicas que ocorrem em suinos com Hipertermia Maligna (HM) e consequentemente, a
sua atividade esta relacionada ao desenvolvimento de carnes PSE (BARBUT et al, 2008).
CHEAH & CHEAH (1981a,b) observaram que a liberacdo de acidos graxos de cadeia longa
pela PLA2 mitocondrial endogena, promoveu uma liberagdo adicional de calcio do reticulo
sarcoplasmatico durante a sindrome da Hipertermia Maligna em suinos.

Recentemente, SOARES et al (2003) mostrou que a atividade da PLA2
esteve estreitamente relacionada com os sintomas caracteristicos de carnes PSE em aves
estressadas termicamente, através de uma cascata de reagdes bioquimicas, que promovem a
formagdo de radicais livres, comprometendo as membranas musculares. Em outro estudo
(2009) os autores encontraram maior oxidacdo lipidica em filés de peito de frango PSE
comparando-se com o controle, tendo como conseqiiéncia uma maior produ¢do de acido
araquidonico, devido a maior atividade da PLA; sobre os lipidios poliinsaturados, iniciando
os sintomas que conduzem ao desenvolvimento do PSE. CHEN et al (2010) encontraram uma
correlagdo significativa entre TBARS e a PLA2, confirmando o papel fundamental desta
enzima na ocorréncia de carnes PSE em suinos. A perda da fluidez e integridade das
membranas, como conseqiiéncia da oxidac¢ao dos acidos graxos insaturados, influenciaram na
correlagdo positiva entre TBARS e a perda por gotejamento 48h post mortem e negativa entre
TBARS e a atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px). Contudo, a relagdo entre a acdo da
PLA2 e a producdo de compostos carbonilicos oriundos da oxidagdo protéica em carnes PSE

de frango ainda ¢ desconhecida.

3.2 Charque

O charque ¢ caracterizado como um alimento genuinamente brasileiro, de

consideravel aceitagdo entre as distintas classes de consumidores, elevada concentracao de
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nutrientes, baixo custo de producao e expressiva comercializacdo. De acordo com a legislagao
brasileira, o charque deve conter entre 40-50% de umidade, 10-20% de residuo moneral fixo,
tolerando-se uma variabilidade de 5,0% (BRASIL, 1962) e, mais recentemente a
comercializacdo de um produto curado derivado do charque foi normatizado e conhecido
como jerked beef (JB). H4 diferengas em relagdo ao charque como as concentragdes de
umidade até 55%, de residuo mineral fixo até 18.3%, 50ppm de nitrito de sddio, atividade de
agua de 0,78 e a embalagem a vacuo (BRASIL, 2000). Nestas condicdes, esses produtos sao
considerados como produtos carneos de umidade intermediaria (TORRES et al, 1994;
SHIMOKOMAKI et al, 1998, 2003).

Ambos sao produzidos através de um processo de desidratacdo osmoética em
contra fluxo, promovido pela penetragdo do sal e a saida da 4gua dos compartimentos inter e
extrafibrilares para a superficie e, secagem, geralmente ao sol. A associagdo entre estes
processos permite inclui-los na teoria da Tecnologia dos Obstaculos de Leistner, pois o
emprego de altas concentragdes de cloreto de sodio, juntamente com a exposicao das pecas a
temperaturas elevadas reduzem os niveis de atividade de 4gua. Além disso, a baixa tensdo de
oxigénio e o decréscimo do pH durante o processamento, favorecem o surgimento de
condi¢des desfavoraveis ao desenvolvimento de microrganismos deteriorantes ¢ patogénicos,
permitindo a sua conservagdo a temperatura ambiente por longos periodos (TORRES et al,
1994; GARCIA et al, 2001; PINTO et al, 2002; LARA et al, 2003).

Entretanto, a desnaturagdo da miosina em conseqiiéncia das temperaturas
elevadas (35-40°C) utilizadas durante o processamento (BISCONTINI et al, 1996) ¢ o
aumento no potencial oxidante da metamioglobina, promovido pelo sal, aumentam a
suscetibilidade a oxidagdao protéica. O efeito pro-oxidante do sal na elevagdo nos niveis
TBARS durante o armazenamento do charque ¢ conhecido, mas, poucos estudos relatam a
influéncia do sal na producdo de compostos carbonilicos provenientes da oxida¢do de
proteinas carneas (BISCONTINI et al, 1996, SHIMOKOMAKI et al, 1998;
SHIMOKOMAKI, 2006; YOUSSEEF et al, 2007).

3.3 OXIDACAO PROTEICA

Nos anos 90, a descoberta de que proteinas musculares eram suscetiveis as

reacdes oxidativas, as quais ocasionavam efeitos deletérios na qualidade da carne, promoveu

o interesse das pesquisas nessa area (MERCIER et al, 1995). Atualmente, a oxidagdo de
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proteinas alimenticias tornou-se um dos topicos mais inovadores dentro da Ciéncia dos
Alimentos.

A oxidagdo protéica ¢ um fendomeno complexo. Deste modo, tanto os
mecanismos quanto a natureza dos produtos formados sdo dependentes dos sistemas
envolvidos e de como as reagdes oxidativas sdo iniciadas (ESTEVEZ et al, 2005).

Na carne e derivados, a formagdo de compostos carbonilicos tem sido
ressaltada como uma das mais importantes alteragdes em proteinas oxidadas (LUND et al,
2007a,b; FUENTES et al, 2010). Por outro lado, a quantificagdo do teor total de carbonila
pela técnica da derivacdo com dinitrofenilhidrazina (DNPH) € provavelmente o método mais
freqiientemente utilizado para mensurar a oxidacao protéica em sistemas carneos e biologicos

(ESTEVEZ, 2011, ESTEVEZ et al, 2008a,b; LUND & BARON, 2010; LUND et al, 2011).

3.3.1 Mecanismo Geral

A oxidagdo protéica, similarmente ao que acontece na oxidacao lipidica, ¢
descrita como um processo de reagdes em cadeia mediada por radicais livres. Salvo, devido a
elevada complexidade destes mecanismos, uma grande variedade de compostos pode ser
formada. De uma forma geral, a abstragdao de um atomo de hidrogénio da molécula protéica
por um radical livre (Figura 4) leva a formacao de um radical protéico (1). Pela reacdo com o
oxigénio, este radical ¢ convertido a um radical peroxila (2). Mediante abstragdo de um atomo
de hidrogénio de uma proteina adjacente, o radical peroxila é convertido a um peroxido de
alquila (POOH), com a producao de um radical protéico (3). Este radical pode reagir com
outro formando um agregado protéico (ligagdo cruzada), ou com um produto secundério da
oxidacao lipidica (aldeido) formando compostos carbonilicos. Reac¢des adicionais com ROS
como o radical HO.2 ou com formas reduzidas de metais de transi¢io (M™") como o Fe* ou

Cu' conduzem a formagio de um radical alcoxila (4 e 5) e seus derivados (6 ¢ 7).



21

Figura 4 — Etapas da oxidagédo protéica.

PH + HO —P + H,0 (1)

P’ + 0,—POO (2)
POO + PH—POOH + P’ (3)
POOH + HO,—PO + 0, + H,0 (4)
POOH + M""—P0O’ + HO™ + M'"™"7 (5)
PO" + HO,—POH + O, (6)
PO’ +H  +M" —POH + M™"")", (7)

Fonte: ESTEVEZ (2011).

3.3.2 Produgdo de Compostos Carbonilicos

A producdo de compostos carbonilicos constitui-se de uma alteragdo
irreversivel e ndo-enzimatica em proteinas, induzida pelo estresse oxidativo e outros
mecanismos. A maioria dos aminoacidos forma compostos carbonilicos (Tabela 1). Contudo,
alguns devido a propriedade de deslocalizar elétrons como os aromaticos (tirosina, triptofano),
ou pela presenca de grupos altamente reativos na cadeia lateral (lisina, metionina) tornam-se
alvos preferenciais de reacdes oxidativas (Figura 5,a,b). Grupos carbonilicos (aldeidos e
cetonas) podem ser introduzidos em proteinas através de 4 mecanismos (Figura 6,a,b):
oxidagdo direta de cadeias laterais (i); glicagdo ndo-enzimatica na presenga de aglcares
redutores (i1); clivagem oxidativa de peptideos via a-amidacdo ou oxidag¢do da cadeia lateral

do glutamil (iii); ligagdes covalentes com compostos carbonilicos ndo-protéicos como o 4, 2-
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hidroxilnonenal (HNE) ou malondialdeido (MDA) (iv). Os produtos mais relevantes oriundos

da oxidacgao protéica podem ser visualizados na (Figura 7).

Tabela 1 — Produtos da oxidagdo de aminoécidos

Aminoacidos Produtos da oxidagdo

Argmina semialdeido glutamico®, 5-hidroxi-2-acido amino valérico
Cisteina pontes dissulfeto, oxiacidos

Histidina aspartato, asparagina, 2-oxi-histidina*

Lisma 3.4 ou 5-hidroxilisma, 2-amino-adipilsemialdeido™®
Metionina sulfoxido/sulfona

Prolina 3 ou 4 hidroxiprolina, semialdeido glutamico *

Triptofano 2.4.5.6 ou 7-hidroxitriptofano, kinurenma

Tiwosma ditrosina, 3.4-dihidroxifenilalanma (DOPA)

*compostos carbonilicos. Fonte: (STADMAN & BERLETT. 1997).

Figura 5 (a) — Aminoacidos alvos da oxidagao protéica
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Figura 5 (b) — Aminoacidos alvos da oxidagdo protéica
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Figura 6 (b) — Mecanismos envolvidos na formagdo de compostos carbonilicos. (iii)
clivagem oxidativa de peptideos via a-amidacdo ou oxidacdo da cadeia
lateral do glutamil; (iv) ligagdes covalentes com compostos carbonilicos
ndo-protéicos como o 4, 2-hidroxilnonenal (HNE) ou malondialdeido

(MDA).
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Entre os quatro mecanismos, a oxidacdo direta da cadeia lateral dos
aminoacidos tem sido considerada a principal rota de formagao de compostos carbonilicos em
proteinas carneas (ESTEVEZ et al, 2009; ESTEVEZ & HEINONEN, 2010). A formacao de
derivados carbonilicos resultantes da lisina, treonina, arginina e prolina em proteinas
miofibrilares ¢ usualmante atribuida a oxidagdo catalizada por metais que ¢ influenciada pela
presenca de sitios especificos ligantes de metais em proteinas (STADMAN & LEVINE, 2003;
ESTEVEZ et al, 2008a,b). De acordo com este mecanismo, proteinas miofibrilares sdo
oxidadas em presenca de Fe’* e H,0, gerando produtos especificos (Figura 9) como os
semialdeidos a-aminoadipico (AAS) e o y-glutamico (GGS). Esta reagdo pode ser iniciada
pelo radical hidroxila (OH.) derivado de reacdes semelhantes as de Fenton entre o Fe’™ e
H,0,. A desaminacdo oxidativa da molécula radicalar intermediéria ocorre em presenca de
Fe** produzindo o semialdeido. Entretanto, ambas as formas do ferro, reduzida (Fe™") ¢
oxidada (Fe*") sdo habeis para promover a formacio de compostos carbonilicos em proteinas,
atuando como doadores de elétrons (Fe’", Mn+) ou aceptores (Fe’", Mn+1), através de
reagdes mediadas por espécies reativas do oxigénio (ROS). Este ciclo redox (Figura 8)
fornece importantes propriedades cataliticas, incluindo a redu¢do molecular do oxigénio para
formar o anion superdxido (10), que sofre sucessivas reagdes formando o H,O; (11), radical
hidroxila (12) e a clivagem de hidroperéxidos lipidicos (LOOH) para formar radicais alcoxila

(LO.) e peroxila (LOO.) (13 e 14).

Figura 8 — Ciclo redox do ferro.
M* +0,-M™* 10 (10)

20,” + 2H >H,0, + 0, (11)

0, +H,0,—0,+H0 +HO (12)

M"" + LOOH—M +LO +HO (13)

M™ 4 LOOH—-M™ +1LO0 + H™. (14)
Fonte: ESTEVEZ (2011).
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Ambos AAS e GGS representam cerca de 70% da quantidade total de
compostos carbonilicos formados em proteinas animais oxidadas. AAS e GGS j& foram
detectados e empregados como indicadores da oxidag¢ao protéica em carnes in natura e em
uma ampla variedade de produtos carneos como hamburgueres tratados termicamente,

salsichas e produtos curados.

3.4 MECANISMOS ESPECIFICOS

3.4.1 Em Proteinas Carneas: Principais Efeitos
3.4.1.1 Dos sistemas férricos

Virios estudos t€ém comprovado o efeito catalitico de espécies ferrosas
(Fe**/Fe’™) na producio de compostos carbonilicos em proteinas carneas (MARTINAUD et
al, 1997, MERCIER et al, 2004; PARK et al, 2006a,b). Esta propriedade ¢ influenciada pela
capacidade dos ions ferro, naturalmente presentes no musculo, de se ligarem em sitios
especificos de proteinas, em combinagdo com o H,0,, acumulado no musculo postmortem
(Figura 10). O Fe*" ¢ oxidado pela reacio com o H,0,, liberando o radical (OH.). O radical

hidroxila ataca a molécula protéica produzindo um radical protéico.
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Figura9 - Formagdo de AAS ¢ GGS na presen¢a de ferro ndao-heme e peroxido de
hidrogénio
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O ferro ¢ reduzido por sistemas doadores de elétrons, como o dacido
ascorbico (Figura 11). O radical protéico formado sofre um rearranjo molecular, liberando
+ . e + ~
Fe’" e NHs, sendo convertido em um composto carbonilico. O Fe’" sustenta a formacao de

novos ROS.

Figura 10 — Mecanismo da oxidacdo catalizada por metais em sitios especificos de
proteinas.

G
H,N

Fonte: sugerido por STADMAN (1990).

Figura 11 — O efeito prooxidativo do ascorbato na redugdo de metais de transic¢éo
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Fonte: BUETTNER & JURKIEWICK (1996).
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3.4.1.2 Da mioglobina

A mioglobina ¢ a mais abundante proteina ferro-dependente da carne,
podendo catalizar reacdes oxidativas através de varios mecanismos como, autoxidag¢do da
oximioglobina seguida pela redu¢do enzimatica da metamioglobina, degradacgao catalitica de
hidroperéxidos lipidicos, atividade de pseudo-peroxidase da mioglobina. A atividade

prooxidativa da mioglobina estéd diretamente ligada ao ciclo da cor na carne (Figura 12).

Figura 12 — Ligagéo entre o ciclo da cor e o da pseudo-peroxidase na mioglobina.
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Fonte: (SKIBSTED et al, 1998).

Ciclo da Peroxidagiio

Na presenca de O, a mioglobina é convertida a oximioglobina MbFe(II)O,,
que em baixas tensdes de oxigénio e pH 4acido ¢ oxidada a metamioglobina [MbFe(III)].
Enquanto existe atividade ezimatica na carne (NAD/NADH) a MbFe(Ill) serd transformada
em deoximioglobina MbFe(Il), que em presenca de O, serd novamente convertida a
MbFe(I1)O,. Mas, no post mortem quando as enzimas do musculo estdo inativadas, ocorre a
acumulagdo de MbFe(Ill) que pela reagdo com H,O, produz espécies hipervalentes da
mioglobina representadas pelo radical perferrila (.MbFe(IV)=0) e a ferrilmioglobina
(MbFe(IV)=0). Estas espécies induzem a formag¢do de ligagdes cruzadas intra e
intermoleculares em proteinas, como a miosina, ¢ a transferéncia de radical da .MbFe(IV)=0

para outras proteinas causa a formacgao de radicais protéicos de vida longa (aproximadamente
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13min a 25°C) (OSTDAL et al, 1997). Entretanto a concentra¢do e a habilidade das formas
hipervalentes da mioglobina como prooxidantes no desenvolvimento da oxidagdo lipidica e
protéica na carne, ainda permanecem sob investigagdo. Contudo, durante a oxida¢do da
oximioglobina & metamioglobina ocorre a formagao de intermediérios reativos como o radical
superoxido que sofre dismutacdo a H,O,. Estas substincias reagem com sistemas férricos
(reagdes de Fenton), produzindo ROS que conduzem a formacao de compostos carbonilicos

em proteinas carneas (RHEE et al, 1987; CARLSEN et al, 2005; PARK et al, 2006a,b).

3.4.1.3 Dos lipidios oxidados

A produgdo de lipidios oxidados inclui a formacao inicial de radicais livres,
seguida pela geracdo de produtos primarios e subsequentemente secundarios, que podem
reagir com peptideos e aminoacidos livres, promovendo a formacdo de compostos
carbonilicos, Bases Schiff e/ou ligacdes cruzadas, que sdao marcadores da degradacao
oxidativa em proteinas miofibrilares (CHELH et al, 2007).

Por outro lado, enquanto o sitio inicial da oxida¢do em lipidios ¢ a dupla
ligagdo de acidos graxos insaturados, a molécula protéica contém numerosos e distintos
grupos funcionais que podem ser afetados pela oxidagdo, dependendo da sua composicdo e
conformacdo. Além disso, o meio (matriz carnea, concentragdes: lipidica, protéica, de
antioxidantes, pré e oxidantes), as condi¢des de armazenamento e a metodologia usada para
avaliar a formagdo de produtos da oxidacao lipidica e protéica, influenciam na ligagdo entre
estes processos (LUND et al, 2011). O equilibrio entre a oxidagdo lipidica e protéica na carne
ainda ndo esta elucidado, havendo a necessidade de estudos especificos a condigdes relevantes
para a carne ¢ derivados (MERCIER et al, 1998; BATIFOULIER et al, 2002; ESTEVEZ &
CAVAS, 2004). Geralmente, a carne bovina tem se mostrado mais suscetivel a ambos,
oxidagao lipidica e protéica, em comparagao com a carne suina, que pode ser devido a elevada
concentracdo de mioglobina presente na primeira em combinagdo com o decréscimo na
concentragdo de a-tocoferol durante o armazenamento com altos niveis de oxigénio (LUND et
al, 2007; 2008). Em um estudo com 4 variedades de peixes, o desenvolvimento da oxidagdo
lipidica e protéica foi altamente dependente das espécies, dos sistemas de iniciagao da
oxidacdo e das concentra¢des dos reagentes (PARK et al, 2006a,b). A extensdo de ligagdes
cruzadas em proteinas miofibrilares de carne de frango tem sido ligada diretamente ao grau de
insaturagdo de acidos graxos livres (XIONG & DECKER, 1995). Teoricamente, as reagdes

oxidativas podem ser transferidas entre lipidios e proteinas. Mas, o inicio da oxidagao lipidica
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em sistemas carneos pode ocorrer mais rapidamente do que a degradagdo oxidativa de
proteinas miofibrilares (MERCIER et al, 2008), tornando-se mais provavel que os radicais
lipidicos e hidroper6xidos promovam a oxidag¢do protéica do que o contrario. Radicais
peroxila formados durante a oxidagado lipidica abstraem um atomo de hidrogénio da molécula
protéica levando ao desencadeamento de reacdes em cadeia mediadas por radicais livres,
similarmente ao que acontece na oxidagdo lipidica (ESTEVEZ, 2011). Neste estudo, em
concordancia com alguns autores (SRINIVASAN et al, 1996; SOVER & HULTIN, 2000;
TOKUR & KORKMAZ, 2007), as reagdes de degradacdo oxidativa lipidica e protéica em
carnes de peito de frango andlogas ao PSE e no charque bovino ocorreram simultaneamente.
Entretanto, distintos mecanismos, de natureza bioldgica e quimica, regem a formagdo de
radicais livres em carnes PSE e no charque, respectivamente, cujos principais eventos
bioquimicos estao resumidos na Figura 13.

Aves sensiveis ao gen HAL e/ou a condigdes estressantes (temperatura,
umidade relativa, transporte) durante o manejo pré-abate desenvolvem carnes PSE
(GUARNIERI et al, 2004; SIMOES, 2009; LANGER et al, 2010). Nesta condicdo, logo apds
o sacrificio ocorre um desequilibrio geneticamente induzido na propor¢do dos receptores de
rianodina RYR1 e RYR3 ou a-RYR e B-RYR, respectivamente (STRASSBURG & CHIANG,
2003; 2009). As proteinas receptoras de rianodina representam um componente essencial do
complexo liberador de cdlcio, que controla a contragdo no musculo esquelético. Nos
mamiferos existem trés isoformas geneticamente distintas da rianodina: RYRI,
predominantemente no tecido muscular esquelético, RYR2 encontrada no tecido cardiaco e a
RYR3, no tecido cerebral e em varios outros. A RYR3 pode apresentar-se em concentragdes
de 20 a 50 vezes menores do que a RYRI, no musculo esquelético de mamiferos
(SORRENTINO & VOLPE, 1993; FRANZINI-ARMSTRONG & PROTASI, 1997). Em
suinos, uma mutagdo de ponto, na posicdo 1843 de uma base C (citosina) para uma base T
(timina), no gen que codifica a proteina receptora de rianodina (RYR1), promove uma
alteracdo do aminodcido 615, onde um residuo de arginina cede lugar a um residuo de
cisteina. Esta alterac@o induz a distirbios na liberacao de ions célcio, que desencadeiam a PSS
(Porcine Stress Sindrome) nestes animais (FUJII et al, 1991; MICKELSON & LOUIS, 1996).
Em aves normais, as isoformas a-RYR e B-RYR do musculo esquelético possuem estrutura
primdria similar as isoformas RYR1 e RYR3, respectivamente, apresentando um grau de
similaridade de 65 a 70% entre as sequéncias (OTTINI et al, 1996). Este fato mostra que
existem diferencas nos mecanismos de excitacdo-contracdo no musculo esquelético de aves,

em relacdo a mamiferos e suinos. De fato, nas aves a contracao ¢ iniciada pela despolarizagdo
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dos tubulos-T, que induz a uma alteracio de conformagdo na proteina receptora de
dihidropiridina (DHPR). Esta alteracdo ativa a a-RYR (fisicamente presa a DHPR) que passa
a liberar ions célcio. O aumento local na concentracao de calcio resulta na inducao e liberagao
de calcio pela B-RYR na periferia do reticulo sarcoplasmatico (STRASSBURG & CHIANG,
2003). Em condi¢des normais, o Ca*" é seqiiestrado durante o relaxamento muscular pela
bomba de calcio. Contudo, na instalagdo da anomalia PSE em aves, a alteragdo quantitativa
das isoformas a-RYR e B-RYR pode influenciar na homeostase muscular de célcio, levando
ao desenvolvimento de carnes analogas ao PSE. (ODA et al, 2009; ZIOBER et al, 2010). A
elevacdo intramuscular na concentracio de fons Ca®" aumenta a atividade de enzimas calcio-
dependentes, como a fosfolipase A, (PLA;). Esta esterase hidrolisa glicerofosfolipidios de
membrana liberando o 4cido araquiddonico, que subsequentemente, sofre acdo de oxidases
(lipoxigenases, cicloxigenases). Estas Gltimas introduzem um atomo de oxigénio na molécula
do 4cido graxo transformando-o em hidroperdxido, que € rapidamente convertido em radicais
livres, os quais promovem a oxidagao lipidica (ADIBHATA & HATCHER, 2006). Assim, em
paralelo a oxidacao lipidica ocorre o desenvolvimento da oxidacdo protéica devido a possivel
formagdo da ROS (SOUZA et al, 2011).

No charque, as reagdes quimicas que desencadeiam a (Lipox) e (Proox)
iniclam ainda durante o processamento, ¢ sdo influenciadas por fatores extrinsecos
(temperatura, oxigénio, pH, sal, atividade de agua) e intrinsecos (matéria mineral, proteinas
heme) (BISCONTINI et al, 1996; SHIMOKOMAKI et al, 1998; TORRES et al, 1994;
YOUSSEF et al, 2007). Deste modo, na salga a baixa tensao de oxigénio na superficie das
pecas, concomitantemente ao decréscimo no pH favorecem a conversao do Fe (II) a Fe (III)
(YOUSSEF et al, 2003). Sob estas condigdes, proteinas heme tornam-se agentes cataliticos na
oxidacdo lipidica mediante a formacdo de intermedidrios reativos (perdxido de hidrogénio e
anion superoxido) que produzem radicais livres (CARSLEN et al, 2005). Estes, também sao
formados pelas reagdes de espécies ferrosas com hidroperdxidos, e pela agcdo pro-catalitica do
sal, o qual a elevadas concentragdes, desloca ions ferro de macromoléculas, que podem
interagir com proteinas (STADMAN, 1990; KANNER et al, 1991). Salvo, a desnaturacio
protéica promovida pela temperatura elevada no processamento (BISCONTINI et al, 1996)
favorece a suscetibilidade a reagdes oxidativas. Dentro deste contexto, a producao da ROS
através das Reacdes de Fenton, provavelmente € o efeito mais relevante para os componentes

oxidativos presentes no charque, promoverem a formag¢ao de (Lipox) e (Proox).
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Figura 13 — Reagdes em cascata no desenvolvimento da oxidagdo lipidica e protéica em
carnes PSE de frango e no charque. PLA2=fosfolipase A2; MDA=malonaldeido;
HNE=4,2 hidroxinonenal; H,O, = peréxido de hidrogénio; O, = anion
superoxido; OH® = radical hidroxila; OH™ = radical hidroperoxila;LO®=radical
alcoxila, LOO°®=radical peroxila, LOOH= hidroperoxido; Oxy Mb =
oximioglobina; MetMb = metamioglobina
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3.4.1.4 Outros fatores

Além da presenca de metais de transi¢do, mioglobina e lipidios oxidaveis, a
oxidacdo protéica ¢ afetada por outros fatores como pH, temperatura, atividade de agua,
inibidores (compostos fenolicos). Luz e irradiagdo também sao hébeis para iniciar a oxidagao
protéica, mas o conhecimento do impacto de cada fator fisico na oxidacdo de proteinas
carneas ainda ¢ limitado. As proteinas exibem uma suscetibilidade intrinseca para a produ¢ao
de compostos carbonilicos, que pode ser atribuida a varios fatores exogenos e endogenos,
incluindo, entre os ultimos, a estrutura terciaria, sitios, composi¢ao, sequéncia e distribui¢ao
dos aminoacidos. Dentro deste contexto, as proteinas miofibrilares, albumina bovina (BSA) e
as proteinas do trigo sdo mais suscetiveis a oxidagdo induzida por Fe’’/H,0, do que as

proteinas da soja (ESTEVEZ et al, 2009; ESTEVEZ & HEINONEN, 2010).

3.5 CoOMPOSTOS CARBONILICOS NA CARNE E DERIVADOS

3.5.1 No Armazenamento Refrigerado

No post mortem, enquanto o mecanismo antioxidante do musculo entra
parcialmente em colapso, as mudangas bioquimicas que ocorrem durante a conversdo do
musculo em carne, favorecem a oxidagdo (MORRISSEY et al, 1998). O declinio do pH de
7.0 para 5.5 ¢ o subseqiiente armazenamento a 0°C aumenta a oxidacdo em proteinas
miofibrilares bovinas, medida pelo método-DNPH (SRINIVASAN et al, 1996). A alta
concentragdo de ions hidrogénio (H') propicia o ciclo redox da mioglobina e
consequentemente o seu efeito prooxidante. De acordo com estudos recentes, a indugdo do
estresse pré-sacrificio em aves conduz a um pH final baixo (caracteristico de carnes PSE),
aumentando a suscetibilidade para a formacao de compostos carbonilicos em proteinas
carneas, desnaturagdo, ¢ decréscimo na solubilidade protéica (WANG et al, 2009). Em
concordancia, ZHANG et al (2011) reportou que amostras do musculo (Pectoralis major)
oriundas de aves estressadas, além de apresentarem pH baixo ¢ aumento na producdo de
compostos carbonilicos, tiveram uma superior perda por gotejamento em comparagdo com
aves controle. Em contraste, CHAN et al (2011) ndo encontrou efeito do pH a 24h post
mortem na extensdo da oxidagdo protéica em amostras de peito de peru. Os autores
justificaram seus resultados como uma conseqiiéncia da melhor performance do sistema

protetor de musculos de peru contra o estresse oxidativo comparando-se com musculos de
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frango. Além do declinio do pH, outras mudangas bioquimicas como alteragdes na
compartimentalizagdo celular, liberacao de ions ferro, enzimas oxidantes e a propagagao das
reacOes oxidativas lipidicas provavelmente favorecem a formacdo de compostos carbonilicos
em proteinas carneas post-rigor. A ocorréncia precoce da oxidagdo protéica no post mortem
foi primeiramente descrita na carne bovina por MARTINAUD et al (1997). De acordo com
estes autores, durante 10 dias do armazenamento refrigerado de amostras de Longissimus
lumborum e Diaphragma pedialis houve um aumento no conteido de carbonila destes
musculos de 3.1 a S5.lnmol/mg de proteina e de 4.8 a 6.9nmol/mg de proteina,
respectivamente. Estudos subseqiientes confirmaram a formagdo de compostos carbonilicos
em proteinas carneas durante a refrigeragdo da carne suina (HERRING et al, 2010; LUND et
al, 2007a,b; VENTANAS et al, 2006), carne de frango (RABABAH et al, 2004; WANG et
al, 2009; ZHANG et al, 2011), carne de peru (CHAN et al, 2011; MERCIER et al, 1998;
SANTE-LHOUTELLIER et al, 2008a,b,c). No entanto, a ampla variabilidade de resultados
para teores de carbonila em amostras carneas similares, dificulta a padronizagdo. Neste
estudo, enquanto os niveis de TBARS e carbonila permaneceram constantes no controle, no
periodo de 5 dias de refrigeragdo a 4°C, houve um aumento de 50% e 49% nos teores de
TBARS e carbonila, respectivamente, em amostras de carne de frango analogas ao PSE.
Paralelamente, a concentracao de acido araquidonico, medida a 72h post mortem, triplicou em
amostras PSE comparando-se com o controle. Estes resultados indicam que a elevada
atividade da enzima PLA2, cuja a¢do provavelmente iniciou antes do rigor mortis, tem um
papel crucial para o desencadeamento da producdo de radicais livres que aumentam a
degradacao oxidativa lipidica e protéica durante o armazenamento refrigerado de carnes

analogas ao PSE.

3.5.2 Durante o Processamento

Numerosas tecnologias de processamento tém sido reportadas por
influenciarem na formagdo de compostos carbonilicos em proteinas carneas, incluindo a
irradiagdo (RABABAH et al, 2010; BADR & MAHMOUD, 2011), tratamento térmico
(GANHAO et al, 2010a,b; GATELLIER et al, 2010), maturacio (VENTANAS et al, 2006;
VENTANAS et al, 2007), fermentagdo (SUN et al, 2011 a,b), ¢ a pressdo hidrostatica (CAVA
etal, 2009; FUENTES et al, 2010).

O tratamento térmico promove um aumento no teor de carbonila em

produtos carneos e, uma maior suscetibilidade de proteinas carneas sofrerem futuras
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oxidagdes (GANHAO et al, 2010a,b; SANTE-LHOUTELLIER et al, 2008ab,c). As
alteragdes fisico-quimicas induzidas pela temperatura elevada durante o cozimento, como a
ruptura da compartimentalizacdo celular e a formagdo e clivagem de hidroperdxidos,
favorecem o desenvolvimento de reagdes oxidativas no decorrer do armazenamento
refrigerado. Além disso, os processos térmicos aumentam a quantidade de ferro ndo—heme
(Fe’™) na carne, e ndo somente o cozimento, mas a subsequente armazenagem a baixas
temperaturas sdo importantes na sua liberagdo da mioglobina. Este aumento também ¢
influenciado pelo decréscimo do ferro heme (Fe*") em consequéncia da quebra ou degradagio
oxidativa da molécula de mioglobina, nestas mesmas condi¢des. O somatério destes fatores
intensifica a oxidagdo protéica na carne e derivados, tratados termicamente.

A salga, que ¢ uma operacdo comum na manufatura de varios produtos,
pode influenciar na producdo de compostos carbonilicos em proteinas carneas. A adi¢ao de
cloreto de sodio altera a forca idnica do meio, afetando o grau de associacdo das proteinas
miofibrilares, exposi¢do a prooxidantes e a suscetibilidade a producdao de compostos
carbonilicos (MONTERO et al, 2005). Além disso, alguns autores propuseram que o NaCl
poderia aumentar a atividade do Fe** ou que o Cl- derivado deste sal aumentaria a solubilidade
do ferro, estimulando o seu efeito prooxidante (KANNER et al, 1991). Mas, os poucos
estudos destinados ao estudo do efeito do NaCl na producao de compostos carbonilicos em
proteinas carneas, ndo fornecem resultados definitivos (MONTEIRO et al, 2005; SHIMIZU et
al, 2009).

3.6 IMPACTO DA OXIDACAO PROTEICA NA QUALIDADE DA CARNE
3.6.1 Perda de Grupamentos Sulfidrila

Aminoacidos sulfidrilicos (metionina, cisteina, cistina) sdo altamente
suscetiveis a oxidacdo mediada por oxidantes e em presenca de substancias reativas, como o
H,0, (Figura 15). A oxidagdo de grupos (SH) conduz a uma série de reagdes complexas,
resultando na formacdo de varios produtos oxidados (Figura 14) como o acido sulfénico
(RSOH), acido sulfinico (RSOOH) e ligagdes cruzadas (pontes dissulfeto). As equagdes

abaixo mostram exemplos de cada reagao.
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Figura 14 — Oxidagdo de Grupos (SH)

RSH+H,0, — RSOH+H,0 (1)
RSOH+RSH — RSSR+H,0 (2)

Figura 15— Modificagdes oxidativas em Grupos (SH) sob agdo de varias substancias
reativas e oxidantes. 1=inter-dissulfeto; 2=acido sulfénico; 3=acido sulfinico;
4=4acido sulfonico; 5=nitrosilado; 6=nitrotiol; 7=tiolato; 8=intra-dissulfeto.

Fonte: EATON (2006).

As perdas reportadas de grupos (SH) na carne e derivados durante o
armazenamento variam extensamente. Somente 6% de perda de grupos (SH) foram

encontrados em fatias de carne suina armazenadas a altas concentragdes de oxigénio durante 1
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a 14 dias post mortem (LUND et al, 2007a,b). Entretanto, na carne suina cominuida
armazenada a altas concentragdes de oxigénio durante 7 dias, houve uma perda de 37%
(LUND et al, 2008). Varios estudos apresentam altas perdas de grupos (SH) em miofibrilas
ou na miosina isolada com diferentes oxidantes e condi¢des. Porém, alguns estudos apontam
que perdas similares de grupos (SH) s3o dependentes do tipo de musculo, condigdes
experimentais e espécies (MARTINAUD et al, 1997; SRINIVASAN & HULTIN, 1997; LIU
& XIONG, 2000).

3.6.2 Conformagao ¢ Funcionalidade Protéica

As proteinas miofibrilares (actina e miosina) sdo as mais abundantes do
musculo, assumindo um papel chave na funcdo contratil como componentes das miofibrilas.
Elas representam cerca de 82 a 85% do volume celular do musculo e, ao redor de 85% da
dgua na carne estd presa fisicamente nesta estrutura. A estrutura nativa (composigao,
sequéncia e distribuicdo das cadeias laterais dos aminoéacidos) das proteinas miofibrilares tem
um papel essencial para a sua funcionalidade dentro dos sistemas carneos, determinando a
qualidade da carne fresca e o €xito de numerosos processos aplicados durante a manufatura de
produtos carneos. Dentro deste contexto, cadeias laterais polares (hidrofilicas) encontram-se
expostas na fase aquosa, enquanto apolares (hidrofobicas), oclusas na molécula. A interagao
quimica entre grupos polares de proteinas miofibrilares com as moléculas de 4gua € essencial
para propriedades como a capacidade de retencdo de agua, geleificante e emulsionante
(HUFF-LONERGAN & LONERGAN, 2005; PUOLLANE & HALONEN, 2010). Como
grupos polares de aminoécidos (lisina, arginina, histidina, aspartato, treonina, tirosina,
cisteina) orientam-se na superficie da molécula, estio mais expostos e acessiveis para
promotores da oxida¢do protéica como ions metalicos. Na presenca de ions metalicos,
compostos carbonilicos seriam gerados de aminoacidos como lisina, arginina. A perda de
grupos amino levaria a uma alteracdo, na distribuicdo de cargas elétricas no arranjo global de
proteinas miofibrilares, como também, no ponto isoelétrico (STADMAN, 1993). Como uma
conseqiiéncia direta destas modificacdes quimicas, um deslocamento do equilibrio entre
interacdes intramoleculares proteina-proteina e proteina-agua ocorreria, favorecendo a
primeira e ocasionando a perda da solubilidade protéica (ESTEVEZ, 2011). Segundo XIONG
(2000), a oxidacdo induz a alteragdes na estrutura terciaria de proteinas carneas, causando
desdobramento, aumento na hidrofobicidade, formag¢do de agregados e desnaturagdo

irreversivel. Assim, a formag¢do de compostos carbonilicos tem um papel relevante nas
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mudancgas fisico-quimicas que ocorrem em proteinas oxidadas, promovendo alteragdes na
geleificagdo, emulsificagdo, viscosidade e hidratacdo da carne e derivados (XIONG &
DECKER, 1995; BERTRAM et al, 2007).

Compostos carbonilicos também contribuem para a perda da funcionalidade

protéica através da formagao de ligagdes cruzadas (Figura 16).

Figura 16 — Mecanismo de reagdo proposto para a oxidagao da
miosina através de proteinas heme.

_» miosina -X*

2/
:
miosina » miosina -TyrQ* — ligacédo cruzada
\ i intermolecular
|\\ / bitirosina
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|

ligagdo cruzada

intermolecular
dissulfeto

Fonte: (LUND et al, 2008).

Ligag¢des cruzadas contribuem para a formacgao e estabilizagdo de agregados
protéicos ocasionando o encurtamento de miofibrilas € uma constricdo mecanica contra o
entumescimento (LIU et al, 2009). Varias propriedades funcionais das proteinas miofibrilares
sdo dependentes da associac¢do entre proteinas individuais. Porém, as modificagdes oxidativas
conduzem a polimerizagdo e agregacdo excessiva, podendo causar significativos efeitos
indesejaveis em produtos carneos (XIONG, 2000). Varios estudos apontam que a formagao de
pontes dissulfetos e, em menor extensdo, de ditirosina sdo as principais rotas para ligagoes
cruzadas em proteinas carneas (LUND et al, 2011). A condensacao de compostos carbonilicos
com grupos amino de aminoécidos vizinhos tem sido recorrentemente proposto como um
mecanismo adicional para ligagdes cruzadas em sistemas carneos (XIONG, 2000; PARK et
al, 2006a,b), entre muitos outros. Entretanto a exata natureza de cada reagdo permanece

indefinida.
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3.6.3 Valor Nutritivo

A oxidagdo de proteinas carneas causa mudangas no perfil de aminodcidos
e perda de aminoacidos especificos (PARK & XIONG, 2007). Além disso, a influéncia da
oxidacdo protéica na digestibilidade contribuiria para o decréscimo no valor nutricional de
proteinas oxidadas. Segundo GRUNE et al (2004) niveis baixos de oxida¢do induz a
mudangas sutis na estrutura protéica, favorecendo o reconhecimento pelas proteases e
aumentando a suscetibilidade a protedlise. Em niveis altos, a formagdo de agregados
proteicos, e a degradacdo oxidativa da cadeia lateral de aminoacidos especificos, alteraria o
reconhecimento fisico e quimico de sitios, conduzindo a diminui¢do na suscetibilidade
proteolitica.

A deficiente assimilacdo de aminoacidos causada pela agregacdo protéica e
a conseqiiente reducdo na digestdo de proteinas, teria uma influéncia negativa na satde
humana. De acordo com alguns estudos, proteinas nao hidrolizadas sdo fermentadas pela flora
do co6lon em fenol e p-cresol, que sdo produtos mutagénicos, aumentando o risco de cancer do
colon (EVENEPOEL et al, 1998). O impacto real de proteinas oxidadas na saide humana

permanece desconhecido.

3.6.4 Textura

Estudos recentes tém confirmado a ligacdo entre a formagdo de compostos
carbonilicos em proteinas carneas ¢ a diminui¢io na maciez da carne bovina (ESTEVEZ,
2011). A oxidagdo protéica pode influenciar na maciez da carne através de dois mecanismos
como o decréscimo na degradagdo proteolitica durante a maturacdo e, a inducdo a ligagdes
cruzadas via pontes dissulfeto. O primeiro influencia em dois efeitos comandados pela
oxidagdo protéica: a inativacdo de enzimas proteoliticas (pu-calpaina e m-calpaina) envolvidas
na resoluc¢do do rigor mortis, e a alteragdo oxidativa em proteinas miofibrilares que levaria a
reducdo na suscetibilidade proteolitica (ROWE et al, 2004). Alguns autores encontraram uma
correlacdo significativa entre a dureza instrumental em produtos carneos (salsicha, paté) e a
extensdo da oxidagdo protéica medida pelo método-DNPH (ESTEVEZ & CAVA, 2004;
ESTEVEZ et al, 2005). Entretanto, WILHEM et al (2010) mostrou bioquimica e
ultraestruturalmente que em condigdes fisiologicas de carnes PSE, em que primordiamente ha
excesso de Ca”" no reticulo sarcoplasmatico catalizando as proteases dependentes, ocorre o

amaciamento em peitos de frangos anormais.
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3.7 CONTROLE DA OXIDACAO PROTEICA EM PRODUTOS CARNEOS
3.7.1 Uso de Antioxidantes
3.7.1.1 Acido fitico

A nomenclatura utilizada para o 4cido fitico ¢ 1,2,3,4,5,6-
hexaquis(dihidrogénio) fostato mio-inositol ou 4acido fitico para o acido na forma livre, fitato
para a forma de sal livre e fitin para sais com calcio e magnésio (PLAAMI, 1997).

PATON et al (1999), por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
de fosforo 31, RMN *'P, e de proton, RMN 'H, revelou que o 4cido fitico pode apresentar
conformagdes diferentes. Quando o pH ¢ superior a 11.3, cinco grupos fosfatos encontram-se
estabilizados na forma axial e apenas um na posicao equatorial, conforme (Figura 17). Em pH
menor que 10.0, um grupo localiza-se na posi¢do axial e cinco na posicdo equatorial. A
estabilidade das conformacdes axial e equatorial esta relacionada a minimizagao de repulsdes

eletrostaticas, a dependéncia de pH, e as ligagdes de hidrogénio.

Figura 17 — Conformagdes do acido fitico. a) uma posigao axial e cinco equatoriais
(1ax/5eq); b) cinco posi¢des axiais e uma equatorial (5ax/leq).
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Nas plantas, o papel fisiologico do 4cido fitico consiste na reserva de
fosforo e energia. Atua também como um imobilizador de cations multivalentes, necessarios

para o controle do processo celular, ¢ como regulador dos niveis de fosfato inorganico
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(COSGROVE, 1963). O acido fitico encontra-se em altas taxas nos cereais, sementes
oleaginosas e legumes, sendo que o fosforo-fitato constitui a principal fragdo, 60-82% de
fosforo-total. Durante a germinacao, o fitato ¢ degradado pela acdo da enzima fitase a fosfato
inorganico auxiliando no crescimento dos graos (DOST & TOKUL, 2006). Nas células
animais, a funcdo do dacido fitico esta relacionada a sinalizagdo da transmembrana e
mobilizagdo do calcio para as reservas intracelulares (KHATTAB et al, 2010).

Em razdo do seu potencial para quelar ferro, o 4cido fitico suprime a catalise
deste ion nas reagdes oxidativas. O 4cido fitico em altas concentracdes (>0,25M) solubiliza o
ferro na forma de Fe’"-fitato, deslocando todas as moléculas de 4gua e ocupando os seis sitios
de coordenacdo do metal, como também, mantém um estado exclusivo de oxidagao,
bloqueando o seu ciclo redox (GRAF & EATON, 1990).Vérios autores investigaram o
potencial antioxidante do 4cido fitico em sistemas alimentares (SOARES, 1998; LEAL, 2000,
HARBACH et al, 2007). AHN et al (2004) avaliou a atividade antioxidante do acido fitico,
em modelos lipidicos irradiados a 0, 10 e 20 kGy, comparando-o com antioxidantes
comumente utilizados na industria de alimentos. O &cido fitico apresentou atividade
antioxidante superior, mesmo quando irradiado a 20 kGy, como também, em auséncia de
radiagdo durante o armazenamento. A propriedade quelante do 4cido fitico pode facilitar a
eliminacdo de metais pesados potencialmente toxicos para o organismo, auxiliando na
quimioprevengdo do cancer. SOMASUNDAR et al (2005) mostraram que o acido fitico
apresenta efeito inibidor contra dano oxidativo causado ao DNA e tumores pancreaticos.

A interacdo entre o acido fitico e alimentos carregados, como proteinas ¢é
conhecida. Diferentes mecanismos relacionam interagdes entre fitatos e proteinas, que
dependem dos distintos pHs (pH < 5, pH 5 - 7 e pH > 7). Em pH baixo, a maioria das
proteinas possui cargas positivas, enquanto que o 4cido fitico apresenta-se carregado
negativamente. Consequentemente, a interacdo proteina e acido fitico ¢ o resultado da forte
interacao eletrostatica. Em pH intermedidrio, ambos possuem cargas negativas, € o complexo
proteina-fitato permanece estavel. Em pH elevado, c4tions multivalentes, como o célcio, sdo
essenciais para a formacdo do complexo proteina-fitato (DEAK & JOHSON, 2007).
Entretanto, a acdo do acido fitico na inibi¢do da oxidacdo protéica nos alimentos carece de
investigacdo. Neste estudo, o acido fitico mostrou-se eficiente na inibigdo da formacao de
compostos carbonilicos em proteinas carneas do charque bovino, armazenado a temperatura
ambiente, por 30 dias. Além disso, o acido fitico reduziu significativamente a perda de grupos

(SH) livres no charque durante 60 dias, como também, a formagdo de metamioglobina. Estes
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efeitos, provavelmente estao atrelados a sua agao quelante de sistemas férricos e sequestrante

do radical hidroxila (FILGUEIRAS et al, 2009).

3.7.1.2 Nitratos

Os nitratos sdo ingredientes fundamentais utilizados para o desenvolvimento
da cor caracteristica dos produtos carneos curados. O nitrito (NO,) ap6s ser reduzido para
oxido nitrico (NO) combina-se com a mioglobina, produzindo a cor vermelha de produtos
curados (in natura) denominada nitrosilmioglobina (NOMb). Quando aquecido, o pigmento
NOMD ¢ convertido a nitroso-hemocromo, responsavel pela cor rosea de produtos curados e
cozidos. O nitrato de sodio atua como fonte de nitrito através da agdao redutora de
microrganismos. O nitrito de sddio age como bacteriostatico, inibindo a produgdo de toxina
pelo Clostridium botulinum, e como antioxidante. O nitrito atua como antioxidante quando
adicionado em doses iguais ou superiores a 50 ppm (GRAY & PEARSON, 1987, YOUSSEF
et al, 2003). Neste estudo, o nitrito de sodio adicionado a 200ppm no charque bovino inibiu a
oxidacdo lipidica, protéica e a formagdo de metamioglobina durante os 60 dias de
armazenamento. Estes efeitos podem estar atrelados a sua agdo, de complexagdo com a
mioglobina, indisponibilizando o Fe’" para quaisquer reacdes, sequestrante de radicais
lipidicos e, de agregacdo com produtos secundarios da oxida¢do lipidica. Porém, o nitrito de
s6dio ndo minimizou a perda de grupos (SH) no charque, sugerindo que parte do 6xido

nitrico, responsavel pela sua ag@o antioxidante, foi convertida a peroxinitrito.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL
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As amostras de peito de frango (Pectoralis major m.) utilizadas neste

trabalho foram adquiridas de um frigorifico localizado na Regido Oeste do Parana.

As amostras de patinho (Vastus Lateralis) foram adquiridas de um

Estabelecimento Comercial em Londrina.

4.2 METODOS

4.2.1 Validacao da Andlise de Compostos Carbonilicos oriundos da Oxidacao Protéica

Para assegurar o processo de obtengcdo de compostos carbonilicos em

proteinas cdrneas foram aplicados alguns parametros de desempenho da sua quantificagcdo. A

exatiddo, precisdo, linearidade, limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram

analisados conforme descrito na Resolucao (RE) n° 899, de 29 de maio de 2003, emitida pela

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003), utilizando-se a

albumina bovina (BSA) como padrado. Os resultados obtidos sao apresentados a seguir:

Quadro 1 - Recuperagao do padrao BSA para a determinag¢ao da Precisdo e Exatiddo do
Método
Concentragio do | Concentracdo média | Coeficiente de |Recuperagio  média
padriao BSA (mg) experimental (mg) Varia¢do (CV%) de BSA (%)
30 42.44 0.02 141.46
50 74.75 0.004 149.5
70 74.75 0.009 106.78
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Figura 18 — Curva de calibragdo obtida a partir da
média de trés curvas

y=06447x+ 0.023

0 05 1 15
Concentragao de BSA emng

LD =0,023 x 3,3/0.6447 = 0,12 mg de carbonila/ 6ml de amostra

LD = 0,02 mg de carbonila/ ml de amostra

LQ=0,023 x 10/ 0.6447 = 0,36/ 6ml de amostra

LQ = 0,06mg de carbonila/ ml de amostra

Os excelentes percentuais de recuperagdo, exatidao, baixos coeficientes de
variagdo, limites de detec¢ao e quantificacdo encontrados mostraram que o método ¢ eficaz e
seguro para quantificar teores de compostos carbonilicos oriundos da oxidagdo protéica na

carne e derivados.

4.2.2 Medida de Cor

As medidas de cor foram realizadas na face ventral dos filés de peito de
frango (n=14) similares ao PSE e controle 24h post mortem, tomando-se trés pontos distintos
de leitura por amostra.Utilizou-se o colorimetro Minolta CR 400, e os valores de
luminosidade L* foram expressos no sistema de cor CIELAB e usados como parametro para
classificagdo das amostras em similares ao PSE e normais. Para a medida de cor na carne
fresca usada para a producao do charque utilizou-se o colorimetro da marca (BYK — Gardner
Gmbh; color-guide 45°/0° 11mm; fonte iluminante: D65). Os componentes a* (vermelho-
verde) e b* (amarelo-azul) foram determinados pelo sistema CIELAB. As leituras foram

feitas em sextuplicata.
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4.2.3 Medida de pH

As medidas de pH em amostras similares ao PSE e controle foram
realizadas apos 4 e 24h post mortem com o auxilio de um potencidmetro de contato da marca
Testo 205. O ponto de incisdo do eletrodo foi na face cranial ventral do filé segundo
(WILHELM et al, 2010). A média das leituras nos tempos determinados foi usada como
parametro para a classificacdo das amostras em similares ao PSE e normais. Para a analise do
pH nas amostras de charque utilizou-se um pHmetro de bancada. Deste modo, 10g de amostra
foram homogeneizadas em 100ml de agua destilada. Ap6s 5 min de contato entre o eletrodo e

a amostra as leituras foram obtidas em triplicata conforme (TERRA & BRUM, 1988).

4.2.4 Oxidagao Lipidica

O acompanhamento da oxidagdo lipidica nos filés de peito de frango e no
charque foi avaliado pelo método do acido tiobarbitarico (TBA) segundo TARLADGIS et al
(1964) ¢ modificado por SOARES et al (2004). Neste procedimento,10g de amostra, em
triplicata, foram homogeneizadas em 98ml de adgua destilada, 2,5 ml de HCL 4N e 5 gotas de
antiespumante (8 partes de Span 80 + 1.3 partes de Tween 20). Esta solucao foi destilada a
500°C por 10min e coletados 50ml. Uma aliquota de 5 ml do destilado foi transferida para um
tubo de ensaio com tampa rosqueavel. Adicionou-se Sml de TBA 0.02M e colocou-se em um
banho-maria fervente por 35min, juntamente com o branco que continha 5ml de TBA e Sml
de 4gua destilada. Apds o resfriamento a temperatura ambiente foi feita a leitura da
absorvancia em espectrofotometro a 530nm. Uma curva padrdo foi tragada com o uso de uma
solucdo aquosa de 1,1,1,3-tetractoxipropano (TEP), a qual foi utilizada no célculo dos teores

de TBARS nas amostras. Os resultados foram expressos em mg de TBARS/ kg™' de amostra.

4.2.5 Determinacao de Aroma de Requentado (WOF)

Para a analise de WOF nos filés de peito de frango, 100-110g de amostra
foram embaladas a vacuo e tratadas termicamente a 80°C por 30min, segundo Igene e Pearson
(1979). Apds, as amostras foram embaladas em sacos de polietileno, permedveis a luz, e
armazenadas por 48h a 4°C com luz fluorescente. Em seguida, foram reaquecidas em

microondas por 4min ¢ analisadas, em triplicata, quanto a oxidagdo lipidica em TBARS,
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conforme descrito anteriormente. Os resultados foram expressos em mg de TBARS/ kg™ de

amostra.

4.2.6 Acidos Graxos

O perfil de acidos graxos nas amostras (em duplicata) foi determinado
através da preparagdo de ésteres metilicos por transesterificagdo conforme o método 5509 da
ISO (1978), utilizando-se 2 mol/L de KOH em metanol and n-heptano. Os ésteres metilicos
de acidos graxos foram quantificados pelo cromatdgrafo gasoso Shimadzu 14A (Japao)
equipado com um detector de ionizagdo de chama e uma coluna capilar de silica fundida
(100m x 0.25mm x 0.25um de CP 7420, Varian). A temperatura da coluna foi programada a
10°C/min de 80 a 240°C. As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a 200 e
220°C, respectivamente. O gas carreador foi o hidrogénio (1.2 ml/min), o auxiliar, nitrogénio
(30 ml/min), e os gases de chama, H, e ar sintético (300ml/min). A razdo de divisdao da
amostra (split) foi de 1/100. A identificagdo dos &cidos graxos foi baseada em padrdes
auténticos (Sigma). As areas dos picos foram determinadas pelo CG-300 integrador (CG,
Instruments, Brazil). Os resultados foram expressos como percentagens relativas de acidos

graxos identificados (SOARES et al, 2009).

4.2.7 Oxidagao Protéica

O acompanhamento da oxidacdo protéica nos filés de peito de frango e no
charque foi avaliado por derivagdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH 10mM em HCI 2N)
segundo (FAGAN et al, 1999). Neste procedimento, 3g de amostra (em quadruplicata) foram
solubilizadas em 25ml de tampdo (pH=7,4) contendo NasP207 (2,0mM), Tris-maleato
(10mM), KCI1 (100mM), MgCl,(2,0mM) e EGTA(2,0mM). A mistura foi homogeneizada (em
banho de gelo) com o auxilio de um Turrax (duas vezes a 8000g e 9500g por 15s, com
intervalo de 15s entre cada homogeneizagdo). Centrifugou-se o homogenato a 800g por 20min
a 4°C. Filtrou-se em gaze. Clarificou-se o sobrenadante por centrifugagdo a 38.720g por
60min a 4°C. Filtrou-se em gaze. Uma aliquota de 1ml do filtrado foi tomada e precipitada
com 5ml de HCl/acetona (3:1). Centrifugou-se duas vezes a 800g por 20min a 4°C,
descartando-se o sobrenadante. Tratou-se o precipitado com 5ml de TCA 10%. Centrifugou-
se a 800g por 20min a 4°C. Descartou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se a amostra em 1ml

de tampao (o mesmo utilizado no inicio do procedimento) e 1ml de solu¢do de DNPH. Para o
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branco utilizou-se 1ml de tampao e 1ml de HCI 2N. Deixou-se sob agitacao (no escuro) por
60min a 4°C. Adicionou-se Iml de TCA 30% e acondicionou-se a amostra em banho de gelo
por 10min. Centrifugou-se a 800g por 20min a 4°C. Descartou-se o sobrenadante. Tratou-se o
precipitado duas vezes com 5Sml de TCA 20%, centrifugando-se a 800g por 20min a 4°C e
descartando-se o sobrenadante. Sequencialmente, tratou-se o precipitado trés vezes com
etanol/acetato de etila (1:1) em 10mM de HCI, centrifugando-se a 800g por 20min a 4°C e
descartando-se o sobrenadante. Solubilizou-se o precipitado em Iml de solugdo de guanidina
6M em tampao fosfato de sddio monobésico (pH=2,3). Centrifugou-se a 800g por 2min a
4°C. Posteriormente, foi feita a leitura da absorvancia em espectrofotometro a 280 e 370nm.
Uma curva padrao de albumina bovina (BSA) em guanidina 6M (0 - 2mg/ml) foi feita. As
leituras a 280nm foram plotadas nesta curva obtendo-se a concentragdo protéica. O calculo do
teor de compostos carbonilicos oriundos da oxidagdo protéica foi obtido mediante a seguinte

equagao (1).
nmol carbonil/mg proteina = 370nm (amostra) — 370nm (branco) +[] protéica

22.000 M em™

Onde [] = concentragdo protéica

Coeficiente de absorcdo da hidrazona =22, 000M 'cm™

4.2.8 Metamioglobina

Para a analise da porcentagem de formacdo de metamioglobina nos filés de
peito de frango e no charque, 5g de amostra foram solubilizadas em 25ml de tampao fosfato
(40mM) a pH 6.8, segundo KRZYWICKI (1982). A mistura foi homogeneizada com o
auxilio de um Turrax a 13500g por 10s e armazenada por 1 hora a 4°C. Posteriormente, o
homogenato foi centrifugado a 5000g por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi filtrado com
papel filtro Whatman n°l. A absorvancia no filtrado foi lida em espectrofotometro a 525, 572

e 700nm e os valores de metamioglobina foram obtidos conforme a equacao (2).

MetMb = {1.395 — [(Aj',.rg — .Amg) / (Aﬁgﬁ— A}‘oo}] }‘{ 100 quli]g‘fl@- (2)

Onde: As25 ¢ a absorvancia do sobrenadante a 525nm
As72 € a absorvancia do sobrenadante a 572nm

A700 € a absorvancia do sobrenadante a 700nm
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4.2.9 Grupos SH Livres

Para a determinagdo de grupos (SH) livres em proteinas nas amostras de
charque foi utilizado o (DTNB) 5,5’-Ditiobis 4cido 2-nitrobenzdico, (ELLMAN, 1959). Neste
procedimento 2 g de amostra foram homogeneizadas (em banho de gelo) com 50ml de SDS
5% em 0,10M de tampao Tris (pH=8,0), com o auxilio de um turrax a 13500g por 30s. O
homogenato foi colocado em um banho-maria a 80°C por 30min. Apos, as amostras foram
resfriadas e centrifugadas a 1200g por 20min. O sobrenadante foi filtrado em filtro Watman
n°l. A concentragdo protéica no filtrado foi determinada pela medida da absorvancia a
280nm, usando uma curva padrao de albumina bovina (0 — 3mg/ml). Tomou-se 0.5ml do
filtrado, adicionou-se 2ml de tampao Tris (pH=8,0) e 0,5ml de DTNB 10mM em 0,10M de
tampao Tris (pH=8,0). A absorvancia a 412nm foi lida em espectrofotdmetro depois de 30min
contra um branco contendo 0.5ml de SDS 5%, 2ml de tampao Tris (pH=8,0) e 0,5ml de
DTNB 10mM em 0,10M de tampao Tris (pH=8,0). Os dados obtidos foram plotados em uma
curva padrdo de L-cisteina segundo (STAPELFELDT et al, 1997). Os resultados foram

expressos em nmol sulfidrila/mg de proteina.

4.3 ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliar o desenvolvimento de reacdes oxidativas nos filés de peito de
frango, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do Teste t (para
amostras independentes, por grupos) ao nivel de 1 e 5% de significancia. O efeito do uso de
antioxidantes no charque foi avaliado através da ANOVA de uma via, seguida do teste de
Tukey ao nivel de 5% de significincia. Em todas as andlises utilizou-se o programa

computacional STATISTICA® for Windows Versio 5.0, da STATSOFT (1995).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo descritos na forma de dois artigos cientificos,

conforme segue

5.1 ARTIGO CIENTIFICO A

O artigo a seguir foi encaminhado ao periodico Food Chemistry.
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1. Abstract

The biochemical reactions that occur during storage of broiler PSE-like meat seem to be
related to excessive Ca®* liberation from the muscle sarcoplasmic reticulum similar to pigs
promoted by genetic mutation of the ryanodine protein, by the stressful conditions the birds
suffer just before slaughter or by a synergistic combination of both situations. The Ca*
surplus initiates a cascade of biochemical and physiological reactions that start with
mitochondrial phospholipase A2 activity, which catalyzes the hydrolysis of cell membrane
phospholipids and liberates free radicals. These compounds react with lipids and protein
amino acid side chains and promote their oxidation. The results showed an increase in both
lipid oxidation measured by TBARS index and protein oxidation determined by the carbonyl

method over 5 days of broiler breast meat storage at 4°C.

Key words: carbonyl compounds, free radicals, phospholipase A2
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2. Introduction

The development of meat color abnormalities is a continuing problem for the poultry
industry. The fundamental cause of poultry PSE (Pale, Soft, Exudative)-like meat has not yet
been defined, but it seems to originate from multiple factors; therefore, it is difficult to assess
the monetary loss, but it has been estimated as US$200 million a year for the United States
poultry industry (Barbut, 2009). Moreover, Brazil is the third largest producer of broiler
chicken meat with a predicted production for 2011 of around 13.0 million tons of meat and is
the largest exporter with 3.3 million tons (USDA, 2011). The monetary loss in 2003 due to
PSE meat was estimated to be around US$10 to 12 million, and because bird production has
increased, this figure has been estimated to be US$25-30 million in 2008 (Kissel, Soares,
Rossa & Shimokomaki, 2009). Research has demonstrated that the formation of pork PSE
meat had a genetic basis that was attributed to a mutation in the protein pig ryanodine receptor
(Fujii, Otsu, Zorzato, Leon, Khanna, Weiler, O’Brien, & Mac Lennan, (1991), which
regulates calcium input within muscle cells. Despite extensive experimentation, this mutation
has not yet been identified, and several experiments have indicated that the cause of poultry
PSE-like meat is also related to the pre-slaughter management conditions. Strassburg &
Chiang (2009) and Oda, Nepomuceno, Ledur, Oliveira, Marin, Ida & Shimokomaki (2009)
hypothesized that differences in ryanodine receptor activities in turkeys and broiler chickens,
respectively, could alter calcium homeostasis and lead to PSE-like meat development. We
have also shown that the expression pattern of ryanodine receptor transcripts in broiler
chickens was altered by heat stress and halothane treatment (Ziober, Paido, Marchi, Coutinho,
Binneck, Nepomuceno & Shimokomaki, 2010); moreover, equipment was designed to detect
the sensitivity of chicken to halothane, and approximately one third of the flock was found to
have a positive reaction by contracting their legs (Marchi, Oba, Ziober, Soares, Ida &
Shimokomaki, 2009). PSE refers the characteristics of a pale color, soft texture and exudative
appearance at the broiler meat surface due to a poor water holding capacity (WHC) as a
consequence of accelerated postmortem glycolysis, which promotes a sharp decrease in pH
while the muscle is still in the rigor state. The high acidosis observed is related to hyper
metabolism caused by the increase in Ca®* concentration within the muscle cells. This
condition initiates a cascade of muscle biochemical reactions that jeopardize the functional
properties of the meat. Fundamentally, at low pH conditions and at a relatively high carcass
temperature, the muscle proteins denature and lose their functionality (Olivo, Soares, Ida &
Shimokomaki, 2001, Barbut, Sosnicki, Lonergan, Knapp, Ciobanu, Gatcliffe, Huff-Lonergan,
& Wilson, 2008). Several pre-slaughtering factors have been linked to broiler PSE-like meat
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formation, including transport, lairage and slaughtering conditions. The conditions during the
journey from the farm to the slaughterhouse, such as showering the
birds at the farm, heat, vehicle acceleration, vibration, movement, impact, food and water
deprivation, social disruption, noise, and particularly high temperatures and relative humidity
during transportation, are especially important (Mitchell & Kettewell, 1998, Simdes, Oba,
Matsuo, Rossa, Shimokomaki & Ida, 2009. Controlling these factors is particularly important
for reducing the incidence of PSE-like meat formation. Recently, it has been shown that
excess Ca’* at the cell milieu increased the activities of certain muscle enzymes, including
proteases (Wilhelm, Maganhini, Hernandez-Blazquez, Ida & Shimokomaki, 2010) and
mitochondrial membrane phospholipase A2 (PLA2), which hydrolyzes long chain
phospholipids and releases free radicals that induce lipid oxidation (Soares, Ida, Miyamoto,
Hernandez-Blazquez, Olivo, Pinheiro, & Shimokomaki, (2003). Soares, Marchi, Matsushita,
Guarnieri, Droval, Ida & Shimokomaki, 2009) demonstrated that there is a direct relationship
between the increase in both PLA2 enzyme activity and the WHC in broiler chicken PSE-like
meat. Broilers under acute heat stress conditions have been shown to have increased
mitochondrial superoxide radical production, which promotes lipid peroxidation (Feng,
Zhang, Zheng, Xi & Ma, 2008). Likewise, muscle proteins are constantly under the attack of
reactive oxygen species (ROS) produced soon after death, and it seems that excess ROS are
produced during the installation of PSE-like meat due to the higher activity of PLA2. The
consequences of meat protein oxidation are still a matter of discussion; however, it has been
implicated in affecting protein functionality and nutrition (Xiong, 2000, Lund, Heinonen,
Baron & Estévez, 2011, Estévez, 2011). The aim of this work was to observe the relationship
between lipid peroxidation and protein oxidation induced by ROS in fresh breast meat of
commercially heat-stressed broiler chickens kept under refrigeration and after cooking.
2. Material and Methods
2.1. Broiler fillet meat (Pectoralis major m.) samples were obtained at a commercial plant
located in the south of Brazil from both sexes of 42-day-old chickens, which were slaughtered
according to the standard industrial plant practice in the summer. Basically, the slaughtering
process consisted of a sequence of electrical stunning, bleeding, defeathering, evisceration,
carcass water cooling, deboning and refrigeration (Northcutt, 2001, Wilhelm et al. 2010).
2.2. PSE-like meat sample characterization: pH and color measurement

The pH and color determination was performed as described in Wilhelm et al. (2010).
Briefly, the pH was measured by inserting electrodes into the breast muscle using a contact

pH meter system (Testo 205). The pH analyses were performed in triplicate at 24 h
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postmortem, and a Minolta CR400 colorimeter was used to evaluate the color, L* (lightness),
on the posterior surface of the intact skinless breast muscles at 24 h postmortem. Fourteen
samples with values of 44.0 < L*xn < 53.0 and pH > 5.80 were classified as controls, and
fourteen samples with values of L*24n>53.0 and pH <5.80 were classified as PSE-like meat.
2.4 Lipid oxidation evaluation

The breast fillets previously classified as controls and PSE-like meat were packed in
polyethylene bags and stored at 4°C for 5 days. On days 1, 3 and 5, these samples were
analyzed in the fresh and cooked conditions. The term warmed over flavor (WOF) was first
introduced by Tims & Watts (1958) to describe the rapid development of an oxidized flavor in
refrigerated cooked meat upon subsequent heating. For the analysis of WOF, samples were
vacuum packed and subjected to cooking at 80°C for 30 min. The samples were then packed
in polyethylene bags and stored at 4°C for 48 hours under a fluorescent light. After reheating
in a 800-watt microwave for 4 min, the samples were cooled to room temperature, and the
development of WOF was determined as described by Tarladgis, Pearson & Dugan (1964) as
adapted in Soares, Olivo, Shimokomaki & lIda (2004). The results are expressed in mg
TBARS kg™ of sample.
2.5 Protein oxidation determination

Protein oxidation in fresh and cooked samples was determined by derivatization with
2,4-dinitrophenylhydrazine (Fagan, Sleezka & Sohar, 1999). Protein concentrations were
determined spectrophotometrically at 280 nm using bovine serum albumin (BSA) as a
standard. The carbonyl content was calculated using the absorption coefficient (22,000 M™
cm™). The results are expressed as nmol carbonyl mg™of protein.
2.6 Metmyoglobin determination (MetMb)

Cooked samples were analyzed for the percentage of metmyoglobin on days 1, 3 and 5
according to a previously described procedure (Krzywicki, 1982).
2.7 Fatty acid evaluation

Three days postmortem, refrigerated samples of both PSE-like meat and control
samples were analyzed. The fatty acid profile was determined in duplicate by preparing
methy| esters by transesterification according to the method of ISO 5509 (1978) using 2 mol
L KOH in methanol and n-heptane. The methyl esters of fatty acids were quantified with a
Shimadzu 14A gas chromatograph (Japan) equipped with a flame ionization detector and a

fused silica capillary column (100 m x 0.25 mm x 0.25 um film thickness, CP-7420 Varian).
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The column temperature was increased at 10°C min® from 80 to 240°C. The
temperatures of the injector and detector were maintained at 200 and 220°C, respectively. The
carrier gas was hydrogen (1.2 mL min™), nitrogen was the make-up gas (30 mLmin™), and 30
mL/min and 300 mL.min™, respectively) were used as the flame gas. The sample split mode
was 1/100. The identification of fatty acids was based on authentic standards (Sigma). The
peak areas were determined by a CG-300 integrator (CG Instruments, Brazil). The results are
expressed as the relative percentages of the identified fatty acids (Soares, et al., 2009).

3. Statistical Analysis

All results were analyzed using the program STATISTICA for Windows version 5.0
(StatSoft, 1995). The Tukey test (5%) was used to assess the significance of the fatty acid
profile.

4. Results

4.1 Broiler PSE-like meat characterization

In table 1, the results of pH values and color measurements for the characterization of PSE-
like and control meat samples are presented. As expected, these results corroborated our
original results because the PSE meat had significantly lower pH values and higher L*

values, which measure meat brightness, indicating a paler color (Barbut, 1993, Wilhem et al.,
2010).

4.2. Lipid oxidation evaluation

Figure 1 shows lipid oxidation values as determined through TBARS determination,
and values of 0.042 to 0.045 mg TBARS kg™ of sample were found for the control samples,
while the PSE-like meat samples presented values of 0.057 to 0.065 mg TBARS kg™ of
sample in breast fillet samples stored at 4°C for 5 days, indicating that there was a 50.0%
increase in TBARS during storage (p < 0.05).

4.3. Protein oxidation determination

In Figure 2, the carbonyl concentrations in the breast fillet meat are shown. A
significant difference was observed (p < 0.05) between the control samples, with values of
0.36 to 0.40 nmol carbonyl/mg of protein, and the PSE meat samples, with 0.54 to 0.60 nmol
carbonyl/mg of protein, monitored during storage for 5 days at 4°C.

4.4 Fatty acids contents

Table 2 shows the saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acid
compositions found in the control and PSE meat samples. For the saturated fatty acids, there

was an increase of 1.5-fold in stearic acid for the PSE meat compared with the control
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samples; however, no significant differences were found for myristic, palmitic, arachidic, and
behenic acids. For the monounsaturated acids, the PSE-like samples presented lower values of
oleic acid (p < 0.05). Differences were observed in the levels of palmitoleic and nervonic
acids, but no significant differences were found for the polyunsaturated acids, such as linoleic
and alpha-linolenic acids. However, a significant difference in the level of arachidonic acid
was observed (p < 0.05) because the PSE meat samples presented approximately triple the
concentration of the control samples.
4.5. Lipid and protein oxidation after cooking

The results showed increase of 1.1% and 10.5% in the levels of TBARS and carbonyl
substances, respectively, as seen in Figs. 3 and 4. These increases were only significantly
different on the first day of storage for PSE-like meat compared with control samples both for
fresh meat stored at 4°C for 5 days postmortem and cooked meat stored for 5 days (p <0.05).
4.6 Metmyoglobin

Fig. 5 shows that a 3.08% increase in the amount of MetMb was found in PSE-like
meat compared with the control samples cooked at 80°C for 30 min.
5. Discussion

Our results showed that there is a close relationship between the TBARS values and
carbonyl concentrations throughout the meat sample storage period. As shown in Figs. 1 and
2, there were relatively high levels of TBARS and carbonyl concentrations, respectively,
indicating that ROS were already available before the initiation of rigor mortis and suggesting
that PLA2 enhanced its activity because of the increase of the Ca®" concentration levels
within the sarcoplasm. Although TBARS and carbonyl values remained constant throughout
storage, in PSE-like samples had increases of 50 and 49.0%, respectively, compared with the
control meat samples stored for 5 days. On the first day postmortem, there was 1.4-fold higher
amount of carbonyl compounds in the PSE samples compared with the control group,
suggesting that there already was more ROS and other free radicals to oxidize the myofibril
proteins before slaughtering. Concomitantly, the higher PLA2 activity in PSE-like meat
(Soares et al., 2003) resulted in the increase in free radicals, and this availability would result
in the oxidation of both lipids and proteins in a cascading reaction. In fact, in a previous
report, there was an indication that protease enhaced its activity in the presence of this
excessive Ca?* liberation in birds that were exposed to thermal stress during pre-slaughtering
management conditions (Wilhem et al., 2010). Thus, it is becoming clear that the Ca®* surplus
within the muscle is the main cause of the symptoms of PSE-like meat, which is similar to

that in pork PSE meat as the physiological consequence of the PSS (Pork Stress Syndrome)
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(Fujii et al, 1991) although this cause has yet to be established, as the cause for Avian Stress
Syndrome for poultry. In our previous study with heat-stressed chickens, there was 1.25-fold
higher PLA2 activity in relation to the control group, and we hypothesized that this activity
triggered the start of the syndrome concomitantly with the increase in Ca?* within the
sarcoplasm (Soares, et al., 2003)