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HONORATO-FERREIRA, Daniclle Cristina Barreto. Caracterizacdo fisica, quimica e
histoldgica de carnes de peru PSE e Normal e de cortes comerciais e obtencéo de isolado
de colageno de barbelas. 2016. 137f. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de carne de peru e devido a evolucdo positiva na
comercializacdo destas carnes ha necessidade de uma avaliagdo da atual producdo com
caracterizagdo das carnes de peru PSE e Normal, e dos diferentes cortes comerciais de perus e
propor alternativas de aproveitamento de seus subprodutos industriais. O objetivo deste
trabalho foi avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e histoldgicas de carnes de peru PSE e
Normal, caracterizar os diferentes cortes comerciais quanto a composi¢ao quimica, fisica e
estabilidade oxidativa e estabelecer a melhor condigdo de extracdo e obtengdo do isolado de
colageno (IC) de barbelas. As amostras foram obtidas em um abatedouro localizado na regido
sul do Brasil. Para avalia¢dao das carnes PSE e normal, os peitos de peru foram classificados
em PSE (L*> 53) e Normal (L*< 53) e avaliados quanto ao pH, capacidade de retencdo de
agua (CRA), perda por cozimento (PPC), forca de cisalhamento (FC), indice de fragmentagao
miofibrilar (IFM), desnaturacdo proteica (DP) e aspectos histologicos. Os cortes comerciais
de peru foram caracterizados quanto ao pH, cor (L*,a*, b*), composi¢cdo quimica, perfil de
acidos graxos e estabilidade oxidativa. Para estabelecer a melhor condicdo de extragdo e
obtencdo de IC foi aplicado o planejamento fatorial completo 22 e avaliado o conteudo de
colageno, rendimento, grau de purificacdo e perfil de eletroforese. O pH nos peitos de peru
PSE foi menor do que no Normal. A CRA e FC nas carnes PSE apresentaram reducao de 2%
e 13%, respectivamente; enquanto que a PPC, DP e IFM foram 10%, 21% e 3% maior do que
na carne Normal. O diametro da fibra muscular PSE foi 19,5% menor em relagdo a carne
Normal, o que caracterizou um maior espagamento no endomisio que foi promovido pela
maior exsudacdo de dgua nas carnes PSE. Portanto, as propriedades funcionais da carne de
peru PSE s3o comprometidas. Dos cortes comerciais de perus, o peito apresentou maior
conteudo de proteinas, cinzas, AGP, dmega 3 e dmega 6 e maior estabilidade oxidativa.
Enquanto que a coxa, sobrecoxa, asa € pescoco apresentaram caracteristicas similares de
composic¢ao quimica, pH, cor e perfil de acidos graxos. A pele apresentou menor conteudo de
proteinas, cinzas, AGP, 6mega 3 e 6mega 6 ¢ menor estabilidade oxidativa. Destaca-se que
entre os cortes comerciais de peru, a asa, peito e sobrecoxa apresentaram elevado conteudo de
proteinas e relagdo AGP/AGS. Para extracao e obtencao de IC de barbelas de perus machos a
melhor condi¢ao do processo foi quando utilizou o pH do acido acético igual a 2,0 e 0,05% de
pepsina, com rendimento de IC de 25% e grau de purificacdo de 3,9 vezes. O perfil de
eletroforese do IC foi similar ao do colageno tipo 1. O processo de obtengdo de IC de barbelas
de perus machos ¢ simples e vidvel para ser executada e pode ser recomendada a industria
para reaproveitar este subproduto para elaboragdo de um aditivo com multiplas aplicagdes.

Palavras-chave: Histologia. Qualidade. Cortes comerciais. Carne de aves. Propriedades
funcionais. Subprodutos.
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characterization of PSE and Normal turkey meat and of commercial cuts and obtaining
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ABSTRACT

Brazil is the third turkey meat producer worldwide and due to the positive evolution in the
commercialization of this product, it is necessary an evaluation of the current production with
characterization of turkey meat PSE or Normal, and of the different commercial cuts and offer
alternatives for its industrial by-products applications. The aim of this work was to evaluate
the physical, chemical and histological characteristics of PSE and Normal turkey meat,
classify different commercial cuts according to chemical composition, physical and oxidative
stability, and establish the best condition for extracting and obtaining the isolate collagen (IC)
of wattle. The samples were obtained from a slaughterhouse located in the southern region of
Brazil. Turkey breasts were classified as PSE (L*> 53) and Normal (L*<53), and evaluated
according to pH, water holding capacity (WHC), cooking loss (CL), shear force (SF),
myofibrillar fragmentation index (MFI), protein denaturation (DP) and histological aspects.
Color (L *, a *, b *), pH, chemical composition, fatty acid profile and oxidative stability were
evaluated in commercial turkey meat cuts. In order to establish the best condition for
extracting and obtaining IC the factorial design 22 was applied to evaluate the collagen
content, yield, degree of purification and electrophoresis profile. PSE turkey breasts pH was
lower than Normal. WHC and SF in PSE meat presented reduction of 2% and 13%,
respectively; while CL, PD and MFI were 10%, 21% and 3% higher than Normal meat. The
diameter of the muscle fiber PSE was 19.5% smaller compared to Normal meat, which
characterized a greater spacing in the endomysium promoted by the greater exudation of
water in the PSE meat. Therefore, the functional properties of turkey meat PSE are
compromised. Protein content, ashes, PGA, omega 3, omega 6 and oxidative stability were
higher in turkey breasts. Drumstick, thigh, wing and neck presented similar chemical
composition, pH, color and fatty acid profile. Turkey skin presented lower content of proteins,
ashes, PGA, omega 3 and omega 6 and lower oxidative stability. Among commercial turkey
cuts, wings, breasts and thighs presented higher protein content and PGA/SGA ratio. The best
process condition for extracting and obtaining IC from male turkeys was: acetic acid pH 2.0,
pepsin 0.05%, 25% IC yield and 3,9 times degree of purification. The IC electrophoresis
profile was similar to type I collagen. The IC obtention from male turkeys' wattle is simple
and feasible. Thus, the usage of this by-product as a flexible food additive is highly
recommended to the industry for multiple applications.

Keywords: Histology. Quality. Commercial cuts. Poultry meat. Functional properties.
Byproducts.
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1 INTRODUCAO

Peru é o nome dado as aves Galliformes do género Meleagris com variantes selvagens
e domésticas, originaria das Américas. Caracteriza-se morfologicamente como uma ave com a
cabeca de pele nua e coloracdo vermelho-pélido com variacdes azuladas, coberta de verrugas
e carunculas de diferentes tamanhos (SOCAMPESTRE, 2006). No Brasil, a espécie produzida
para comercializacdo é a Meleagris gallopavo.

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de carne de peru, estando a sua frente
apenas os Estados Unidos e a Unido Européia (USDA, 2015). No entanto, a participacdo da
carne de peru tanto na exportacdo como no consumo interno brasileiro ainda é pequena em
relacdo as carnes de frango, bovinos e suinos. Segundo a Associacdo Brasileira de Proteina
Animal (ABPA, 2016) este cenario esta se modificando e com investimento em divulgagdes
sobre a qualidade da carne de peru acredita-se que o0 seu consumo se estenda por todo o ano,
pois tem sido restrito apenas as épocas festivas.

Em relagdo ao mercado externo, o Brasil assinou este ano um acordo com a Unido
Européia para ampliar as exportacoes de carne de peru. O acordo representara uma adicdo de
631 toneladas a sua cota anual. Desta forma, a criacdo, producdo e comercializacdo da carne
de peru no mercado interno e externo vém evoluindo positivamente e de forma consistente
proporcionando um potencial crescimento para a industria processadora destas carnes (ABPA,
2016).

Para obtencdo de cortes ou carnes desossadas de peru, as aves passam inicialmente
pelas etapas de pre-abate, tais como jejum, apanha, carregamento, transporte e tempo de
espera no abatedouro (GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2014). Seguem para a area de pendura,
e etapas de insensibilizacdo, sangria, escalda, depenagem, evisceracdo, resfriamento da
carcaca e desossa. Os cortes comerciais podem ser considerados nobres, tais como o peito,
coxa e sobrecoxa e de menor valor comercial os cortes do dorso, ponta da asa, pés, cabecas,
entre outros (BRASIL, 1998; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2014). A comercializacdo das
partes ou cortes de carnes de peru, in natura, para consumo humano (UNECE, 2012) pode ser
realizada na forma de: (1) peru inteiro, no qual a carcaca inteira € comercializada e pode
conter os miudos; (2) peito, podendo ser comercializado com ou sem 0sso e com ou sem pele;
(3) coxa; (4) sobrecoxa; (5) asa; (6) pescoco, pode ser comercializado sem pele ou entdo junto
com o0s milados; (7) coxa com sobrecoxa (leg quarter); (8) sambiquira, sdo geralmente

embalados e comercializados a granel; (9) miados; (10) pele e (11) carne mecanicamente
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separada. Embora ndo haja muitos relatos a respeito dos cortes comerciais de peru, in natura,
sabe-se que o contetdo de lipideos totais na asa, leg quarter (coxa com sobrecoxa), peito e
pele de peru séo respectivamente de 0,9 g/100g, 1,1 ¢/100g, 0,5 g/100g e 12 ¢/100g, e 0
contetdo de colesterol de 46 mg/ 100 g, 35 mg/100g, 27 mg/100g e 81 mg/100 g para 0s
mesmos cortes. Os principais acidos graxos identificados na asa, leg quarter, peito e pele séo
0 acido linoléico (C18:2n6), &cido oleico (C18:1n9), &cido palmitico (C16:0), &cido esteérico
(C18:0) e &cido araquiddnico (C20:4n-6) (BAGGIO; VICENTE; BRAGAGNOLO, 2002).

A maioria dos residuos da indlstria carnea sdo produzidos durante o abate
(JAYATHILAKAN et al., 2012) e consistem de partes do animal que ndo podem ser
embaladas e comercializadas, tais como: papo, traqueia, esdfago, contetdos do trato
gastrointestinal, baco, 6rgdos reprodutores e pulmdes. A retirada dos rins, pés, pescoco e
cabeca durante o abate é facultativa. Porém, quando os pés e pesco¢o com ou sem cabeca séo
retirados na linha de abate para fins comestiveis, estes deverdo ser imediatamente pré-
resfriados; e a cabeca e os pés obrigatoriamente embalados de forma individual (BRASIL,
1998). Pela legislacdo brasileira, a retirada da cabeca € facultativa e a sua utilizacdo como
fonte de matéria-prima para extracdo de ingredientes que agreguem valor comercial torna-se
mais atrativa do que a sua comercializacdo in natura. Assim, as barbelas de peru que séo
descartadas e/ou comercializadas junto com as cabecas podem ser consideradas fonte
potencial de matéria-prima para extracdo de colageno, pois sdo constituidas por tecido
conjuntivo.

A qualidade final da carne de peru é diretamente afetada por uma série de
modificagdes bioquimicas e estruturais que ocorrem simultaneamente, apds a morte do animal
e sdo denominadas de processo de conversdao do musculo em carne. Estas reaces dependem
das condi¢des antemortem, do processo de abate e das técnicas de armazenamento da carne
(KUBOTA,; OLIVO; SHIMOKOMAKI, 1993; RAMOS; GOMIDE, 2007).

As condi¢bes antemortem inadequadas, como calor e umidade excessivos durante o
transporte das aves, da granja ao abatedouro, podem resultar em estresse térmico, que é um
dos principais fatores que comprometem a qualidade final da carne e pode promover o
desenvolvimento de carne com caracteristica de PSE (Pale, Soft, Exudative) (GUARNIERI et
al., 2002; ODA et al., 2003; SIMOES et al., 2009; CARVALHO et al., 2016). As aves
expostas ao estresse pré-abate exibem um acelerado declinio no pH, devido a sua répida
glicolise post-mortem (FRONING; BABJI; MATHER, 1978; SAMS et al, 2002;
SHIMOKOMAKI, 2004). A combinacdo do baixo pH com a temperatura da carcaga ainda

alta, ocasiona a desnaturacdo das proteinas que compromete as propriedades funcionais da
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carne gerando perdas econémicas para a industria (OLIVO et al., 2001; SHIMOKOMAKI et
al., 2006; BARBUT et al., 2008). A desnaturacdo das proteinas causa a palidez da carne,
perda na sua capacidade de retencdo de &agua e alteracdo da textura (OLIVO;
SHIMOKOMAKI, 2001).

Nos ultimos anos, a evolugdo na producgdo avicola intensificou e, portanto, estudos
adicionais sdo necessarios em relacdo a avaliacdo da qualidade destas carnes, bem como

realizar investigagdes em relacdo ao aproveitamento de subprodutos do abate de aves.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e histolégicas de carnes de peru PSE e
Normal, caracterizar os diferentes cortes comerciais quanto a composicdo quimica, fisica e
estabilidade oxidativa e estabelecer a melhor condicdo de extracdo e obtencdo do isolado de
colageno de barbelas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e histologicas de carnes de peru PSE

e Normal provenientes da planta de processamento comercial brasileira.

Caracterizar 0s cortes comerciais de peito, coxa, sobrecoxa, asa, pescoco e pele

de peru quanto a composic¢ao quimica, fisica e estabilidade oxidativa.

Estabelecer a melhor condicdo de extracdo e obtencdo do isolado de colageno
de barbelas de peru aplicando o planejamento fatorial completo 2° e

caracterizar o perfil de eletroforese.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producéo Brasileira de Carne de Peru

A avicultura é um importante segmento da economia brasileira, pois corresponde a
1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) e gera mais de 4,1 milhdes de empregos. Um dos
sistemas agroindustriais deste segmento é representado pelo peru, o qual tem apresentado uma
crescente importancia comercial, especialmente em relacdo as exportacdes. Além disso, nos
ultimos anos, o abastecimento de carne de peru no mercado interno também vem aumentando
devido a melhora no poder de compra da populacdo, o que faz com que as pessoas busquem
produtos que tenham apelo de alimento saudavel (ABPA, 2016).

O Brasil tem-se destacado como o terceiro maior produtor mundial de carne de peru
(363 mil toneladas), estando a sua frente apenas os Estados Unidos (2,623 milhdes toneladas)
e a Unido Européia (1,985 milhdes toneladas) (USDA, 2015).

Apesar do Brasil ser o terceiro maior produtor mundial e um grande exportador da
carne de peru, a sua participacdo tanto no comércio exterior quanto no consumo interno ainda
é pequena em relacdo as carnes de frango e bovinos (ABPA, 2016). No entanto, a Associacao
Brasileira de Proteina Animal (ABPA) quer modificar este cenario. Internamente, a
associacdo vem investindo em divulgacdes com relagédo a qualidade da carne de peru para que
0 seu consumo ndo fique restrito apenas as festas de natal e se estenda por todo o0 ano (ABPA,
2016).

Em relacdo as exportacOes brasileiras de carne de peru e comparado ao acumulado de
2015 estas aumentaram 5,9%. Atualmente, a maior importadora de carne de peru brasileira é a
Uni&o Europeia (57,1 mil toneladas) seguida da Africa (49,4 mil toneladas), Europa Extra-
Uni&o Europeia (7,1 mil toneladas), Oriente Médio (3,7 mil toneladas) e Asia (313 toneladas)
(ABPA, 2016).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA) (2016), a parcela
correspondente a 62,77% das exportacdes brasileiras de carne de peru sdo realizadas na forma
de cortes carneos, enquanto que 37,18% sdo como produtos industrializados e 0,05% séo de
perus inteiros. Os maiores estados brasileiros exportadores de carne de peru em 2015 foram
Goiés (29,15%), Parana (27,49%), Santa Catarina (16,18%), Minas Gerais (13,75%) e Rio
Grande do Sul (13,44%).
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Em relagdo ao mercado externo, o Brasil tem sido procurado por diversos paises
importadores de carne de peru nos ultimos anos, o que tem feito com que as empresas
produtoras invistam no setor. Desta forma, a criacdo e producdo de perus no Brasil vém se
tornando altamente especializada, o que faz, cada vez mais, com que o0s produtores e a
industria busquem novas tecnologias (LIMA, 2016).

Portanto, observa-se que a criacdo de peru no Brasil tem evoluido positivamente nos
altimos anos, fazendo com que ocorra grande potencial de crescimento para a industria

processadora de carne de peru, tanto no mercado interno quanto externo (ABPA, 2016).

3.2 Processo de Obtencéo da Carne de Peru

Para obtencdo de carcacas, cortes ou carnes desossadas de peru, etapas importantes
devem ser seguidas da granja até o preparo no matadouro-frigorifico. Estas etapas necessitam
de programacdo para serem realizadas de maneira eficiente, de forma higiénica e de acordo
com os requisitos de bem-estar animal, que favorecem a qualidade e seguranca do produto
final (GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2014). De acordo com Carvalho (2016), o periodo pré-
abate das aves, tal como 0 manejo de captura, carregamento, transporte e tempo de espera no
abatedouro, sdo procedimentos que devem ser bem conduzidos, pois sdo essenciais para nao
comprometer o bem-estar das aves, favorecer a sua sobrevivéncia e a qualidade final da carne.

Para evitar a contaminacgéo das carcacas por conteudo intestinal durante o processo de
abate e reduzir a mortalidade das aves devido ao papo cheio de alimento durante as etapas de
apanha e transporte, 0s animais sdo submetidos a um jejum alimentar pré-abate, o qual auxilia
na reducdo do conteudo intestinal e a pressao que este exerce sobre o abdémen, minimizando
entdo o risco de ruptura acidental do 6rgdo. O jejum refere-se ao periodo de tempo de
permanéncia da ave na granja (geralmente 6 a 8 horas com agua ad libitum) mais o tempo de
transporte e espera na planta do matadouro (GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2014).

Apos as etapas de pré-abate, segundo Gomide, Ramos e Fontes (2014) as aves séo
conduzidas para a area de pendura por uma esteira transportadora. As aves sdo removidas
manualmente, por meio de uma abertura localizada na parte superior do engradado e
penduradas em ganchos ligados a uma linha de abate continua (néria). A etapa de pendura é
naturalmente estressante para o animal e, portanto, é aconselhavel minimizar o tempo entre a

pendura e a insensibilizacdo. No entanto é necessario também, um tempo minimo (entre 40 e
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60 segundos) para que as aves reduzam as batidas das asas que ocorrem durante a pendura e
antes de entrarem no banho de imerséo para insensibilizagéo.

Na linha de abate, as aves passam pelas seguintes etapas: insensibilizacdo elétrica,
sangria, escalda, depena, evisceragéo, resfriamento e desossa.

As aves destinadas ao abate devem ser atordoadas (insensibilizadas) por razdes
humanitarias, de qualidade e seguranga, sendo uma exigéncia legal no Brasil, conforme a
Portaria n® 210, de 10 de Novembro de 1998 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1998). Ainda de acordo com a mesma norma, o abate no
Brasil sem insensibilizacdo s6 é permitido para atender aos preceitos religiosos ou requisitos
de paises importadores. Além da questdo do bem-estar animal, a insensibilizacdo é essencial
para facilitar a etapa de sangria. O processo de insensibilizagdo por eletronarcose é 0 mais
comumente utilizado nos matadouros de grande porte e a voltagem dependera do fabricante
(BERAQUET, 1992; LI, SIEBENMORGEN, GRIFFIN, 1993; GOMIDE; RAMOS;
FONTES, 2014).

De acordo com a Portaria n° 210 de 10 de Novembro de 1998 (BRASIL, 1998), a qual
regulamenta a inspecdo tecnologica e higiénico sanitaria de carne de aves, na etapa de sangria,
as aves sao sangradas atraveés do corte das artérias carotidas e veias jugulares em area propria
e exclusiva, chamada de area de sangria. O tempo minimo preconizado para a sangria é de
trés minutos, sendo o sangue colhido em calha prépria e destinado a secdo de subprodutos. A
sangria mal feita em perus, frequentemente resulta numa retencdo de sangue nos vasos dos
musculos do peito e coxa, prejudicando a sua aparéncia (veias enegrecidas). Os tempos de
sangria muito prolongados (acima de trés minutos) também sdo desaconselhados por
comprometer a qualidade da depenagem.

Apos a sangria é realizado o processo de escalda, a qual devera ser executada logo
apos o término da sangria, ndo sendo permitida a introducdo de aves ainda vivas no sistema
(BRASIL, 1998). Segundo Gomide, Ramos e Fontes (2014), a etapa de escalda consiste no
aquecimento Umido da carcaca visando o aumento da densidade das penas e da area de
friccdo, bem como maior abertura dos poros da epiderme, facilitando assim a etapa seguinte
de depenagem.

A secdo de escaldagem é concomitante a de depenagem. Essa ultima consiste na
remocdo da maior quantidade possivel de penas, sem lesionar o tecido cutaneo. A depenagem
Umida € realizada com o emprego de maquinas apropriadas, denominadas depenadeiras. As
depenadeiras sdo tuneis de aco inoxidavel, com tambores rotativos (que giram em sentidos

contrarios) em toda a sua extensdo, providos de “dedos” de borracha flexivel que removem as
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penas por friccdo. E necessario o ajuste da maquina para evitar lesdes, o que prejudica a
qualidade da carcaga (GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2014). De acordo com o Regulamento
técnico de inspecdo tecnoldgica e higiénico sanitaria de carnes de aves (BRASIL, 1998), as
penas removidas sdo coletadas em canaletas (no piso) e enviadas por tubulagdes até a se¢do de
subprodutos, para posterior fabricacdo de farinha de penas. Ap6s a depenagem, segue-se 0O
transpasse, que consiste em mudar as carcacas da noria de sangria e depenagem (area suja)
para a noria de evisceracdo (area limpa).

Antes de seguir para as proximas etapas, as aves ainda na se¢do de depenagem passam
pela maquina de escaldagem dos pés e pela removedora de cuticula. No entanto, 0s pés
somente serdo removidos apés a etapa de evisceracdo (BRASIL, 1998).

Apo6s a depenagem, as carcacgas sdo lavadas em chuveiros de aspersdo dotados de adgua
hiperclorada sob adequada pressdo, com jatos orientados no sentido de que toda a carcaca seja
lavada, inclusive os pés. Esse processo é realizado para remover os restos de penas aderidas e
também para minimizar a adesao bacteriana (GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2014).

Em sistemas de evisceragdo automatica, as remoc¢des dos pés e da cabeca sdo
realizadas antes da etapa de evisceracdo. A remocao dos pés € feita por uma navalha circular
de aco inoxidavel, a qual corta a jungdo com a coxa, separando-os da carcaca. Os pés, ainda
na noria, sdo automaticamente desenganchados caindo em outra calha, e conduzidos para a
graxaria. As carcacas liberadas caem em uma calha, também de aco inox, que as conduz para
uma mesa rolante e na sequencia para a etapa de evisceracdo. Nessa sdo penduradas em
ganchos desenhados especificamente para a pendura pelo 0sso da coxa, sendo a seguir a
cabeca removida, juntamente com a traqueia e o es6fago, por meio de um sistema manual, por
oclusdo do reto, sendo entdo descarregados e conduzidos a graxaria (BRASIL, 1998;
GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2014).

O Regulamento técnico de inspecdo tecnoldgica e higiénico sanitaria de carne de aves
(BRASIL, 1998) relata que as carcacas, antes da evisceracdo, podem ser conduzidas a uma
nova lavagem para minimizar a adesdo bacteriana. Regulamenta também que o processo de
evisceracdo consiste na completa retirada (manual ou mecanica) das visceras da carcaca, e
este procedimento deve ser executado em instalacdo propria. A evisceracdo é realizada
obrigatoriamente com as aves penduradas por trilhagem aérea, sob a qual deve ser instalada
uma calha de aco inoxidavel.

No processo ndo automatizado (classico) de evisceracdo, apds a lavagem das carcagas,
é realizado um corte na pele do pescogo e concomitante ocorre a liberacdo da traquéia. Na

sequencia, 0s pés das carcacas (as quais estavam até entdo dependuradas apenas pela cabega)
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também sdo colocados no gancho, de forma que o abdémen fique exposto para a evisceracao.
Tanto no processo automatico quanto no processo classico, antes da evisceragdo a cloaca é
cortada e extraida com a utilizacdo de uma pistola especial. Essa etapa requer muita
habilidade e cuidado do operador para evitar possiveis contamina¢fes (BRASIL, 1998;
GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2014).

As etapas seguintes sdo a abertura do abdémen e a exposicdo das visceras para a
inspecdo, realizada pelo Sistema de Inspecdo Federal (SIF). Apds a inspecdo do SIF,
removem-se 0s miudos e visceras. Primeiro separam-se o coracgdo, o figado e a moela, 0s
quais sdo destinados as respectivas secfes de limpeza e resfriamento. Em seguida, a alca
intestinal, juntamente com o papo, esdfago e traqueia remanescente, é removida e lancada na
calha de evisceracao. Por fim, os pulmdes sdo extraidos utilizando uma pistola a vacuo, sendo
lancados em um dep0osito exterior a se¢do de evisceracdo e conduzidos a graxaria. Ainda na
secdo de evisceracdo, as carcacgas sao novamente lavadas, interna e externamente, por meio de
jatos de &gua hiperclorada, para remogdo de sangue coagulado, membranas e residuos de
visceras remanescentes (BRASIL, 1998; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2014).

Apos a evisceracdo, as carcagas devem ser rapidamente resfriadas, para inibir o
desenvolvimento microbiano e outros processos responsaveis por sua deterioracdo. O
resfriamento é realizado por cdmaras com circulacao de ar frio, onde as carcacas permanecem
penduradas nos ganchos com espaco suficiente para a circulacdo do ar frio. O tempo de
permanéncia nas camaras depende da temperatura e velocidade de circulacdo do ar frio, do
namero de carcagas na camara, peso médio dos animais e quantidade de gordura de cobertura
(BRASIL, 1998; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2014).

Na sequéncia, as carcacas sdo cortadas (corte manual ou mecanico) e desossadas em
cortes comerciais nobres, como peito, coxa, sobrecoxa, e em cortes de valor comercial mais
baixo, como dorso, ponta da asa, entre outros. De acordo com o0s critérios da empresa, 0S
cortes nobres podem ser desossados e filetados ou embalados para serem vendidos resfriados
ou congelados. Os cortes de baixo valor comercial e 0s 0ss0s com carnes residuais podem ser
desossados mecanicamente, para a producdo de carne mecanicamente separada (CMS), sendo
0s residuos (0ssos) enviados para a graxaria. A CMS obtida é utilizada em produtos
industrializados (BRASIL, 1998; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2014).
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3.3 Transformagdo do Musculo em Carne

Apobs a morte do animal ocorre uma série de modificagbes bioquimicas e estruturais
simultaneamente e sdo denominadas de processo de conversdo do muasculo em carne
(KUBOTA,; OLIVO; SHIMOKOMAKI, 1993). A qualidade final da carne é diretamente
afetada por estas reacdes, as quais dependem dos tratamentos antemortem, do processo de
abate e das técnicas de armazenamento da carne (RAMOS; GOMIDE, 2007).

Com faléncia do fluxo sanguineo provocada pela morte do animal, cessa o aporte de
oxigénio, nutrientes e a retirada de catabdlitos. No entanto, o nivel de ATP é mantido por
conversdo de ADP a ATP (fosfocreatina + ADP creatina + ATP) devido a existéncia de
reservas de glicogénio muscular e assim o musculo mantém a capacidade de se contrair e
relaxar. Porém, quando cessa a reserva de fosfocreatina, seguida pelas reservas de glicogénio
e outros carboidratos, € esgotado 0 ATP (rico em energia). O ATP é importante nos processos
de contragdo muscular porque provoca o desligamento das proteinas contrateis (miosina e
actina) e ativa a bomba ATP-dependente que conduz o Ca®* do citoplasma para o interior do
reticulo sarcoplasmatico. Logo, na auséncia de ATP, o musculo ndo consegue mais relaxar
(rigor mortis), os filamentos de actina e miosina combinam-se e a concentracdo de calcio no
citoplasma permanece alta. A célula muscular entdo passa a depender apenas do mecanismo
glicolitico para suprir a demanda energética. A glicélise post-mortem ocorre em um ambiente
celular anaerdbico, onde o glicogénio € convertido em &cido pirtvico e este é transformado
em &cido lactico, o qual é acumulado no musculo (PEARSON; YOUNG, 1992; LAWRIE,
2005; ORDONEZ et al., 2005; RAMOS; GOMIDE, 2007). Esse actimulo resulta na queda do
pH post-mortem a niveis bastante significativos, devido a elevada concentracdo de prétons
que sdo produzidos durante a glicélise e a hidrolise de ATP (BATE-SMITH; BENDALL,
1949).

Em aves, a instalacdo do rigor mortis pode ocorrer em aproximadamente uma hora,
porém segundo Dransfield e Sosnicki (1999) o tempo de queda do pH pode ser afetado por
diversos fatores, tais como a espécie do animal, sua genética, condicdo nutricional, niveis
iniciais de glicogénio, taxa de glicélise, tipo de musculo, temperatura em que 0 processo post-
mortem ocorre e condicdes pré-abate (LAWRIE, 2005; CARVALHO et al., 2015;
CARVALHO et al., 2016).

Logo apds a morte do animal, o musculo ainda € elastico, pois ainda hd uma

quantidade suficiente de ATP presente, os miofilamentos conseguem deslizar e os fons Ca**
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sdo ativamente transportados para o reticulo sarcoplasmético pelo sistema bomba de célcio-
ATP. As mitocondrias também armazenam o célcio no musculo vivo que é proveniente do
sarcoplasma em presenca de O,. No entanto, com a queda do pH, ATP, temperatura e
auséncia de O,, as mitocondrias liberam Ca*" para o sarcoplasma a0 mesmo tempo em que
diminui a atividade da bomba de Ca?*. Logo, a concentracdo de Ca** aumenta nas miofibrilas
dando inicio ao processo de contragdo, similar a estimulacdo nervosa que induz a contracéo
do animal vivo. No processo de contracdo muscular post-mortem, enquanto a reserva
energética estiver presente na forma de ATP, os miofilamentos actina deslizam-se ao longo de
miosina e por esta razdo o musculo torna-se elastico. No entanto, quando o nivel de ATP
reduz, ou seja, diminui a energia para que ocorra 0 processo de deslizamento dos
miofilamentos, inicia-se a formacgdo de pontes permanentes entre os miofilamentos (actina e
miosina), o musculo perde a elasticidade e/ou flexibilidade e entra em rigor mortis
(BENDALL, 1951; JEACOCKE, 1993; SWATLAND, 1994; MACLENNAN; RICE;
GREEN, 1997).

Apo6s um determinado tempo do processo de rigor mortis, inicia-se a fase de resolucao
do rigor mortis, conhecida como post-rigor mortis ou maturacdo (amaciamento) da carne.
Essa fase é caracterizada pelo amaciamento progressivo da carne devido a atividade de
enzimas proteoliticas presentes no musculo, as quais hidrolisam as proteinas musculares
(calpainas), provocando o rompimento dos miofilamentos, mais especificamente nos discos Z.
Assim, devido ao enfraquecimento da miofibrila ha consequentemente o amaciamento da
carne. As principais enzimas proteoliticas responsaveis pela degradacdo das proteinas
miofibrilares sdo as calpainas, a u-calpaina (dependente de 5 a 50 pM de fons Ca** para sua
atividade), m-calpaina (requer de 300 a 1000 pM de fons Ca®* para sua atividade) e proteases
lisossbmicas como catepsinas D, B, H e L (KOOHMARAIE, 1988; MALTIN et al., 2003;
KOOHMARAIE; GEESINK, 2006; SHIMOKOMAKI et al., 2006)

3.4 Carnes PSE

O termo PSE origina-se das iniciais das palavras Pale, Soft e Exudative, que
significam carnes com aspecto superficial palido, textura macia (extrema flacidez)
(WISMER-PEDERSEN, 1959) e baixa capacidade de retencdo de agua (CRA) (OLIVO,
2002). Estas alteracGes nas carnes sdo geradas devido a uma rapida glicolise post-mortem,
ocasionada pelo rapido abaixamento do pH, enquanto a carcaca ainda esta quente (BARBUT

et al., 2008), levando a desnaturacéo das proteinas (OLIVO et al., 2001a). O aspecto pélido e,
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em especial o exudativo, condiciona a depreciacdo da carne pelo consumidor, distribuidor e
retalhista (RAMOS; GOMIDE, 2007).

Reconhecido como um problema para a indUstria carnea, a ocorréncia do fenémeno
PSE em aves comegou a ser constatado no final das ultimas décadas, devido ao rapido
crescimento da producdo de industrializados de carnes de aves e com isso 0 aumento dos
problemas com a textura, coesividade, suculéncia e rendimento dos produtos (OLIVO, 2006).

Em suinos, existem relatos de uma sindrome que é desencadeada por fatores
causadores de estresse, conhecida como PSS (Porcine Stress Syndrome) (CHEAH et al.,
1984) ou hipertermia maligna (HM) (FUJII et al., 1991). Essa sindrome aguda e fatal resulta
de uma rapida elevacdo da temperatura corpOrea apresentada por suinos susceptiveis ao
estresse (MACLENNAN; PHILLIPS, 1992). Estes animais podem morrer inesperadamente
em resposta ao estresse ambiental e fisiolégico, como mudancgas na temperatura ambiente,
excitacdo, transporte e exercicios (CHEAH; CHEAH, 1981a; CHEAH et al., 1984). Esta
sindrome é desencadeada devido a elevada concentragdo de Ca*? no sarcoplasma, o qual
prolonga a atividade contratil muscular e a quebra do glicogénio, resultando em aumento na
producdo de calor (MICKELSON e LOUIS, 1996). O aumento no nivel de Ca®* do reticulo
sarcoplasmatico pode ser o responsavel pelos eventos bioguimicos que conduzem a severa
acidose devido o aumento da formacdo de &cido lactico (CHEAH; CHEAH, 1981a,b). A
excessiva concentracdo de Ca®* durante a instalacdo de carne PSE promove o aumento da
atividade de enzimas célcio dependente como a fosfolipase A, (PLA;) (CHEAH; CHEAH;
KRAUSGRILL, 1995; SOARES et al., 2003) e as calpainas (SANTOS et al., 2008;
WILHELM et al., 2010).

Em animais sensiveis ao estresse pode ocorrer a mutacdo no gene rianodina (RYR1)
durante o processo de contra¢do muscular, o que provoca a manutencao do canal regulador de
Ca”" aberto, permitindo um maior influxo de Ca** no interior do sarcoplasma (MICKELSON;
LOUIS, 1996). Devido a manutencdo do canal no estado aberto, torna-se dificil a remocéo do
calcio do sarcoplasma, para permitir o relaxamento do musculo, permanecendo, assim, em
continua contracdo e resultando em um aumento do metabolismo muscular, da temperatura
corporal e do acimulo de &cido lactico (MACLENNAN; PHILLIPS, 1992).

Os suinos PSS mostram tendéncia em desenvolver carnes com caracteristicas PSE
(Pale, Soft e Exudative) (CHEAH et al., 1984). Quanto ao PSE em perus, ainda ndo ha
confirmacdo de equivaléncia com a PSS em suinos (SANTOS; BRANDELLI; AYUB, 2004).
Entretanto, segundo Sosnick et al. (1998) h& varias semelhancas entre o desenvolvimento da

carne PSE em peitos de perus e em suinos. 1sso ocorre, pois, perus expostos ao estresse pré-
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abate, com aquecimento ou agitacdo exibem um acelerado declinio no pH (FRONING;
BABIJI; MATHER, 1978; CARVALHO et al., 2015). Assim, a causa final da sindrome em
perus, ainda estd sendo investigada e, no entanto, pode ocorrer uma combinacdo de
sensibilidade ao estresse antemortem de perus e 0 metabolismo predominantemente glicolitico
do musculo resultando em processo de rigor mortis acelerado (MCKEE; HARGIS; SAMS,
1998; CARVALHO et al., 2015; CARVALHO, 2016). Mckee, Hargis e Sams (1998)
relataram que o rigor mortis acelerado pode contribuir para o desenvolvimento de carnes de
peru com caracteristicas que sdo similares aquelas encontradas em carnes PSE de suinos.

Os principais fatores responsaveis por desencadear situacdes de estresse em aves e
causar alteracdes fisioldégicas no periodo pré-abate sdo: intervalo de jejum e dieta hidrica,
transporte e temperatura do ambiente (SAMS; MILLS, 1993; WARRIS; KESTIN; BROWN,
1993; NORTHCUTT; FOEGEDING; EDENS, 1994; SANDERCOCK et al, 2001;
BRESSAN; BERAQUET, 2002; SIMOES et al., 2009; CARVALHO, 2016). As interacdes
entre temperatura, umidade relativa, radiacdo solar e velocidade do vento podem resultar em
estresse térmico (LIN et al., 2006). O conforto térmico se caracteriza por uma faixa de
temperatura e umidade relativa ambiente onde a taxa metabolica € minima e a homeostase é
mantida com o menor gasto de energia possivel (MITCHELL; KETTLEWELL, 1998).

Portanto, 0 manejo pré-abate inadequado pode comprometer o bem-estar animal,
causando contusdes, fraturas, arranhdes, exaustdo metabodlica, desidratacdo, estresse de
temperatura e até morte. Todos podem ocorrer durante o transporte inadequado e, portanto,
segundo Oda et al. (2003) o processo de manejo pré-abate deve ser realizado com 0 maximo
cuidado e nas horas mais frescas do dia para minimizar esse estresse térmico. O manejo dos
animais, durante o periodo antemortem pode ter um efeito importante na reducao da qualidade
da carcaca (ROCA; SERRANO, 1995), ja que o estresse térmico € um dos fatores ambientais
mais importantes antemortem que causam uma rapida glicélise post-mortem (DRANSFIELD;
SOSNICK, 1999), ocasionando o desenvolvimento de carne PSE.

A importancia do banho de aspersdo de agua associado a ventilacdo antes do abate de
frangos, foi observado por Guarnieri et al. (2002) no qual observaram que o banho contribui
para recuperacdo da normalidade fisiologica (homeostase) e repercute positivamente nos
processos bioquimicos. Esta etapa também evita o desencadeamento do fenémeno PSE nos
filés de peito de frangos, sendo entdo uma préatica adotada atualmente pelas empresas.

De acordo com Simdes et al. (2009), o microambiente térmico formado no caminhao
de transporte de frangos da granja ao abatedouro pode ser a principal causa que compromete a

qualidade final da carne e desenvolve a anomalia PSE em frangos. E em alguns pontos do
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caminhdo, como meio e fundo ocorre 0 aumento da temperatura e da umidade relativa, e a
aplicacdo de um banho de agua sobre os frangos apds o carregamento foi benéfica para o
transporte, dependendo da distancia percorrida pelo caminh&o e pode desta forma, reduzir a
incidéncia de PSE.

No Brasil, de acordo com Carvalho (2016), durante o transporte de perus, da fazenda
de criacdo ao abatedouro, também ocorre a formacao de microambiente térmico no interior do
veiculo o que afeta 0 bem-estar das aves e promove o desenvolvimento de carnes PSE. O
autor relatou ainda que a aplicacdo de um banho de &gua na fazenda, ou seja, antes do
transporte, reduziu a ocorréncia de carnes PSE no verdo e, no entanto, no inverno provocou
um aumento na incidéncia de carnes PSE de peru.

Portanto, os fatores que causam o estresse em aves, podem levar a um rapido declinio
do pH enquanto a carcaca ainda esta quente, o que resulta em um metabolismo post-mortem
acelerado (SAMS et al., 2002). Nas primeiras horas ap0s o abate, ocorre a rapida glicélise e
diminui o pH a valores menor do que 5,8 segundo Shimokomaki (2004).

A combinacdo do baixo pH e de temperatura mais elevada (35°C) provocam a
desnaturacdo das proteinas sarcoplasmaticas e miofibrilares, (OLIVO et al., 2001; BARBUT
et al., 2008), o que compromete as propriedades funcionais da carne que confere
caracteristicas pobres de processamento, como a diminui¢do do rendimento dos produtos e
consequentes perdas econémicas (OLIVO, 2006). A perda na qualidade ocorre, pois as
proteinas sdo as principais responsaveis pelas caracteristicas funcionais das materias-primas
carneas (SHIMOKOMAKI et al., 2006).

Olivo e Shimokomaki (2001) e Guarnieri et al. (2002) destacaram que a desnaturacao
parcial das proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas causam palidez da carne e perda na
capacidade de retencdo de agua resultando em carne com aspecto de superficie molhada,
causando problemas tecnolégicos como reducdo na capacidade de emulsificacéo, forca do gel
enfraquecida, diminuicdo do rendimento, baixa coesividade, textura inadequada e quebras no
fatiamento que influenciam diretamente na qualidade final e no desempenho financeiro dos
produtos industrializados .

A determinacdo da anomalia PSE em carnes de aves tem sido realizada pela
combinacdo das analises de pH, cor e algumas propriedades funcionais. A palidez da carne
esta relacionada com a desnaturacdo proteica causada pelo abaixamento do pH. Assim, com a
desnaturacdo proteica, aumenta-se a birrefringéncia com menos luz transmitida pelas fibras e
mais luz dispersa e como consequéncia, a carne apresenta-se palida (BENDAL;
SWATLAND, 1988; SWATLAND, 1995). Alguns pesquisadores propdem a utilizagéo de
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valores de luminosidade L* (sistema CIELAB ou Hunter) para classificagdo de carnes de peru
em PSE e Normal (BARBUT, 1993; BARBUT, 1998; FRAQUEZA et al., 2006).

Carvalho et al. (2014) verificaram que a incidéncia de carnes PSE de peru no Brasil foi
de 41,7% e estabeleceram um valor de corte de luminosidade, L*> 53 para caracterizagdo
destas carnes no Brasil. Ainda, concluiram que a utilizacdo de carnes PSE de peru em
industrializados carneos resultaram em perdas de peso de 5-10%, provocando perdas

econdmicas para a indUstria de processamento de carne de peru.

3.5 Proteases na Carne PSE

Em carnes PSE, a perda da homeostase, gerando niveis elevados de calcio acarreta em
um aumento da sua concentracao intracelular e ativacdo das calpainas. A perda do equilibrio
de célcio altera alguns processos fisiologicos que regulam a atividade das calpainas nas
células e provoca uma atividade desregulada das mesmas (GOLL et al., 2003).

Pesquisas correlacionando a atividade proteolitica e o desenvolvimento da anomalia
PSE em perus sdo escassas. Entretanto, em suinos, ha evidencias que o declinio do pH durante
as primeiras horas ap6s a sangria influenciam a taxa de ativacdo de u-calpaina e pode ter um
papel fundamental na regulacdo da atividade proteolitica no inicio do periodo post-mortem,
implicando em consequéncias para a CRA e a maturagdo, no prolongamento do periodo post-
mortem (MELODY et al., 2004; ROWE et al., 2001; O'HALLORAN et al., 1997; BOLES et
al., 1992; BEE et al., 2007).

Soares (2003) investigando as ultraestruturas de filés de frango PSE 72 h post-mortem
observou que ocorreu 0 espessamento das linhas Z, desaparecimento da banda | e
encurtamento no tamanho do sarcémero. Portanto, observou-se que houve o surgimento de
lacunas no sarcomero e em alguns casos a linha Z perdeu sua integridade apresentando-se
descontinuada. Enquanto que Guarnieri et al. (2004) verificaram por meio de técnicas
microscopicas, que frangos tratados com nebulizacdo de dgua antes do abate com objetivo de
prevenir o desenvolvimento de carnes PSE, apresentaram o sarcbmero com uma estrutura
organizada e a linha Z apresentou-se enfraquecida devido a atividade das proteases. Enguanto
gue no grupo ndo tratado a estrutura do sarcomero apresentou-se desorganizada e a linha Z

mais pronunciada.
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3.6 Qualidade da Carne

3.6.1 Cor

A cor é um dos atributos mais importantes na percepcdo do consumidor quanto a
qualidade da carne, pois é uma caracteristica que influencia tanto a escolha inicial do produto
pelo consumidor como a aceitagdo no momento do consumo (FLETCHER, 1999).

Os pigmentos carneos sdo constituidos por duas proteinas: a hemoglobina que é o
pigmento do sangue e a mioglobina que é o pigmento dos musculos, ambas sdo proteinas
globulares com grupo prostético heme (ANTONINI, 1965). A maioria da hemoglobina
presente no masculo vivo é removida quando o animal é abatido, sendo a mioglobina
responsavel pela pigmentacdo de carnes obtidas de animais bem sangrados (RAMOS;
GOMIDE, 2007).

De acordo com Olivo, Guarnieri e Shimokomaki (2001) a cor observada na superficie
das carnes € o resultado da absorcéo seletiva da luz pela mioglobina e por outros importantes
componentes, como as fibras musculares e suas proteinas, sendo também influenciada pela
quantidade de liquido livre presente na carne.

A mioglobina é uma proteina conjugada que consiste de um grupo prostético, heme,
ligado a uma molécula de proteina globular, denominada de globina. O grupo heme da
molécula de mioglobina apresenta estrutura tetrapirrdlica ciclica, denominada de anel de
porfirina. Este anel porfirinico encontra-se unido a proteina globular. No centro do anel hd um
metal especifico (o ferro), o qual se encontra ligado a globina por meio de um residuo de
histidina proximal da cadeia polipeptidica. O estado quimico do aomo de ferro influi
diretamente na tonalidade de cor percebida pela visdo humana. Assim, o estado de oxidacéao
do atomo ferro (oxidado ou reduzido) e o tipo de ligante a ele associado determinam a cor e a
reatividade da mioglobina na maioria das reagbes (RAMOS; GOMIDE, 2007
SHIMOKOMAKI et al., 2006).

A mioglobina pode sofrer oxidacdo, sendo o ferro heme convertido para o estado
férrico (Fe®"), proporcionando & carne fresca uma coloracdo marrom escura e denominada de
metamioglobina (MMb) (WALLACE et al., 1982). A oxidacdo da mioglobina pode ser
acelerada por ions metalicos, como cobre e ferro, sendo que estes podem estar presentes na
agua ou em derivados de equipamentos utilizados no processamento da carne (LYNCH et al.,

1999). A outra forma quimica da mioglobina é a reduzida ou desoximioglobina (Mb™) de
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coloracdo vermelho-purpura, com molécula de &gua ligada ao dtomo de ferro, que esta no
estado Fe?*; é o estado em que o musculo vivo se apresenta. Quando a mioglobina encontra-se
ligada ao oxigénio, a carne apresenta uma coloracdo vermelho brilhante, portanto, o ferro
encontra-se no estado Fe®* e a sua forma é a oximioglobina (MbO,), coloragdo caracteristica
de carnes frescas expostas ao oxigénio (RAMOS; GOMIDE, 2007; SHIMOKOMAKI et al.,
2006). Além destes, podem ocorrer outros estados quimicos do pigmento heme presentes na
carne, relacionados com a valéncia do atomo de ferro, com o estado do anel porfirinico e/ou
com o estado da globina, conferindo assim outras possibilidades de cores, as quais podem ser
desejadas e outras indesejaveis (RAMOS; GOMIDE, 2007; SHIMOKOMAKI et al., 2006).

A carne com predomindncia de fibras vermelhas possui maior concentracdo de
mioglobina do que aquelas em que ha predominancia de fibras brancas. Dependendo do tipo
de musculo com predominancia de fibras brancas, a quantidade de mioglobina é quase, ou
praticamente, indetectavel. A falta de pigmentacdo nos musculos do peito de perus, frangos e
galinhas, por exemplo, é desejada pelo consumidor (RAMOS; GOMIDE, 2007).

Os parametros utilizados na avaliagdo da cor da carne baseiam-se nos sistemas
colorimétricos denominados Hunter Lab (valores L, a, b) e CIELab (L*, a*, b*). Ambas se
correlacionam muito bem com as analises sensoriais; as coordenadas luminosidade (L*=100
indica coloracdo branca e L*=0 indica preto), coordenadas vermelho/verde (+a indica
vermelho e —a indica verde) e coordenadas amarelo/azul (+b indica amarelo e —b indica azul)
(MINOLTA, 1998) . Tanto a escala Hunter Lab quanto a CIELab estdo em uso, mas esta
altima vem ganhando mais suporte por ser um padrdo internacional, além de ser construida a
partir da escala Hunter Lab. A sigla CIELab é composta pelas iniciais da comissdo que
estabeleceu o sistema (The Commission Internationale de L’Eclairage, em 1976) e suas
escalas de cor (luminosidade, representada por L*, cor verde a vermelho representado por a*
e cor de azul a amarelo, representado por b*).

A estrutura fisica da carne diz respeito as suas habilidades em absorver e, ou, dispersar
a luz incidente. Segundo Anadon (2002) a dispersao de luz de uma superficie muscular é
diretamente proporcional a sua quantidade de desnaturacao protéica e segundo Lawrie (2005)
e LeBihan-Duval et al. (2003) interfere na aparéncia fisica da carne e influencia a quantidade
de luz que é refletida. Segundo Olivo, Guarnieri e Shimokomaki (2001) quanto maior o grau
de desnaturacdo protéica, menos luz é transmitida através das fibras e mais luz acaba sendo

dispersa, 0 que leva a palidez da carne.



31

3.6.2 Capacidade de retencdo de dgua

A capacidade de retencdo de agua € outra caracteristica importante da qualidade de
carne e trata-se de um termo utilizado para descrever a capacidade do musculo em reter a
agua inerente da carne ou a agua adicionada, de modo a inibir a exsudacdo sob aplicacéo de
forcas externas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A 4gua no musculo é retida em sua maior parte intracelularmente e também entre as
miofibrilas (OFFER; KNIGHT, 1988). A capacidade de retencdo de agua influencia o aspecto
da carne e a palatabilidade e, esta diretamente relacionada as perdas de agua antes e durante o
cozimento (BRESSAN; PERES, 2001). Trata-se, portanto, de uma medida da capacidade da
carne ou de um produto derivado em manter seu conteldo aquoso durante a aplicacdo de
forcas gravitacional (estocagem e drip loss), mecanicas (compressdo, cisalhamento) ou
térmica (cozimento) (ORDONEZ et al., 2005).

A habilidade de reter a agua € uma propriedade importante da carne, principalmente
sob o aspecto econémico e sensorial ja que se trata da habilidade do musculo em reter a agua
enddgena. A CRA é afetada pelo pH (efeito de carga liquida) e pelo espacamento entre as
estruturas proteicas no musculo (efeito estérico) (FLORES; BERMELL, 1984; ROCA, 2016).

A consequente queda do pH post-mortem e, por conseguinte o teor de proteina
desnaturada sdo responsaveis pela diminuicdo da capacidade de reter &gua da carne
(FLORES; BERMELL, 1984; SHIMOKOMAKI et al., 2006). Esse fenbmeno ocorre, pois 0
baixo pH pode causar a desnaturacdo das proteinas musculares e como consequéncia a sua
perda de solubilidade. Desta forma, as proteinas reduzem a capacidade de atrair a agua
(FLORES; BERMELL, 1984; OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2001).

Offer e Knight (1988) relataram que o declinio de pH post-mortem altera a
composicdo celular e extracelular das fibras musculares, resultando em reducdo de grupos
reativos disponiveis para reter agua nas proteinas. De acordo com Felicio (1986) a retencéo da
agua pelas proteinas da carne depende do pH, sendo que quanto mais proximo de 5,0 (ponto
isoelétrico), menor sera a CRA.

Se o pH do muasculo estiver acima do ponto isoelétrico, as cargas positivas
desaparecem permanecendo um excesso de cargas negativas que proporcionam a repulsdo dos
filamentos deixando mais espaco para as moléculas de 4gua. No entanto, se 0 pH do musculo
estiver abaixo do ponto isoelétrico, ha predominio de cargas positivas e portanto, as proteinas

musculares possuem reducdo na capacidade de atrair as moléculas de agua. No ponto
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isoelétrico ha presenca de cargas positivas e negativas, 0 que permite uma maior interacao
proteina-proteina e, portanto menor afinidade da proteina pela 4&gua (FLORES; BERMELL,
1984; ROCA, 2016).

As interacbes proteicas associadas ao processo de rigor-mortis também sdo
responsaveis pela reducdo da CRA. A queda do ATP e as interagdes proteicas (rigor-mortis)
sdo responsaveis pela formacdo de uma rede espessa das proteinas contrateis. Alguns ions,
especialmente cétions divalentes, como célcio e magnésio, tem a propriedade de combinar-se
com 0s grupamentos das proteinas carregados negativamente, aproximando as cadeias
proteicas entre si e assim impedindo que os grupamentos hidrofilicos se liguem a agua. A
falta de espaco das moléculas de dgua na estrutura proteica € conhecida como efeito estérico
da retencdo de agua (FLORES; BERMELL, 1984; ROCA, 2016).

3.6.3 Textura

A textura é outro fator importante na percepc¢do do consumidor quanto a qualidade da
carne (BRESSAN; PERES, 2001), pois caracteriza sensorialmente a maciez da carne. Sendo,
portanto um importante atributo de qualidade, do ponto de vista do consumidor, uma vez que
estes consideram a maciez como a caracteristica sensorial de maior influéncia no julgamento
da qualidade da carne (PELICANO; PRATA, 2007). A textura pode ser considerada a
manifestacdo sensorial da estrutura da carne e a maneira com que essa reage a forca aplicada
durante a mastigacdo e a outras sensacdes especificas envolvidas no ato de degustacdo
(RAMOS; GOMIDE, 2007). Para Lawrie (2005), a impressdo global da textura envolve trés
aspectos: a facilidade de penetracdo dos dentes na carne, facilidade de fragmentacdo ou
ruptura da carne e a quantidade de residuos ap6s a mastigacao.

Logo, a maciez € um atributo da textura e, como o préprio nome indica, carnes macias
sdo aquelas que apresentam textura macia e, ou, de pouca resisténcia ao corte. Desta forma,
qualquer fator que contribua para a textura final da carne impactara sobre a sua maciez
(RAMOS; GOMIDE, 2007).

A maciez é decorrente do processo de degradacdo de algumas proteinas estruturais por
enzimas enddgenas. O grau de maciez esta relacionado com trés tipos de proteinas do tecido
muscular: miofibrilares (solaveis em solu¢bes salinas), do tecido conjuntivo (sollveis em
meio acido) e as sarcoplasmaticas que sdo solaveis em agua (LAWRIE, 2005;
KOOHMARAIE et al., 2002).
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O processo de amaciamento da carne se inicia apos o abate (post-mortem), durante o
processo de maturacdo, podendo ser variado entre as diferentes espécies (VEISETH et al.,
2001). As evidéncias sugerem que a protedlise das proteinas miofibrilares é a causa do
amaciamento da carne (BEE et al., 2007; KRIESE et al., 2007; WILHELM et al., 2010). As
calpainas, proteases ativadas por célcio, presentes no sarcoplasma, sdo, juntamente com as
catepsinas, proteases &cidas que se encontram nos lisossomos, as enzimas capazes de
hidrolisar proteinas miofibrilares (VARNAM; SUTHERLAND, 1995). As proteinas
miofibrilares estdo envolvidas em: a) ligac6es intermiofibrilares (desmina e vinculina); b)
ligacGes intramiofibrilares (titana, nebulina e possivelmente a troponina T); c) ligacdes das
miofibrilas ao sarcolema por costdmeros (vinculina e distrofina) e 4) ligacdes de células
musculares com a lamina basal (laminina e fibronectina). A funcdo destas proteinas ¢ manter
a integridade estrutural das miofibrilas (PRICE, 1991). A degradacdo proteolitica destas
proteinas causa o enfraquecimento das miofibrilas e, consequentemente, 0 amaciamento da
carne.

A importéncia relativa das atividades das calpainas e catepsinas no processo de
amaciamento da carne tem sido estudada constantemente. Uma vez que as calpainas possuem
atividade o6tima em pH neutro (pH>6,0) e as catepsinas atividade 6tima em pH ligeiramente
acido, e portanto, é possivel que as calpainas sdo de grande importancia nas primeiras horas
post-mortem, enquanto o pH encontra-se acima de 6,0. A partir dai, a medida que ocorre a
acidificacdo muscular, as catepsinas assumiriam a responsabilidade pela protedlise (RAMOS;
GOMIDE, 2007; SHIMOKOMAKI et al., 2006).

O comprimento do sarcémero, o conteudo do tecido conjuntivo e sua solubilidade e a
protedlise das proteinas miofibrilares sdo importantes para explicar a variacdo do
amaciamento observado na carne. Entretanto, a contribuicdo relativa de cada um destes
componentes é dependente do masculo. Por exemplo, o comprimento do sarcémero € o maior
determinante do amaciamento do mdsculo M. Psoas major em bovinos, ja que esse musculo
possui sarcomeros muito longos. Ja a protedlise é prioritaria no amaciamento do musculo
Longissimus e o conteddo de tecido conjuntivo € o maior interferente do amaciamento de
musculos tais como Biceps femoris e Semimembranosus (KOOHMARAIE et al., 2002).

A medida de textura e maciez da carne pode ser realizada por meio da analise de
textura, a qual utiliza equipamentos especificos (analise instrumental), denominados
texturdmetros que sdo capazes de avaliar diversos parametros reolégicos da carne. O indice de
fragmentacdo miofibrilar, pode ser outro método utilizado para predizer a maciez da carne
(BRATZLER, 1949; RAMOS; GOMIDE, 2007).
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3.7 Cortes da Carne de Peru

As carnes de aves sdo consideradas fontes de proteina animal de alta qualidade e
possuem um papel significativo na manutencdo da satde e nutricdo das pessoas (SHAHZAD
et al., 2011). E como destaque pode-se citar a carne de peru, pois de acordo com o Conselho
de Exportacéo de Carne de Aves e Ovos dos Estados Unidos da Ameérica (USAPEEC, 2016) a
carne de peru € uma carne muito nutritiva, pois apresentam baixos niveis de colesterol,
lipideos totais e altos contetdos de acidos graxos poliinsaturados, além de ser rica em
proteinas e outros nutrientes importantes. Assim sendo, a carne de peru tornou-se bastante
atrativa devido ao apelo dos consumidores por alimentos mais saudaveis. O sabor neutro e a
textura suave também sdo outros fatores importantes para o crescimento e ocupacdo desta
carne no mercado (MAJUMDAR et al.,, 2000; BAGGIO; VICENTE; BRAGAGNOLO,
2002).

A comercializacdo de partes ou cortes de carnes de peru, in natura, para consumo
humano (UNECE, 2012) pode ser realizada na forma de: (1) peru inteiro, no qual a carcaca
inteira é comercializada e pode conter os miudos; (2) peito, podendo ser comercializado com
ou sem 0sso e com pele ou sem; (3) coxa; (4) sobrecoxa; (5) asa; (6) pescogo, pode ser
comercializado sem pele ou entdo junto com os middos; (7) coxa e sobrecoxa (leg quarter),
no entanto, este produto vem sendo cada vez menos comercializado; (8) sambiquira, sdo
geralmente embalados e comercializados a granel; (9) middos; (10) pele e (11) carne
mecanicamente separada.

De acordo com Baggio, Vicente e Bragagnolo (2002) o teor de lipideos totais na asa,
leg quarter (coxa com sobrecoxa), peito e pele de peru sdo respectivamente de 0,9 g/100g, 1,1
9/100g, 0,5 g/100g e 12 g/100g, e o contetdo de colesterol de 46 mg/ 100 g, 35 mg/100g, 27
mg/100g e 81 mg/100 g para 0s mesmos cortes. Relataram ainda que os principais acidos
graxos identificados nestes cortes foram o acido linoléico (C18:2n6), acido oleico (C18:1n9),
acido palmitico (C16:0), &cido estearico (C18:0) e &cido araquidénico (C20:4n-6). Desta
forma, os autores confirmaram que os cortes de peru avaliados sdo boas alternativas de fonte
nutricional para a dieta humana, pois apresentaram baixos valores de lipideos totais e
colesterol e altos contetidos de acidos graxos poliinsaturados.

Leeson e Summers (1980), Veldkamp et al. (2000) e Majumdar et al. (2005)
descreveram que a idade dos perus tem efeito significativo sob a qualidade nutricional e

rendimento da carne e 0s seus cortes.
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No entanto, ainda ndo ha mais relatos sobre estudos individuais e qualitativos a

respeito dos cortes em que a carne de peru, in natura, é comercializada.

3.8 Subprodutos da Inddstria Avicola

Uma grande evolugdo na producdo avicola tem sido observada nas dltimas décadas.
No entanto, o aumento produtivo ocorre com 0 crescimento na geracdo de subprodutos
industriais (SUNADA et al., 2015). O termo subproduto é amplamente utilizado e nele estdo
englobados tanto os residuos sélidos quanto os liquidos e 0s materiais presentes nas emissdes
atmosféricas (BERNARDI, 2011).

Os residuos industriais, apds a sua geracdo, necessitam de um destino adequado ja que
ndo podem ser acumulados de forma indefinida no local em que foram produzidos, evitando
assim a poluicdo ambiental (PELIZER, 2007). As principais fontes de geracédo de residuo, na
cadeia produtiva avicola foram descrito como: incubatdrio, matrizeiro, aviario e abate no
frigorifico (BERNARDI, 2011).

No entanto, de acordo com Jayathilakan et al. (2012) a maioria dos residuos na
industria carnea € produzido durante o abate. E consiste de partes do animal abatido que néo
podem ser embalados e comercializados, tais como: papo, traguéia, esdfago, conteddos do
trato gastrointestinal, baco, 6rgdos reprodutores e pulmdes. Os subprodutos ndo comestiveis
sdo destinados a secdo de graxaria, a qual promove o aproveitamento destes subprodutos
principalmente para a producdo de farinhas (destinadas a alimentacdo animal) e Oleos
(BRASIL, 1998). A retirada e destino dos rins, pés, pescogo e cabeca durante o abate é
facultativa. No entanto, quando 0s pés e pesco¢o com ou sem cabeca sao retirados na linha de
evisceracdo para fins comestiveis, deverdo ser imediatamente pré-resfriados; e a cabeca e 0s
pés obrigatoriamente deverdo ser embalados individualmente (BRASIL, 1998). No entanto,
como a retirada das cabecas das aves é facultativa pela legislacdo brasileira, a sua utilizacéo
como fonte de matéria-prima para extracao de produtos que agreguem valor torna-se atrativa.
Assim sendo, a industria carnea tem buscado investigar alternativas para o emprego destes
subprodutos gerados durante o processamento. E por estes “subprodutos” possuirem
substancias de alto valor comercial, tal como o colageno, podem entdo tornar fonte de
matéria-prima para a sua extracao.

No Brasil, o colageno é proveniente de subprodutos da industria de carne devido a

grande producdo brasileira deste produto (SILVA; PENNA, 2012). A crescente busca por
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subprodutos industriais como fonte para a extracdo de colageno a partir de diferentes espécies
de animais é devido ao grande interesse pelo aumento da producéo e aplicagdo desta proteina
(ZHANG et al., 2007; SILVA; PENNA, 2012; LAFARGA; HAYES, 2014).

Uma fonte alternativa para a extracdo de colageno sdo as barbelas de peru, as quais sao
tuberosidades carnosas localizadas no pescogo dos animais e podem ter coloracdo vermelha
ou cinza, a qual se desenvolve em resposta aos horménios masculinos. Em situagdo de
animacédo, medo, raiva, alerta ou quando ocorrem alteracbes de humor, as barbelas podem
mudar temporariamente de cor (DYCE; SACK; WENSING, 2004; BARATTI et al., 2010). A
outra funcdo das barbelas é a sua propriedade termorregulatéria, ou seja, auxiliam na
homeostase dos animais (BUCHHOLZ, 1996). Ainda ndo ha publicacdes que relatem maiores
caracteristicas sobre as barbelas de peru, no entanto, sabe-se que ha grande quantidade de
tecido conjuntivo nestas tuberosidades e, portanto, podem caracterizar uma matéria-prima

importante para obtengdo e isolamento de colageno.

3.9 Colageno

O colageno é a proteina estrutural dominante do tecido conjuntivo, correspondendo a
aproximadamente 30% do total de proteinas e esta presente como constituinte de pele,
tenddes, cartilagens, orgaos e 0ssos (SHIMOKOMAKI et al., 2006; SHOULDERS; RAINES,
2009; RICARD-BLUM, 2011). Nos musculos, o colageno também esta presente, porém a sua
distribuicdo nao é uniforme e depende da quantidade de fibras colagenas presentes. Pois, a
textura do musculo é influenciada diretamente pela quantidade de fibras coladgenas (LIRA,
1997), as quais variam de acordo com a idade do animal (NAKAMURA et al., 1975; LIRA,
1997, DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010) e a sua localizagdo (NAKAMURA et
al., 2004).

O termo “coldgeno” ¢ utilizado para denominar uma familia de pelo menos 27
proteinas isoformas encontradas nos tecidos conjuntivos que possuem como unidade basica o
tropocolageno. Este é formado por trés cadeias de polipeptideos, denominadas de cadeias alfa
(0-) que se entrelagam como uma bobina, em um formato helicoidal, formando uma molécula
linear com 180 nm de comprimento, 1,4 a 1,5 nm de largura (Figura 1). As cadeias alfa (a-)
podem ser idénticas ou podem diferir na sequéncia de aminoacidos, dependendo do tipo de
colageno (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010;
ROSS; PAWLINA, 2010).
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Figura 1. Estrutura tipica da molécula de colageno

Molécula de colageno simples
Cadeias alfa (a-)

Tripla hélice
Fibrilas de colageno
: Y Y ~67nm
U\ Ligacdes AN AN
) & > Cm ad \m———d

Fonte: Adaptado de MATHEWS; VAN HOLDE; AHERN (1999).

As cadeias alfa (a-) podem conter de 600 até 3.000 residuos de aminoécidos e sdo
formadas por uma sequéncia de aminoacidos repetida ao longo da cadeia de (Glicina — X —
Y)n, onde o residuo X é a prolina e 0 Y pode ser hidroxiprolina ou hidroxilisina. Os outros
aminoacidos séo formados por hidroxilagdo pos-translacional de prolina e lisina pela prolil
hidroxilase e pela lisil hidroxilase, respectivamente. De forma geral, os colagenos contém
cerca de 33% de glicina, 12% de prolina, 11% de alanina, 10% de hidroxiprolina, 1% de
hidroxilisina e pequenas quantidades de aminoacidos polares e carregados (BAILEY; LIGHT,
1989; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). O aminoacido hidroxiprolina é
responsavel pela estabilidade térmica da molécula, propriedade de gelificacdo, absorcdo de
umidade e utilizado como indicador do teor de colageno, pois este aminoacido esta presente
em quantidade significativa somente em proteinas colagénicas (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010; RICARD-BLUM, 2011).

As cadeias alfa (a-) ficam posicionadas de forma em que todos os residuos de glicina
encontram-se no centro da tripla hélice, enquanto que nas cadeias laterais (posicdo mais
externa) encontram-se 0s demais aminoacidos (GELSE; POSCHL; AIGNER, 2003).

De acordo com Damodaran, Parkin e Fennema (2010) e Ricard-Blum (2011), as
cadeias alfa (0-) sdo numeradas com algarismos arabicos e a sequéncia caracteristica de
aminodcidos do colageno determina o dobramento e a montagem da familia de suas proteinas.
No caso do colageno tipo I, esse é formado por duas cadeias idénticas de polipeptideos
denominadas de al(I) e por uma cadeia com uma sequéncia diferente de aminoacidos
denominada de a2(I). Ja o tipo III ¢ constituido por trés cadeias iguais al(Il). Os numerais
arabicos sdo utilizados para identificar diferentes cadeias de coldgeno dentro de um

determinado tipo, enquanto 0s numerais romanos referem-se ao tipo de colageno.
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Com a desnaturacdo do coladgeno, em temperatura acima de 40°C, ocorre o
rompimento da estrutura helicoidal. Entdo, pode ser observado dois componentes o
denominados al e a2, dois B (beta) e outro componente y (gama) com peso molecular similar
ao da molécula de tropocolageno (300 kDa) (BALIAN; BOWES, 1977).

As moléculas de tropocolageno unem-se em arranjos de conformacao torsa por meio
de associagdes lado a lado (1 e 2 — Figura 2), estabilizadas por interacdes hidrofobicas e
eletrostaticas, com outras moléculas de tropocolageno, formando as fibrilas (3 - Figura 2).
Portanto, as fibrilas de coldgeno sdo compostas de agregados de moléculas de colageno ao
longo de um eixo paralelo, mas cujas extremidades séo igualmente sobrepostas para produzir
bandas de 60 a 70 nm (3- Figura 2). O conjunto de fibrilas formam as fibras de colageno (4 -
Figura 2), as quais se organizam em feixes (5- Figura 2) (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010; RICARD-BLUM, 2011; SILVA; PENNA, 2012).

Figura 2. Formacao de fibrilas de colageno
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do compnmento do tropocolageno)
64 nm
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-

Fonte: Adaptado de JUNQUEIRA; CARNEIRO; KELLEY (1989), apud DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA (2010).

De acordo com Ricard-Blum (2011) as proteinas colagenosas formam agregados
supramoleculares (fibrilas, filamentos ou redes), sozinhas ou em conjunto com outras matrizes

extracelulares (Figura 3).



Figura 3. Agregados supramoleculares formados por coldgeno
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Fonte: RICARD-BLUM (2011).

Baseado em sua estrutura e organizacdo supramolecular, o colageno

pode ser

classificado nos seguintes grupos: colagenos formadores de fibrilas (colagenos tipos I, 11, 111,

V, XlI, XXIV e XXVII); colageno de membrana basal (colageno tipo 1V); colageno

microfibrilar (colageno tipo VI); colageno de ancoragem (colégeno tipo VII); colageno de

rede (colagenos tipos 1V, VIII e X); colagenos associados a fibrilas (colagenos tipos IX, XII,

X1V, XIX, XX, XXI); fibrilas de ancoragem (colageno tipo VII); colageno de transmembrana

(colagenos tipos XIIl e XVII) e outros colagenos com funcBes Unicas (Tabela 1) (GELSE;

POSCHL,; AIGNER, 2003; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).
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Tabela 1. Tipos de colagenos, composicdo molecular e distribui¢do nos tecidos

Tipo Composigdo Molecular Distribuic&o nos tecidos
Colagenos formadores de fibrilas
| [oz(D)]202(1) Ossos, pele, tenddes, ligamentos e cornea
1l [oa(ID]3 Cartilagem e corpo vitreo

Pele, parede de vasos, fibras reticulares da maioria dos tecidos

I oa(11)s (pulmdes, figado, baco, etc.) associado ao tipo |
\ [01(M)]2,02(V),[01(M)]z Pulmao, cdrnea, ossos, membranas fetais, associado ao tipo |
Xl ay(XDJo(XTD)ag(X1) Cartilagem, corpo vitreo
Colageno de membrana basal
v [01(IV)]2,02(TV),03(IV), a4(TV), as(1V) Membranas basais
Colageno microfibrilar
VI a3 (VD),ax(VD),03(VI), ag(VD), as(VI), Pele, cartilagem, placenta, pulmé&o, parede do vaso e disco intervertebral,
ag(VI) cartilagem
Colageno de ancoragem
Vil [a1(V1D]3 Pele, juncbes dermo-epidérmica, mucosa oral, Gtero
Colageno de rede
VIl [aa(VID]2, ax(VIT), Células endoteliais, cornea
X [a1(X)]s Cartilagem hipertréfica
Colagenos associados a fibrilas
IX a3(IX),02(IX),03(1X) Cartilagem, humor vitreo e cdrnea, associado ao tipo Il
Xl [oa(XID)]3 Pericondrio, ligamentos e tenddes, associado ao tipo |
XV [02(XIV)]3 Derme, tenddo, parede de vasos, placenta, pulméo e figado
XIX [a1(XIX)]3 Sarcoma das células embrionarias
XX [03(XX)]s Epitélio da cdrnea, pele ;Sr::crii;ggr;zst,icamlagem esternal, tendao,
pol
XXI1 [o2(XXD)]z Parede de vaso sanguineo, associado ao tipo |

Colageno de transmembrana
Epiderme, foliculo piloso, endomisio, intestino, condrdcito, pulmdes,

X1 [a (X113 figado
XVII [aa(XVID)]3 Pele e epitélio do intestino
Colageno multiplexo
XV [02(XV)]3 Membrana basal, células do misculo liso, pancreas, rim
Bolsa aminidtica, queratindcitos, associado ao tipo Il na cartilagem
XVI [a(XVD]s hialina e com microfibrilas na pele
XVIII [a(XVIID]3 Pulmdes e figado

Fonte: GELSE; POSCHL; AIGNER, 2003; RICARD-BLUM, 2011, apud SIMOES, 2013.

O grupo de colageno mais abundante e responsavel por cerca de 90% do colageno
total é representado pelos colagenos formadores de fibrilas, os quais desempenham papel
estrutural e contribuem com as propriedades mecanicas dos tecidos (BIRK et al., 1988;
KADLER, 1995; GELSE; POSCHL,; AIGNER, 2003; RICARD-BLUM, 2000, 2011).

As fibrilas de colageno tipo | sdo as mais abundantes e amplamente distribuidas no
organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). O colageno tipo | é o constituinte da pele
(80% da matéria seca da pele adulta), tendGes (90% da matéria seca), ligamentos e 0ssos
(90% da matéria seca) (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2001). E formado por fibras espessas com
até 20 um de didmetro que se associam em feixes e por essa caracteristica 0 colageno tipo |
confere boa resisténcia mecanica, rigidez e elasticidade aos tecidos (RICARD-BLUM, 2011).
O colégeno tipo | é formado por duas cadeias idénticas al(I) e uma cadeia a2(I), portanto é
um heterotrimero (GELSE; POSCHL; AIGNER, 2003).
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O colageno tipo 111 é a segunda forma fibrosa mais abundante da proteina no masculo
esquelético e é amplamente distribuido em tecidos que contém o colageno tipo I, com excecéao
dos o0ssos (VON DER MARK, 1981; BAILEY; LIGHT, 1989). Em tecidos elasticos, esse tipo
de colageno é abundante e tem sido detectado também na parede das artérias, pele e no Utero.
E um componente importante de fibras do intersticio, tecidos dos pulmdes, figado, derme,
baco e veias (VON DER MARK, 1981). O colageno tipo I11 é composto por trés cadeias alfa
(0-) idénticas, a1(I1I), e contém residuos de cisteina localizados no C-terminal da tripla hélice,
que forma ligacGes intra e intermoleculares de dissulfeto. Este forma fibras que sdo menores
(50 nm) do que aquelas produzidas por colageno tipo | (BAILEY; LIGHT, 1989).

Os demais tipos de colageno estdo presentes em proporcdes menores quando
comparado aos colagenos tipo | e tipo I11 e em tecidos especificos do organismo tais como as
membranas basais, cdrnea, musculo do coracdo, pulmdes, mucosa intestinal, entre outros,
conforme observado na Tabela 1 (SCHRIEBER; GAREIS, 2007; KARIM; BHAT, 2009).

3.9.1 Extracdo de Colageno

Antes de iniciar o processo de extracdo do coldgeno, um pré-tratamento é realizado a
matéria-prima, a fim de remover as substancias ndo-colagenosas e melhorar o rendimento
durante o processo de extracdo. Os processos mais comumente utilizados sdo aqueles
baseados na solubilidade do colageno em solugdes salinas (SIMOES et al., 2014; SCHMIDT
et al., 2016).

Uma vez realizado o pré-tratamento a matéria-prima, da-se inicio ao processo de
extracdo do colageno, o qual geralmente € realizado pela solubilizacdo do coldgeno em acido
orgénico para obtencdo da fracdo denominada de “colageno soluvel em acido”. Esse produto
possui a estrutura nativa do colageno e, portanto, para degradacdo das ligacGes cruzadas
covalentes nas regides telopeptidicas faz-se necessario utilizar uma enzima, sendo a pepsina a
mais comumente utilizada. Assim, é obtida a fracdo “colageno solivel em pepsina”. O acido
acetico é o acido mais comumente utilizado no processo de extracdo, pois promove 0
intumescimento do tecido e a dissolucdo das fibras colagenosas, o que permite uma melhor
acdo posterior da pepsina. Desta forma, 0 método mais recomendado para a extracdo de
coldgeno é a utilizacdo do é&cido acético e posterior hidrélise com pepsina (BALIAN,
BOWES, 1977; GOMEZ-GUILLEN et al., 2011; SIMOES et al., 2014).
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De acordo com Wang et al. (2008), o acido acético é o acido mais comumente
utilizado para a extracdo do colageno devido a sua alta capacidade de extracdo. Ou seja, 0s
acidos orgéanicos sdo capazes de solubilizar coldgenos que possuem ligacdes cruzadas e
também de hidrolisar algumas destas ligacGes cruzadas, promovendo uma solubilidade mais
elevada do colageno durante o processo de extracdo (LIU et al., 2015). Diversos
procedimentos utilizaram o acido acético para extracdo do coladgeno &cido sollvel de
subprodutos de pescados e aves, como da pele de carpa capim (ZHANG et al., 2007; LIU et
al., 2015), pele de merluza do Alaska (YAN et al., 2008), pele de tilapia do Nilo (ZENG et al.,
2009), pele e bexiga natatoria de robalo (SINTHUSAMRAN; BENJAKUL; KISHIMURA,
2013), pés de galinha (CHENG et al., 2009), pés de frango (LIU; LIN; CHEN, 2001; ZHOU
et al., 2016) e pele de emu (NAGAI et al., 2015). A concentragdo do acido acético na extracdo
de colageno tem influéncia muito significativa, uma vez que a mudanga na sua concentracdo
pode alterar o valor do pH da solucédo, tornando um meio desfavoravel para a acdo da enzima
(pepsina) (PIPER; FENTON, 1965; SCHLAMOWITZ; PETERSON, 1959; CHENG et al.,
2009).

Nalinanon et al. (2007) avaliaram a extracdo e caracterizacdo do coladgeno de pele do
peixe marinho “bigeye snapper” (Priacanthus tayenus) utilizando &cido acético e pepsina no
processo e observaram que a eficiéncia na extracdo foi aumentada com a utilizacdo de pepsina
apos o0 processo de acidificacdo do meio de extracdo. Ainda afirmaram que as ligacdes
cruzadas covalentes nas regifes dos telopeptideos, bem como as ligagdes cruzadas
intermoleculares das moléculas de colageno ndo foram facilmente solubilizadas pela extracado
apenas com acido. Logo, estas ligacbes foram clivadas quando foi utilizada a pepsina no
processo. E sua adicdo promoveu a quebra das ligacGes sem danificar a integridade da tripla
hélice de colageno.

Diversos estudos utilizando outras matérias-primas como fonte de colageno
comprovaram que a sua extracdo em meio acido seguida da utilizacdo de pepsina aumenta o
rendimento final. Conforme foi observado por Zhang, Liu e Li (2009) ao avaliarem a extracédo
de colageno de pele de bagre (Mystus macropterus) utilizando &cido acético 0,5 ml L™
seguido de hidrélise com 1,5% de pepsina e observaram um rendimento de extracdo de 28%
enquanto que, a extracdo utilizando apenas acido acético 0,5 ml L™ proporcionou um
rendimento de 16,8%. Zhou et al. (2016) investigaram e avaliaram o rendimento na extracao
de colageno da pele do pé do frango utilizando em um tratamento apenas 0,5 mol L™ de 4cido
acético para extracdo e no outro 0,5 mol L™ de 4cido acético combinado com 0,1% de pepsina

e concluiram que quando a pepsina foi utilizada em combinagdo com &cido houve um
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aumento de cerca de 3,4 vezes no teor de colageno. Muralidharan et al. (2013) também
estudaram métodos de extracdo de colageno a partir de pele de peixe-porco (Odonus Niger) e
observaram que a utilizacdo de &cido acético e pepsina proporcionou a obtencdo de um
concentrado de coladgeno contendo 70,94 g de colageno por 100 g de amostra, enquanto que
quando foi realizada a extracéo utilizando apenas &cido acético o produto final apresentou um
menor contetido de colageno (46,48 g de colageno por 100 g de amostra).

Wang et al. (2014) também isolaram colageno a partir da pele de peixe esturjdo
Japonés (Acipenser screnckii) e observaram que a utilizacdo de 0,5 M de &cido acético
proporcionou um rendimento de 37,42%, enquanto que a utilizacdo de 0,5 M de acido acético
combinado com 0,1% de pepsina rendeu 52,80%. Relataram ainda que o isolado e colageno
obtido com &cido acético e pepsina mantiveram a estrutura de tripla hélice intacta. E pela
espectroscopia de transformacdo de Fourier (FTIR) nesse isolado foi observado maior
quantidade de ligacdes de hidrogénio, enquanto que aquele obtido apenas com a utilizacdo de
acido proporcionou mais ligacbes cruzadas intermoleculares. Portanto, a hidrdlise com
pepsina ndo afetou a estrutura secundaria do colageno, especialmente a estrutura de tripla
hélice (KITTIPHATTANABAWON et al., 2010).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de Amostras

As amostras de peito de peru, asa, coxa, sobrecoxa, pescoco, pele e barbela foram
obtidas em uma planta comercial localizada na regido sul do Brasil. As aves foram abatidas de
acordo com as praticas padrbes da industria e aprovadas pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O procedimento de abate consistiu de pendura,
atordoamento elétrico, sangria, escalda, depena, evisceracgdo, resfriamento da carcaca no tunel
de resfriamento por 6 h a 6°C e desossa.

Em seguida, os peitos de peru foram coletados, refrigerados a 4°C por 24 h e realizada
a classificacdo como PSE (n=24) e Normal (n=30) por meio da medida de cor (L*). Os peitos
de peru (pectoralis major) de linhagem Nicholas 700, 140 dias, peso médio de 18+ 2 kg
foram utilizados como amostras para esta investigacao no experimento I.

As asas, coxas, sobrecoxas, peitos e pescocos (n=6) foram coletados ap06s a desossa,

refrigerados a 4 °C e conduzidos ao laboratorio do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
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Alimentos da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Em seguida, as amostras foram
separadas, embaladas em sacos plasticos escuros e amostras para as medidas de oxidacdo
lipidica foram congeladas a — 18°C. As demais foram armazenadas a — 80°C até o momento
da realizacdo das analises do experimento Il. Para a realizacdo das analises, as peles dos
cortes comerciais foram removidas e apenas a carne foi utilizada para a caracterizagdo da
composicao quimica, fisica e estabilidade oxidativa.

As barbelas de perus machos (2 kg) e fémeas (2 kg) foram obtidas manualmente apés
0 processo de remocdo da cabeca do animal. Apoés a retirada da cabeca e antes do envio destas
a graxaria, foram retiradas as amostras de barbelas machos e fémeas, refrigeradas durante o
transporte do abatedouro até o laboratério. As amostras foram exaustivamente lavadas com
agua destilada e armazenadas a -18°C em sacos plasticos escuros até 0 momento da realizacdo
do experimento |11 (extracdo do colageno).

4.2 Experimento I: Caracterizagéo fisico-quimica e histologica de carnes de peru PSE (Pale,
Soft, Exudative) em planta de processamento comercial brasileira (Further physico-chemical
and histological characterization of PSE (pale,soft, exudative) turkey meat in a Brazilian

commercial processing plant)

4.2.1 Classificacdo dos peitos de peru PSE e Normal

Na superficie posterior dos musculos dos peitos de peru, sem pele, foram medidos 0s
valores de L* (luminosidade) utilizando o colorimetro Minolta CR400 (Konica Minolta
Sensing Inc., Osaka, Japan). Os valores de L* foram medidos em trés diferentes pontos da
amostra (foi realizada a duplicata em cada um dos pontos, totalizando seis valores de L* por
peito analisado), sendo na extremidade proximal do musculo, extremidade distal do muasculo e
no meio entre as extremidades distal e proximal. Os peitos foram classificados como PSE,
quando L*> 53 e Normal quando L*< 53, conforme descrito por Carvalho et al. (2014) e
Owens et al. (2000).

4.2.2 Caracterizacao de peitos de peru PSE e Normal
Os peitos de peru classificados como PSE e Normal foram utilizados para avaliagdo

das caracteristicas fisicas, quimicas e histoldgicas. Para analise histoldgica dos peitos de peru,

os mesmos foram cortados e fixados em Bouin logo ap6s a classificagdo. Para a analise do
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indice de fragmentacdo miofibrilar (IFM), foram utilizadas amostras classificadas e
congeladas a -18 °C.

4.2.2.1 Medida de pH

O pH foi medido em um pHmetro de contato (Testo 205, Testo AG, Lenzkirch,
Germany) em triplicata logo apos a classificagdo das amostras em PSE e Normal, conforme
descrito por Carvalho et al. (2014).

4.2.2.2 Capacidade de retencao de agua (CRA)

A CRA dos peitos de peru classificados como PSE e Normal foi determinada
conforme o procedimento descrito por Hamm (1960). Nesta determinacdo, as amostras foram
coletadas a partir do lado cranial dos peitos classificados e cortadas em cubos de 2,0 g (=
0,10). As amostras foram colocadas entre dois papéis de filtro dispostos entre duas placas de
acrilico e em seguida, um peso de 10 kg foi colocado sob as placas por 5 min. As amostras
foram retiradas e novamente pesadas. A CRA foi determinada aplicando a seguinte relacéo:
100 - [(W; -W; / W) x100], onde W; e W; foram os pesos iniciais e finais das amostras,

respectivamente. Os resultados de CRA foram expressos em percentagem.

4.2.2.3 Perda por cozimento (PPC)

A PPC dos peitos de peru classificados como PSE e Normal foi medida de acordo com
Honikel (1998). As amostras foram pesadas (75 £ 5 g) antes e 15 min apds o cozimento, cujo
tempo foi necessario para a temperatura interna atingir 75 °C. As amostras foram embaladas
em sacos plasticos vedados foram cozidas em banho-maria. Os resultados foram expressos em

percentagem de perda por cozimento.

4.2.2.4 Textura

A andlise de textura dos peitos de peru classificados como PSE e Normal foi realizada,
em sextuplicata, pela medida da forca de cisalhamento (FC) conforme descrito por Honikel
(1998) e Droval et al. (2012). Inicialmente, as amostras foram embaladas em sacos plasticos e

cozidas em banho-maria até a temperatura interna atingir 75 °C. Ap0s o resfriamento e atingir
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a temperatura ambiente, as amostras foram cortadas em tamanhos de 1 x 1 x 2 cm?® (altura,
largura, comprimento) e medido a textura (Texturémetro TATX-2i). Os resultados foram

expressos em Newton (N).
4.2.2.5 Indice de fragmentagdo miofibrilar (IFM)

O IFM dos peitos de peru classificados como PSE e Normal foi determinado conforme
descrito por Culler et al. (1978). Assim, 4,0 g de amostra livre de gordura externa e tecido
conectivo visivel foram homogeneizadas duas vezes em Ultra turrax a 13.500 rpm por 30
segundos em 20 mL de tampdo MFI a 2°C (100 mM KCI, 20 mM fosfato de potassio pH 7,0 ,
1 mM EDTA, 1 mM MgCl; e 1 mM NaNs). O homogenato foi centrifugado a 10.000 x g por
15 min a 2 °C. O sobrenadante foi coletado, conservado sob refrigeracdo e reservado (S;). O
sedimento foi resuspenso em 20 mL de tampdo MFI (2 °C), homogeneizado e novamente
centrifugado nas mesmas condicdes anterior. O sobrenadante obtido (S;) foi misturado ao S; e
o0 sedimento foi suspenso em 10 mL de tampdo MFI e agitado com voértex para
homogeneizacédo. O tecido conectivo foi removido com auxilio de papel filtro e adicionado 10
mL de tampdo MFI para lavagem do tubo da centrifuga e para auxiliar na filtracdo. O
sobrenadante resultante foi misturado ao S; e S; e entdo obtida a solucdo de miofibrilas, a qual
foi utilizada para quantificacdo do teor de proteinas e IFM. O teor de proteinas miofibrilares
foi quantificado conforme o método de biureto (GORNALL, BARDWILL e DAVID, 1949),
utilizando uma curva padrdo de albumina sérica bovina. O teor de proteina solivel foi
estimado para estabelecer o volume de solucdo de miofibrilas necessario para obter uma
concentracdo de 0,5 mg de proteina por mL e medir o IFM.

O volume apropriado da solucdo de miofibrilas foi completado com tampdo MFI e 4
mL de reagente biureto para totalizar um volume final de 8 mL. A mistura foi homogeneizada
por agitacdo em vortex. Em seguida, foi realizada a leitura no espectrofotdémetro a 540 nm. O

IFM foi expresso como a leitura em absorbancia multiplicada por 200.
4.2.2.6 Desnaturacdo proteica

A medida da desnaturacdo proteica dos peitos de peru classificados como PSE e
Normal foi realizada por meio da determinacdo do grau de desnaturacdo das proteinas
soluveis e de acordo com a metodologia descrita por Swatland (1995). Neste procedimento,

foram pesadas 5,0 g de amostra e homogeneizadas com 15 mL de agua destilada. O
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homogenato foi centrifugado a 10000 x g por 10 minutos (Hitachi, model CR 21). O
sobrenadante foi filtrado com papel de filtro e 1,0 mL foi transferido para um tubo com tampa
rosqueavel contendo 5,0 mL de tampédo citrato-fosfato 0,2M e pH 4,6. Um branco foi
preparado contendo 1,0 mL do filtrado e 5,0 mL de &gua destilada. Os tubos foram colocados
em banho termostatizado a 20 + 2 ° C por 30 min. A leitura da transmiténcia foi realizada a
600 nm (Espectrofotdmetro GBC, Cintra 20) contra o branco. A desnaturacdo proteica foi

expressa pela diferenca entre a leitura de transmitancia do branco e amostra.

4.2.2.7 Avaliacdo histoldgica por microscopia 6ptica

Para analise histologica dos peitos de peru classificados como PSE e Normal, os
mesmos foram cortados (aproximadamente 1 cm de comprimento x 1 cm de largura x 3 mm
de espessura) e fixados em solugdo de Bouin por 24 h. As amostras foram desidratadas em
uma série de etanol com concentragdes crescentes, diafanizadas em xilol, incluidas em
parafina e cortadas em micrétomo com espessura de 5um. Os cortes foram submetidos a
técnica de coloracdo Hematoxilina e Eosina (HE) e avaliados quanto a morfologia geral do
tecido e o grau de encolhimento das células, por meio da medida do menor diametro das
células conforme Dubowitz e Brooke (1973), utilizando o programa MOTIC Image Plus 2.0
ML® (MOTIC Image Plus Motic Instruments Richmond, Canada) para obtencdo das imagens
e didmetros das células. Em cada imagem foi medido aleatoriamente o diametro de 20 células
pelo uso de uma objetiva de 40x, totalizando 200 células por grupo de peitos. As imagens
histoldgicas registradas e os diametros medidos (um) foram comparados aplicando o teste t-

student.

4.2.3 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica (STATSOFT, 2004).
O teste t-student a 5% de significancia foi usado para comparar os peitos de peru PSE e
normal com relacdo as médias das medidas de cor (L*, a*, b*), pH, CRA, PPC, DP, IFM, FC
e diametro das fibras. O coeficiente de correlacdo de Pearson foi calculado para verificar as
correlacdes entre as medidas de L*, pH, CRA, PPC, DP, IFM e FC em peitos de peru PSE e

Normal.
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4.3 Experimento Il: Caracterizagdo quimica, fisica e estabilidade oxidativa dos cortes

comerciais de peru

4.3.1 Medida de pH e cor

A medida direta do pH, em quintuplicata, foi realizada com pHmetro de contato (Testo
205, Testo AG, Lenzkirch, Germany). Sendo que as peles foram trituradas manualmente,
pesadas 10 g e diluida em 100 mL de &gua destilada, mantida sob agitacdo e medido o pH.
A medida de cor (L*, a*, b*) foi realizada diretamente em 11 pontos diferentes da
amostra utilizando o colorimetro Minolta CR400 (Konica Minolta Sensing Inc., Osaka,

Japan). Sendo que para os cortes de pescoco foi necessario realizar a desossa.

4.3.2 Determinacdo da composi¢do quimica

A composi¢do quimica dos peitos, coxas, sobrecoxas, asas, pescocos e peles foi
determinada de acordo com a Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2012). As
analises foram realizadas em triplicata. Para a analise de lipideos, as amostras foram
previamente submetidas a hidrolise acida. O processo de hidrélise acida foi realizado
inicialmente pela pesagem de 5 g de amostra, a qual foi transferida para um erlenmeyer. Foi
adicionado 50 mL de &gua fervente e 60 mL de é4cido cloridrico 8 mol L™. O erlenmeyer foi
colocado sob uma chapa de aquecimento (em agitacdo constante) e o conteldo foi mantido
em ebulicdo por 15 min. Apds resfriar até a temperatura ambiente, o material foi filtrado com
papel de filtro. O erlenmeyer e o papel de filtro foram lavados com agua destilada até nédo
haver mais evidéncias de cloretos, utilizando aproximadamente 500 mL de agua destilada ou
até que o liquido obtido se tornasse limpido. O papel de filtro foi seco em estufa a 65°C por
aproximadamente 1 h. Com o papel de filtro seco foi feito um cartucho, o qual foi usado para
extracdo dos lipideos no aparelho de Soxhlet. O teor de lipidios foi determinado pela

diferenca de pesagem dos baldes antes e ap0ds a extracdo, multiplicado por 100.
4.3.3 Determinacéo do perfil de &cidos graxos
Para determinacdo do perfil de acidos graxos os lipideos foram extraidos conforme

descrito por Bligh e Dyer (1959). Em seguida, a hidrélise e transesterificagdo dos acidos

graxos foram realizadas conforme o método 5509 da ISO (1978). A separacdo dos esteres
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metilicos de &cidos graxos foi realizada utilizando o cromatdgrafo gasoso (Shimadzu modelo
17A Gas Chromatograph), equipado com detector de ionizagdo de chamas e coluna capilar
(100 m x 0,25 mm) com 0,25 um de cianopropilpolisiloxano CP SII 88. A rampa de
temperatura da coluna foi programada para: 65°C por 15 min; 10°C min™ até 165°C e mantido
por 2 min; 4°C . min™ até 185°C e mantido por 8 min; 4°C . min™ até 235°C e mantido por 5
min. O detector e o injetor foram mantidos a 260°C. Os fluxos de gases foram de 1,2 mL .
min para o gas de arraste (H,), 30 mL . min™ para o gés auxiliar (N2) e 300 mL . min™ para
0s gases da chama (H, e ar sintético). Os padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos foram
aplicados e comparados com as amostras para identificacdo dos acidos graxos. Apoés a
corrida, as areas dos picos dos ésteres metilicos de &cidos graxos foram determinadas com o
integrador. Os resultados foram expressos como percentagens relativas dos &cidos graxos

identificados.
4.3.4 Medida da estabilidade oxidativa

A medida da estabilidade oxidativa dos cortes comerciais de peru (asa, coxa, peito,
pele, pescoco e sobrecoxa) foi determinada pelo indice de TBARS (substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico) conforme a metodologia descrita por Tarladgis, Watts e Younathan
(1960) e modificada por Crackel et al. (1988). Foram utilizados 10 g de amostras
descongeladas por 12 h a 4°C. As amostras, foi adicionado 98 mL de &gua destilada, 2,5 mL
de 4cido cloridrico 4 mol L™ e 5 gotas de antiespumante (8 partes de Span 80 e 1,3 partes de
Tween 20) e algumas pérolas de vidro. Em seguida, a solucdo foi destilada por cerca de 10
min e coletado aproximadamente 50 mL do destilado. O destilado foi homogeneizado e uma
aliquota de 5 mL foi transferida para um tubo de ensaio com tampa rosqueavel e adicionado 5
mL de TBA (4cido tiobarbitarico) 0,02 mol L™. Os tubos foram colocados em banho-maria a
85°C por 35 min. Resfriados a temperatura ambiente e a leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotometro a 530 nm. A curva foi construida utilizando o TEP (1,1,3,3

Tetraetoxipropano) como padrédo. O resultado foi expresso em mg de TBARS/ kg de amostra.
4.3.5 Anélise estatistica
Os resultados das médias da composi¢do quimica, cor, pH, medida de oxidacédo

lipidica e perfil de acidos graxos foram comparados entre os diferentes cortes de perus

aplicando o teste de Tukey (p<0,05) apds a analise de variancia (ANOVA), utilizando o
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software Statistica (STATSOFT, 2004). O coeficiente de correlacéo de Pearson foi calculado
para verificar as correlacbes entre os &cidos graxos poliinsaturados de maior proporcao e a
estabilidade oxidativa.

4.4 Experimento I11: Extracdo e obtengdo de isolado de colageno (IC) de barbelas de peru

4.4.1 Caracterizagdo quimica e determinagdo do contetdo de colageno

A partir de 2 kg de barbelas de perus machos e fémeas abatidos com 140 dias e
amostradas aleatoriamente foram caracterizadas quanto a composicdo quimica, conforme
descrito na AOAC (2012). O conteudo de colageno foi determinado pelo teor do aminoécido
hidroxiprolina, conforme a metodologia descrita por Woessner (1961) cujo resultado foi
multiplicado por 8,0 conforme Kolar (1990). Os resultados foram expressos em g de colageno
em 100 g de amostra. A composic¢ao quimica e o conteudo de colageno dos perus machos e
fémeas foram comparados entre si aplicando o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

4.4.2 Preparo das barbelas de peru para a extracéo de colageno

Apos descongelamento das barbelas de peru por 12 h a 4°C, estas foram estendidas e
cortadas manualmente em pedacos uniformes com 1,0 cm de comprimento e 1,0 cm de
largura. As barbelas foram previamente tratadas conforme procedimento descrito por
Shimokomaki, Duance e Bailey (1980). De acordo com o procedimento, 0s pedacos de
barbelas foram imersos em agua destilada na propor¢do de 1:10 (m/v) e agitados em
incubadora refrigerada (TE 421, Tecnal, Brasil) a 4°C por 48 h, com troca diaria da agua
destilada. Os compostos ndo fibrilares foram removidos pela substituicdo da agua destilada
por solucdo de Tris-base 0,05 mol L™ e NaCl 1,0 mol™ (pH 7,5) na proporcéo de 1:10 (m/v)
sob agitacdo na incubadora refrigerada a 4°C por 48 h, com troca diaria da solucdo. Apos este

periodo a solucdo foi removida e a barbela utilizada para extracéo e obtencéo do IC.

4.4.3 Extracdo e obtencdo de isolado de colageno (IC) de barbelas de peru

Para avaliar os efeitos do pH da solucdo do &cido acético adicionada (X;) e

percentagem de pepsina (X;) na extracdo e obtencdo do IC foi utilizado o planejamento
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fatorial completo (2%) com trés repeticdes no ponto central, totalizando 7 ensaios que foram
realizados aleatoriamente (Tabela 2).

O tempo de acdo do &cido acético e da pepsina para extracdo e obtencdo do IC de
barbelas de perus machos, foi estabelecido conforme os ensaios preliminares (Ensaios | e I1).
No ensaio I, as barbelas limpas e pré-preparadas foram utilizadas para extracdo e obtencdo do
IC, conforme descrito por Shimokomaki, Duance e Bailey (1980). A extracdo foi realizada
com acido acético na proporcdo de 1:10 (m/v) e agitados por 0 h, 12 h, 24 h e 36 h e mantidos
constantes o pH igual a 2,5 da solucdo de 4cido acético (0,2 mol L™ de 4cido acético). A
mistura foi homogeneizada em turrax por 10 min a 16.000 rpm e adicionada a percentagem de
pepsina de 0,15% em relagdo ao homogenato, a qual foi mantida constante (para todos os
tratamentos) e sob agitagdo (TE 421, Tecnal, Brasil) por 12 h a 4°C. Apos a hidrolise com a
pepsina, o pH do material foi ajustado para 7,5 utilizando solucdo 1,0 mol L™ de NaOH ou 1,0
mol L™ de HCI e centrifugado a 10.000 x g por 30 min a 4°C. O precipitado (P;) foi
descartado e o sobrenadante (S;) contendo o material colagenoso foi submetido a precipitacéo
salina com solucéo de 3,0 mol L™ de NaCl e novamente centrifugado a 10.000 x g por 30 min
a 4°C. O sobrenadante (S;) foi descartado e o precipitado (P) foi dialisado, utilizando tubos
para dialise com 32 mm (Sigma Aldrich Co., St. Louis, EUA), na solugdo de 0,5 mol L™ de
acido acetico por 72 h a 4°C, com troca diaria da solucdo. Em seguida o precipitado (P2) foi
liofilizado (Alpha Christ, Osterode AM Harz, Alemanha) e denominado de isolado de
coladgeno (IC,) que foi utilizado para determinacdo do conteddo de colageno. Assim, nesse
ensaio foi definido que o tempo de acdo do acido acético ndo influenciou na extracdo e
obtencdo de IC.

No ensaio Il, foi avaliado o melhor tempo de acdo da pepsina para extracédo e obtencao
do IC de barbelas de peru. A extracdo foi realizada conforme descrito por Shimokomaki,
Duance e Bailey (1980). Neste ensaio a extracdo foi realizada utilizando a proporc¢éo de 1:10
(m/v) de barbelas limpas e pré-preparadas e solucéo de cido acético (0,2 mol L™ de &cido
acetico) com pH igual a 2,5 e sem agitacdo. A mistura foi homogeneizada em turrax por 10
min a 16.000 x g e adicionada a pepsina de 0,15% por 0 h, 12 h, 24 h e 36 h de hidrolise a
4°C. Apos o tempo de hidrolise o procedimento foi similar ao ensaio 1. O isolado de colageno
(IC,) obtido foi utilizado para determinar o contetdo de colageno. Assim, foi estabelecido que
o tempo de acdo da pepsina foi de 12 h de agitacdo para extracao e obtencdo de IC.

Apos estabelecer o tempo de acdo do &cido acético e da pepsina para extracdo e
obtencdo de IC de barbelas de peru foi avaliado os efeitos do pH do &cido acético (x;) e

percentagem de pepsina (Xz) na extracdo e obtencdo do IC foi utilizado o planejamento
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fatorial completo (2%) com trés repeticdes no ponto central, totalizando 7 ensaios que foram
realizados aleatoriamente (Tabela 2).

Tabela 2. Planejamento fatorial completo (2%) com as variaveis independentes da extracéo

para obtencdo do isolado de colageno (IC)

Ensaio Xa () Xz (x)
pH do &cido acético % de pepsina
1 2,0 (-1) 0,05 (-1)
2 3,0 (+1) 0,05 (-1)
3 2,0 (-1) 0,45 (+1)
4 3,0 (+1) 0,45 (+1)
5(C) 2,5 (0) 0,25 (0)
6 (C) 2,5 (0) 0,25 (0)
7(C) 2,5 (0) 0,25 (0)

C = ponto central

Assim, as barbelas de perus limpas e pre-preparadas foram submetidas ao processo de
extracdo (SHIMOKOMAKI; DUANCE; BAILEY, 1980) com &cido acético na propor¢éo de
1:10 (m/v), cuja variavel foi o pH ou seja X3 (2,0; 2,5 e 3,0) e a mistura foi imediatamente
homogeneizada em turrax por 10 min a 16.000 rpm. Em seguida, a variavel X,, ou seja,
percentagem de pepsina (0,05%; 0,25% e 0,45%) em relacdo ao homogenato foi adicionada e
a mistura mantida sob agitacéo (TE 421, Tecnal, Brasil) por 12 h a 4°C. Ap0s a hidrolise com
pepsina, o pH do material foi ajustado para 7,5 utilizando 1,0 mol L™ de NaOH ou 1,0 mol L™
de HCI e centrifugado a 10.000 x g por 30 min a 4°C. O precipitado (P;) foi descartado e o
sobrenadante (S;) contendo o material colagenoso foi submetido a precipitacdo salina com 3,0
mol L™ de NaCl e novamente centrifugado a 10.000 x g por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi dialisado em solucéo de acido acético 0,5 mol L™ por 72 h a
4°C, com troca diaria da solucdo. Em seguida o precipitado foi liofilizado (Alpha Christ,
Osterode AM Harz, Alemanha) e denominado de isolado de colageno (IC) que foi utilizado
para determinagdo da fungdo resposta Y (g de colageno em 100 g de IC). A equacdo
do modelo proposto foi: Y1 = Bo + BiX1 + P2x2 + € (Equacdo 1), onde: Y; = fungdo-resposta;
X1, X2 = varidveis codificadas; = coeficientes estimados para cada termo; e = residuo.

A partir da determinacdo da funcdo-resposta (Y1) foi realizada a analise de regresséo,
analise de variancia (ANOVA), construcdo dos graficos de superficie de resposta e de
desejabilidade utilizando o programa STATISTICA 7.0 (STATSOFT, 2004).
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4.4.4 Validacdo do modelo

A validacdo do modelo proposto foi realizada em duplicata a partir da melhor
condicdo para obter o IC de barbelas de peru com maior contetdo de colédgeno. Os resultados
foram comparados com os estimados pelo modelo aplicando o teste t de Student ao nivel de
5%.

4.4.5 Rendimento e grau de purificagdo do IC

O rendimento e o grau de purificacdo do IC de barbelas de peru foram determinados
conforme descrito por Simdes et.al. (2014). Sendo que a % de rendimento foi calculada pela
relacdo entre a massa (g) de 1C obtida e a massa (g) de barbela de peru utilizada multiplicado
por 100. O grau de purificacdo foi calculado pela relacdo entre o contetudo de colageno do IC
(g de colageno em 100 g de IC) e da barbela de peru (g de colageno em 100 g de barbela de
peru).

4.4.6 Eletroforese

Apos a validacdo do modelo foi obtido o IC de barbelas de peru e realizado a
eletroforese utilizando dodecil sulfato de sdédio em gel de policrilamida (SDS-PAGE). As
amostras foram preparadas de acordo com Shimokomaki, Duance e Bailey (1980) e Tanaka e
Shimokomaki (1996) com algumas modifica¢fes. Foram pesados 12 mg do IC e adicionado 1
mL de SDS 2%. Em seguida, foi adicionado 1 mL de tamp&o da amostra contendo 20% de
glicerol; Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 20% de SDS a 10% e 5% de -mercaptoetanol. Para o gel
de concentracgdo e separacdo foram utilizados 4% e 8% de poliacrilamida, respectivamente.

A amostra foi mantida a 60°C por 30 min em banho-maria, resfriada e 10 uL foram
aplicados no gel de policrilamida. Em paralelo a amostra foram aplicados 10 puL de marcador
de peso molecular (10 — 220 kDa) e 10 uL de padrdo de colageno Tipo | de cauda de rato
(diluido em tampédo de amostra 1:1 v/v). As condic6es da eletroforese foram 100 V, 25 mA e
5 W por 2 h. Apés a corrida, os géis foram corados em Comassie Brilhante G-250 (0,01 g)
dissolvido em agua destilada, metanol e acido acético na propor¢do de 5:4:1 (v/v/v). Em
seguida foram descorados com solucdo de agua, metanol e &cido acético na proporcdo de
5:4:1 (viviv). O perfil de eletroforese foi registrado utilizando o fotodocumentador (sistema

KODAK Electrophoresis Documentation and Analysis System 290).
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Os resultados provenientes deste trabalho foram utilizados para redacéo de trés artigos

cientificos conforme seguem.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the physical-chemical and histological
characteristics of PSE turkey meat from Brazilian commercial slaughterhouse. The samples
were obtained from a processing plant located in southern Brazil. After 24 hours of slaughter,
the PSE turkey breasts samples (Nicholas 700) were classified as L* > 53 and these samples
were analyzed for pH value, water holding capacity (WHC), cooking loss (CL), shear force
(SF), myofibrillar fragmentation index (MFI), protein denaturation (PD) and histological
aspects. The pH and WHC values in PSE meat were approximately 2.0% lower, while the CL
was 10.0% higher than the Normal. Other significant differences were SF, MFI, PD of 13.0
%, 3.0% and 21.0%, respectively, higher in PSE meat. The muscle fiber diameter was
approximately 19.5% shorter and the endomysium appeared enlarged promoted by the
miofibrillar exudate water in the PSE meat. The PSE turkey breast meat presented significant
changes in their physical, chemical and histological characteristics impairing its functional

properties.

Keywords: Turkey meat, Functional Properties, PSE.
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1. Introduction

The detection of PSE in turkey meat has been much discussion, since according to some
reports, only the color measurement (L*) is not sufficient for accurate detection of this
abnormality (Molette, Remignon, Babile & Fernandez, 2008; Chan, Omana & Betti, 2011).
However, our research group determined as the cutoff value for the characterization of PSE
turkey meat in Brazil, an L* value > 53.0 (Carvalho et al., 2014). Other authors evaluated also
the value of L* and conclude that this measurement can be used to classify meat turkey PSE
(Owens, Hirschler, McKee, Martinez-Dawson & Sams, 2000; Fraqueza, Cardoso, Ferreira &
Barreto, 2006).

It is known that, the development of pale, soft and exudative (PSE) meat is due to accelerated
post mortem glycolysis resulting in a rapid decline of pH while the carcass temperature is still
warm (Wismer-Pedersen, 1959; Olivo, Soares, Ida & Shimokomaki, 2001; Barbut et al.,
2008). Under these conditions, the functional properties of PSE meat altered because of
myofibrils proteins denaturation (Bendall & Wismer-Perdersen, 1962; Olivo et al., 2001;
Barbut et al., 2008). Therefore, PSE meat has become an economical problem for the poultry
industry (Olivo et al., 2001, Carvalho et al., 2014).

The rapid post-mortem glycolysis which contributes to the development of PSE meat in
poultry, is influenced by the conditions of transport from the farm to the commercial plant due
to thermal stress suffered by the animals before slaughtering (Froning, Babji & Mather, 1978;
Mitchell & Kettlewell, 1998; Simdes, Oba, Matsuo, Rossa, Shimokomaki & lda, 2009;
Langer et al., 2010; Spurio et al., 2016).

In pigs, the development of PSE meat is related to exacerbated release of Ca** promoted by a
genetic mutation in the ryanodine receptor located on the sarcoplasmic reticulum of skeletal
muscle cells (Fujii et al., 1991). Although not as yet found, there are indications of similar

biological involvement in poultry (Owens et al., 2000; Marchi et al., 2009).
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In Brazil only our research group has evaluated the incidence and characteristics in turkey
breasts PSE in a commercial plant, as well as the impacts of the use of such meat in processed
products (Carvalho et al., 2014). Therefore, to continue the investigation of PSE turkey
breasts, the aim of this study was to evaluate the physical, chemical and histological

characteristics of PSE turkey meat in a Brazilian commercial slaughterhouse.

2. Material and Methods

2.1. Sample preparation

The turkey breast meat (pectoralis major) from Nicholas 700 lineage of 140 days old and
with an average live weight of 18 + 2 kg were used as samples. They were obtained in a
commercial plant located in southern Brazil and slaughtered in accordance with industry
standard practices of hanging, electrically stunning, bleeding, scalding, defeathering,
evisceration, carcass cooling in the cooling tunnel for 6 h at 6 °C and boning. Then, the breast
samples were collected, cooled down to 4 °C for 24 h and the PSE meat characterization

performed by the color measurement (L*) as Carvalho et al. (2014).

2.2. Classification of PSE meat

On the rear surface of the skinless samples, the L* values were determined (lightness) using
the Minolta CR400 colorimeter (Konica Minolta Sensing Inc., Osaka, Japan) and standard
illuminant D65. The L*, a* e b* values were obtained in three different points (duplicate of
those points, totaling six results for breast) on the same sample: the proximal extremity of the
muscle, the distal extremity, and the medial side halfway between the proximal and the distal
extremity. The breasts were classified as PSE, when L* > 53 and normal when L* <53, as

reported by Carvalho et al. (2014) and Owens et al. (2000).
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2.3. Characterization of PSE and normal meat

The meat samples were classified as PSE and Normal and used for evaluation of physical and
chemical characterization. For histological analysis, samples were cut and fixed in Bouin
solution after the classification. For the analysis of myofibrillar fragmentation index (MFI),

the sorted samples were frozen at -18 °C.

2.3.1. pH measurement
The pH was measured in triplicate after the classification of samples in PSE and Normal by
inserting electrodes into the pectoralis major using a contact pH meter (Testo AG, Lenzkirch,

Germany) as described by Carvalho et al. (2014).

2.3.2. Water holding capacity (WHC) evaluation

The WHC was determined according to the procedure described by Hamm (1960) with slight
modifications. The samples were collected from the cranial side and cut into cubes of 2.0 g +
0.10 and placed between two filter papers disposed between two acrylic plates. A cylindrical
weight of 10 kg was carefully accommodated over the plates for 5 min then samples were
removed and reweighed. The WHC was determined using the following relation: 100 - [(W; —
Wi/ W;) x100] where W; and Wk are the initial and final weights of the samples, respectively.

The results of WHC were expressed in percentage.

2.3.3. Cook loss (CL) measurement
This measurement was performed according to Honikel (1998). The samples were weighed
before and after cooking, until it reaches the internal temperature of 72-75 °C, for about 15

min. The results were expressed as a percentage based on the weight difference.
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2.3.4. Shear force measurement (SF)

The texture analysis of the turkey breasts was performed by measuring the shear force (SF),
as described in Honikel (1998) and Droval et al. (2012). Samples were packed in plastic bags
and cooked in a water bath until the internal temperature reached 75 °C. After cooling to
room temperature the samples were cut into sizes of 1 x 1 x 2 cm?® (height, width, length) and

shear force was evaluated by texturometer TATX-2i. The results were expressed in Newton

(N).

2.3.5. Myofibrillar fragmentation index (MFI)

MFI was determined as the indirect measurement of calpain activity, according to Culler,
Parrish, Smith and Cross (1978) and described in Wilhem et al. (2010). Four-gram muscle
samples free of external fat and visible connective tissue were homogenized for 30 s in 20 mL
of MFI buffer (100 mM KCI, 20 mM potassium phosphate, 1 mM EDTA, 1 mM MgCl,, and
1 mM NaNs) at pH 7.0. The homogenate was centrifuged at 10 x 10% g for 15 min at 2 °C. The
supernatant was separated (S;) and the pellet was re-suspended in 20 mL of the MFI buffer
and centrifuged at 1000 x g for 15 min at 2 °C. The supernatant separated (S,) and the pellet
was suspended in 10 mL of MFI buffer. The myofibril suspension (S3) was filtered to remove
connective tissue, mixed with S; and S, and protein concentration was analyzed using the
Biuret method (Gornall, Bardwill & David, 1949). Suspension aliquots were diluted in MFI
buffer to a final protein concentration of 0.5 mg/mL and poured into a cuvette for immediate
absorbance measurement at 540 nm with a spectrophotometer. MFI was expressed as Asgso hm

x 200.

2.3.6. Protein denaturation (PD)



75

The PD determination was performed by analyzing the degree of denaturation of soluble
proteins and according to the methodology described by Swatland (1995). 5 g of sample were
homogenized with 15 ml of distilled water and centrifuged at 10x10° g for 10 min (Eppendorf
5810R, Eppendorf AG, Hamburg, Germany). The supernatant was filtered with filter paper
and 1.0 ml was transferred to a tube with screw cap containing 5.0 ml of citrate-phosphate
buffer 0.2M and pH 4.6 and warmed to 20 £+ 2 °C for 30 min. The reading of transmittance
was performed at 600 nm (spectrophotometer Libra S22, Biochrom Ltd. Cambdrige, England)

against the blank.

2.3.7. Histological evaluation by optical microscopy

For histological analysis samples were lengthwise and crosswise cut (approximately 1.0 cm
length x 1.0 cm width x 3 mm thickness) and fixed in Bouin solution and thus dehydrated in
ethanol, diaphanized in xylol and embedded in paraffin and cut on a microtome with a
thickness of 5 um. The sections stained with hematoxylin and eosin (HE) and was evaluated
for general morphology and the degree of cells shrinkage by measuring the cells diameter
according to Dubowitz and Brooke (1973) using MOTIC Image Plus 2.0 ML® program
(MOTIC Image Plus Motic Instruments Richmond, Canada). In each image, randomly
diameter of 20 cells was evaluated by using a 40x objective for a total of 200 cells per sample

groups.

2.4. Statistical analysis
The Statistical analysis was performed using Statistic version 7.0 for Windows. The student t
test at 5% significance was used to compare the PSE and normal turkey breasts with respect

to the average of color measurements (L*, a*, b*), pH, WHC, CL, PD, MFI, SF and fiber
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diameter. The Pearson correlation coefficient was calculated to determine the correlation

between L*, pH, WHC, CL, PD, MFI and SF measures in PSE and normal breasts turkey.

3. Results and Discussion

3.1 Physical-chemical characteristics of PSE turkey meat

The color is an important quality attribute in meat, and can often be used as an indicator for
PSE meat (Barbut, 1993; Chizzolini, Novelli, Badiani, Rosa & Delbano, 1993; Kauffman et
al., 1993). In the present work, the turkey breasts were classified as PSE when L* > 53 and
normal when L* <53 using the criterion of Owens et al. (2000) and Carvalho et al. (2014). It
was observed (Table 1) that measures L* significantly different (p <0.05) between the PSE
and normal turkey breasts, as reported by Carvalho et al. (2014). Similar results in turkey
breasts were also obtained by Barbut (1993, 1994 and 1996) and McKee and Sams (1997).
The high pallor of turkey breasts can be attributed, according Swatland (1993) by the greater
light scattering caused by denaturation of the protein. However, a* values did not differ
(p>0.05) between PSE and normal turkey breasts, and the same was also observed by
Fletcher, Qiao and Smith (2001) in PSE and normal broiler breasts. However, the b* values
presented differences (p<0.05) between PSE and normal turkey breasts. These results suggest
that the turkey breasts with paler color are also more yellow. PSE breasts broiler also
presented higher b* values (Qiao, Fletcher, Smith & Northcutt, 2001; Soares, Lara, Ida,
Guarnieri, Olivo & Shimokomaki, 2002), although Fletcher et al. (2000) found no significant
difference in b* value between pale and normal broiler breasts.

The pH value (Table 1) of the PSE and normal turkey breasts differed from each other (p
<0.05) and the pH of the PSE turkey breasts was smaller and pale color, as observed by L*

value. The lowest pH value in PSE turkey breasts was also associated with pale staining (Van
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Hoof, 1979; Barbut, 1993; Barbut, 1996; McCurdy, Barbut & Quinton, 1996; McKee &
Sams, 1997; Rathgeber, Boles & Shand 1999; Carvalho et al., 2014), as well as the reduction
of the WHC (Barbut 1993, Barbut 1996; McCurdy et al.,, 1996; McKee & Sams, 1997,
McKee & Sams, 1998; Rathgeber et al., 1999) and protein denaturation (Sosnicki, Greaser,
Pietrzak, Pospiech & Sante, 1998). In addition, lower pH values in PSE turkey breasts
indicate the occurrence a rapid postmortem glycolysis (McKee & Sams, 1997; Pietrzak,
Greaser & Sosnicki, 1997; Carvalho et al., 2014) while the carcass was still warm (Sosnicki et
al., 1998).

The WHC (Table 1) of the PSE turkey breasts was (p<0.05) lower than the normal turkey
breasts, while the percentage of CL (Table 1) of the PSE turkey breasts were higher (p<0.05)
compared to the normal turkey breasts. The CL of PSE turkey breasts was 10% higher than
the normal turkey breasts. The largest CL and lower WHC of PSE turkey breasts can be
attributed to the rapid post mortem glycolysis which caused denaturation of myofibrillar
proteins and thus decreased its WHC (Bendall & Swatland, 1988; Barbut, 1993). In relation to
PD (Table 1), it was observed that it was 21% greater compared to the normal turkey breasts.
Similar results were also observed by other reports as in broiler breasts PSE and normal
(Olivo et al., 2001, Barbut et al., 2008) and turkey breasts (Sosnick, 1993; Molette, Rémignon
& Babile, 2003). The denaturation of myofibrillar proteins influenced the functional
properties of PSE turkey meat and when used in the processing of smoked meat products led
to a reduction of yield and moisture of the final meat products (Carvalho et al., 2014).

The MFI measures indirectly the protease activity and thus it can be correlated with the SF
measurement. It is observed in Table 1 that the MFI of turkey breasts PSE was higher
(p<0.05) than the normal turkey breasts and provided a decrease in SF of 13% in broiler PSE
compared with normal samples. These results were similar to broiler PSE meat samples

described by Wilhelm et al. (2010) who also observed higher proteolysis and less SF. This
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fact can be confirmed by the negative and significant correlation (R = -0.35, p< 0.05) between
the MFI and SF values in turkey PSE as seen in Table 2 ie. the obvious as MFI or protease
activity increases, the SF decreases and the PSE samples becomes tender. Similar situation
was also observed by Kriese et al. (2007) and Wilhelm et al. (2010) in PSE broiler breasts.
According to Guarnieri et al. (2004) and Kriese et al. (2007) the meat tenderness is directly
related with the calpain enzyme system that digests the sarcomere structure, particularly the
region of the Z line. Also, Soares et al. (2003), observed the excessive increase of protease
activity in PSE broiler may be due to high concentration of intracellular Ca*?, which carries a
metabolic acceleration and an increase at the Ca' ion influx at the sarcoplasm. The
combination of these factors in PSE broiler breasts promotes early activation of calpain
system and exacerbated proteolytic activity that affects the integrity of the muscle fiber
structure harming the functional properties of proteins (Wilhelm et al., 2010).

The significant positive Pearson correlation (Table 2) of PSE turkey breasts between L* and
the CL (0.56; p<0.05), PD (0.45; p<0.05) and MFI (0.44, p<0.05) and negative correlation
with SF (-0.31; p<0.10) and pH (-0.4; p<0.05) confirm that the PSE turkey meat is paler and
have higher CL, PD and MFI values and lower values of SF and pH.

It is remarkable that the values of L* and CL in PSE and normal turkey breasts showed high
positive and significant correlation corroborating the results in Barbut (1993). The author also
reported that the CL in the meat industry can be used as an important parameter, because the
industries seek raw materials with high ability to hold water and maintain the moisture during
cooking of the product. Furthermore, the CL excessive in processed products with the turkey
breasts can lead to an increase in the costs the final products.

The MFI values of PSE turkey breasts positively correlated with L* (0.44; p<0.05), CL (0.3;
p<0.10) and PD (0.41; p<0.05) and negatively with pH (-0.28; p<0.10), WHC (-0.31; p<0.10)

and SF (-0.35, p<0.05) indicating a loss of meat functional properties.
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The correlation of pH was negative and significant in relation to L* (-0.40, p<0.05) and MFI
(-0.28; p<0.10), meaning that the lower the pH values higher for both L* and MFI, whose
consequence observed was proteolysis (MFI) higher as seen in Table 1 for the PSE turkey
breasts. The negative and significant correlation between pH and L* in turkey breasts was
also observed by Barbut (1993), Carvalho et al. (2014), McCurdy et al. (1996) and Owens et

al. (2000).

3.2 Histological characteristics of PSE turkey meat

In the histological evaluation of cross sections of skeletal muscle (pectoralis major) of turkey
breasts have been observed different aspects between the muscles classified with PSE and
normal (Figures 1A and 1B). In PSE turkey breasts was observed (Figure 1B) an extracellular
space greater in the endomysium than in the normal turkey breasts (Figure 1A). In addition, it
was found that the muscle fibers of PSE turkey breasts are not arranged uniform way and
have reduced diameter due to muscle contraction and emergence of large gaps in the
endomysium region (Figure 1B). Greater spacing between the muscle fibers and between the
fiber bundles in PSE broiler breast was also observed by Barbut, Zhang and Marcone (2005).
However, the muscle fibers of the normal turkey breasts are arranged more dense and
compact, taking completely all the endomysium space. The myofibrils of normal turkey
breasts have appearance more uniform, regular edges and take up almost all the intracellular
space.

The diameter of muscle fibers of PSE turkey breast was approximately 19.5% lower
compared to normal turkey breasts (Table 1 and Figure 1). The smaller diameter of the muscle
fibers of PSE turkey breasts occurred as a result of their greater water loss, evidenced by
lower WHC (Table 1). Using optical microscopy, Guarnieri et al. (2004) observed that the

muscle fibers of PSE broiler breasts diameter presented 10% lower compared to the control
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group. Barbut et al. (2005) also observed greater spacing between the muscle fibers and

between the fiber bundles in PSE broiler meat.

4. Conclusion

Histological measures of PSE turkey had reduced diameter and an extracellular space greater
in the endomysium. The diameter of the fibers, FC and WHC of PSE turkey decrease by
19.5%, 13% and 2% respectively, while PPC, DP and MFI of PSE turkey increased by 10%,
21% and 3% compared to the normal turkey. The results showed that PSE turkey meat
presented significant changes in their physical, chemical and histological characteristics

impairing its functional properties.
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FIGURES CAPTION

(!

Figure 1. Photomicrograph of cross-sectional muscle pectoralis major of normal turkey
breast (A) and PSE turkey breast (B). Arrow = endomysium. HE staining, 20x lens, bar of
100 pm (micrometers).
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142  Table 1. Characterization physical, chemical and histological of the PSE and normal turkey

143 breasts (pectoralis major)

Parameters Normal (n= 30) PSE (n=24) P
L* 50.68° +2.62 55.69° + 1.44 0.000010
a* 4.19°+0.87 4.61°+1.01 0.081431
b* 3.89°+ 1.14 5.11°+0.78 0.000018
pH 6.00°+ 0.08 5.90°+ 0.06 0.045507
WHC (%) 76.54°+ 2.53 75.17°+ 2.39 0.044868
CL (%) 21.29°+ 2.61 23.37°+1.89 0.001454
PD 8.29°+3.20 10.05°+ 2.76 0.035144
MFI 51.98"+ 1.86 53.76%+ 2.50 0.033795
SF (N) 24.91°+ 3.44 22.11°+2.32 0.004167
Fiber diameter (um) 75.27% + 7.96 62.99°+ 8.61 0.000131

144 WHC = water holding capacity, CL = cooking loss, PD = protein denaturation, MFI = myofibrillar fragmentation index, SF

145 (N) = shear force. ** Means followed by different letters in the same line differ by Student's t test (p <0.05).
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Table 2. Pearson correlation between the biochemical and physicochemical parameters of

turkey breasts (pectoralis major) 24 h post-mortem

pH MFI PD SF WHC CL
L* -0.40%  0.44*  0.45*  -0.31** 022 0.56*
CL -0.06 0.30** 0.13 -0.33**  -0.29**
WHC 0.21 -0.31** -0.28** 0.32**
SF 0.11 -0.35*  -0.29**
PD -0.22 0.41*
MFI -0.28**

WHC = water holding capacity, CL = cooking loss, PD = protein denaturation, MFI = myofibrillar fragmentation index, SF

(N) = shear force. *p<0.05; **p<0.10
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5.2 Artigo Cientifico 2:

CARACTERIZACAO QUIMICA, FISICA E ESTABILIDADE OXIDATIVA DOS
CORTES COMERCIAIS DE PERU

Foi redigido para posterior submissdo ao periddico Journal of Food Composition and
Analysis.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar quanto a composicdo quimica, fisica e estabilidade
oxidativa os diferentes cortes comerciais de peru, tais como asa, coxa, peito, pele, pescoco e
sobrecoxa. Os cortes comerciais (Nicholas 700) foram coletados em um abatedouro comercial
localizado na regido sul do Brasil e avaliadas quanto as medidas de pH e cor (L*, a*, b*),
composi¢do quimica, perfil de &cidos graxos e estabilidade oxidativa. Dos cortes comerciais
de peru, o peito apresentou maior contetdo de proteinas, cinzas, acidos graxos poliinsaturados
(AGP), dmega 3 e 0mega 6 e maior estabilidade oxidativa. A asa, coxa, pescogo e sobrecoxa
apresentaram a composi¢do quimica, cor e perfil de acidos graxos similares. A pele
apresentou menor conteudo de proteinas, cinzas, AGP, dmega 3 e 0mega 6 e menor
estabilidade oxidativa. Os cortes comerciais de asa, coxa, peito, pescoco e sobrecoxa de peru

sdo fontes nutricionais importantes.

Palavras-chave: Peru; acidos graxos; proteinas, oxidacdo lipidica.

1. INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de carne de peru apds os Estados Unidos
e Unido Européia (USDA, 2015). No entanto, o consumo da carne de peru ainda € baixo em
relacdo as carnes de frango e bovinos (ABPA, 2016), possivelmente, devido a falta de
divulgacdo e conhecimento sobre a qualidade destas carnes.

A comercializacdo de partes ou cortes de carnes de peru, in natura, para consumo
humano (UNECE, 2012) pode ser realizada na forma de: (1) peru inteiro (carcaca inteira com
miados); (2) peito (com ou sem 0sso e com pele ou sem); (3) coxa; (4) sobrecoxa; (5) coxa e

sobrecoxa (leg quarter, cujo produto € pouco comercializado); (6) asa; (7) pescogo (sem pele



93

ou com miudos); (8) sambiquira (embalados e comercializados a granel); (9) miudos; (10)
pele e (11) carne mecanicamente separada (CMS).

Um dos atributos mais importantes para avaliacdo da qualidade da carne é a aparéncia
que esta relacionada com a decisdo de compra e a satisfacdo final do consumidor, uma vez
que a decisdo do consumidor para compra € influenciada pela cor, exudacdo e defeitos
(hematomas e hemorragias) (Faustman e Cassens, 1990; Fletcher, 2002; Mancini e Hunt,
2005). A qualidade final da carne, bem como, o preco depende dos atributos de suculéncia,
aroma, sabor, odor, textura e qualidade nutritiva. (Fletcher, 2002).

Em relacdo a qualidade nutricional, o perfil de acidos graxos é uma avaliagcdo
importante, pois determina a qualidade dos lipideos presentes na carne. Uma vez que, 0S
consumidores vém buscando o consumo de alimentos mais saudaveis e com menor risco ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Os acidos graxos também estdo relacionados
com 0s aspectos tecnoldgicos da qualidade da carne, pois a modificacdo na sua composicéo
possui efeitos importantes na firmeza, sabor, aroma e na vida de prateleira (Wood et al.,
2008).

A oxidacdo lipidica ou desenvolvimento de off-flavors também séo indicadores da
qualidade da carne e sdo considerados como umas das principais causas da deterioragdo. A
iniciacdo da oxidacao lipidica ocorre logo apds a morte do animal e influencia na cor, sabor,
textura e valor nutritivo da carne (Buckley, Morrissey e Gray, 1995; Gray, Gomaa e Buckley,
1996; Morrissey et al., 1998; Soares et al., 2009).

Dos cortes de peru comercializados somente o peito, asa, coxa com sobrecoxa e pele
foram avaliados, nos quais observaram que o conteldo de proteinas e acidos graxos poli-
insaturados é elevado e o nivel de colesterol e lipidios € baixo (Majumdar et al., 2000;
Baggio, Vicente e Bragagnolo, 2002). Assim sendo, para aumentar o consumo de carnes de

peru ha necessidade de aprofundar os conhecimentos sobre a qualidade destas carnes.
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Portanto, o objetivo deste estudo foi caracterizar quanto a composi¢do quimica, fisica e
estabilidade oxidativa os diferentes cortes comerciais de peru, tais como asa, coxa, peito, pele,

PEescoco e sobrecoxa.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

Os cortes comerciais de peru (asa, coxa, peito, pele, pescoco e sobrecoxa, n=6) foram
obtidos em uma planta comercial localizada na regido sul do Brasil. Os perus de linhagem
Nicholas 700 com 140 dias de abate e peso méedio de 18+ 2 kg foram abatidos conforme as
praticas padrdes da industria e aprovadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). O procedimento de abate consistiu de pendura, atordoamento
elétrico, sangria, escalda, depena, evisceracdo, resfriamento da carcaca no tunel de
resfriamento por 6 h a 6°C e desossa. Em seguida, os cortes foram coletados, refrigerados a 4
°C e transportados até o laboratorio sob refrigeracdo. Os cortes utilizados para medir a
estabilidade oxidativa foram congelados a — 18° C e a medida realizada aos 90 dias de
armazenamento e os cortes para determinacdo do perfil de acidos graxos foram congelados
em ultrafreezer a -80°C e as analises realizadas no décimo dia do armazenamento. Para a
realizacdo das analises, as peles dos cortes comerciais foram removidas e apenas a carne foi
utilizada para a determinacdo do pH, cor, composicdo quimica, perfil de &cidos graxos e
estabilidade oxidativa.

Os padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos e o 1,1,3,3-Tetraetoxipropano (TEP)
foram adquiridos da Sigma Aldrich Co. (St. Louis, EUA). Os demais reagentes utilizados

foram de pureza analitica e de diferentes procedéncias comerciais.
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2.2. Medida de pH e Cor

A medida do pH em quintuplicata de todos os cortes foi realizada com pHmetro de
contato (Testo 205, Testo AG, Lenzkirch, Germany). Sendo que as peles foram trituradas
manualmente e 10 g foram diluidas em 100 mL de agua destilada e medido o pH sob agitacéo.

A medida de cor (L*, a*, b*) foi realizada em todos os cortes e diretamente em 11
pontos diferentes utilizando o colorimetro Minolta CR400 (Konica Minolta Sensing Inc.,
Osaka, Japan), utilizando iluminante D65. Sendo que para os cortes comerciais de pescoco foi

necessario realizar a desossa.

2.3. Determinacao da Composicdo Quimica

A composicdo quimica dos cortes comerciais de peru (asa, coxa, peito, pele, pescoco e

sobrecoxa) foi determinada em triplicata conforme descrito na AOAC (2012).

2.4. Determinacéo do Perfil de Acidos Graxos

Para determinacdo do perfil de acidos graxos os lipidios foram extraidos conforme
descrito por Bligh e Dyer (1959). Em seguida, a hidrolise e transesterificacdo dos acidos
graxos foi realizada conforme o método 5509 da ISO (1978). A separacdo dos ésteres
metilicos de acidos graxos foi realizada utilizando o cromatografo gasoso (Shimadzu, modelo
17A Gas Chromatograph), equipado com detector de ionizacdo de chamas e coluna capilar
(100 m x 0,25 mm) com 0,25 um de cianopropilpolisiloxano CP SII 88. A rampa de
temperatura da coluna foi programada para: 65° C por 15 min; 10° C. min™ até 165° C e

mantido por 2 min; 4° C. min™ até 185° C e mantido por 8 min; 4° C. min™ até 235° C e
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mantido por 5 min. O detector e o injetor foram mantidos a 260° C. O fluxo do gas de arraste
(Hy) foide 1,2 mL. min™ , gas auxiliar (N;) foi de 30 mL. min™ e para os gases da chama (H;
e ar sintético) foi de 300 mL . min™. O padrdo de ésteres metilicos de 4cidos graxos foi
aplicado para identificacdo dos &cidos graxos e comparagdo com as amostras. As areas dos
picos dos ésteres metilicos de &cidos graxos foram determinadas com o integrador (CG-300,
CG Instruments, Brazil). Os resultados foram expressos como percentagens relativas dos

acidos graxos identificados.

2.5. Medida da Estabilidade Oxidativa

A medida da estabilidade oxidativa foi determinada pelo indice de TBARS
(Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico), nas amostras armazenadas por 90 dias a -18°
C, conforme a metodologia descrita por Tarladgis, Watts e Younathan (1960) e modificada
por Crackel et al. (1988). Foram utilizadas 10 g de amostras descongeladas por 12 h a 4° C.

Os resultados foram expressos em mg de TBARS/ kg de amostra, em base Umida.

2.6. Andlise estatistica

Apos a andlise de variancia (ANOVA), utilizando o software Statistica (STATSOFT,
2004) as médias das medidas de pH, cor, composi¢do quimica, perfil de &cidos graxos e
estabilidade oxidativa foram comparadas entre os cortes comerciais aplicando o teste de
Tukey (p<0,05). O coeficiente de correlacdo de Pearson foi calculado para verificar se houve
correlacdo entre os acidos graxos poli-insaturados (AGP) de maior percentagem e estabilidade

oxidativa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacao do pH e cor de cortes comerciais de peru

A avaliacdo do pH em carnes € uma medida preditiva importante da qualidade, pois as
suas alteracdes podem influenciar na cor, capacidade de retencdo de 4gua (CRA) e maciez do
produto final (Pearson e Young, 1992; Lawrie, 2005). O pH da asa, coxa, peito, pescogo e
sobrecoxa ndo diferiram entre si, cujo valor médio foi de 5,97 (Tabela 1) e diferiram do pH da
pele cujo valor foi maior. O pH médio de peitos de peru descrito por Carvalho et al. (2014) foi
de 5,73 e similar ao descrito neste estudo (pH = 5,94). Nas aves, a queda do pH durante o
processo de glicolise ocorre com maior ou menor acumulo de &cido latico no musculo,
dependendo da reserva energética (glicogénio) e pode haver modificacdo nas propriedades
funcionais (Pietrzak, Greaser e Sosnick, 1997). As carnes de peito de peru com pH menor
segundo Pietrzak, Greaser e Sosnick (1997) e Carvalho et al. (2014) apresentaram reduzida
CRA e palidez elevada quando comparadas com aquelas que apresentaram pH mais elevado.

O pH da pele de 6,28 foi maior em relagdo aos outros cortes, provavelmente devido a
auséncia de acido latico que é proveniente apenas do processo de glicélise nos musculos e
portanto ndo esta presente na pele dos animais ou a agua adicionada a pele para medida do
pH.

O valor de L* da pele de peru foi maior (75,63) entre os diferentes cortes (Tabela 1) e
indica que a pele é mais clara, 0 que pode ser caracteristico da linhagem dos perus utilizados
neste estudo ou da temperatura em que foi realizada a etapa de escalda durante o processo de
abate. O valor de L* da asa e peito ndo diferiu entre si cujo valor médio foi de 52,62 e maior
do que o valor de L* do pescoco (49,63). O valor de L* da coxa e sobrecoxa também ndo

diferiram entre si, cujo valor médio foi menor (42,33) em relacdo aos outros cortes e indica
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que as coxas e sobrecoxas sdo mais escuras. O peito de peru é mais claro devido h&d maior
proporcdo de fibras brancas, enquanto que na coxa e sobrecoxa possui menor proporgdo de
fibras brancas e maior de fibras vermelhas (Barbut, 2002).

O maior valor de a* (Tabela 1) foi observado no pescoco e sobrecoxa que nao
diferiram entre si, sendo que a coxa ndo apresentou diferenca da sobrecoxa e indica que o
pescoco, sobrecoxa e coxa possuem maior intensidade de cor vermelha e sdo mais escuras,
conforme observado pelo valor de L*. Segundo Barbut (2002) quando hd maior proporcao de
fibras vermelhas no musculo indica que hd mais mioglobina. Froning, Daddario e Hartung
(1968) também observaram que as carnes mais escuras de peru, ou seja, com menor valor de
L* apresentaram maior intensidade de cor vermelha. A cor vermelha da carne é devido ao
pigmento mioglobina encontrado no tecido muscular. A mioglobina possui a por¢do proteica
denominada de globina e a ndo proteica denominada de anel heme. O anel possui um atomo
de ferro, localizado no centro, que pode estar tanto na forma reduzida quanto na oxidada, o
que determinard a cor da carne (Barbut, 2002; Mancini e Hunt, 2005). A cor vermelha mais
intensa do pescoco, coxa e sobrecoxa possivelmente foi devido a presenca de mioglobina em
maior quantidade ou a associacdo da mioglobina com o oxigénio durante a exposicdo dos
cortes que ocasionaram a formacdo de oximioglobina (cor vermelho brilhante). Segundo
Mancini e Hunt (2005) na formacdo da oximioglobina ndo ocorre alteracdo na valéncia do
ferro. O valor de a* da asa e pele ndo diferiu entre si cujo valor médio foi de 9,55. O menor
valor de a* foi observado no peito (a*= 4,00) e indica que este corte possui a menor
intensidade de cor vermelha (L*=52,63) e, portanto, menos mioglobina, o que é caracteristico
de masculos que possuem maior proporcdo de fibras brancas em sua composicdo (Barbut,
2002).

O valor de b* da pele, pescoco e sobrecoxa ndo diferiram entre si cujo valor médio foi

de 10,00 e indica que estes cortes possuem maior intensidade da cor amarela. O valor de b* da
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sobrecoxa também ndo diferiu da asa e coxa. A cor amarela mais intensa destes cortes,
possivelmente ocorreu devido & maior deposicdo de pigmentos provenientes da alimentagédo
dos animais (Toyomizu et al., 2010). O menor valor de b* foi observado no peito de peru
(b*= 3,94) e indica que este corte possui menor intensidade de cor amarela. O mesmo também

foi observado por Allen et al. (1998) em peito de aves com valor de b* de 4,60.

3.2. Caracterizacdo quimica dos cortes comerciais de peru

Os cortes comerciais de peru sdo comercializados de diversas formas e podem
apresentar diferencas nas suas caracteristicas quimicas e nutricionais. A composicdo quimica
dos cortes comerciais de asa, coxa, peito, pele, pescoco e sobrecoxa de peru apresentou
caracteristicas distintas (Tabela 2).

O contetido de umidade foi maior para o pescoc¢o (76,13 %) sendo que a coxa, pele e
sobrecoxa nao diferiram entre si (p>0,05) cujo contetdo medio foi de 74,54%. O contetdo de
umidade no peito e asa foi menor e nao diferiram entre si com valor médio de 73,00%. Os
cortes de frango (asa, coxa, peito e sobrecoxa) descrito por Kumar e Rani (2014) e Jeong et al.
(2011) apresentaram o contetdo de umidade similar aos descritos neste trabalho.

Os contetdos de cinzas (Tabela 2) da coxa, peito e sobrecoxa foram maiores e nao
diferiram entre si (p<0,05) cujo valor médio foi de 1,12%. O conteldo de cinzas de asa,
pescoco e pele foram menores e diferiram entre si. O conteddo de cinzas da coxa e sobrecoxa
de peru foram similares as coxas e sobrecoxas de frango descritos por Hautrive, Marques e
Kubota (2012).

O conteddo de lipidios € um assunto de preocupacdo constante quando se refere ao
consumo de carnes (Pereira e Vicente, 2013). O conteudo de lipidios na pele de peru foi de

15,28 + 0,56% e maior entre 0s cortes comerciais. Baggio, Vicente e Bragagnolo (2002)
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também descreveram alto conteudo de lipidios em pele de peru (12,00 £+ 3,00%). Destaca-se
que a pele de peru com maior contetdo de lipidios e menor conteudo de proteinas e cinzas
pode ser menos atrativa do ponto de vista nutricional para aos consumidores. Entretanto, o
contetdo de lipidios da coxa, pescoco e sobrecoxa ndo diferiram entre si apresentando
contetdo médio de 3,73%, seguido do contetdo de lipidios da asa (2,44%). Observa-se que
entre 0s cortes comerciais de peru, 0 peito apresentou o menor conteudo de lipidios com
1,53% e representa apenas 10% do contetdo de lipidios da pele. Estes resultados estdo de
acordo com Baggio, Vicente e Bragagnolo (2002) que também relataram menor contetdo de
lipidios no peito de peru (0,50%) em relacdo a asa, pele, coxa e sobrecoxa. Considerando que
0 peito apresenta baixo conteudo de lipideos e elevado conteddo de proteina e cinzas este
pode ser uma opcgéo de consumo quando visa 0 aspecto nutricional.

O conteudo de proteina da asa e do peito de peru ndo diferiram entre si cujo conteudo
médio foi de 24,39%. O conteudo de proteina no peito de aves variou entre 22,6 e 24,7%
conforme descrito por Smith et al. (1993), Ding, Xu e Chan (1999) e Qiao et al. (2002). O
conteddo de proteina da sobrecoxa foi menor e de 20,84%, seguido da coxa e pesco¢o que nao
diferiram entre si e apresentaram contetdo médio de 19,09%. O menor conteddo de proteina

foi observado na pele cujo valor foi de 9,94%.

3.3. Perfil de acidos graxos dos cortes comerciais de peru

A proporcdo dos acidos graxos nos cortes comerciais de peru (Tabela 3) foi elevada
para 0 C18:2n-6 (&cido linoleico), C18:1n-9 (&cido oleico) e C16:0 (&cido palmitico).

As proporcdes dos &cidos graxos C18:2n-6 (acido linoleico) de todos os cortes
comerciais de peru ndo diferiram entre si com média de 31,01%. Estes resultados estdo de

acordo com Baggio, Vicente e Bragagnolo (2002) que observaram elevado conteido de acido
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linoleico em asa, peito, pele e coxa com sobrecoxa de peru. Esse acido graxo € essencial para
0s humanos, pois exerce uma fungdo importante na manutencdo da salde e devem ser obtidos
a partir da dieta (Choque et al., 2014). Este acido graxo também esté relacionado a reducédo
dos niveis séricos de LDL (lipoproteinas de baixa densidade) (Lima et al., 2000).

A proporcdo do C18:1n-9 (acido oleico) nos diferentes cortes comerciais de peru foi
maior na pele (35,711%) enquanto que a coxa, pescogo, sobrecoxa, peito e asa ndo diferiram
entre si cujo valor médio foi de 29,88%. Elevado contetdo de acido oleico em pele de peru
também foi observado por Baggio, Vicente e Bragagnolo (2002). Destaca-se que na pele de
peru a proporcao de C18:1n-9 (&cido oleico) foi maior e C18:0 (acido estearico) foi menor.
Segundo Wood et al. (2008) o C18:1n-9 (acido oleico) é predominante em lipidios neutros e
sdo encontrados principalmente em tecidos adiposos, como a pele. O &cido graxo C18:1n-9
(acido oleico) ¢é formado a partir do C18:0 (acido estearico) pela acdo da principal enzima
lipogénica.

A proporcdo do C16:0 (acido palmitico) foi maior para a sobrecoxa (23,568%),
enquanto que coxa, pele, pescoco, peito e asa ndo diferiram entre si cujo valor médio foi de
20,63%. Esses resultados diferiram de Baggio, Vicente e Bragagnolo (2002) que observaram
maior contetdo de C16:0 (acido palmitico) na pele de peru que diferiram com o peito, asa e
coxa com sobrecoxa e com conteudos similares.

A proporcao do C20:4n-6 (&cido araquidénico) no peito e asa foi maior e ndo diferiu
entre si, com valor médio de 2,89%. Enquanto que a proporcdo do C20:4n-6 (acido
araquidénico) na asa nao diferiu da sobrecoxa, coxa e pesco¢o com valor médio de 2,18%.
Sendo que a menor proporcao foi observada na pele de peru (0,545%). Porém, Baggio,
Vicente e Bragagnolo (2002) identificaram maior contetudo do C20:4n-6 (acido araquid6nico)

em asa, coxa com sobrecoxa, peito e pele de peru.
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A proporcdo total dos &cidos graxos saturados (AGS) foi de 25,158% na pele e de
32,956% na sobrecoxa. Observa-se que a propor¢do do C16:0 (4cido palmitico) foi maior
entre todos os cortes comerciais de peru, seguido pelo C18:0 (&cido estearico).

A proporcdo total dos &cidos graxos monoinsaturados (AGM) foi de 31,879% no peito
e de 40,298% na pele. Observa-se a predominancia da propor¢do do C18:1n-9 (acido oleico)
seguido pelo C16:1n-7 (&cido palmitoleico) para todos os cortes comerciais de peru.

A proporcdo total dos &cidos graxos poli-insaturados (AGP) foi similar na sobrecoxa e
pele com proporcoes respectivas de 34,248% e 34,322%, enquanto que a proporcao no peito
foi de 38,544%. Destaca-se que 0 C18:2n-6 (acido linoleico) e C18:3n-3 (acido a-linolénico)
contribuiram com a maior proporcéo de AGP.

A relacdo AGP/AGS indica a qualidade dos lipidios e quanto maior esta relacdo
melhor é a qualidade dos lipidios devido ao maior teor de AGP. De todos os cortes comerciais
de peru a relacdo de AGP/AGS (Tabela 3) foi maior para o peito (1,209) e menor para a pele
(0,852) e indica que a qualidade do lipidio do peito é boa embora o conteddo de lipidios seja
baixo. Todos os cortes comerciais de peru apresentaram relagdo de AGP/AGS acima de
0,852. Contudo, a Organizagdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e a Alimentacdo (FAO,
2010) recomenda que esta relacdo seja acima de 0,4, pois uma alta ingestdo de AGS acarreta o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares. A relacdo AGP/AGS na pele foi menor (0,852)
entre todos os cortes comerciais de peru. Porém, de acordo com Baggio, Vicente e
Bragagnolo (2002) a pele de peru possui elevado nivel de colesterol (81 mg/100g) em relacéo
a asa, coxa, sobrecoxa e peito e portanto recomenda restringir o consumo. A principal classe
lipidica em tecidos gordurosos, como a pele, é de triacilglicerol ou lipidios neutros enguanto
gue nos musculos, hd uma proporcéo significativa de fosfolipidios que possuem um contetido

mais elevado de AGP (Wood et al., 2008).
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Os AGP podem ser divididos em duas familias denominadas 6mega 3 (n-3) e 6mega 6
(n-6). Esses acidos graxos sdo essenciais na dieta humana e a sua importancia esta relacionada
com o controle de varias funcgdes bioldgicas, tais como pressdo arterial do sangue e sistema
nervoso (Patterson et al., 2012). Estes AGP sdo principalmente encontrados nos fosfolipidios
e também foram detectados nos lipidios neutros de tecidos adiposos dos animais (Enser et al.,
2000; Cooper et al., 2004). Na Tabela 3 observa-se que a maior percentagem total de n-6
(35,93%) e n-3 (2,61%) encontra-se no peito em relacdo aos demais cortes.

A relacdo n6/n3 para a pele foi de 18,86, indicando que n-6 é elevado em relagcdo ao n-
3. Entretanto, a relacdo n6/n3 foi proxima de 15 para a coxa, pescogo, sobrecoxa, peito e asa e
similar ao descrito por Li et al. (1998). De acordo com Simopoulos (2000) a relagéo entre n-6
e n-3 na dieta deve ser equilibrada e proxima a 1. Assim, 0s cortes de asa, coxa, peito,
pescoco e sobrecoxa de peru com proporcoes elevadas de n-6 em sua composicdo devem ser
complementadas com outros componentes ricos em n-3 para manter a relacdo n-6/n-3

equivalente na dieta, conforme destacado por Simopoulos (2000).

3.4. Estabilidade Oxidativa dos Cortes Comerciais de Peru

A oxidacdo lipidica é um indicador da qualidade dos alimentos e em especial das
carnes. E considerada uma reacdo espontanea de deterioracdo que resulta frequentemente no
desenvolvimento da rancidez e producdo de compostos responsaveis pelos off flavors nos
alimentos (Gray, Gomaa e Buckley, 1996). A validade de cortes comerciais de peru quando
congelados a -18° C é de nove meses (FDA, 2016). Assim, a estabilidade oxidativa dos
diferentes cortes comerciais de peru armazenados a -18 °© C por 90 dias foi avaliada pela

medida da oxidacao lipidica (TBARS).
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Na Figura 1 observa-se que a maior oxidacdo lipidica ocorreu na pele (2,42 mg de
TBARS/kg de amostra) seguida do pescoco (1,911 mg de TBARS/kg de amostra), asa (0,663
mg de TBARS/kg de amostra), sobrecoxa (0,612 mg de TBARS/Kg de amostra), coxa (0,45
mg de TBARS/kg de amostra) e por Ultimo o peito (0,181 mg de TBARS/kg de amostra). A
elevada oxidacdo lipidica na pele esta associada com o maior contetdo de lipidios (Tabela 2),
enquanto que a menor oxidacao lipidica ocorreu no peito cujo contetdo de lipidios foi menor
(Figura 1, Tabela 2) em relacéo aos demais cortes comerciais de peru.

A correlacdo entre a oxidacdo lipidica e o contetdo de lipidios em todos os cortes
comerciais de peru foi positiva e significativa (0,80; p<0,05) e indica que 0s cortes com maior
conteudo de lipidios apresentaram menor estabilidade oxidativa, como por exemplo, a pele. A
correlacdo significativa entre o contetdo de lipidios e o nivel de oxidagdo lipidica em
diferentes produtos carneos foi descrita por Estévez, Morcuende e Cava (2003), Estévez,
Ventanas e Cava (2005), Ventanas et al. (2008) e Fuentes et al. (2010). A oxidacao lipidica no
pescoco foi elevada (1,911 mg de TBARS/kg de amostra) (Figura 1), embora o contetudo de
lipidios do pescoco, sobrecoxa e coxa foram baixos (Tabela 2) em relagdo aos demais cortes.
Porém, o contetdo de umidade no pescoco foi 0 mais elevado entre 0s cortes comerciais de
peru que possivelmente favoreceu a oxidacao lipidica, conforme descrito por Van Laack et al.
(1994) e Den Hertog-Meischke, VVan Laack e Smulders (1997).

O peito apresentou a maior proporcdo de AGP (Tabela 3), no entanto, foi 0 corte que
apresentou maior estabilidade oxidativa (Figura 1) e indica que ndo houve uma correlacdo
direta entre a proporcdo de AGP e oxidagdo lipidica. Foi observada que a correlacdo de
Pearson entre os AGP de maior percentagem e estabilidade oxidativa ndo foi significativa
(p>0,05). Destaca-se que a oxidacdo dos AGP depende de fatores como o tamanho da cadeia
carbbnica, grau e posicdo da insaturacdo, além da presenca de luz, oxigénio, calor e proé-

oxidantes (ions metalicos) (Frankel, 1996; Mercier et al., 2001; Gandemer, 2002).
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4. CONCLUSAO

Dos cortes comerciais de perus, o peito apresentou maior conteldo de proteinas,
cinzas, AGP, dmega 3 e Omega 6 e maior estabilidade oxidativa. Enquanto que a coxa,
sobrecoxa, asa e pesco¢o apresentaram caracteristicas similares de composi¢do quimica, pH,
cor e perfil de acidos graxo. A pele apresentou menor contetido de proteinas, cinzas, AGP,
O0mega 3 e Omega 6 e menor estabilidade oxidativa. Destaca-se que entre 0s cortes comerciais
de peru, a asa, peito e sobrecoxa apresentaram elevado conteldo de proteinas e relagdo

AGP/AGS, portanto recomenda-se 0 seu consumo.
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Figura 1.

Oxidacéo lipidica nos cortes comerciais de peru armazenados (-18°C) por 90 dias.



Tabela 1. Caracteristicas de pH e cor dos cortes comerciais de carnes de peru

Cortes L* a* b* pH
Asa 52,61°+1,92 8,72°+ 2,33 7,71° + 1,90 5,97° + 0,07
Coxa 42,24+ 3,75 15,61°+ 2,89 7,31°+ 1,92 5,98°+ 0,17
Peito 52,63°+ 1,40 4,00+ 1,08 3,94°+ 1,40 5,94°+ 0,11
Pele 75,63°+ 2,53 10,37°+ 2,70 10,64%+ 1,82 6,28+ 0,14
Pescogo 49,63°+ 1,44 19,34+ 2,20 9,98+ 1,88 5,92°+ 0,06
Sobrecoxa 42,43+ 2,84 18,312"+ 2,97 9,35+ 2,67 6,05°+ 0,21

P Médias seguidas por diferentes letras na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia.

Tabela 2. Composicédo quimica dos cortes comerciais de peru

Cortes Umidade (%) Cinzas (%) Lipidios (%) Proteinas (%)
Asa 72,77°+0,11 1,06° + 0,01 2,44° + 0,42 23,98 + 0,24
Coxa 74,87+ 0,29 1,13+ 0,01 3,77°+0,21 19,42°+ 0,40
Peito 73,23°+ 0,20 1,13+ 0,02 1,53+ 0,40 24,80°+ 0,10
Pele 74,40+ 0,11 0,43+ 0,02 15,28+ 0,56 9,94°+ 0,63
Pescogo 76,13+ 0,28 0,86°+ 0,01 3,76+ 0,17 18,75°+ 0,41
Sobrecoxa 74,36+ 0,11 1,10*"+ 0,02 3,66°+ 0,28 20,84°+ 0,14

2b¢ Médias seguidas por diferentes letras na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia.



Tabela 3. Perfil de &cidos graxos dos cortes comerciais de peru
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ACIDO GRAXO COXA PELE PESCOCO SOBRECOXA PEITO ASA
C12:0 (%) 0,023*°+ 0,01 0,018°+ 0,01 0,028*°+ 0,01 0,033+ 0,01 0,024*°+ 0,01 0,024*°+ 0,01
C14:0 (%) 0,485°+ 0,01 0,480°+ 0,05 0,511°+ 0,03 0,600*+ 0,03 0,488°+ 0,03 0,491°+ 0,01
C16:0 (%) 21,047°°+ 0,55 19,651°+ 1,42 20,128"°+ 0,61 23,568%+ 0,20 20,804°°+ 0,18  21,513°+0,49

C16:1n-7 (%) 0,301°+ 0,01 1,268°+ 1,93 0,296°+ 0,02 0,313+ 0,01 0,278+ 0,02 0,283+ 0,01
C16:1n-9 (%) 3,281°+ 0,48 3,319°+ 0,15 3,652°+ 0,24 2,651+ 0,10 2,178+ 0,14 3,293+ 0,19
C17:0 (%) 0,149°+ 0,01 0,077°+0,01 0,133+ 0,01 0,157°+ 0,01 0,144°+ 0,01 0,131%+ 0,01
C18:0 (%) 8,09°+ 0,84 4,870°+ 0,65 7,143+ 0,65 8,490°+ 0,55 7,688+ 0,72 7,281%+ 0,49
C18:1n-9 (%) 30,292°+ 0,46 35,711%+ 1,02 30,671°+ 0,66 29,387°+ 0,36 29,423°+ 0,57 29,637°+1,08
C18:2n-6 (%) 30,828+ 0,17 31,642°+ 0,70 31,973+ 1,22 29,262°+ 0,42 31,276°+ 1,24  31,079*"+ 0,56
C18:3n-3 (%) 1,830°+ 0,09 1,728%+ 0,24 1,907°+ 0,23 1,533%+ 0,06 1,850°+ 0,12 1,899°+ 0,17
C18:3n-6 (%) 0,020*+ 0,04 0,056+ 0,06 0,016°+ 0,03 0,105+ 0,01 0,032*°+ 0,04 0,048%°+ 0,03
C20:2n-6 (%) 0,147°°+ 0,02 0,086°+ 0,06 0,196*°+ 0,02 0,22%+ 0,02 0,213+ 0,02 0,167*°+ 0,02
C20:3n-3 (%) 0,149%+ 0,05 nd 0,073+ 0,01 0,129%°+ 0,04 0,0906*+ 0,03 0,053°+ 0,01
C20:4n-6 (%) 2,160°+ 0,21 0,545°+0,15 2,103°+ 0,51 2,046°+ 0,15 3,338+ 0,87 2,431*°+ 0,52
C22:0 (%) 0,160+ 0,01 0,062+ 0,04 0,130*+ 0,04 0,108+ 0,10 0,157%+ 0,06 0,168+ 0,05
C22:4n-6 (%) 0,464*°+ 0,03 0,265°+ 0,43 0,429%° + 0,04 0,484*°+ 0,06 0,790°+ 0,19 0,631*°+ 0,16
C22:5n-3 (%) 0,103°+ 0,02 nd 0,103°+ 0,03 0,159°+ 0,02 0,274%+ 0,08 0,172°+ 0,05
C22:5n-6 (%) nd nd nd 0,113*°+ 0,02 0,282°+ 0,11 0,083°+ 0,10
C22:6n-3 (%) 0,195°+ 0,04 nd 0,162°+ 0,03 0,197°+ 0,03 0,398+ 0,11 0,253°+ 0,07
AGS* (%) 29,954 25,158 28,073 32,956 29,305 29,608
AGM** (%) 33,874 40,298 34,619 32,351 31,879 33,213
AGP*** (%) 35,896 34,322 36,962 34,248 38,544 36,816
AGP/AGS 1,060 0,852 1,068 1,059 1,209 1,108
n-3 (%) 2,28 1,73 2,25 2,02 2,61 2,38
n-6 (%) 33,62 32,59 34,72 32,23 35,93 34,44
n-6/n-3 14,76 18,86 15,46 15,97 13,75 14,49

*Acidos Graxos Saturados; ** Acidos Graxos Monoinsaturados; *** Acidos Graxos Poli-insaturados. nd= ndo identificado. -

b¢ Médias seguidas por diferentes letras na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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5.3 Artigo Cientifico 3:

EXTRACAO E OBTENCAO DE ISOLADO DE COLAGENO DE BARBELAS DE
PERU

Foi redigido para posterior submissdo ao periédico Food Chemistry.



114

EXTRACAO E OBTENCAO DE ISOLADO DE COLAGENO DE BARBELAS DE

PERU

Danielle C. B. Honorato®, Aryella C. Hoffmann'; Rafael H. Carvalho ?, Adriana L. Soares *

Paulo D. Guarnieri 3, Massami Shimokomaki 2 e Elza I. Ida ¥

! Universidade Estadual de Londrina, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Londrina, PR, Brasil; 2 Universidade Estadual de Londrina, Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva, Londrina, PR, Brasil; * Universidade de S3o Paulo, Programa de Pés

Graduacdo em Ciéncia de Alimentos, Sdo Paulo, SP, Brasil.

YAutor correspondente: elida@uel.br
Endereco: Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, PR, Brasil, 86057-970.

TEL.: (43) 3371 4080.



115

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar a melhor condicéo de extracdo e obtengéo do isolado
de colageno (IC) de barbelas de perus e caracterizar o perfil de eletroforese. Foram utilizadas
as barbelas limpas (Nicholas 700) e pré-preparadas aplicando o planejamento fatorial
completo (2%) para estabelecer a melhor condicdo de extracdo e obtengdo de IC, cujas
variaveis independentes foram X; (pH do &cido acético) e X, (percentagem de pepsina) e a
funcéo-resposta foi o contetdo de colageno. Apoés estabelecer a melhor condicdo de extracéo
e obtencdo do IC foi calculado o rendimento e grau de purificacdo e caracterizado o perfil de
eletroforese. A melhor condigcdo para extracdo e obtencdo de IC ocorreu quando o pH foi
igual a 2,0 e a percentagem de pepsina de 0,05% com rendimento de 25% e grau de
purificacdo de 3,9 vezes. O perfil de eletroforese do 1C obtido foi similar ao do colageno tipo
I. A obtencéo de IC de barbelas de perus machos € simples e viavel para ser executada e pode
ser recomendada a industria para reaproveitar este subproduto para elaboracdo de um aditivo

com multiplas aplicaces.

Palavras-chave: Subproduto; colageno tipo I; peru; composicdo quimica.

1. INTRODUCAO

O colégeno ¢ a proteina dominante do tecido conjuntivo nos mamiferos e corresponde
a aproximadamente 30% da proteina total (Ricard-Blum, 2011). A estrutura molecular
consiste de uma unidade basica denominada de tropocolageno, o qual € constituido por trés
cadeias alfa (cadeias polipeptidicas) entrelacadas que formam uma tripla hélice. As cadeias
alfa podem ser idénticas ou podem diferir na sua sequéncia de aminoacidos, dependendo do

tipo de colageno. Uma cadeia de polipeptideos comum € constituida por uma sequéncia de
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(Glicina-X-Y), repetida ao longo da cadeia, onde as posi¢des X sdo frequentemente ocupadas
por prolina e o Y, hidroxiprolina ou hidroxilisina (Gelse, Poschl e Aigner, 2003). Dos
colagenos existentes, tém sido identificados pelo menos 28 tipos e cada um difere em sua
estrutura molecular, sequéncia de aminoacidos e funcdo (Ricard-Blum, 2011). O colageno
tipo |1 é o colageno mais abundante no organismo e é encontrado principalmente na pele,
0ssos, tenddes e ligamentos de mamiferos (Olivo e Shimokomaki, 2001; Gelse, Poschl e
Aigner, 2003). E a segunda forma mais abundante desta proteina é o colageno tipo 111, o qual
é amplamente distribuido em tecidos que contém o colageno tipo I, com excecdo dos 0ss0s
(Bailey e Light, 1989; Gelse, Poschl e Aigner, 2003).

Tradicionalmente, as principais fontes comerciais de extracdo e isolamento do
colageno tém sido a pele de bovinos e suinos. No entanto a extracdo de colageno a partir de
diferentes fontes animais vem sendo intensamente investigada com potencial para obtencédo
do isolado (Nalinanon et al., 2011; Simdes et al., 2014; Thuy, Okazaki e Osako, 2014; Liu et
al., 2015; Mohammadi et al., 2016; Zhou et al., 2016). A distribuicdo da massa molar,
estrutura e composicdo dos colagenos dependem das condicdes utilizadas na extracdo e da
fonte de matéria-prima (Ricard-Blum, 2011). Assim sendo, para cada tipo de matéria-prima, €
necessario determinar as melhores condi¢@es do processo de extracdo e obtencdo do isolado
de colédgeno com as caracteristicas desejadas (Schmidt et al., 2016). Para extracdo de colageno
de diferentes tecidos animais, geralmente sdo utilizados acidos organicos, como o acido
acetico, seguido de hidrélise com enzima proteolitica, como a pepsina (Bailey et al., 1979;
Alves e Prudéncio-Ferreira, 2002; Sadowska, Koodziejska e Niecikowska, 2003; Wang et al.,
2008; Woo et al., 2008; Yan et al., 2008; Benjakul et al., 2010; Nalinanon et al., 2011; Shon,
Hwang e Eun, 2011).

As barbelas de peru na maioria das vezes sdo designadas como subprodutos do abate e

descartadas junto com a cabeca, as quais tém como destino a graxaria. Este possivel
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subproduto, sdo tuberosidades carnosas localizadas no pescogo do peru e podem ter coloracéo
vermelha ou cinza, a qual se desenvolve em resposta aos hormdnios masculinos. Em situacéo
de animacdo, medo, raiva, alerta ou quando ocorrem alteracfes de humor, as barbelas podem
mudar temporariamente de cor (Baratti et al., 2010). A outra funcdo das barbelas é a sua
propriedade termorregulatéria, ou seja, auxiliam na homeostase dos animais (Buchholz,
1996). Ainda ndo ha publicacbes que relatem maiores caracteristicas sobre as barbelas de
peru, no entanto, sabe-se que ha grande quantidade de tecido conjuntivo nestas tuberosidades.
Assim, a extracdo e obtencdo de isolado de coldgeno de barbelas de peru pode ser uma
alternativa efetiva para agregar valor a este subproduto e também, ampliar a fonte de extracao
e obtencdo do isolado de colageno. O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de carne de
peru e, portanto as barbelas podem ser um subproduto de importancia econdmica. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi determinar a melhor condicéo de extracdo e obtencéo do isolado de

colageno (IC) de barbelas de perus e caracterizar o perfil de eletroforese.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

As barbelas de perus machos e fémeas foram obtidas em uma planta comercial
localizada na regido sul do Brasil. Os perus (linhagem Nicholas 700, com 140 dias de abate e
peso médio de 18 + 2 kg) foram abatidos conforme as préaticas da industria e aprovadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). As barbelas foram coletadas,
refrigeradas a 4°C e transportadas até o laboratério sob-refrigeracdo, onde foram lavadas com

agua destilada e armazenadas a -18°C até o0 momento das analises.
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A pepsina e o padrdo de colageno tipo | foram adquiridos da Sigma Aldrich Co. (St.
Louis, EUA), o padrdo de hidroxiprolina da Acrés Organics (Thermo Fisher, EUA) e o
marcador de peso molecular da Invitrogen (Novex, Thermo Fisher, EUA). Os outros

reagentes foram de pureza analitica e de diferentes procedéncias comerciais.

2.2. Caracterizacdo Quimica e Determinacdo do Contetdo de Colageno

As barbelas de perus machos (2 kg) e fémeas (2 kg) abatidos com 140 dias foram
amostradas aleatoriamente e caracterizadas quanto a composi¢do quimica conforme descrito
na AOAC (2012). O conteido de colageno foi determinado pelo teor do amino&cido
hidroxiprolina conforme a metodologia descrita por Woessner (1961) cujo resultado foi
multiplicado por 8,0 conforme Kolar (1990). Os resultados foram expressos em g de colageno
em 100 g de amostra. A composic¢do quimica e o conteddo de colageno dos perus machos e

fémeas foram comparados entre si aplicando o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

2.3. Preparo das Barbelas de Peru

Apos descongelamento das barbelas de perus machos por 12 h a 4°C, estas foram
estendidas e cortadas manualmente em pedacos uniformes com 1,0 cm de comprimento e 1,0
cm de largura (Figura 1). As barbelas foram previamente tratadas conforme procedimento
descrito por Shimokomaki (1980). No procedimento, os pedagos de barbelas foram imersos
em agua destilada na proporcao de 1:10 (m/v) e agitados em incubadora refrigerada (TE 421,
Tecnal, Brasil) a 4°C por 48 h, com troca diaria da agua destilada. Os compostos nao fibrilares
foram removidos pela substituicdo da agua destilada por solucéo de 0,05 mol L™ de Tris-base

contendo 1,0 mol L™* de NaCl (pH 7,5) na proporcdo de 1:10 (m/v) sob agitacdo em
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incubadora refrigerada a 4°C por 48 h, com troca diaria da solucdo. Apos este periodo a

solucgéo foi removida e a barbela utilizada para extracéo e obtencéo do IC.

2.4. Extracdo e Obtencdo de Isolado de Colageno (IC) de barbelas de peru

Para estabelecer a melhor condicdo de extracdo e obtencdo de IC de barbelas de peru
foi aplicado o planejamento fatorial completo (2% com trés repeticdes no ponto central,
totalizando 7 ensaios que foram realizados aleatoriamente (Tabela 2). As variaveis
investigadas foram X3 (pH do &cido acético) e X, (% de pepsina). Os tempos de acdo do &cido
acetico e da pepsina utilizados para a extracdo e obtencdo do IC foram estabelecidos
conforme ensaios preliminares. Estes ensaios indicaram que o tempo de acédo do &cido acético
ndo influenciou na extracéo e obtencdo de IC e o tempo estabelecido para a acdo da pepsina
foi de 12 h de agitacao.

Assim, as barbelas de perus limpas e pre-preparadas foram submetidas ao processo de
extracdo com acido acético na proporg¢édo de 1:10 (m/v), cuja variavel foi o pH ou seja X; (2,0;
2,5 e 3,0) e sem agitacdo. Ao final do tratamento com acido acético e respectivo pH, a mistura
foi homogeneizada em turrax por 10 min a 16.000 rpm. Em seguida, a variavel X5, ou seja,
percentagem de pepsina (0,05%; 0,25% e 0,45%) em relacdo ao homogenato foi adicionada e
a mistura mantida sob agitacao (TE 421, Tecnal, Brasil) por 12 h a 4°C. Apds a hidrélise com
pepsina, o pH do material foi ajustado para 7,5 utilizando1,0 mol L™ de NaOH ou 1,0 mol L™
de HCI e centrifugado a 10.000 x g por 30 min a 4°C. O precipitado (P;) foi descartado e o
sobrenadante (S;) contendo o material colagenoso foi submetido a precipitacdo salina com 3,0
mol L™ de NaCl e novamente centrifugado a 10.000 x g por 30 min a 4°C. O sobrenadante
(S,) foi descartado e o precipitado (P») foi dialisado em soluc&o de acido acético 0,5 mol L™

por 72 h a 4°C, com troca diéria da solu¢do. Em seguida o precipitado foi liofilizado (Alpha
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Christ, Osterode AM Harz, Alemanha) e denominado de isolado de colageno (IC) que foi
utilizado para determinagdo da fungdo resposta Y; (g de colageno em 100 g de IC). A equacéo
do modelo proposto foi: Y1 = Bo + BiX1 + B2X2 + € (Equagéo 1), onde: Y = funcdo-resposta;
X1, X2 = varidveis codificadas; f = coeficientes estimados para cada termo; e = residuo.

A partir da determinacdo da funcdo-resposta (Y1) foi realizada a analise de regresséo,
analise de variancia (ANOVA), construcdo dos graficos de superficie de resposta e de

desejabilidade utilizando o programa STATISTICA 7.0 (StatSoft, 2004).

2.4.4. Validagdo do modelo

A validacdo do modelo proposto foi realizada em duplicata a partir da melhor
condicao para obter o IC de barbelas de peru com maior conteudo de colageno. Os resultados
foram comparados com os estimados pelo modelo aplicando o teste t de Student ao nivel de

5%.

2.5. Rendimento e grau de purificacéo do IC

O rendimento e o grau de purificacdo do IC de barbelas de peru foram determinados
conforme descrito por Simdes et al. (2014). Sendo que a % de rendimento foi calculada pela
relacdo entre a massa (g) de 1C obtida e a massa (g) de barbela de peru utilizada multiplicado
por 100. O grau de purificacdo foi calculado pela relacdo entre o contetdo de colageno do IC
(g de colageno em 100 g de IC) e da barbela de peru (g de colageno em 100 g de barbela de

peru).

2.6. Eletroforese
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Apoés a validagdo do modelo foi obtido o IC de barbelas de peru e realizado a
eletroforese utilizando dodecil sulfato de sodio em gel de policrilamida (SDS-PAGE). As
amostras foram preparadas de acordo com Shimokomaki et al. (1980) e Tanaka e
Shimokomaki (1996) com algumas modificagdes. Foram pesados 12 mg do IC e adicionado 1
mL de SDS 2%. Em seguida, foi adicionado 1 mL de tamp&o da amostra contendo 20% de
glicerol; Tris-HC1 0,5 M pH 6,8; 20% de SDS a 10% ¢ 5% de -mercaptoetanol. Para o gel
de concentragéo e separacdo foram utilizados 4% e 8% de poliacrilamida, respectivamente.

A amostra foi mantida a 60°C por 30 min em banho-maria, resfriada e 10 pL foram
aplicados no gel de policrilamida. Em paralelo a amostra foram aplicados 10 pL de marcador
de peso molecular (10 — 220 kDa) e 10 pyL de padréo de colageno Tipo | de cauda de rato
(diluido em tampé&o de amostra 1:1 v/v). As condicOes da eletroforese foram 100 V, 25 mA e
5 W por 2 h. Apds a corrida, os géis foram corados em Comassie Brilhante G-250 (0,01 g)
dissolvido em agua destilada, metanol e acido acético na propor¢do de 5:4:1 (v/v/v). Em
seguida foram descorados com solucdo de agua, metanol e acido acético na proporcao de
5:4:1 (viviv). O perfil de eletroforese foi registrado utilizando o fotodocumentador (sistema

KODAK Electrophoresis Documentation and Analysis System 290).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicdo quimica e conteudo de colageno de barbelas de peru

A composicdo gquimica de barbelas de perus machos e fémeas apresentaram diferencas

significativas no contetdo de umidade e proteinas (Tabela 1). Sendo que as barbelas de perus

machos apresentaram menor contetdo de umidade e maior contetdo de proteina. O conteido
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de umidade e proteina de barbelas de perus machos e fémeas estdo proximos ao de outras
matérias-primas utilizadas para a extracdo e obtengdo de IC (Liu, Lin e Chen, 2001; Sim@es et
al., 2014).

O conteldo de lipideos e cinzas de barbelas de perus machos e fémeas ndo apresentaram
diferencas significativas, cujos valores médios foram de 0,89 g.100g™ e 0,41 g.100g7,
respectivamente.

O contetido de colageno de barbelas de perus machos e fémeas apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) sendo que os perus machos apresentaram um conteldo maior e de 44%
em relacdo as barbelas de perus fémeas. Pines et al. (1996) também observaram que o
conteddo de colageno de peles de frangos machos foi maior quando comparado com as
fémeas. Segundo Bailey e Light (1989) e Balian e Bowes (1977), os contetdos de colageno de
pele, tenddes, 0ssos e estdbmagos de mamiferos variaram entre 15 g.100g™ e 95 g.100g™ de
amostra.

Considerando que as barbelas de perus machos apresentaram maior conteudo de colageno

e proteinas, estas foram utilizados como matéria-prima para extracéo e obtencdo de IC.

3.4. Avaliacéo das condicdes do processo de extracdo e obtencdo de IC de barbelas de

peru

Analisando os coeficientes de regressdo (Tabela 3) observou-se que a variavel X; (pH
do &cido acético) apresentou efeito negativo e significativo (p<0,05) sobre a fungéo resposta
Y1 (g de coldgeno em 100 g de IC). Estes resultados indicaram que quanto menor o valor de
X1 (pH do &cido acético) maior serd a funcdo resposta (Y1). Assim, observa-se (Tabela 2) que
quando x;= -1 (pH=2,0) (Ensaios 1 e 3), 0 Y3 é maior, ou seja, Y; = 83,22 = 1,01 g de

coldgeno em 100 g de IC e Y;= 85,10 £ 0,90 g de colageno em 100 g de IC, respectivamente.
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Entretanto, o efeito da variavel X; e a interacdo X;*X, sobre a funcéo resposta (Y;) ndo foram
significativos ao nivel de 5%.

A ANOVA (Tabela 4) indicou que o modelo proposto foi significativo com
coeficiente de determinacdo (R? = 81,13%) indicando que houve um bom ajuste do modelo
aos dados experimentais e, portanto, pode ser utilizado com finalidade preditiva para extracéo
e obtencdo de IC de barbelas de peru. Embora, a variavel X, e a interacdo X;*X, ndo foram
significativas, estas ndo foram excluidas do modelo devido a elevada contribuicdo destas
variaveis (R? = 81,13%). Assim sendo, o modelo foi descrito como: Y = 71,43571 — 9,70250
X3 +1,91250 x, + 0,97250 x,* x, (Equacgéo 2), onde Y = g de colageno em 100 g de IC; x;=
pH do &cido acético e x,= % de pepsina.

A partir do modelo e simulando a condi¢cdo de menor nivel de x; (-1) e maior nivel de
Xz (+1) observa-se que Y; sera igual a 82,08 g de colageno em 100 g de IC, cujo resultado ndo
diferiu do ensaio 3 (85,10 = 0,90 g de colageno em 100 g de IC), onde se observou maior
valor de Y. Observa-se também que este resultado (também néo diferiu do ensaio 1 (83,22 =
1,01 g de colageno em 100 g de IC) onde ha o menor nivel de x;=-1 e x, = -1.

Pela superficie de resposta (Figura 2) confirma-se que ha uma regido onde se pode
obter Y acima de 80 g de colageno em 100 g de IC quando o pH foi igual a 2,0 (x;=-1) e %
de pepsina foi de 0,05% (x,= -1) ou 0,45% (x,=+1), ou seja, Y;=83,22 £ 1,01 g de colageno
em 100 g de IC (pH=-1, % de pepsina=-1) e Y;=85,10 £ 0,90 g de colageno em 100 g de IC
(pH= -1, % de pepsina= +1). Os parametros de desejabilidade (Figura 3) indicaram que a
méaxima extracao de coladgeno de barbelas de peru (Y;=82,08 g de colageno em 100 g de IC)
ocorreu quando x;= -1 ou pH igual a 2,0 e X, em qualquer concentracdo de pepsina (0,05%;
0,25% ou 0,45%). Entretanto, visando a extracdo e obtencdo de IC de barbelas de peru com
menor custo, recomenda-se utilizar a menor concentracdo de pepsina, ou seja, quando X, = -1

ou Xz = 0,05% de pepsina. Portanto, a melhor condigdo de extracdo e obtencdo de IC de
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barbelas de peru macho foi quando aplicou o0 menor nivel de x; e Xz, ou seja, pH igual a 2,0 e

percentagem de pepsina igual a 0,05%.

3.5. Validacdo do modelo

A melhor condicdo para obter IC com maior contedo de colageno (Y= 83,22 + 1,01
g de colageno em 100 g de IC) ocorreu quando se aplicou o menor nivel, ou seja, 0 ensaio 1
(x2=-1 ou pH=2,0 e x,=-1 ou 0,05% de pepsina). E quando estimado pelo modelo a Y ;= 80,20
g de colageno em 100 g de IC. Este ensaio foi reproduzido experimentalmente em duplicata e
0 conteudo médio de colageno do IC obtido na extragdo foi de 80,74 £+ 0,14 g de colageno em
100 g de IC. Comparando este conteido medio de colageno do IC com o estimado pelo
modelo observou-se que ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) e, portanto, o

modelo proposto foi validado e confirmado que pode ser utilizado para fins preditivos.

3.6. Rendimento e grau de purificacdo do IC

O rendimento e o grau de purificacdo do IC de barbela de peru foram calculados a
partir do modelo validado, sendo que o rendimento foi de 25% + 1,21. O sucesso do
rendimento do processo de extracdo de colageno, segundo Nalinannon et al. (2007) também
foi dependente da combinacdo do uso de acido com pepsina. O rendimento da extracdo de
colageno foi de 15,8% até 49,10% quando utilizou acido e pepsina de diferentes matérias-
primas, tais como pele de peixes, pé de frango, tdnica albuginea de suinos imunocastrados e
casca de ovo (Nagai, Araki e Suzuki, 2002; Ogawa et al., 2003; Liu, Li e Guo, 2007;

Nalinanon et al., 2007; Simdes et al., 2014; Mohammadi et al., 2016; Zhou et al., 2016).
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O grau de purificagdo do IC foi de 3,9 vezes em relagdo ao conteldo de colageno da
barbela de perus machos. O conteido médio de colageno do IC obtido foi de 80,74 + 0,14 g
de colageno em 100 g de IC e o conteldo de colageno da barbela de perus machos foi de
20,55 + 0,35 g de colageno em 100 g de matéria-prima. O grau de purificacdo do isolado de
colageno de tanicas albugineas foi de 3,5 vezes, sendo que a tunica albuginea apresentou
23,24 g de coldgeno em 100 g de matéria-prima e IC com 81,9 g de colageno em 100 g de IC

(Simdes et al., 2014).

3.7. Perfil de eletroforese do IC de barbelas de peru

O perfil de eletroforese em SDS-PAGE do IC de barbelas de peru foi comparado com
0 marcador de peso molecular e padrdo de colageno tipo I (Figura 4). A eletroforese do
padréo de colageno tipo | apresenta bandas de maior peso molecular e indica a presenca de
pelo menos duas cadeias a diferentes (o € o), bem como uma cadeia f§ (Ricard-Blum, 2011;
Zhou et al., 2016). O perfil de eletroforese do IC apresentou bandas com mobilidades
proximas ao padrdo de colageno tipo I. E quando comparado com o marcador de peso
molecular, apresentou bandas com peso molecular acima de 30 kDa e predominancia de 30
kDa a 220 kDa. Assim sendo, observou-se que o perfil de eletroforese de IC de barbela de

perus machos apresentou similaridade com o perfil de eletroforese do colageno tipo I.

CONCLUSAO

Para extracdo e obtencdo de IC de barbelas de perus machos a melhor condigcdo do

processo foi quando utilizou o pH do acido acético igual a 2,0 e 0,05% de pepsina, com

rendimento de 25% e grau de purificagédo de 3,9 vezes. O perfil de eletroforese do IC foi
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similar ao do colageno tipo I. A obtencdo de IC de barbelas de perus machos é simples e
vidvel para ser executada e pode ser recomendada a inddstria para reaproveitar este
subproduto para elaboracdo de um aditivo para aplicacdo em alimentos, embalagens,

cosméticos e medicamentos.
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Figura 1. Fluxograma para extracdo e obtencdo de IC de barbelas de perus (Simdes et al.,
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Figura 2. Superficie de resposta para Y; (g de colageno em 100 g de IC) para extracdo e
obtencdo de IC de barbela de peru.
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Figura 3. Parametro estimado de desejabilidade para as variaveis X; (pH do &cido acético) e
X2 (% de pepsina) para extracdo e obtencao de IC de barbelas de perus.
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Figura 4- SDS-Page do IC de barbelas de perus. Coluna 1 — isolado de colageno (IC); coluna
2- Marcador de peso molecular (Padrdo invitrogen); coluna 3- Padrdo de colageno tipo |
(Sigma).
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Tabela 1. Composi¢do quimica e contetdo de colageno de barbelas de perus (g por 100 g).

i A C e o Conteudo de

Amostras Umidade Proteina Lipideos Cinzas Colageno**
Barbela 140 dias 81,10° 21,02° 0,84° 0,39° 20,55°
Macho (£0,12) (£0,20) (£0,03) (£0,02) (%0,35)
Barbela 140 dias 82,32 15,49° 0,93° 0,43° 14,27°
Fémea (£0,24) (£0,21) (£0,08) (£0,03) (£1,56)

2* Médias seguidas por diferentes letras na mesma coluna diferem no test t-student ao nivel de 5% de significancia
(p<0,05); * g em 100 g de matéria-prima ***g de colageno em 100 g de matéria-prima.

Tabela 2. Planejamento fatorial completo (2%) com variaveis independentes e funcao resposta

(Y1) nas condicOes de extracdo e obtencdo de IC de barbelas de perus

Variaveis independentes e niveis de variagdo Funcdo Resposta (Y;)
Ensaio pH do acido acético  Percentagem (%) de pepsina Contetdo de Colageno*
X1 (X1) Xz (X2) (g de colageno em 100g
de IC)

1 -1 (2,0) -1 (0,05) 83,22+ 1,01
2 +1 (3,0) -1 (0,05) 61,87 + 1,17
3 -1(2,0) +1 (0,45) 85,10 + 0,90
4 +1 (3,0) +1 (0,45) 67,64 + 1,29
5(C) 0(2,5) 0 (0,25) 66,08 + 1,53
6 (C) 0(2,5) 0 (0,25) 69,48 + 1,52
7 (C) 0(2,5) 0 (0,25) 66,66 + 1,36

*Médias e desvio padrdo (n=3). (C)= ponto central

Tabela 3. Efeitos estimados para a funcdo resposta (Y;) a partir dos resultados do

planejamento fatorial completo (2°)

Variaveis Independentes Ccl):\?;‘gcriggstéeode PE(;::ZO t(3) p
Media 71,43 2,09 34,16 0,000**
X1 (pH do acido acético) -9,70 2,77 -3,51 0,039**
X2 (% de pepsina) 1,91 2,77 0,69 0,539
X1.X2 0,97 2,77 0,35 0,748

*Y ;=g de colageno por 100 g; ** fatores significativos (p<0,05).
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Tabela 4. ANOVA do modelo linear para a extracéo e obtencéo de IC de barbelas de perus

Fontes de variacao Soma dos (_Braus de Qua/d r_ado F calculado
Quadrados liberdade médio
Regresséo 461,7784 2 230,8892 69,79*
Residuo 25,03 4 6,2575
Total 486,8084 6

Frabulado (2,2,5%)219,00; *Fealculado™ Ftabulado= FegF655510 5igniﬁcativa-
Coeficiente de determinagdo (R%)=0,8113.
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6 CONCLUSAO

Os peitos de peru PSE apresentaram pH de 5,90 e menor do que os peitos Normal. Os
peitos de peru PSE apresentaram reducgéo de 2% e 13% na CRA e FC e aumento de 10%, 21%
e 3% na PPC, DP e IFM, respectivamente que comprometem as propriedades funcionais desta
carne. Pela histologia dos peitos de peru PSE confirmou-se que a CRA reduziu conforme a
reducdo de 19,5% no diametro das fibras e maior espago extracelular no endomisio.

Dos diferentes cortes comerciais, 0 peito apresentou maior conteldo de proteinas,
cinzas, AGP, dmega 3 e dmega 6 e maior estabilidade oxidativa, a coxa, sobrecoxa, asa e
pescoco apresentaram composicdo quimica, fisica e perfil de acidos graxos similares,
enquanto que a pele apresentou menor contetdo de proteinas, cinzas, AGP, 6mega 3 e dmega
6 e menor estabilidade oxidativa.

A melhor condicdo para extracdo e obtencdo de IC de barbelas de peru macho foi
quando utilizou o pH do &cido acético igual a 2,0 e 0,05% de pepsina para hidrélise com
rendimento de 25% e grau de purificacdo de 3,9 vezes em relacdo a matéria-prima. O perfil de

eletroforese do IC foi similar ao colageno tipo I.
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ANEXO
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Quadro 1. Nomenclatura usual e IUPAC dos acidos graxos identificados neste estudo e a sua

respectiva simbologia

SIMBOLOGIA NOMENCLATURA IUPAC* NOMENCLATURA USUAL
C12:0 Acido dodecanoico Acido laurico
C14:0 Acido 9-tetradecanoico Acido miristico
C16:0 Acido hexadecanoico Acido palmitico

C16:1n-7 Acido 9-hexadecendico Acido palmitoleico
C16:1n-9 - -
C17:0 Acido heptadecanoico Acido margarico
C18:0 Acido octadecanoico Acido estearico
C18:1n-9 Acido 9-octaecenoico Acido oléico
C18:2n-6 Acido 9,12-octadecadienoico Acido linoleico
C18:3n-3 Acido 9,12,15-octadecatrienoico Acido a-linolenico
C18:3n-6 Acido 6,9,12-octadecatrienoico Acido y-linolenico
C20:2n-6 Acido 11,14-eicosadienoico -
C20:3n-3 Acido 11,14,17-eicosatrienoico -
C20:4n-6 Acido 5,8,11,14-eicosatetraenoico Acido araquidénico
C22:0 Acido docosanoico Acido behénico
C22:4n-6 Acido 7,10,13,16-docosatetraenoico Acido adrénico
C22:5n-3 Acido 7,10,13,16,19-docosapentaenoico Acido clupanoddnico
C22:5n-6 Acido 4,7,10,13,16-d0cosapentaenoico Acido docosapentaenoico
Acido 4,7,10,13,16,19- )
C22:6n-3 docosahexaenoico Acido cervonico

*IUPAC= Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada.





