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ESTUDO DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS DAS PROTEINAS
MIOFIBRILARES E OXIDACAO LIPIDICA DE CARNE DE FRANGO
| MECANICAMENTE DESOSSADA

Candidata: Marise Aparecida Rodrigues Pollonio
Orientador: Prof. Dr. Aloisio José Antunes

RESUMO

Carne de frango mecanicamente desossada (CFMD), a qual ¢ obtida de
partes menos nobres de frango (dorso, pescogo, € poedeiras de descarte) constitui-se
numa matéria-prima conmumente utilizada em produtos emulsionados processados. O
processo mecinico resulta em alteragiio da composigio lipidica devido 4
incorporagio de medula dssea, pigmentos heme, gordura, Fe, Cu, Ca e P. Ocorre
também rompimento das fibras musculares ¢ exposigiio dos fosfolipidios presentes
nas membranas celulares.

Os ingredientes, polifosfato, nitrito e ascorbato de sédio sfio utiizados
em produtos clrneos processados, aos quais tém sido atribuidos propriedades
antioxidantes.

Considerando que interagdes entre lipidios oxidados e outros
constitiintes  musculares, especialmente  proteinas  miofibrilares, afetam
negativamente a qualidade de produtos processados, este estudo teve por objetivos:
a) avaliar a influénecia da oxidacl@io lipidica sobre as propriedades funcionais da
CFMD, com ¢ sem pele, durante armazenamento sob congelamento; b) caracterizar
o papel do ferro ndo-heminico ¢ ferro heminico no processe de oxidagiio lipidica
durante ¢ mesmo periodo; ¢) avaliar o efeito da adigBo de polifosfato, nitrito ¢
ascorbato de sodio em CFMD durante armazenamento sob congelamento e sua
influéneia sobre as propriedades funcionais,

Os resultados ndicaram que CFMD com ¢ sem pele, com adigfio de
polifosfato, nitrito e ascorbato foi consideravelmente mais estavel 4 oxidaglo
Iipidica, apresentando baixa porcentagem de degradagfo de pigmentos heme,
indicando expressiva agdo antioxidante,

Em relagfo as propriedades funcionats, valores de solubilidade, indice
de atividade de emulsdo e liguido liberado de géis fonmados por proteinas
miofibrilares das diferentes formulagdes foram negativamente influenciados nas
amostras confrole, ao longo do periodo de armazenamento. Adiclo de polifosfato,
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nitrito € ascorbato atuou favoravelmente, evitando a desnaturagdo protéica, o que foi
indicado pelos resultados das propriedades funcionais das proteinag, altos valores de
atividade de ATPase ¢ perfil eletroforético, demonstrando a manutengio da banda de
miosing ao longo do tempo de armazenamento.

Os resultados obtidos indicaram também que o ferro ndo-heminico foi
o principal responsével pelo processo de oxidagio lipidica nas amostras de CFMD
sob aquecimento e o ferro heminico, naquelas armazenadas cruas.

Oxidaglo lipidica ocomda nas matérias-primas  influenciou
siginificativamente os valores de TBARS de salsichas processadas contendo tais
amostras em sua formulagfio, sendo que os maiores indices foram encontrados para
CFMD armazenada sem os aditivos.



FUNCTIONAL PROPERTIES OF MYIOFIBRILLAR PROTEINS AND
LIPID OXIDATION OF MECHANICALLY DEBONED CHICKEN MEAT

Candidate: Marise Aparecida Rodrigues Pollonio
Adviser: Prof. Dr. Aloisio José Antunes

SUMMARY

Mechanically deboned chicken meat (MDCM) is an important raw
material which 1s frequently utilized in the manufature of processed meat products,
The mechanical process alters the composition of lipid fraction by incorporating
bone marrow (heme pigments, fat, Fe, Cu, Ca and P} and causes a rupture of the
muscle fibers, exposing phospholipids which are constituents of the cell membranes.

Polyphosphate, nitrite and sodium ascorbate are frequently used as
ingredient in the mamnfacture of processed meat products. These ingredients hold
maportant anttoxidant properties.

Interactions among oxidated lipids and other muscle constituents,
mainly myofibnilar proteins, adversely affect the quality of processed meat
products. The basic objectives of this study were as follows: a) to evaluate the
influence of lipid oxidation on the functional properties of MDCM, with and without
skin, during frozen storage; b) to characterize the role of non-heme iron and heme-
iron during the same storage period; ¢) to study the effect of polyphosphate, nitrite
and sodium ascorbate on the behaviour of MDCM during frozen storage and also
their influence on the functional properties.

Our results have indicated that MDCM with and without skin were
considerably more stable when polyphosphate, nitrite and ascorbate were
incorporated; a low degradation of heme-pigments was indicative of an expressive
antioxidant action of these compounds.

The functional properties (solubility, emulsifying activity index and
liberation of hquid from gels made with myofibrillar proteins) were significantly
reduced mn the control samples during frozen storage. The adition of polyphosphate,
nifrite and ascorbate inhbited protein denaturation and, as a consequence, functional
properties were maintained, ATPase activity was preserved and the electrophorectic
pattern of myosin was kept,
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Non-heme iron was the main responsible for the process of lipid
oxidation in the samples of heated MDCM and the heme-iron in the raw samples.

The process of lipid oxidation markedly increased the TBARS values
obtamed for the frankfunters; the highest values were obtained for the control
samples, without polyphosphate, nitrite and ascorbate.
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armazenamento sob congelamento (-18°Ch.oooooi.

Figura 12 - Perfil eletroforético das proteinas miofibrilares de CFMD
com ¢ sem pele durante armazenamento sob congelamento
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INTRODUCAO

Produtos processados de frango tm sido recentemente
industrializados em larga escala como resultado da expansio avicola e em resposts
a0 apelo de um segmento do mercado consumidor por produtos com menores
teores de gordura e colesterol. Tais produtos, entretanto, sfio altamente susceptivels
& deterioragfo oxidativa e alieraglc de flavor conhecida como "warmed-over-
flavor”, a qual se desenvolve rapidamente apds progcessamento térmico e durante
estocagem congelada (Ang & Young, 1989).

Esse processo agravou-se com o advento da operag@io de desossa
mecéanica de partes menos nobres (dorso, pescogo, peito sem musculo} e poedeiras
de descarte, constituindo-se em matéria-prima de produtos emulsionados e
processados. O processo meclnico leva a alteraciio da composigio quimica da
matéria-pritna atraveés da incorporagiio de componentes pré-oxidantes da medula
Ossea, pigmentos heme, lipidios, metais como Fe, Cu e elementos como Ca e P,
bem como rompumento das fibras musculares e exposigdo dos fosfolipidios
presentes nas membranas celulares.

Proteinas ¢ 1mais especificamente proteinas miofibrilares,
constifuem-se nos principais componentes estruturais e funcionais, sendo
responsaveis pelas propriedades de emulsificacio, gelatinizagfo e retengfio de agua
¢ gordura (Smith, 1988) em produtos cameos processados. A funcionalidade das
proteinas ¢ mfluenciada por propriedades que incluem carga superficial, peso
molecular, conformagio, hidrofobicidade ¢ tendéncias de associag@io/dissociaglio,
as quais, por sua vez, sdo afetadas por fatores extrinsecos como pH, forga idnica,
contendo de umidade, temperatura ¢ condigdes de processamento (Wilding ef ol
1986).

Interagdes entre lipidios oxidados ¢ outros constituintes musculares
com proteinas alteram as propriedades funcionais, afetando negativamente a
qualidade do produto final. Reagfes dessa natureza ocorrem emt CFMD e tém sido
estudadas em varios sistemas modelos (Buttukus, 1967; Jarenback & Liljemark,
1975; Nakhost & Karel, 1983, 1984). Smith (1987) awribuiu as mudangas
bioquimicas e funcionais observadas nas proteinas de peru desossado
mecanicamente 4 oxidacfio lipidica ocorrida durante o armazenamento congelado.



Uma vez que a oxidaglio lipidica constitui-se num dos fatores
Imitantes da qualidade de CFMD, bem como em cares em geral, muitos estudos
tém sido conduzidos com objetivo de prevenir ou a0 menos minimizar os efeitos
da oxidag¢do sobre a cor, flavor e funcionalidade das protefnas musculares.
Diferentes métodos de aquecimento, tratamento da matéria-prima, sistemas de
estocagem congelada a diferentes atmosferas, remoglic de O, t#m sido
extensivamente revisados na literatura (McMahon & Dawson, 1976 Mast &
MacNeil, 1976; Orr & Wogar, 1979).

De acordo com varios autores (Sofos, 1986; Ang & Young, 1989;
Farr & May, 1970; Tims & Watts, 1958), o uso de polifosfatos em produios
carneos aumenta a capacidade de ligagdo com a Agua, melhora a textura e retarda a
oxidaglic hipidica em carnes cozidas (Shahidi et al., 1987), sugerindo um efeito
quelante sobre ions metais, especialmente ferro ndo-heminico, como possivel
MECAnisMoO para sua agfo anti-oxidante.

Nitrito de s6dio fem efeito contra o processo de oxidagio lipidica ¢
faz parte da formulagio da maioria dos produtos processados de came,
principalmente os emulsionados. Igene ef of. (1979) reportaram que a adi¢do de
156 mg/g de nitrito de sédio a musculo lavado, tomado por sistema modelo, evitou
oxidaclo lipidica catalisada por fosfolipidios, pigmentos heme ¢ ferro ndo-
heminico em carne cozida. Resultados similares foram encontrados por ouiros
autores (Zubillaga ef ol | 1984).

Ascorbatos sdo agentes redutores que afuam em produtos carmneos
diminuindo o tempo para o desenvelvimento de cor, sunimizando a descoloragfo
durante armazenamento e reduzindo o nirito residual (Tellefson & Bowers, 1981}
De acordo com Fox (1974), as propriedades antioxidantes de nirifo sio devidas 3
sua rapida oxidacdo a éxido nitrico, o qual ocorre na presenca de ascorbato {oun
ontro agente redutor). Viarios autores t€m proposto que, portanto, ascorbatos
possuem tarabém atividade antioxadante, especialmente a altas concentragdes,
onde atuariam como capturadores de O, ou pela manutencdo das formas Fet? ¢
Fet? em equilibrio, envolvidas na oxidagio de lipidios em carnes (Sato & Hegarty,
1971

Embora a funcionalidade das proteinas da CFMD e sua estabilidade
a oxidagfo lipidica tenham sido reportadas na literatura (Xiong e Brekke, 1990,
Smith et al,, 1987), pouca informagdo existe a respeito da interaglio entre esses
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dois aspectos ¢ menos ainda em relagio aos efeitos de fosfatos, nitrito ¢ ascorbato
gomo agentes antioxidantes na matéria-prima e sobre as propriedades funcionais
a0 longo da estocagem congelada.

Este estudo, portanto, tem por objetivo estabelecer as relagbes
existentes entre propriedades funcionais e oxidagdo lipidica de CFMD com adigéo
de fosfato, ascorbato ¢ nifrito durante armazenamento congelado.



OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivos principais:

1. Avaliagdo da influéncia da oxidagdo hipidica sobre as propriedades funcionais
de came de frange mecanicamente desossada, com pele ¢ sem pele, durante
armazenamento congelado;

2. Caractenizagfio do papel do ferro heminico ¢ nfio-heminico no desenvolvimento
da oxidagfic lipidica durante armazenamento congelado;

. Avaliagiio do efeito da adiglio de fosfato, nitrito e ascorbato de sodio sobre a
oxidagio lipidica e propriedades funcionais da came de frango mecanicamente
desossada durante armazenamento congelado.
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REVISAQ DA LITERATURA

Came de frango mecanicamente desossada constitui-se numa
matéria-prima comumente utilizada na elaboragBio de produtos cérneos e sua
produgdo deve ser inserida dentro de wm cuwidadoso programa de comtrole de
qualidade (Galvio, 1994). Fatores como temperatura imcial do material a ser
desossado, temperatura final ao término da operagfo, caracteristicas da matéria-
prima {partes da carcaga, presen¢a ou ndo de pele), tipo de congelamento ¢
armazenamento aplicado sfo fatores determinantes na manutengio da qualidade do
produto (Degenhardt, 1989).

Entretanto, apesar da mampulagio adequada pré e pds desossa, a
operagdo mechnica altera significativamente a composigio ¢ estrutura da matéria-
prima original tornando-a altamente susceptivel & oxidagio hpidica (Froming,
1976}, com rompimento das fibras do tecido muscular, resultando em diminmigdo
das propriedades funcionais de suas proteinas. Estes e outros aspectos serdo
abordados na presente revisio bibliografica.

Uma observaciio a ser realizada ¢ gue, embora a legislagio
brasileira defina o produto obtido a partir de ossos ou partes da carcaga dos
animais liberados pelo Servigo de Inspegio Federal, processados em maquinas de
desossa mecénica como carne de frango mecanicamente separada, neste trabatho
serd utilizada a terminologia came de frango mecanicamente desossada por se¢
tratar de um estudo bioguimico sobre oxidaglio lipidica e funcionalidade de
proteinas, onde a maioria dos trabathos publicados sobre o tema utiliza o referido
tenmo.

1. Oxidacio Lipidica

O processo de oxidag#io lipidica constitui-se num dos principais
fatores de deterforagiio da qualidade de produtos cameos resultando em alteragéo
de flavor, cor, textura, valor nutritivo e produgido de componentes toxicos {(Allen &
Foegeding, 1981). Recentemente, com a moderna formulagdo de alimentos
emulsionados, reestruturados ¢ pré-cozides, envolvendo a utilizaglo de partes
desossadas mecanicamente (Pearson ef al, 1983), muitos estudos tém sido
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conduzidos com o objetivo de esclarecer o mecamsmo de peroxidacdo lipidica ¢
encontrar formas de evitar ou mintmizar tais problemas.

A autoxidagio de lipidios em produtos cameos envolve a
peroxidacfio de acidos graxos insaturados, em particular dagueles associados com
fosfolipidios localizados nas membranas celulares. Desenvolve-se através de tiés
etapas: iniciaciio, propagacio ¢ fase terminal (Figura 1). A susceptibilidade ao
processo de oxidagdo depende da capacidade (habilidade) dos dcidos graxos
doarem um atomo de hidrogénio, com produclio de wm radical livre de hipidio o
qual, por sua vez, reage com oxigénio molecular para formar um radical peroxi.
Assim, os dtomos de carbone adjacentes as duplas higages tendem a doar um
atomo de hidrogénio, levando a formacio de radicats estabilizados por ressonéncia
{Halliwell & Gutteridge, 1990). Os produtos primérios da autoxidagHo lipidica sido
hidroper6xidos, 0s quais ndo causam problemas de flavor e rango. Entretanto, a
decomposi¢o de tais hidroperdxidos em produtos secundarios como
hidrocarbonetos, alcodis, cetonas e aldeidos, influenciam significativamente ©
flavor e sabor de carnes. Dependendo da composicBo dos dcidos graxos nos
lipidios, a proporgdio desses produtos de oxidagdo val variar extensivamente (Gray,
1978) (Figura 2).

Figura 1. Etapas de iniciagfio, propagaciiec ¢ termimachio no processo de
oxidacio de Hipidios.

a) Iniciage:
RH- +0, »R +.0H
b) Propagacéo:
R + Oy - ROOF
ROG-+RH—> ROOH+R
¢} Terminacio:
R-+R- - RR
R-+ROO- - ROOR
ROO- + ROO- — ROOR + O,

onde,



RH = acido graxo insaturado
H = atomo de H adjacente a uma dupla ligagfio
ROOH=  hidroperdxidos

Figura 2, Mecanismos de oxidacio lipidica ¢ formaciio de produtos,

-H
Acidos graxos poli msaturados >Radical lvre »Peroxido ativado
(PUFA) [
Oy PUFA
/
hidrocarbonetos < Radical livre  Hidroperéxido

|
aldeidos | alcoois
i ¥

cetonas outros produtos

Ondgénio, luz, calor, metais, pigmentos ¢ grau de insaturag@o dos
acidos graxos influenciam as reagdes acuma descritas.

Metais promovem oxidaglo lipidica por facilitar 2 etapa de
iniciacdo através da transferéncia de elétrons, levando a maiores taxas na producio
de radicais livres e também pela decomposi¢io de hidroperéxidos, Entre os que
catalisam a autoxidacdo em carnes, o ferro € o mais estudado.

O elemento ferro (Z = 26) apresenta varios estados de oxidaglo,
sendo a forma oxidada, férrica (Fet3) ¢ sua forma reduzida, ferrosa (Fe™2) as mais
estaveis, ocorrendo naturalmente em alimentos, o que lhe permite atuar Como
doador e aceptor de elétrons, conferindo importantes propriedades cataliticas. Na
presenga de O,, ions ferrosos produzem o radical superéxido (-Oy7) (1), o qual é
dismutado a H,0, (2). Fe™2 pode também reduzir H;(), a radicais hidroxi {-OH)
(3) (Kanner et al., 1988). Essas reagOes, as quais foram descritas por Fong e/ al.
(1973), siio designadas como reagbes de Haber-Weiss catalisadas por ferro e sdo
apresentadas a seguir:



Oy + Fe*? >Fet2 + 0Oy (1)
2’63‘" + ZH* > Hz 02 + 02 (2)
Fet? + Hy0, >Fet3 + OH- + -OH  (3)

0O ferro também atua na decomposi¢iio de hidroperéxidos pré-
formados em alimentos através das reagles:

Fe*? + ROOH
Fe*3 + ROOH

>Fet3 + RO- + OH- (4)
> Fet2 + ROO- + H* (5) (Love, 1987)

Em tecido muscular, o ferro acumula-se principalmente na
mioglobina e uma menor quantidade ¢ encontrada na hemoglobina, constitaindo as
formas de ferro heminico. Teores muito baixos sfo encontrados em enzimas da
cadeia respiratoria e em proteinas de transporte denommadas transferrinas.

QOutra fonte de ferro importante na peroxidago de lipidios sdo as
ferritinas, as quais sdo as principais proteinas que armazenam ferro celular. Séo
encontradas principalmente no figado, bago ¢ medula dssea e em menor extensio
nos outros tecidos (Clegg ef @f., 1980). De acordo com Linder er ol (1981)
células musculares contém apenas uyma ferritina, a qual migra rapidamente em
eletroforese em gel. Outra ferriting foi isolada de células nfc-musculares do
paréngquima.

In vivo, a sintese de ambas as formas de ferritina é estimulada pelo
ferro ¢ a ingestio desse elemento resulta em acimulo de ferriting. Ferro, por sua
vez, ¢ liberado da ferritina e utilizado pela mitocOndria para sintese de pigmentos
heme. Em células musculares é a mitocondria quem sintetiza mioglobina (Ulvik,
1982).

Fm carnes, as maiores concenfracdes de ferro s@o encontradas na
mipglobina (Mb), cujos valores tipicos sdo: 2-5 mg/g de Mb em came bovina; 4-7
mg/g Mb em ovelhas; 2,5-7 mg/g Mb em suinos; 1-2 mg/g Mb em carne de frango
{Love, 1987). De acordo com Ahn e 4f. {1992}, 0,4 mg Mb/g camne equivale a,
aproximadamente, 1,3-1,4 ppm de ferro 16nico livre.



Hazell (1982) separou os componentes de ferro solivel em carne
bovina, suina, de frango e cameiro. De um modo geral, ferro distnbut-se em cinco
grandes componentes: uma fragio insolvel, ferritina, hemoglobina, mioglobina e
uma fragiio de baixo pese molecular. Enguanto em came bovina, mais de 70% do
ferro distribui-se entre mioglobina e hemoglobina, em tecido muscular de frango,
os pigmentos heme contribuem com menos de 30% na porcentagem de fero e
58% estdo presentes na fragdo insolivel. Entretanto, em todas as amostras, a maior
parte do ferro soliivel encontra-se associada 4 mioglobina ¢ hemoglobina.

Um dos aspectos mais importantes relativo ac papel do ferro no
processo de oxidago lipidica, estd no estabelecimento de sua forma mais ativa: se
ferro heminico ou nAo-heminico.

As primeiras pesquisas sobre o assunto sagerem que € o femro
heminico das proteinas heme mioglobina e hemoglobina, o principal catalisador da
peroxidagdio de lipidios {Schaich, 1980; Greene & Price, 1575; Greene, 1969,
Tappel, 1962; Younathan & Watts, 1959). Mais especificamente, € o ferro
heminico na forma oxidada, ou scja, Fe'3 presente na metamioglobina e
metahemoglobina, o responsavel pela propagacdo no processo de oxidagdo
lipidica. Dados da literatura indicam que pigmentos heme nativos ndo possuem
agho catalitica (Kendrick & Watts, 1969) ¢ o mecanismo principal de catalise dos
pigmentos heme oxidados parece ser a decomposigio catalitica de hidroperéxidos
e produgiio de radicais livres (Love, 1983). Outro processo de catalise sugere que
lipidios sejam complexados com heme. O mecanismo mais aceito assume que o0s
dois processos ocorrem simultaneamente (Fox & Benedict, 1987).

Hirano & Olcott (1971) reportaram gue altos niveis de pigmentos
heme inibiram peroxidagio de lipidios; entretanto, de acordo com Ladikos e
Lougovois (1990) esse efeito antioxidante dos pigmentos heme somente ¢
observado em concentragdes irreais do ponto de vista pritico em produtos clrneos.
A inibiglio em alas concentragdes foi sugerida ocorrer em funcio da ligaglo dos
perdxidos com proteinas.

Segundo outros pesquisadores, entretanto, € o ferro nio-heminico
e nfio os pigmentos heme, o principal agente pré-oxidante em carnes (Love &
Pearson, 1974).

Sato & Hegarty (1971) adicionaram Fe(ly e Fe(Cl; em exiratos
lavados de carne para remogdo de mioglobina e observaram que oxidaglo lipidica
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ocorreu em elevadas taxas em camne cozida, enquanio que adico de mioglobna
purificada ndo elevou o TBARS, nem induziu o aparecimento de "warmed-over-
flavar®. Love & Pearson (1974) encontraram que baixos niveis de adigdo como 1-
10ppm de Fe'? promoveram a oxidagiio lipidica em sistemas modelos
semethantes.

Igene er al. (1979) atribuiram o répide desenvolvimento de
"warmed-over-flavor” em came cozida & liberaglo de fons de Fe'? provenientes
dos pigmentos heme. Assim, seriam os fons Fe’2 liberados da mioglobina e ndo a
mioglobina por si, os responsdvels pela catélise de oxidaglio. Em estudo posterior,
os mesmos autores {lgene e al., 1985) evidenciaram inibigio completa da
oxidaciio lipidica quando utilizaram agentes quelantes de Fe™? em scus sistemas
modelos.

Liu (1970a, 1970b) relacionou a agdo de ferro heminico, ndo-
heminico ¢ pH, concluindo que ambos catalisaram a reagfio de oxidagiio lipidica.
Entretanto, ion ferroso foi mais efetivo em pH acido e nenhuma catdlise ocorreu
em pH acima de 6.4. Metamioglobina acelerou o consumo de O, em emulsdes de
lipidios na faixa de pH entre 5,6-7,8, com tendéncia a maior catalise em pHs mais
altos. Agentes guelantes como EDTA inibiram oxidagdio por Fe*?, mas ndo pela
mioglobina.

Tichivangana & Morrissey (1985) concluiram que, em came
fresca ¢ em enuulsBes modelo, pigmentos no estado férrico slo potentes
catalisadores de oxidaco lipidica, enquanto que em carnes aquecidas, o sistema &
mais complexo e ferro nfo-heminico parece desempenhar um papel mais
importante,

Além do ferro nio-heminico ¢ pigmentos heme, ferro presente em
proteinas armazenadoras também desenvolvem agdc catalitica no processo de
oxidaglio lpidica. Operagbes como aguecimento, desossa mecnica rompem
estruturas das membranas facilitando a liberagio do ferro. Sob tais condigbes,
oxigénio pode reagir diretamente com ion ferroso na carne e ativar O, a um radical
superéxido, altamente reative (-0;7) (Abn ef al, 1993). Kamer & Doll {1991}
concluiram que ferritina do mbsculo ¢ uma principais fontes de ferro bivre
catalitico, exercendo um papel importante nas etapas de iniciagio ¢ propagagiio da
peroxidago de lipidios de musculos de peru. Wells (1966) reportou que ferritina
estimulon oxidagio lipidica na presenga de ascorbato. Tal efeito catalitico foi
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também demonstrado por outros autores { Decker & Welch, 1990; O'Connell er ol .,
1985},

Alguns autores atribuem parte dessa controvérsia em relacdo ao
papel do ferro heminico ¢ ndo-heminico s diferentes metodologias empregadas
nos estudos. Estudos com sistemas modelos contendo tecido muscular lavado pode
remover compostos importantes por arraste, apés exaustivas lavagens e didlise. No
caso de se empregarem emulsOes de linoleato, ontra pratica comum, estas possuem
hidroperéxidos pré-formados e no podem simular a peroxidagdio hipidica nas
células musculares, as quais sfo constituidas principalmente de membranas
contendo Hpidios ndo-oxidados (Kanner ef of., 1991).

Outro fator que causa diferencas nos efeitos cataliticos de ferro
heminico e ndo-heminico € creditado & mexisténeia de um método adequado para
sua quantificagiio (Ahn ef al, 1993). Entre os métodos disponiveis mais
comumente utilizados estlo os de digestlio 4cida direta de Schricker er al. {1982);
quelagdo do ferro nfo-heminico com EDTA, seguida de precipitagio com acido
tricloroacético (Igene ef al., 1979) e o procedimento de Chen (1984), envolvendo
também quelagdo do ferro npio-heminico com EDTA, com subsequente
precipitagiio com acetona. Em todos eles, ferro total deve ser previamente
determinado e o teor de ferro heminico é caleulado por diferenga entre o ferro total
¢ ferro ndo-heminico.

Rhee & Ziprin (1987) modificaram o método de Schricker (1982),
adicionando NaNO, 4 amostra e fazendo corregfio dos valores de absorbancia
encontrados em relagdo & fase liquida incubada sem adigfio dos reagentes de cor na
reaciio colorimétrica. Segundo varios autores (Igene ef af., 1979), a maior critica
ao método de Schricker (1982) é a super-estimagfic do ferro nfo-heminico em
funcdio do ferro liberado dos pigmentos heme, devida & clivagem oxidativa do anel
porfirinico durante longa incubag@o em meio dcido, Uso de NaNQ, (nitrito de
s6dio) estabiliza os pigmentos heme e reduz esse efeito no misculo.

A temperatura ¢ taxa de aquecimento mfluenciam a liberagfio de
ferro nfic-heminico. De acorde com Chen et ol (1984) curto tempo de
agquecimento pode ser a razio pela qual hemoglobina, mioglobina e
metamioglobina tem apresentade pouco ou nenhum efeito oxidante. Sato &
Hegarty (1971) e Love & Pearson (1974) aqueceram amostras em agua em
ehulicdo até temperatura interna de 70°C, levando aproximadamente 2 minutos, o
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que parece ser pouco para elevar a concentragdo de ferro ndo-heminico nas
amostras. Chen et al. (1984) demonstraram que aquecimento lento anmentou o
teor de ferro ndo-heminico numa proporgdo de 71,75% em comparaciio a 3,34%
no aguecimento ripido. Como o cozimento da came geralmente envolve
aquecimento lento, isto pode ajudar a explicar a propensiio da came pré-cozida
para oxidaglo lipidica com liberaglio de ferro ndo-heminico atuando como
catalisador ativo no processo de autoxidagdo,

Radicais livres que infermediam rveagdes de peroxidagdo e
decomposigio de pigmentos heme causam também perda de cor (Haurowitz,
1941). A concentragiio de pigmentos totais de qualquer misculo determina a cor e
aceitabilidade de produtos cameos processados (Livingston & Brown, 1981). O
principal pigmento responsével pela cor da carne ¢ mioglobina no masculo. Em
carne mecanicamente desossada devide & incorporagiio de medula dssea, a
hemoglobina € o pigmento presente em maior concentragio.

O estado de oxidacdo do ferro presente no grupo heme ¢ a
capacidade de oxigenacdo influenciam a cor da carne. O dtomo de ferro liga-se a 4
sitrogénios no centro do anel da protoporfiring, podendo formar duas ligagdes
adicionais, uma em cada plano do heme e esses sitios de ligagdo sfo chamados de
38, ¢ 68, posi¢des de coordenagio.

Desoximioglobina, comumente conhecida como mioglobina ou
mioglobina reduzida, contém ferro no estado ferroso {Fet?), sendo caracterizado
pela auséncia de qualquer ligante na 6% posigdo coordenada; tém cor vermelho-
plirpura gue € a cor tipica de misculo recém cortado. Ocorre a pressdes parciais de
O, muito baixas, combinando-se muito rapidamente com O, a pressbes parciais
mais elevadas (Stryer, 1991).

Oximioglobina caracteriza-se pela 6° posiglo ocupada com O, ¢
apresenta-se como nm pigmento vermelho brithante; o ferro deve estar no estado
ferroso para que ocorra oxigenagio (Livingston & Brown, 1981). Nessa forma, o
pigmento & estivel sob altas pressdes parciais de Oy, mas se baixas tensdes de O,
sio desenvolvidas, parte da oximioglobina é desoxigenada & desoximioglobina, a
qual ¢ menos estdvel, exceto se condigSes muito baixas de O, forem criadas. Em
fungfio dessa menor estabilidade da mioglobina reduzida, pode ocorrer alguma
oxidagdo a forma férrica (Fe™). Uma vez ocorrida a oxidagho, forma-se
metamioglobina a qual possul 4gua ligada 3 6° posigio de coordenacio. A cor
desse pigmento € indesejavel, um marrom que ¢ associade pelo consumidor com
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produto improprio para o consumo. Entretanto, descoloragio pode ocorrer bem
antes que outras mudangas deteriorativas acontecam. Oxidacio do pigmento
miogiobina ocorre mais rapidamente a pHs mais baixos ¢ ¢ dirctamente
dependente da concentragio do ion hidrogénio ¢ influenciada pelo nivel de O,

A difusdio de oxigénio no musculo ¢ dependente da temperatura e
pH, sendo maior 4 temperatura proxima de 0°C, onde a atividade enzimdtica é
minma. Em temperaturas mais altas, enzimas respiratérias usam mais oxigénio, e
portanto, limitam sua difusdio. Atividade enzimética respiratdria também ¢
favorecida por pHs mais altos e, consequentemente, misculos com pH mais alto
usam menos O, e menos O, difunde-se para o misculo. O resultado € um produto
colorido mats escuro, o qual tem somente uma fina camada de oximioglobina.

Carme molda ou desossada mecanicamente apresentz um sério
problema, pois possul drea superficial muito maior ¢ portanto, mais exposta ao ar.
Além disso o priprio processo mcorpora oxigénio ao produto, muitas vezes a um
nivel de 100% de oxigenacfio, (Gray & Pearson, 1987), acelerando intensamente a
peroxidacdo de lipidios.

Em carne mecanicamente desossada, a cor constitui-se num dos
indices mais ébvios de vida de prateleira. De um ponto de vista tedrico, correlagiio
entre cor ¢ gualidade da carne desossada mecanicamente ¢ de valor limitado, mas
do ponto de vista pratico, a utilizac8c dessa maténia-prima pode favorecer ¢
desenvolvimento de cor indescjavel em produtos que a contém em sua formulagio.

Segundo Froning & Johnson (1973), carne mecanicamente
desossada de frango apresenta o triplo da concentragio de pigmentos heme em
relagio 4 mesma matéria-prima desossada manualmente; o teor de mioglobina,
entretanto, permaneceu invariavel, mmdicando gue hemoglobina proveniente de
medula Ossea é, portanto, o principal pigmento. Remoglo de alguns componentes
heme ¢ de lipidios através de centrifugagfio, melhora a estabilidade da CFMD
durante estocagem (Dhillon & Maurer, 1975b).

Estratégias comerciais para prevengfo de oxidagfo lipidica
incluem uso de antioxidantes fendlicos, agentes quelantes de metais ¢ condighes
fisicas tais como vacuo ou embalagens com atmosferas modificadas. Entretanto,
nenhuma solucdo eficaz foi ainda sugerida. Pikul & Kummerow (1990) reportaram
que o teor absoluto de produtos de oxidagfo lipidica em musculos de frango ¢
pele, apbés processamento, foram afetados pelo nivel micial de produtos de
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oxidagdo lipidica nas maténia-primas cruas. Assim, métodos efetivos de
armazenamento ¢ mampulacio adequada da maténia devem ser buscados para
minimizar problemas de oxidaco lipidica.

Além da presenca ¢ estado quimico dos metais e dispombilidade
de oxigémio, a natureza, proporgdo e grau de nsaturagdo de acidos graxos
presentes em tecido muscular € um excelente indicador da susceptibilidade desse
produto 4 deterioragio oxidativa. De um modo geral, quanto maior a proporgdo e
grau de insaturacfo dos acidos graxos, maior suscettbilidade 2 oxidagfo, razdo
pela qual fosfolipidios tem sido a fragiio comumente associada ao processo de
oxidacho lipidica em produtos cérneos (Melton, 1983, Allen & Foegeding, 1981;
Moerck & Ball, 1974; Keller & Kinsclla, 1973). Entretanto, a contribui¢fo da
fragho lipidica neutra & rancidez também tem sido demonstrada (Golkap ef af |
1983). Acidos graxos insaturados liberados como resultado da hidrélise de
fosfolipidios podem, por sua vez, converterem-se em sub-produtos caracterizados
como a principal fonte de off-flavor em produtos carneos (Molhns, 1991}
Entretanto, se acidos graxos isoladamente contribuem i oxidagfo lipidica, é
assunto de intensos estudos (Love, 1983).

Came de frango apresenta niveis relativamente altos de acidos
graxos insaturados e baixas concentragSes de antioxidantes naturais (tocoferdis),
tornando-a relativamente mstdvel. Carne de frango mecanicamente desossada,
além dessa caracteristica contém altos niveis dos lipidios originarios da medula
fHssea, ¢ todos os outros componentes pro-oxidantes (heme, P, Ca, Cy, Fe). Quanto
menor o tamanho das particulas obtidas na desossa, maior ruptura celular ocorre e,
maior tendéncia a baixa estabilidade durante armazenamento (Dawson & Gariner,
1983} é verificada.

2. Propriedades Funcionais de CFMD ¢ Interacfio com Lipidies Oxidades.

Proteinas miofibrilares, micsina no muscule pré-rigor ¢
actomiosina no post-rigor, sio responséveis pelas propriedades funcionais
incluindo emulsificacfio, solubilidade, gelatinizagfio, viscosidade, capacidade de
retenglio de dgua e gordura. O estudo das propriedades funcionais de proteinas da
carne é requerido na utilizagio de fontes cirneas mais baratas e nfio convencionais,
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com o objetivo de controlar o processamento, custos de energia e reduzir perdas
{Smath, 1988).

CFMD ¢é empregada principalmente em produtos emulsionados e
cominuidos em fungdo de sua consisténcia pastosa. Portanto, propriedades
funcionais nfio comumente estudadas na literatura em relagiio a essa maténa-prima
sio a emulsificagio, gelatinizagfio, retencfo de agua, gordura e solubilidade
{(Maurer er al., 1969), as quais so também as mais importantes na estabilidade de
“batters”.

Cominuicio ¢ definida como o processo de redugiio de matéria-
primas a um estado particulado fino, o qual rompe fisicamente o tecido muscular,
membranas € o sarcolema com objetivo de liberar miofibrilas ¢ miofilamentos,
com conseguente extragio das proteinas miofibrilares, quando realizada a elevada
forga idnica (0,6 M ou superior) (Smith, 1988). Ocorre entumescimento das fibras
musculares, despolimerizaciio com solubilizacdo da miosina ¢/ou actomiosing e,
uma vez que os sitios de ligagiio das proteinas miofibrilares sfio expostos a solugéo
salina ao invés de estarem restritas apenas as interagdes proteinas-profeinas, a
capacidade de ligacdo de agua é aumentada, bem como a viscosidade do sistema.
Nesse processo de cominuigdio, gordura ¢ reduzida a globulos e tecido conectivo
converte-se em particulas ou fragmentos (Whiting, 1988).

O aumento da viscosidade da mairiz pretéica continua, causada
pelo entumescimento da fibra muscular na presenga de solugbes salinas, estabiliza
a gordura da fase dispersa. Isto ocorre devido ao lento desenvolvimento da
adsorcdo da camada de proteinas miofibrilares, restringindo a coalescéncia dos
glébulos de gordura (Asghar er o, 1985).

A importincia da emulsificacfio na estabilizagio da gordura em
produtos cominuidos ¢ emulsionados tem sido extensivamente relatade na
literatura {Acton ef af., 1981). A capacidade das protefoas estabilizarem emulsdes
estd relacionada com a éarea imferfacial que pode ser recoberta por esias.
Membranas protéicas depositam-se em torno dos globulos de gordura
estabilizando "batters”" através da teoria classica de emulsfio (Jones & Mandigo,
1982),

Miosina parece ser a proteina mais tmportante envolvida no
encapsulamento dos globulos de gordura e, entre as propriedades fisico-quimicas
que a tornam wm bom agente emulsificante inclui-se a existéncia de uma regidio
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hidrofobica que se orienta em direglo a matriz protéica da fase continua ¢ sua
flexibilidade molecular que permite uma migracfio & interface, reduzindo tensdes
superficiais (Smith, 1988). Fstabilidade da emulsio ¢ devida & repulsfo
eletrostatica entre as moléculas de miosina negativamente carregadas. Nakai ef @/,
(1986) encontraram uma boa correlagio entre as propriedades de emulsificaglio de
proteinas miofibrilares e hidrofobicidade superficial, conteddo de grupos
sulfidrilas e solubilidade.

A restricio fisica dos globulos de gordura, evitando sua
coalescéncia na emulsio, varia com a fonte de matéria-prima, tipo de gordura,
tempo e temperatura de cominuigio ¢ equipamento de processamento (Dockerty e
al., 1986). Entretanto, a instabilidade de "batters” resulta, de um modo geral,
quando ha insuficiente concentragio de proteina para recobrir completamente a
4rea superficial dos globulos de gordura formados no processo de cominui¢do
{Asghar er al, 1985). Segundo outros pesguisadores, "batters” sfio também
desestabilizados quando ocorre desnaturagio de miosina com rompimento da
matriz protéica devido a uma membrana muito fragil em tomo dos gidbulos de
gordura (Lee, 1985).

Apds a etapa de cominuigdio ocotre aquecimento ¢ as propriedades
funcionais em evidéncia sio a gelatinizagdo e a capacidade de reteng@o de agua
(Whiting, 1988). Com o calor, a gordura funde-se ¢ ocorre expansdo ®rmica dos
glébulos e células de gordura, ¢ as interagdes proteina-proteina coniribuem na
formagio de um gel com rede estruturada tridimensional. Na interface da fase
aquosa, a proteina adsorvida desnatura-se englobando as particulas de gordura.
Tais eventos sdo responsaveis pelas caracteristicas microestruturais e reologicas do
gel formado, influenciando textura, aparéncia ¢ rendimento de cozimento
{Hermansson, 1982).

A capacidade de retengio de dgua das proteinas miofibrilares ¢
influenciada pelo estado de ionizaclio ¢ densidade de carga da proteina, os quais
sio modificados pela adigdo de sal e pH. Quanto mais préximo do ponto
isoelétrico das proteinas miofibrilares, menor ¢ a capacidade de ligagho de agua
(Acton et al., 1983).

Durante a extragiio das proteinas através do efeito “salting-in™ do
cloreto de sédio e desintegraciio do tecido muscular, ocorre um aumento na
capacidade de lgagio de Agua das proteinas miofibrilares. Adiglo de NaCl produz
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uma mudanga no ponto isoelétrico das proteinas para valores mais baixos criando
uma maior carga liquida negativa em relagio ao pH existente dos grupos
carboxilas ionizdvets da proteina. Repulsio entre esses grupos negativamente
carregados leva & abertura das moléculas de proteina ¢ a um aumento na hidratagio
{Hamm ef of., 1960). fons cloretos hidratados s3o fortemente atraidos pelos grupos
positivamente carregados da proteina rompendo assim as pontes infer e intra
protéicas, resuitando num aumento adicional da carga negativa e por sua vez numa
maior atvaglio ¢ ligaglo com a agua (Lumry, 1973).

A capacidade de ligaclo e/oun retengio de agua sdo diretamente
influenciadas pelo grau de extracfio de proteinas, tratamento mecénico, ambiente
wnico e pH. Entre as proteinas miofibrilares, miosina, actina ¢ o complexo
actomiosinga  s#0 as mats importantes. Colageno, enfretanto, pode
significativamente contribuir para a capacidade de reten¢do de agua de cames
cozidas.

Gelatinizagiio ¢ definida por Asghar (1983) como a associagio ou
ligagdo cruzada de cadeias de polimeros dispersos randomicamente em solugio
para formar uma rede continua tridimensional, 4 qual imobiliza liquidos nas
estruturas intersticiais e resistem ao fluxo ¢ pressdo. Géis protéicos sdo formados
por interagdes intermoleculares resultando em rede tridimensional de fibras de
proteina. O ‘mecanismo de formagio de gel pode diferir entre proteinas dewido
principalmente ao tipo de interagio molecular que ¢ responsavel pela estabilizagio
do gel. Estas interagGes podem consistir de muluplas ligagGes peptidicas,
dissulfidicas ou ligaghes hidrofobicas e eletrostaticas. A flexibihdade das
moléculas dos polimeros protéicos e extensfio das ligagbes cruzadas deternuinam a
elasticidade da estrutura do gel (Catsimpoolas & Meyer, 1970).

Em “"batters” de produtos carneos, o cozimento causa abertura das
proteinas, exposi¢do & imterface ¢ formagfo de uma rede tridimensional bem
ordenada ¢ estabilizada por ligagdes hidrogénio e hidrofobicas (Whiting, 1988).
Gordura e agua ficam fisicamente restritas dentro dessa matriz protéica.

De acorde com Schmidt & Trouwt (1986), a formacio da rede
protéica envolve primeiramente a agregago de regides da cabega da miosina a 30-
50°C, seguida pefa formacfio de gel em ligagdes cruzadas com as regides da cauda
a temperaturas supeniores a 50°C.
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Samejima er of. (1984) apontaram a necessidade de cadeias
mtactas de miosina para obter maxima forga de gel, uma vez que cadeias leves se
dissociam e sfo solubilizadas durante aquecimento. Sub-fragmentos de miosina
produzem géis mais fracos gue cadeias pesadas em sistemas modelos (Ishioroshi ef
al., 1981, Samejima er al, 1981} Estudos com actina tem revelado que
isoladamente esta proteina ndo exibe qualquer propriedade de gelatinizagfio
(Fukazawa ef ¢f., 1961). Entretanto, na presenca de miosina, actina exerce um
efeito sinergistico complementando consideravelmente as propriedades de ligagdo
e gelatinizacic da miosina (Asghar ef al, 1985). Acredita-se que esse fato seja
devido a formago do complexo actomiosing no sistema (Yates ef /., 1983).

Em relacdo 4 CFMD, a grande desvantagem ¢ a completa ruptura
da fibra muscular resultando em redugiio das propriedades de ligagfo ¢ retengiio de
dgua, emulsificagfo e gelatinizagfio. Exames histolégicos tem indicado que CFMD
apresenta uina menor matriz protéica disponivel para formagdo de emulstes em
comparagio com as partes manualmente desossadas. Isto ocorre provavelmente em
func3o de desnaturacio das proteinas miofibrilares duranmte o cicle de desossa
mecénica (Froning, 1976).

A incorporagio de medula dssea, de acordo com Whiting (1988)
eleva drasticamente os niveis de gordura, pigmentos heme, Fe, Cu e Mg, afetando
negativamente a funcionalidade das proteinas.

QO conteddo de pele também tem influénecia mnegativa,
especialmente sobre as propriedades de emulsificagio da CFMD. De acordo com
Froning er of. (1978), quanto maior o teor de coldgeno na maténia-prima, menor
serd a capacidade ¢ a estabilidade da emulsdo.

Propriedades funcionais da CFMD sfio influenciadas também pela
composicdo e fonte da matéria-prima. Entre as principais partes desossadas
mecanicamente, dorso € pescogo apresentam maiores valores de capacidade e
estabilidade de emulsiio em relaglo a poedeiras de descarte ou outras aves inteiras
{Froning, 1976). Qutro fator de diferenga, que foge ao controle do processador
quando este nfio € o produtor das aves, diz respeito & npatureza da matéria-prina
que vai gerar as partes a serem desessadas mecanicamente. Orr & Wogar (1979)
demonstraram que matéria-primas provepientes de diferentes plantas de
progessamento variam em idade, sexo, espécie ¢ alimentagio. Tipo de corte e
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proporgdo de pele, além de acabamento da carcaga também influenciam a
composi¢io quimica e propriedades funcionais da CFMD.

Varios tratamentos tem sido propostos para melhorar a
funcionalidade das proteinas de CFMD. Modificagfio enzimatica por hidrdlise
parcial com proteases (Eisele & Brekke, 1981); texturizagfio com objetivos de
melhorar aparéncia visual, firmeza, resisténcia e estabilidade a0 armazenamento
(Lampilla er al.) e extraclio de lipidios ¢ pigmentos heme através de lavagens e
centrifugacio estfio entre alguns métodos citados para expandir a utilizag#o dessa
matéria-prima no processamento de produtos carneos (Dawson et af., 1988),

Alteragbes nas propriedades funcionais de CFMD ¢ em partes
desossadas mannalmente tem sido evidenciadas durante armazenamento congelado
{Dhillon & Maurer, 1975a; Orr & Wogar, 1979; Hoke et al., 1968; Johnson ef of.,
1974} e parecem estar relacionadas com insolubilizagdc das proteinas miofibrilares
(Khan ef af., 1963; Yamamoto e af., 1977).

A desnaturacfio protéica ocorrida durante estocagem congelada da
carne pode ser causada pela cristalizagio de gelo, danificando células e
membranas; desidratagio de moléculas protéicas; aumento na concentraglo de
soluto na fase nfio congelada; atividade enzimatica ¢ reaglo de proteinas com
produtos de oxidagiio lipidica (Smith, 1987).

Recentemente, reagdes de proteinas com lipidios peroxidados tem
sido extensivamente estudadas em sistemas modelos (Buttukus, 1967; Jarenback &
Liljemark, 1975; Nakhost & Karel, 1984). De acordo com vérios autores (Kanner
& Karel, 1976; Funns er al, 1982) lipidios peroxidados podem causar
polimerizacio e insolubilizagio de proteina, cisdo da cadeia polipetidica,
destruigdo de aminodcidos e formagio de produtos de adigho com proteinas. Essas
interagdes influenciam as propriedades funcionais da came e gquanto maior a
instabilidade do material, a oxidaco lipidica, como é o caso da CFMD, maiores
serdio os efeitos sobre a funcionalidade.

Quando proteinas sdo expostas a lipidios peroxidados, uma
considerdvel proporgio de lipidios complexa-se com proteinas através de
associagio hdrofobica e/ou ligagbes hidrogénio, conforme estabelecido por
Narayan & Kummerow (1963).

Além de complexos nfio covalentes, quando os lipidios oxidados
interagem com proteinas pode ocorrer a formagdo de radicais protéicos, resultando
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em VArios prejuizos para o sistema. Esse processo ¢ extensivamente acelerado por
ions de metas de transicdio ou metaloproteinas com destaque para o ion ferro.
Gardner (1979) Hlustrou as reagbes de formago de radicais de proteinas:

ROOH + Fet3 > ROG + HY + Fet2
ROOH + Fet2 > RO+ QH- + Fet?
PH + ROO > P+ ROOH
PH + RO > P+ ROH, onde
PH = proteina

P =radicais de proteinas (produtos de cisfio, oxidagio).

Essas reagdes tem sido demonstradas por varios autores (Karel ef
al., 1975; Schaich & Karel, 1976).

Em sistemas com alta atividade de 4dgua ou solugio aquosa,
proteinas formam hgacdes cruzadas entre si na presenga de lipidios peroxidados
com simultinea perda de solnbilidade (Gardner, 1979). Tais lpidios peroxidados
podem também higar-se covalentemente a proteina (Nielsen, 1978) tornando varios
grupamentos amino ou sulfidrilas indisponiveis. Cisdo de proteinas também podem
ocorrer com prejuizo aos aminodcidos, sendo os mais susceptiveis a reacfo
histidina, cisteina/cisting, metioning, lisina e tirosina {Brien, 1966}

O mecanismo de reagio covalente pode se dar através de radicais
livres dos lipidios, os quais ligam-se as proteinas para formar wm novo radical livre
de proteina-hipidio ou radical livre de proteina. Schaich & Karel (1976) postularam
gue transferéneia de radicais ocorre através de complexos entre os hidroperdxidos
{ROOH) e sitios de nitrogénio e enxofre de residuos reativos através do esquema
abaixo:

RO + P +H,0

ROOH + PH — [ROOH ---HP]

RO + OH + PH
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PH + RO —» P + ROH

Os radicais formados podem polimerizar-se diretamente ou
realizarem higagdes cruzadas através de radicais livres de lipidios.

Em relagiio 2 reaglio de proteinas com produtos secundérios de
oxidaclio hipidica, interagiio entre malounaldeido ¢ miosing estd entre as mais
estudadas. Malonaldeido origina-se de endoperdxidos formados via autoxidaggo de
acidos graxos polinsaturados ¢ sua detecgio € a base do método mais comumente
utilizado para monitorar desenvolvimento de rancidez em produtos carmeos através
do teste do acido 2-tiobarbintirico (Tarladgis e al., 1960}

Véarios estudos com sistemas modelo tem demonstrado a reagfo
entre malonaldeido e grupos aminos livres de proteinas. Buttukus (1967) reportou
que miosina purificada reagiu com malonaldeido a pH 6.8 ¢ forga i6nica de 0,5. A
-20°C a taxa de reago foi muito mais rapida que a 0°C e quase t#o intensa como a
20°C. Anslise de aminoacidos demonstrou que lisina, tirosing ¢ arginina reagem
preferencialmente. Histidina nfo reagiu. Destes, 40% reagiram dentro de 8 horas ¢
como resultado, miosina adquiria consisténcia viscosa tipo gel ¢ perdeu sua
solubilidade em solug#io salina.

Cheftel et ol (1986) discutiram as possiveis reagdes enfre
malonaldeido e amino grupos livres de proteinas as quais levaram & formaglo de
ligagBes covalentes irreversiveis resultando em intensa perda de solubilidade.

Uma vez que a oxidagio lipidica constitui-se num dos fatores
limitantes da qualidade de CFMD, muitos estudos tem sido conduzidos com o
objetivo de evitar ou minimizar os efeitos negativos da oxidaglio sobre cor, flavor ¢
funcionalidade de suas proteinas miofibrilares. Véarios componentes utilizados em
formuiacGes de produtos processados de came possuem reconhecida acfo
antioxidante, mas pouco se sabe sobre seus efeitos durante armazenamento
congelado ¢ sobre as propriedades funcionais. Entre esses ingredientes,
polifosfatos, ascorbatos e nitrito serfio estudados nesse trabalho e descritos a
SEgUIr.

3. Acdo de Polifosfates, Ascerbato e Nitrito em Produtes Carpeos:

3.1. Polifosfates:
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Fosfatos tém sido usados na inddstria de carnes principalmente
para melthorar a capacidade de refengdo de dgua e ouiras caracteristicas de textura
{Eilinger, 1972; Sofos, 1986). Além disso, apresentam efetios benéficos em
relacfio 4 imtbiglo de mudangas oxidativas e de alteragdes de flavor (Tim & Watts,
1958; Ang & Hamm, 1986; Rao et /., 1975).

Constituem-se em sais de sodio ou potassic de diferentes acidos
fosféricos compostos de uma ou mais unidade de fosfato. Ortofosfatos tem nma
unidade de fosfato e tem 1,2 ou 3 dos ions hidrogénic do scido substituidos por
ions de sodio ou potassio. Fosfatos condensados ou polimerizados possuem mais
de urna ymidade de ortofosfato com diferentes comprimentos de cadeia: pirofosfato
(2), tripolifosfato (3), tetrapolifosfato (4-10) ¢ hexametafosfato (10-15) (Trout &
Schmidt, 1987) e aqueles com comprimento de cadeias maior gque 100,
denominados metafosfato de sodio, raramente usados na indasiria por serem
insoltveis. Fosfato trissddico ou tripotssico sdo os tnicos ndo permitidos.

Existern varias teorias sobre o modo de ac¢io dos fosfatos (Molins,
1991}, Hamm (1970) sugere que a influéncia dos polifosfatos na textura da carne ¢
devida em parte, 4 (1) sua capacidade de aumentar o pH ¢ forga idnica (u); (2)
quelar cations de metais divalentes resultando num efeito nfio especifico da forga
idnica, determinada pela concentrago ¢ cargas elétricas dos ions ¢ (3) interagir
com proteinas da camne.

A influéneia que ¢ pH e diferentes ions exercem na capacidade de
retenciio de 4gua da came pode ser explicada por mudangas nas cargas elétricas
das proteinas musculares. O pH normal do misculo pds-riger (pH ~ 5.5) € muito
proximo do ponto isoelétrico (pl) da actomiosina (pH ~ 5,0}, Nesse valor de pl, a
carga liguida de uma proteina ¢ minima, predominando méxima interagiio entre as
moléculas ¢ assim, a repulsfo eletrostatica entre grupos de cargas similares ¢
minima. Nessa regifio, a proteina mosira uma capacidade de retenciio de agua
muito baixa (Ellinger, 1972). Pela adigdo de acido ou base, ocorre uma clivagem
nas pontes salinas entre as proteinas ¢ a repulsfo eletrostitica ¢ aumentada,
levando a um aumento na capacidade de retengdo de dgua ¢ entumescimento ja que
a rede protéica ¢ aberta, podendo reter mais agua.

Fosfatos apresentam a capacidade de clevar o pH da came,
afastando as proteinas miofibrilares de seu pomto isoelétrico e através de
modificacic no ambiente i0nico, alteram as inferagdes proteina-proteina
facilitando a retengfio de mais dgua no sistema (Mollins, 1991).
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Entretanto, pH e forca i6nica ndo explicam todas as mudancas na
funcionalidade como, por exemplo, porque fosfatos sdo muito mais efetivos que
outros sais de forca idnica ¢ pH similares ou ainda, porque eles sfo mais eficientes
somente quando a concentragiio de cloreto de sddio ¢ supenior a 0.8% (Mollins,
1991).

Em funcio das limitadas justificativas de pH e forga idnica para
explicar a agdo de fosfatos, tem sido proposto que o mecanismo de melhora nas
propriedades funcionais envolve mudanga na conformagiic das proteinas
miofibrilares (Trout & Schmidt, 1987). Como resultado da mudanga na
conformagdo, as proteinas nfio se agregam excessivamente quando aquecidas,
podendo formar uma matriz coesiva tridimensional mais bem ordenada capaz de
envolver a agua livie em seus espagos ¢ permitindo sua retengdo.

Sob esses aspectos, muitos dos efeitos dos fosfatos somente
podem ser explicados satisfatoriamente em termos de interagdes entre proteinas e ¢
conteido de grupos hidrofébicos. Sherman (1961) atribuiu o aumento da
capacidade de retengiio de dgua em came fresca com adigio de fosfato, nfio ao pH,
mas a uma maior solubilizaciio de actomiosina induzida por este constituinte.
Outros pesquisadores tem postulado que com aumento da solubilidade protéica,
fosfatos reduzem a viscosidade de solugBes, o que resulta em efeito benéfico na
estabilidade de "batters”, j4 que baixas viscosidades reduzem a geragio de calor
durante moagem, Isto por sua vez, auxilia na manutengfio de baixas temperaturas
durante a etapa critica de formagfo de “batters” (Harget e o/, 1980; Kaipe ef ol .,
1985),

Além da solubilizacdo de proteinas, estudos indicam que fosfatos
dissociam actomiosina insolével em actina e miosina, proporcionandoc maior
concentragio de proteina disponivel para estabilizar "batters” (Trout ef o/, 1584}

Os fosfatos nfo awmentam a funcionalidade das proteinas da came
na mesma extensdo. Fm geral a ordem de eficiéncia ¢ a seguinte: pirofosfato >
tripolifosfato > tetrapolifosfato > hexametafosfato ~ orfofosfato, sendo que o
fosfato menos efetivo aumenta mais a funcionalidade das proteinas que cloreto de
s6dio e outros sais simples (Trout & Schmdt, 1987).

Solugdes de fosfato séo hidrolisadas quando aquecidas e piro e
polifosfatos adicionados a came fresca também sofrem hidrdlise catalisada por
enzimas (Mollins ef al., 1987). A taxa desse rompimento depende da concentragio
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e do tipo de fosfato, temperatura ¢ presenga de outras substincias que podem
acelerar o processo j& que o masculo contém uma série de fosfatases acidas e
alcalinas. Atividade de tripolifosfatase em carne € maior que a atividade de
pirofosfatase. Tripolifosfato ¢ hidrolisado a igual ndmero de moles de ortofosfato ¢
pirofosfato e pirofosfato ¢ hidrolisado a ortofosfato (Knipe er al, 1990). Para
alguns autores, o aumento do pH que a carne apresenta na presenga de fosfato ¢
consequéncia da aglo tamponante desses ortofosfatos formados. Misturas de
fosfatos alcalinos comerciais elevam o pH de peitos de frango cortados a quente de
valor inicial de 5.81 a 6,15 quando injetados em soluglio aguosa de 0,5% a 4%
{p/p) ou guando adicionados & came de frango enlatada (Peterson, 1977, Rao ez
al., 1978). Hidrélise de polifosfatos ocorre também sob congelamento. Tenhet e
al. (1981) determinaram a estabilidade de tripolifosfato de sddio marcado com P32
em solugdes aquosas 0,5 e 1% em camares limpos. Apos 2 semanas a -26°C,
somente 12% da atividade de fosforo total no masculo correspondeu ao polifostato
original. Apés 10 semanas, o nivel residual de tripolifosfato continyou estavel em
12% da atividade de fosforo total no misculo, 2% de pirofosfato e 45% de
ortofosfato.

Acéio antioxidante ou retardamento no desenvolvimento de
rancidez oxidativa tem sido atribuida a fosfatos por muitos autores. Tim & Watts
{1958) demonstraram que tripolifosfato de sédio, pirofosfato e polifosfato, mas
nfio ortofosfatos apresentaram propriedades antioxidantes que foram sinergisticas
com écido ascorbico, atribuindo tais efeitos 4 quelagio de ions de metal, Shahidi e
al. (1986) obtiveram os mesmos resultados e a capacidade dos fosfatos prevenirem
oxidagdo lipidica em carne cozida decresceu quando o comprimento da cadeia
fosfatada aumentou. Rao ef al. (1978) encontraram compostos carbonilas menos
insaturados em came de frango enlatada tratadas com mustura de fosfatos e, ao
contrario da maioria dos pesquisadores, esses antores postularam que a redugio na
oxidacfio lipidica proporcionada pelos fosfatos ndo foi resultado da quelacio de
fons de metais, mas da inibicio de hidrélise de dcidos dicarboxilicos durante
esterihizagio.

Ffeitos antioxidantes de fosfatos tém sido demonstrados em
salsichas {(Matlock er ai., 1984); camne de frango mecanicamente desossada
(McMahon & Dawson, 1976, Kondaiah & Panda, 1989); partes de frango
manualmente desossada (Farr & May, 1970; Rao e o/, 1978; Ang & Hamm,
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1986}, produtos de carne bovina (Nakost & Karel, 1985; Molins ef of., 1987),
produtos processados de frango e peru (King & Farl, 1988; Landes, 1972).

3.2, Nitrite de sodio:

Nitrito de sodio desempenha fungfio essencial no processo de
desenvolvimento de cor em produtos curados ¢ atua como agente antimicrobiano
potente, impedindo a formagdo de toxma pelo Closwridium bowulinum, em
congentracbes acima de 50 ppm (Tellefson & Bowers, 1981). Além disso, tem sido
reconhecido hd muito tempo que adiglo de nitrito de sédio retarda on mesmo
previne rancidez oxidativa (Igene et al,, 1979).

Watts {1954) reportou que nitrito retardou oxidagdio lipidica e
esteve associado a mudangas de cor durante estocagem da came. Tarladgis (1961)
propds que pigmentos heme do misculo séo catalisadores ativos do processo de
oxidacfio lipidica quando presentes na forma oxidada (Fe™). Nitrito, pela
formagéo de pigmentos de carne curada, retém o heme na forma reduzida (Fe*?), a
qual é ipativa para desenvolver oxidagfio lipidica. Muitos pesquisadores t€m
confirmado a eficiéncia do nitrito na eliminagfio de oxidagiio lipidica em presunto
fresco sob refrigeracio, demonstrando a diferenca entre os perfis de volateis
através da analise de gases do espago livre em controle ¢ em amostras com adigdo
de nitrito {Cross & Ziegler, 1963). Price & Greene (1978) conchuram que um
“flavor” desejavel e de grande aceitagiio por panelistas pareceu estar associado a
um intenso flavor de carne curada € um menor desenvolvimento de rancidez.

MacDonald ef al. (1980) investigaram trés niveis de nitrito {30,
200 e 500 mg/kg) em presanto fresco curado durante estocagem refrigerada. Os
dados indicaram que as trés concentragdes de nitrito sigmificativamente reduziram
oxidacdo lipidica medida através do nimero de TBARS e 50 mg foi tio efetivo
quanto 500 mg/ke.

Muitos estudos tém sido conduzidos para elucidar o mecanismo
pelo qual nitrito atua como agente antioxidante, mas anda nfio se chegou a um
consenso (Fox & Benedict, 1987). Gray & Pearson {1987) propuseram que nifrito
estabiliza pigmentos heme de forma que nfo hé liberagdo de Fe*? nem oxidagfio 3
forma férrica, prevenindo o aparecimento de "warmed-over-flavor®. Sato &
Hegarty (1971) e Goutefongea ef af. (1977} sugerem gue nitrito reage com lipidios
nas membranas estabilizando-as guanto & liberaglic de fosfolipidios. Igene &
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Pearson (1979) demonstraram gque nitrifo significativamente reduziu TBARS
trabathando em sistemas modelos com fosfolipidios insaturados e purificados. Os
autores sugeriram que nitrito atua conmvertendo pigmentos da came a formas
cataliticamente inativas ¢ estabilizando acidos graxos polinsaturados.

Outros posssiveis mecanismos de ago de nitrito deserito por Gray
& Pearson (1987) incluem: (1) formac#io de forte complexo com pigmentos heme,
prevenindo a liberaglio de Fe*2 ¢ a consequente catélise da etapa de propagaco da
oxidagdo lipidica; (2) pela estabilizagio dos lipidios insaturados dentro das
membranas e (3) tornando ferro reduzido (Fe*?) indisponivel para as ctapas de
peroxidagfio lipidica. Segundo os autores, ha evidéncias de que os trés MECanismos
atuam simultaneamente, embora o primeiro parega ser o mais xmportante.

Quando nitrito ¢ adicionado & carne, ¢ rapidamente reduzido por
redutores endégenos ou exdgenos para formar dxide nifrico, o qual complexa-se
com pigmentos heme e esse oxido nitrico ¢ excelente capturador de radicais,
finalizando as reacdes de propagagiic antes que elas se processem de forma
indiscriminada.

Kanner (1979) demenstrou que S-nitrosocisteina (RSNO), um
composto gerado durante a etapa de cura da came, apresentou atividade
antioxidante comparavel a2 BHT e alfa-tocoferol em sistemas modelos de linoleato
na presenca de mioglobing. RSNO atuon nfo somente como um inibidor da
oxidagdio de acido linoleico, mas também decompds hidroperdxidos, além de ter
sido efetivo em carne de pern moida.

Um recente mecanismo de acfio de nitrito ainda nfio completamente esclarecido foi
proposto por Zubillaga ef al. (1984). Segundo os autores, adi¢do de nitrito de sédio
levou a formagio de um fator antioxidante em camne bovina e suina frescas.
Embora tal fator néio tenha sido elucidado, foi associado com lipidios polares ¢ nlo
envolven formaglio e adigio de dxido nitrico as duplas ligagBes dos acidos graxos
polinsaturados ¢ nem esteve relacionado & redugio da atividade pro-oxidante de
compostos de ferro pelo nitrito. A atividade antioxidante da fragdo de lipidios
polares foi estavel sob varios meses quando estocada em hexana a ~20°C.

3.3. Ascorbatos:

Ascorbatos (e eritorbatos) so agentes redutores usados na
formulagfio de produtos cérneos com objetivo de reduzir tempo de cura para
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desenvolvimento de cor através de conversdo mais rapida de nitrito a dxido nitrico
{Tellefson & Bowers, 1981). Possuem também a¢fo antioxidante em determinadas
concentragdes e reduzem descoloragio de carne ¢ produtos processados durante
estocagem {Gray & Pearson, 1987},

Segundo vérios aufores, baixos niveis de ascorbato (até 100
ma/kg) catalisam ¢ desenvolvimento de rancidez oxidativa demonstrado através de
elevagdo no nimero de TBA de diferentes produtos, enquanto que altos niveis
{acima de 100 mg/kg) retardam autoxidagdo em camnes (Tims & Watts, 1938; Sato
& Hegarty, 1971). Sato & Hegarty (1971) postularam que altos niveis de ascorbato
intbem peroxidacio de lipidios possivelmente pela manutengiio de equilibrio entre
os fons ferroso e férrico ou atuando como capturador de oxigénio.

Gomez-Basauri & Regenstein (1992) demonstraram que ascorbato
de sodio foi mais efetivo na prevenglio da liberaclo de ferro heminico guando
comparado a embalagem a vacuo, tanto em amostras frescas como aquecidas, em
estudo conduzido com peixes marinhos.

Cor é um dos parGmetros mais importantes que determinam a
quatidade de carne fresca e produtos processados. A oxidagdio de mioglobina
reduzida a metandoglobina € indesejdvel uma vez que produz a cor marrom €sco
a qual reduz a aceitabilidade do produto (Pearson & Tauber, 1984).

De acordo com Stwart (1965), enzimas presentes na came podem
reduzir metamiogiobina a mioglobina sob condigdes anaerdbias, uma capacidade
conhecida como atividade redutora de metamioglobina (ARM). Assim, um dos
métodos mais comumente citados na literatura para prevenir a formaglo desse
pigmento indesejavel € o acondicionamento em embalagens impermedveis aoc O,
Fniretanto, a grande desvantagem dessa medida e a razdio pela qual ela nfio €
adotads ¢é que a cor da mioglobina reduzida ¢ vermelho plrpura, também nfio
tipica de camne fresca, levando o consumidor a associar equivocadamente o
produto com qualidade mferior.

Segundo Greene (1969), embalagem anaerébica ¢ desnecessiria
quando um antioxidante ¢ adicionado & came. De acordo com o autor,
butithidroxianisol ¢ propil galato imbiram oxidagio hpidica ¢ retardaram a
formagc de metamioglobina, deixando o pigmento permanecer na forma
oxigenada (oximioglobina).
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Watts et al. (1966) demonsiraram que reducfo de metamioglobina
e oxigénio ¢ mediada por nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD). Dessa
forma, adic8o de substratos que proporcionem elétrons ao NAD e metamioglobina
sio capazes de manter a carne no estado reduzido e efetivamente retardam
oxidagio. Saleh & Watts (1968) estudaram vérios subsiratos ¢ intermediarios na
reduglio enzimitica de metamioglobina em came bovina moida, demonstrando
como ARM foi importante na prevenco de oxidagio. Com base nesses estudos,
tém sido sugerido que adigio de altos niveis de ascorbatos criam condigfes
redutoras preservando ARM.

Newbold & Scopes (1971) observaram que processos de moagem
e ruptura de membranas como os que ocorrem em CFMD aceleram a perda de
NAD e, portanto, ascorbatos poderiam atuar como wma maneira de¢ proteger
enzimas redutoras € pigmentos heme, quando imediatamente adicionados apés o
ciclo de desossa.

Apesar da extensa literatura sobre o uso de fosfatos, mitrito e
ascorbato em produtos processados, dados sdo escassos em relagio a agdo desses
componentes sobre a funcionalidade das proteinas de CFMD e interagdo com o
processo de oxidacdo lipidica durante a estocagem congelada dessa matéria-prima,
itens que serdo abordados nesse trabalho.
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MATERIAIS E METODOS

i. Matéria-Prima

Dorso de frango sem os ossos, correspondentes 4 parte do peito foram
obtidos de processador local {Cooperativa Agropecuaria HOLAMBRA) logo apos
abate e mantidos congelados (-18°C) por um periodo ndio superior a 48 horas. Parte
do material foi tratado para remogdo de pele superficial, gordura cavitaria e cloaca a
temperatura de -5°C. No primeiro caso, a matéria-prima foi caracterizada como
dorso com pele e no segundo dorso sem pele, sendo a seguir submetidas & desossa
mechinica em equipamento POSS-PDE-1000 em sala climatizads na usina piloto do
Centro de Tecnologia de Carnes do Instituto de Tecnologia de Alimentos do ITAL.

A temperatura ao final do ciclo de desossa nélo foi superior 0°C para
ambas matérias-primas.

L.1. Preparacio das misturas

Dorso, com e sem pele, imediatamente apds terem sido desossados
mecanicamente, foram fracionados em porges de 30Kg e receberam adigiio dos
seguintes compostos nas concentragdes abaixo:

Em30Kg
a) tripolifosfato de s6dio comercial:  0,3% 90g
b} nitrito de sédio: 0,02% (200 ppm) 6
¢) ascorbato de sédio: 0,05% (500 ppm) 15g
d) mistura {a+b+c) +6+15

Os lotes foram homogeneizados em misturador de pas horizontal de
aco inox, por 3 minutos. A preparagdo das misturas com pele e sem pele foi feita em
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duplicata. O controle de temperatura foi realizado durante todas as ctapas de
preparagdo. Ao final da homogeneizagio, a matéria-prima atingiu, no maximo uma
temperatura entre 1-2°C.

A seguir, uma parte de cada lote foi sub-fracionado em porgdes de
200g e Zkg sendo imediatamente congelados a -18°C ao longoe do experimento.

As diferentes misturas foram assim designadas:

A~ CFMD (came de frango mecanmcamente desossada) C/P (com pele):
Fy = CFMD pura - Controle
F, = CFMD + tripolifosfato de sodio comercial
F; = CFMD + nifrito de sodio
Fy4 = CFMD + ascorbato de sodio

Fq = CFMD + (tripohifosfato + nmitrito + ascorbato} de sddio

B- CFMD (came de frango mecanicamente desossada) 5/P {sem pele):
Fy = CFMD pura - Controle
Fy = CFMD + tripolifosfato de sédio comercial
Fy = CFMD + nitrito de s6dio
Fy = CFMD + ascorbato de sédio
F; = CFMD + (tripolifosfato + nitrito + ascorbato) de sodio

1. Descricdo do Experimente:

Com objetivo de analisar os efeitos da adig8o de nitrito, tripolifosfato e
ascorbato de sédio sobre a estabilidade & oxidago lipidica e propriedades funcionais
. da CFMD e suas co-relagdes, o trabatho foi dividido em 5 estudos:
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A - Avaliacio da oxidacdo lipidica e degradacfio dos pigmentos heme durante
armazenamento sob congelamento.

A estabilidade & oxidago lipidica foi avaliada através da determinagio
do n° de TBARS (substdncias reativas ao acido tiobarbitirico) a cada 15 dias,
durante 6 meses de estocagem congelada. As determinagdes foram realizadas em
triplicatas.

Pigmentos heme mioglobina e hemoglobina foram determinados nas
misturas nos tempos 0, considerado 48-72 horas apés preparo, 3 ¢ 6 meses, As
amostras foram tomadas na superficie congelada ¢ no interior, sendo realizadas em
triplicatas. Avaliagfio de cor foi realizada através da determinagio dos valores L*
{luminosidade), a* (intensidade de vermetho) ¢ b* (intensidade de amarelo) durante
estocagem nos tempos 0, 3 e 6 meses nas superficies externas ¢ mternas.

B - Avaliacio das propriedades funcionais das proteinas miofibrilares extraidas
das diferentes misturas de CFMD ¢ do grau de desnaturacfio protéica.

Proteinas mioftbrilares foram extraidas de cada mistura e avaliadas
com relaglo as seguintes propriedades funcionais:

~ % de solubilidade protéica;
~ Formagiio ¢ estabilidade de gel;
- indice de atividade de emulsdo.

O indice de desnaturacio protéica foi avaliado através da determinago
da atividade de ATPase e perfil eletroforético das proteinas extraidas.

A avaliagio das propriedades funcionais e atividade de ATP-ase foram
realizadas a cada 30 dias e em triplicata, enquanto que eletroforese em gel de
poliacrilamida foi conduzida nas misturas de CFMD logo apos preparagiio (dentro
de 1 semana) e ac final do periodo de armazenamento congelado (6 meses).
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{ - Influéncia do conteiido ¢ liberacdo de ferro heminico e nio-heminico nas
diferentes misturas de CFMD no processo de oxidaciie fipidica durante
congelamento e sob aquecimento.

Esse estudo consistiu nas seguintes etapas:

a) Comparaciio entre os métodos de quantificago de ferro total por espectroscopla
de absorgdio atdmica e por espectrofotometria no visivel (310 am) com 1,10 o-
fenantrolina, com determinagdio da % de recuperaghio em ambos os métodos.

Fssa etapa inicial teve por objetivo adaptar o método de 1,10-0-
fenantrolina, em substituigio ao de absorgiio atbmica, nas condigbes operacionais de
realizacio do trabatho de tese. O experimento foi conduzido em duplicata e cada
determinagfio em triplicata.

b) Determinacio do teor de ferro heminico, nfo-heminico ¢ ferro total ao longo do
periodo de congelamento nos tempos 0, 3 ¢ 6 meses.

¢) Determinagio do teor de ferro heminico, ndo-heminico nas misturas de CFMD
apos aquecimento nos tempos U, 3 e 6 meses.

Amostras em triplicatas foram colocadas em tubos de centrifugas,
hermeticamente vedados ¢ aquecidos em banho-maria a 90°C durante 15 minutos,
quando entfio atingiram a temperatura de 75°C. O processo de aquecimento das
amostras foi monitorado com termdmetros inseridos diretamente nas misturas ¢ na
dgua de aquecimento.

d) Paralelamente & determinagdo de ferro heminico ¢ ndo-heminico, amosiras
aquecidas e nio aquecidas foram avaliadas em relago & oxidagdo lipidica através
da determinaciio do n® de TBARS nos tempos acima estabelecidos, em triplicata.



D - Processamento de salsichas de frange com adigiio das diferentes misturas de
CFMD em sua formulaciio.

Salsichas de frango foram preparadas com adigdo de 20% das misturas
de CFMD em estudo em suas formulacles, nivel maximo estabelecido pela
legislagdo vigente (Ministério da Sande, 1981).

Processamento foi realizado nos tempos 0, 1, 3 ¢ 6 meses com objetivo
de avaliar a influéncia dessa matéria-prima na qualidade de produtos embutidos. As
salsichas foram avaliadas com relagio a:

-rendimento de processamento
-rendimento apds reaquecimento

0T
~texiura
-n° de TRBARS

E - Efeito da adicie de medula dssea 3 carne de peife su coxa de frango
submetidas a diferentes processos de moagem.

Esse item do experimento teve por objetivo avaliar o efeito de medula
dssea adicionada 3 camne de peito ¢ coxa em moedor de came convencional utilizade
industrialmente e passada através de desossador mecénico, na estabilidade lipidica
durante estocagem congelada a -18°C.

Carne de peito e coxa foi manualmente removida das carcagas de
frango, mantida a 4°C ¢ preparada para ser armazenada sob congelamento dentro de
um prazo maximo de 12 horas. Os tratamentos aplicados foram:

1. Carne de peito e coxa refrigerada foi moida em moedor de came Hobart com
diametro dos orificios de 4 mm {(amostras PMC ¢ CMC), respectivamente.

2. Came de peito e coxa pré-congelada foi processada em desossador mecinico
(POSS-PDE 1000) (amostras PMM e CMM).
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Medula 6ssea foi removida de ossos congelados de tibia e femur sendo
imediatamente congelada. Tais ossos foram cortados transversalmente e a medula fo1
retirada com auxilio de pequenas espatulas de ago inox. quando ainda estava
congelada e acondicionada em pequenos tubos escuros para evitar contato com a luz.
Pigmentos totais, mioglobina ¢ hemoglobina foram determinados de acordo com
Rickansrud & Henrickson (1967). Medula dssea (22 mg de pigmentos totais/g) foi
adicionada as amostras de came {PMC, CMC, PMM e CMM) para resultar em
aproximadamente 2, 4, 6 ¢ 8 mg pigmentos totais/g de amostra. Realizou-se uma
amostra controle sem adigio de medula.

Amostras foram embaladas em porgles de 50 g em embalagens
plasticas, congeladas a -18°C ¢ analisadas apds 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135,
150, 165 e 180 dias de estocagem.

O contendo de lipidios totais na medula ossea foi determinado pelo
procedimento de Bligh and Dyer (1959) ¢ a porcentagem de cinzas de acordo com
AOAC (1984). Oxidagdo lipidica foi acompanhada pelo método de destilagdo de
Tarladgis et al. (1960) e expressa em termos de mg de malonaldeido/kg amostra.

3. Metodologia

3.1. Determinacio da composicio quimica e pH:
a pH
pH foi determinado de acordo com Foegeding (1987). 10 g das

amostras foram homogeneizadas com 50 mL de agua destilada durante 1 minuto em
liquidificador, com posterior leitura em pHmetro Micronal previamente calibrado.

b. Umidade

Foi determinada em estufa a 100-103°C até peso constante, de acordo
com método descrito pela AOAC (1984).

¢, Proteing

Nitrogénio total foi determinado pelo método semi-micro Kjeldahl, de
acordo com método padriio da AQAC (1984) e a proteina total expressa como %N x
6,25,
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d. Gordura

Gordura presente nas amostras secas foi extraida com éter de petrélec
em extrator do tipo Soxhlet durante 5-6 horas e seu teor determinado
gravimetricamente, como descrito na metodologia da AOAC (1984).

e, Cinzas

A % de cinzas foi determinada em mufla a 525°C, segundo método
padrio da AOAC (1984).

Todas as determinagdes acima (a, b, ¢, d, ¢) foram realizadas em
friplicatas.

3.2. Determinacio do »° de TBARS - Substincias Reativas ao Acide
Tiobarbitarice.

Reagentes utilizados:

a) Reagente de TBA: acido 2-tiobarbitarico 0,02M em 98% écido acético glacial.
b) Solugio de HCL 4N: 1 parte de HCL: 2 partes H,0 destilada

¢) Solugfio de BHT: 1g/mL em metanol

d) Soluglo de 1,1,3,3 tetra etéxi propano 10-M

e) Solugdio de sulfanilamida: 0,5% de sulfanilamida em HCE 20% (v/v)

A determinaciio do 1° de TBARS foi realizada de acordo com Tarladgis et af, (1960}
através das seguintes etapas:

-Misturar 10g da amostra (camne moida), 1-2 gotas de antiespumante ¢ 1 mL
de solugdo BHT (1mg/mL) com 50 mL de agua destilada em liquidificador por 2
minutos.

-Transferir a nyistura quantitativamente para um baldio de fundo chato de 230
mi com lavagem adicional de 46,53 ml de agua.

-Adicionar 2.5 mL de solu¢io de HC1 4 N para trazero pH a 1,5,

-Colocar algumas contas de vidro para evitar turbuléncia e choques,
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-Aquecer o balfio na amostra de aquecimento em nivel alto de aquecimento
para recolber 50 mlL de destilado em + 15-20 min.

-Misturar o destilado, pipetar 5 mL do mesmo em tubo de vidro rosqueado ¢
adicionar 5 mL de acido tobarbitirico 0,02 M em acido acético. Fechar os tubos,
misturar 0s contetdos e imergir em banho de dgua fervente por 35 minutos.

-Preparar um branco Smi. H,0-3mi de TBA ¢ tratar como as amostras.

-Apbs o aquecimento, resfriar em agua corrente por 10 minutos; fransferir a
uma cubeta ¢ ler absorbéncia da amostra contra o brance a 532nm.

~Multiplicar a leitura pelo fator correspondente da constante de destilagio
{Kd), conforme calculada a seguir para converter a mg de malonaldeido/1000 g de
amostra.

Testes de recuperacie e calculo da constante de destilagio (Kd):

Os testes de recuperag#o sio realizados com 1,1,3,3 tetra etéxipropano
(TEP), 0 qual é convertido a malonaldeido. No procedimento, 10 mL de 6,0 x
10-3M de TEP sfio adicionados junto com 10 g de amostra; o mesme método de
destilaclo utilizado para a amostra é empregado. Realiza-se também a destilagdo de
somente 10 mL de TEP ¢ da amostra individualmente.

A porcentagem de recuperagfio ¢ dada por:
% Recuperagiio = A3 - Ay x 100, onde

A2

Al = absorbancia da amostra
A= absorbincia da solugdo de 10 mL TEP

AB = ghsorhéncia da amostra + 10 mL de TEP

O valor de Kd (constante de destilag@io) € dado por:

Kdest =8 x 72,063 x 107 x 190, onde:

A C P
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S = concentra¢io de TEP padriio variando de 1x10-% a 8x10-*M em S mL de
destilado.
A = absorbancia do padrido
72.063 = PM do malonaldeido
C = peso da amostra
P = porcentagem de recuperacio

Calcular o Kd para cada concentragdio de TEP e tirar a média.

3.3. Medificacio do méteds de acido 2-tiobarbitdrico para determinacio de
malonaldeide em carnes euradas.

A presenga de nitrito em produtos curados, mesmo em pequenas
concentragdes é capaz de reduzir significativamente o n° de TBARS, fornecendo
baixos valores de rancidez, sendo que essa reducfio aumenta linearmente com a
concentragdo de nitrito. Para minimizar esse efeito, emprega-se uma modificagio no
método que leva a formaclo de um sal de diazénio para controlar a interferéncia de
nitrito na determinacio do n° de TBARS em carnes curadas ou naquelas onde ocorre
adigic de mitrito.

O procedimento ¢ idéntico ao método de Tarladgis ef al. {1960) com
exceglio do acréscumo do reagente de sulfanilamida 0,5% em HCL 20% v/v, segundo
Zipser & Watts (1962).

Em amostras contendo concentragbes < 100 ppm de mitrito, adicionar 1
ml do reagente de sulfanilamida antes de homogeneizar a amosira no hiquidificador
¢ para congentragdes > 100 ppm, acrescentar 2 mL de sulfanmiamida. Diminuir 1 ¢ 2
mL, respectivamente, do volume de H,O adicionada a fim de completar o3 100 mL
de volume requerido no método. A seguir proceder como descrito anteriormente.

3.4. Determinacio de pigmentos totals e concentracio de mioglobina em carnmes
mecanicamente desossadas

Pigmentos totais foram determinados de acordo com Rickansrad &
Henrickson (1967} com algumas modificagdes descritas previamente por Fleming ¢f
al. (1960).
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Reagentes utilizados:

Solugdo tampdo acetato de sédio 0,01N pH 4,5

Solugdo de ferricianeto de potassio K, [Fe, (CN)g] Sg/L
Solugio de cianeto de potassio 1 g/L

Solugo tamplio fosfato de sédie 0,5M, pH 7,1

Acetato de chumbo basico saturado

Fosfato monobasico e fosfato dibasico de potassio.

3.4.1. Pigmentes totais:

-Pesar 25 g da amostra de carne mecanicamente desossada congelada {mesmo
a materia-prima fresca deve ser rapidamente congelada para ser pesada, evitando-se
com isso perda de pigmentos por gotejamento).

~Homogeneizar com 100 mL de solugfio tampéio acetato de sédio 0,01N, pH
4,5 em Hgudificador por 3 minutos.

~Centrifugar o material resultante a 3000 rpm a 6°C por 15 minutos, filtrando
a seguir o sobrenadante através de papel! de filtro com ajuda de funil de Buchner a
vacuo. Essa etapa deve ocorrer o mais rapidamente possivel.

-Re-extrair o residuo da cenirifugacfo até obter um sedimento precipitado
claro, praticamente livre de pigmentos. Descartar a gordura separada ao final de
cada centrifugacfio.

~Combinar os dois extratos ¢ trazer o volume a 200 mL com tampdo acetato
de sodio 0,01N, pH 4.5.

~Caso o material ainda apresente turbidez realizar uma segunda filtragio por
gravidade,

-Transferr wma porgio de 20 ml do filrado e converter z
cianetometamioglobina pela adigdo de 1 mL de ferricianeto de potdssio e 1 mL de
cianeto de potassio {1g/1.) para proporcionar uma concentragdo final, apds dilui¢o,
de 0.6 ¢ 0,8 mitimoles/L respectivamente nos 20 mL de filtrado.

~A concentragio de pigmentos fotais é calculada a partir de leituras de
densidade Otica & 540 nm em espectrofotdmetro através da seguinte relacio:
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me pismentos totatis = _ OD X 17000 x(0.20 + dy x 100 | onde:
g de tecido 11300 g da amostra

D =densidade Otica a 540 nm

11300 = coeficiente de extingdo molar da cianetometamioglobina a 340 nm.
17000 = peso equivalente dos pigmentos.

0,20 = volume do extrato em L

d = aumento do volume devido a adigdo dos cianetos.

3.4.2. Concentracio de miogiobina

-Tomar 50 mi do filtrado final obtido previamente (sem adi¢do dos cianetos)
¢ ajustar o pH a 7,0 pela adigdo de tampio fosfato de sodio 0,5 M, pH 7,1

-Adicionar soluglo de acetato de chumbo bésico saturado igual a 1/4 do
volume de solugfio e misturar bem,

-Centrifugar a 2500 rpr/15 min, a 6°C.
-Filtrar o sobrenadante em papel filtro.

-Coletar 25 mL do filtrado e adicionar 11,65 g da mistura equimolar de
fostato monobasico ¢ dibasico de potassio para trazer a concentragio de fosfato a
IMepH 6,6

Nessa etapa mioglobina é separada da hemoglobina com precipitacio
dessa altima. (Utiliza-se 6,52 g de K,HPO, e 5,10 g de KH,PO,; — em 25 mL
concentracio molar = 3M).

~Centrifugar a solugo a 2500 rpm/15 min.
-Filtrar a soluglio em papel filtro.

-Converter o sobrenadante a cianeto mioglobina pela adigdo de ferricianeto de
potassio ¢ cianeto de potassio em concentragdes que proporcionem uma relagdo
final de 0,6 ¢ 0,8 milimoles/L, respectivamente.

-Centrifugar a amostra a 2500 rpmy/15min e posteriormente realizar leitura do
sobrenadante a 520 nm.

~Calcular a concentracdo de mioglobina através da relagio:

IMb] (mg/g misculo) = ODxK OD = absorbancia a 520
peso da amostra K =¢te. de proporcionalidade
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onde,
K = 1700 x volume da aliquota (1) x fator de diluicio . onde:
E
E = coeficiente de extingdo milimolar da mioglobina, = 11,300 nM/L
17000~ PM da mioglobina (17000 mg/mM)

tator de diluigAo= fragio da concentrago total presente no extrato de 200 mL iniciais,

-0Os valores de concentragdo de mioglobina foram expressos da mesma
maneira que aqueles da determinagiio de pigmentos totais.

-A concentragio de hemoglobina ¢ calculada pela diferenga entre as
concentracbes de pigmentos totais (At} e de mioglobina (ApR)
Assm
Agn = Ar-Anp, onde Egy =115
Eap =115 (Drabkin, 1950)

O calculo baseia-se no fato de que cifocromos, flavinas e outvos
pigmentos estdo presentes no misculo em quantidades muito pequenas ¢ portanto
contribuem pouco ou nada a cor da carne. Assim, a quantidade de outros pigmentos
com excegdo da mioglobina foi assumida ser a concentragdo de hemoglobina nas
amostras. O método tem a vantagem de que autoxidagiio, frequentemente ocorrida
em outros metodos € aqui eliminada uma vez que soluges de cianetochemoglobina e
clanetomioglobina sfio formas estaveis.

3.5, Metodologia empregada ua avaliacio das propriedades funcionais

3.5.1. Extracde das preteinas miofibrilares.

As proteinas miofibnlares foram isoladas de acordo com o seguinte
procedimento:
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-Passar a carne isenta de gordura e tecido conjuntivo visivel duas vezes em
moedor. No caso da carne mecanicamente separada, como ja se trata de um
material homogéneo, essa etapa pode ser suprimida.

~Adicionar 4 volumes de tampéio fosfato de sodio 0,05M contendo 0,1M
NaCl, pH 7,0 ¢ homogeneizar em hquidificador por 90 segundos.

-Extrair por 1 hora, sob resfriamento, usando agitador de velocidade varidvel.
~Centrifugar a 6000 rpm por 20 minutos.

-Descartar o sobrenadante (proteinas soliveis em égua) e re-extrair o residuo
com 4 volumes de tampéo fosfato de sodio 0,05 M contendo 0.1 M Na(’l a pH 7,0
por 1 hora, sob resfriamento.

-Descartar o sobrenadante e adicionar ao residuc 1/3 de seu volume de
tampdo fosfato de sodio 0,05 M contendo 2,4 M NaCl, pH 7,0. Agitar para
digpersar o residuo.

-Adicionar 1-2 volumes de tampdo fosfato de sodio 0,05 M contendo 0.6 M
NaCl, pH 7,0 e extrair como anteriormente por 1 hora,

~Centrifugar a 13000 rpm por 30 munutos.

-Descartar o sedimento {proteinas insoliveis) ¢ adicionar 5 volumes de dgua
destilada gelada sob agitagdo ao sobrenadante.

-Centrifugar a 13000 rpm por 30 minutos.
~Centrifugar o residuo mais uma vez, se necessario.

-Dosar proteina pelo método semi-micro Kjeldahl para fazer os calculos para
quantificacdo da fraglc de proteinas miofibrilares. As proteinas miofibrilares
1soladas devem ser estocadas a 0°C e usadas dentro do prazo maximo 24-36 horas.

3.5.2. Determinacio da porcentagem de selubilidade protéica.

Foi empregado o procedimento descrito por Xiong e Brekke, (1989)
com algumas modificagtes descritas a seguir:
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-Preparar acuradamente uma suspensio de proteinas miofibrilares contendo 5
mg/ml. de proteina em tampdo fosfato de sédio 0,05M contendo 0,6 M Na(l, pH
7,0.

-Fvitar a formagfio de espuma e trabalhar sempre sob refrigeracio e tomar 10
mL da suspensdo de proteinas colocando em tubos de centrifuga em triplicata.

-Centrifugar a 5000 rpm por 15 min, a 2.3°C,

-Medir o volume do sobrenadante ¢ determinar a porcentagein de proteina no
mesmo usando o método semi-micro Kjeldahl.

-A porcentagem de solubilidade protéica sera dada através de:

% solubilidade = concentragiio de proteina no sobrenadante x 100
protéica concentragio de proteina nos 10 mL originais

3.5.3. Fermacio e estabilidade do gel.

Os géis foram preparados de acordo com Xiong & Brekke, (1989} com
algumas modificages descritas a seguir.

-Preparar acuradamente uma suspensdo de proteinas miofibrilares contendo
20 mg proteina/ml em tampdo fosfato de sodio 0,05 M contendo 0,6 M NaCl, pH
7.0

-Desaerar previamente a suspensio de protefnas,através de leve centrifugacao
a 500 rpm por 1 minufo.

~Tomar 10 mL da suspensfio e colocar em tubos de vidro de centrifuga com
tampa. Evitar que a suspensdo deslize pela parede do vidro.

-Colocar os tubos com amostras em banho-maria a 75°C por 20 minutos.

-Apés esse tempo, resfriar imediatamente as amostras em gelo e manté-las em
refrigerador por uma noite.

~Centrifugar os tabos com géis formados a 2500 rpm/ 1 5minutos 2 2°C.

~Medir o volume de liquido liberado apds centrifugagdo.

3.5.4. indice de Atividade de Emulsificacio (EAI)
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O indice de atividade de emulsificaciio foi determinado de acordo com
| Pearce & Kinsella {1978), com modificagdes sugeridas por Li-Chan ef of. (1984),
. através do seguinte procedimento:

-Preparar emulsdo de proteinas miofibrilares com 6 ml. de soluges proteicas
a 1% em sologdo tampdo 0,05 M fosfato de sédio contendo 0,6 MNaCL pH70e2
mL de éleo de milho.

-Homogeneizar em alta velocidade por 1 minuto.

-Tomar aliguotas da emulsic do fundo do recipiente, evitando espuma € diluir
em série em solugdes de SDS 0,3% (1 mL de emulsio em 9 mL de SDS 0,3%).

-Ler absorbdncia a 300 nm.

-Tomar aliquotas de 1 mL da emulsdo e da solugdio de proteina no tampéo
fosfato de sodio 0,05 M contendo 0,6 M NaCl e secar em estufa a 100-110°C até
peso constante.

LAE. = 2303 x 2 x (Aseo x f diluicdo} . onde
(m?/g) Cx @ x 10.000

As00 = absorbéincia a 500 nim
= fator de diluigio na absorbancia lida
o= peso da proteina por unidade de velume da fase aquosa antes da formagfio de emulsio.

(= fracdo de volume de Sleo da emulsdio, dada por:

g = C-A-E(B-C) , onde
C-A+{B-C){(1+E) Dy/Ds - E}

A= peso do béquer

B= peso do béquer + emulsdo

(= peso do béquer + matéria-seca

Dy= densidade do dleo

D= densidade da solugdio protéica

E= concentragio de solutos (massa por unidade de solvente) massa de proteina
seca/l mL de solvente.
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3.6. Determinacio da Atividade de ATPase

A atividade de ATPase das proteinas miofibrilares foi determinada de
. acordo com Hay et al. (1972).

Reagentes:

a)  Solugio de alcool isobutilico: benzeno (1:1)
25 mL benzeno

25 ml. 4lcool isobutilico

b) Reagente de molitndato

b.1.} 53 mL de H,SO, em 100 mL de dgua destilada

b.2.) 20 g (NHg6 MOy Oq4.4H,0 em 100 ml de agua destilada,
Misturar iguais volumes de b.1. ¢ b.2. e diluir 2 400 mL com agua
destilada.

¢) Solugdio de H,80, em alcool etilico
Diluir 1,74 mL de H,S0, concentrado em 100 mL de alcool etilico absoluto.

d) Solugdo stock de cloreto de estanho (Sn Cly)
Dissolver 10 g de Sn Cl, . 2H,0 em 25 mL de HCl concentrado.
Armazenar em frasco escuro bem fechado e rosqueado.

&) Soluciio de cloreto de estanho diluida
Diluir 1 mL de SnCl, stock em 200 mL de H,S04 0.5 M,

Preparar imediatamente antes do uso.
£y Tampdo tris-acetato 0,02 M, 1 mM CaCly, 0,02MKCLpH 7.0

f1. Tris 242¢
acido acético 1.2 mL
Completar a 100 mL com agua destilada

£2. NaOH 002 M
NaQOH 0,08 g
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Completar a 100 mL de dgua destilada

3. CaCly. 2Hy0 0,1475 2
Kl 1,51 g
Completar a 100 mL com H,O destilada.

Misturar £1.; £2.; £3. e completar a 1000 mL de solugfio, acertando
. previamente o pH a 7,0 com NaOH ou HCL

g)  Solugo de acido tricloroacético 15%
" acido triclorcacético 15¢
completar a 100 mL com H;O destilada

. Reacdio de mistura:

-Ajustar a solugo de proteina para uma concentragio exata de 0,25 mg/mL
em tampdio tris-acetato 20mM, 1ImM de CaCly, pH 7,0 ¢ 20 mM KCL Agitar
lentamente até completa dissolugio.

-Adicionar ATP para concentragdo de 1mM; homogeneizar bem, lenta e
continuamente,

-Remover aliquotas de 2ml. da soluclo acima em intervalos de tempo de 60
segundos, 2 minutos, 5, 10 e 15 minutos e transferir para em tubo de ensaio em
banho de pelo contendo 3 mL de 4cido tricloroacético 15%.

-Centrifugar os tubos a 10.000 rpm por 10 minutos para remogdo de proteina
desnaturada e retirar 2 mL da camada sobrenadante.

Determinar o teor de fosfato inorgdnico nos 2 mL de sobrenadante
removidos ao longo da reaciio, conforme procedimento descrito 2 seguir, Ler a
ahsorbancia a 660 nm.

-Preparar um branco contendo apenas tampdo tris-acetato € outro apenas com
ATP sem solugio de proteina. Descontar os valores de Absorbancia a 660 nm desse
valor.

-Expressar os resultados em pmoles Pi/min./mg proteina.

Preparaciio da curva padrio de fésfore inorgamico
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-Secar KH,PO, a 100°C.

Pesar 0,68 g KH,PO, em 1000 mL H,O destilada (solucdo stock: 1 mL —
155 pg i)
-Reatizar diluigbes para obter 0,1, 0,2; 0,3; 0.4; 0.5 umol Pi/mL

-Pipetar 2 mL da solugdo da amostra (reagiio de mistura) ou solugbes padrdes
em tubo rosqueado contendo 2 mL de reagente de molibdato e 5 mL de solugdo
alcool 1sobutilico - benzeno.

-Agitar o tubo vigorosamente em posi¢do vertical por 1 minuto.

-Pipetar 2 mL da camada superior (apds repouso) em tubo contendo 2 ml de
H,80, alcodlico.
-Misturar bem. Adicionar 0,5 ml de SnCl,, solugfio diluida e musturar

gentiimente,

-Ap6s repouso de 30 minufos a temperatura ambiente, medir a cor
desenvolvida em espectrofotdmetro a 660 nm.

3.7. Procedimento para Eletroforese em Gel de Poliacrilamida - SDS

Foi realizado de acordo com Laemmbi (1970).

Solucdes:

Tampic Tris-glicing para eletrodo

(0,025 M Tris, 0, 192 M glicina)

15,5 g de trizma base

72.0 g de glicina

5,02 de SDS

Ajustar o pH para 8,3. Completar com agua destilada a 1000 mL.

Soluclo stock de Tris-SDS, pH 6.8

(0,025 M Tris)

39,4 g de trizma HCl

2,0 g de SDS

Ajustar o pH para 6,8. Completar com agua destilada para 1000 mbL.

Salucio stock de Tris-SDS. pH 8.8
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(0,75 M Tris)

| 71 g de trizma base

46,2 g de trizma HCl

- 2,0gde SDS

Ajustar o pH para 8, 8. Completar com agua destilada para 1000 mL.

Tampdo para a amosta

- (0,0625 M Tris)

25 mL de solugfio stock de Tris-SDS, pH 6,8

. 2,0gde SDS

10 mL de ghcerol

5 ml, de 2-mercaptoetanol

0.1 mL de bromofenol blue a 1%

Completar com agua destilada para 100 mL. Guardar em recipiente bem fechado.

Solucdo stock de acrilamida

30 g de acrilamida, especialmente purificada para eletroforese

0.8 g de N'-N metilenobisacrilamida

Completar para 100 ml com dgua destilada. Guardar em frasco escuro em

temperatura de 4°C.

Solucio de persulfato de amdnia

0,1 g de persulfato de ambnia
Completar para 10 mL com agua destilada. Preparar sempre fresco para cada corrida
de sletroforese.

Solucio de gel de resolugio 10% (gel mferior)
19,8 mL de solug#o stock de acrilamida

30 mL de soluglio stock de Tris, pH 8,8
Completar para 60 mL com agua destilada

15 uL de TEMED

1.5 mL de solugiio 1% de persulfato de amdnia

Solucio de "stacking" gel (gel superior)
2,7 mL de solugdio stock de acrilanmida
10 mL de solugdo stock de Tris, pH 6,8
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2 Completar para 20 mL com agua destilada
| 15 L de TEMED
- 0.5 mL de solugiio de persulfato de amonia

. Procediments:

z_ O sistema de eletroforese de disco descrito por Laemmk (1970) mclui

| um "gel de resolug@io” (10% de acrilamida) e um "stacking” gel (3% de acriiamida).

O gel de resolucio deve ter uma altara de 10 om ¢ o "stacking” gel de 1 cm. Os

. rubos de vidros devem ser lavados com detergente, com dcido, dgua destilada e,
{inalmente, enxaguados com Photo-Flo.

Misturar a solucio stock de acrilamida com a solugfo stock de Tris, pH
88 ¢ agua destilada em béquer. Adicionar o TEMED e o persulfato de ambnia.
Imediatamente pipetar a solugdo dentro dos tubos previamente preparados a secos
até a marca dos 10 cm.

Em seguida cobrir os géis com agua saturada com alcool isopropilico ¢
deixar em vepouso por 1 hora a temperatura ambiente. Se houver necesidade de
deixar os géis por mais de 1 hora, remover a camada de agua destilada saturada com
alcool isopropilico e substitui-la por uma solugdo stock de Tris a 25% pH 8.8

Antes de preparar o “stacking” gel, remover a camada de agua.
Cuidadosamente, usando um pedago de lengo de papel macio, secar s superficie do
gel, para remover qualquer umidade remanescente, sem entretanto, perturbar a sua
superficie. E muito importante que a superficie do gel de resolugiio esteja seca, para
permitir polimerizagdio satisfatéria do "stacking” gel.

Para a prepatagio do "stacking" gel misturar a solugdo stock de
acrilamida com a solug@o stock de Tris, pH 6,8 e a agua destilada em béquer,
Adicionar TEMED e persulfato de aménia. Agitar gentilmente para misturar bem os
ingredientes. Colocar, numa altura de 1 cm, sobre a superficie do gel de resolugio ¢
cobrir com Agua saturada com dlcool isopropilico. Deixar em repouso por 1 hora, em
temperatura ambiente, para que a polimerizaggo ocorra.

A amostra deve ser aplicada sobre a superficie do gel, ja previamente
coberta com o tampio do eletrodo, com uso de microseringa .
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; Aplicar corrente de 3 mA por tubo, até que a frente do indicador
| bromofencol blue aleance o final do tubo de vidro.

' Os géis devem ser corados em 0,4% Coomassie Brilliant Blue em
mistura de 4cido acético-metanol-agua na propor¢do 9/45/43 (v/v/v} por um petiodo
de & horas. Descorar em mistura de acido acético-metanol-dgua na proporgdo de
7.5/25/67,5 (v/v/v) até que o gel se apresente claro, com as bandas protéicas bem
- visiveis. Os géis devem ser preservados em solugdo de acido acético a 7,5%.

. 3.8. Determinacio do contetido de ferro heminico ¢ niio-heminico.

3.8.1. Quantificacio de ferro por espectrofotometria no vigivel com 1,19
p-fenantrolina

O ion ferroso forma um complexo colorido com o-fenantrolina; para
determinar ferro total, o fon férrico é reduzido com hidroxilamina ¢ o ion ferroso
resultante é complexade com o-fenantrolina. A cor do complexo alaranjado ¢
medide a 510 nm. O procedimento adotado foi o de Thomas & Chambertin {1980}

Prepare da Amostra

A amostra seca e desengordurada deve ser incinerada em mufla com a
seguinte programacio de temperatuga:

200°C 2 horas
300°C 3 horas
450°C 2 horas
500°C 5 horas ou mais até que as cinzas se apresentem com coy branca.

Diluir as cinzas com Hgeira umidificagio com agua destilada e
posteriormente realizar digestdo com acido cloridrico concentrado. Adicionam-se
aproximadamente 5 ml. de HCI concentrado e aquece-se em chapa elétmica ate
completa dissolugfio das cinzas. Realiza-se a seguir sucessivas lavagens do cadinho
com #gua destilada até total remogic da amostra € completa-se o volume até 100
mL. A concentracdo final do Acido cloridrico serd de 2% (m/v). B essencial que 2
amostra esteja completamente dissolvida.
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| Reagentes:

Solucdo tampdo

40 g de acetato de amémo (CH; COO NHy)

30 mL 4cido acético glacial

Completar o volume para 100 mL com dgua destilada

Soluclio de hidrocloreto de hidroxilamina
20 g de hidrocloreto de hidroxilamina
Completar o volume para 100 mL com 4gua destilada

Solucdo de o-fenantrolina
0,5 g de 1,10 o-fenantrolina
100 mL de dgua destilada

Aguecer até 80°C até completa dissolugfo. Nio ferver. Descartarse a solucdo
ficar escura. Aquecimento ndo ¢ necessario se 4-5 gotas de HCI concentradoe for
adicionado 4 dgna destilada.

Prepare da curva padrio

Solugde steck:

Dissolver 1,40 g de Fe (NH )»(504).6H,0O em 50 mL de agua destilada.
Adicionar lentamente 20 mL de acido sulfurico concentrado ¢ agitar.

Adicionar KMnQ, 0,1 N, gota a gota, até que uma cor rosea palida seja
persistente. Diluir 2 1006 mL em baldo volumétrico com agua destilada hivie de
ferro. Cada 1 mL da solugdio contém 200 pg Fe.

Solugfies padrdes:

Pipetar 50 mL da solugdo stock em baldo volumétrico de 1000 mL ¢ diluir
com agua destilada. Cada 1 mL da soluglo stock contém 10 pg de Fe. A seguir
pipetar 10 mL dessa solugdo e diluir a 100 mL com agua destilada. Cada 1 ml da
solugfio contém 1 pg de Fe.

A partir dessas solugbes preparar solugbes padrdes na faixa 0-5 pg Fe/ml. Na
preparagiio dessas solugdes utilizar solugéo aquosa de HC1 2% {(m/v) tal como foi
diluida a amostra. A seguir, proceder a reagfio colorimétrica.
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. Reagio colorimétrica:

: Transferir 20 mL da amostra diluida, ou dos padrdes para um tubo de ensaio
rosqueado. Adicionar 2 mL de tampdo acetato de sodio, 2 mbL de 1,10. o
fenantrolina e 1 mL de hidroxilamina. Deixar em repouso por 30 min e proceder 4
leitura em espectrofotometro a 510 nm. Preparar um branco utilizando solugéo
aquosa em HC1 2% (m/v), substituindo amostra ou padrdes.

3.8.2. Quantificacio de ferro total por espectrescopia de absergie atémica

i_ As amostras foram preparadas como anteriormente ¢ as mesmas
diluigdes foram utilizadas para as leituras em uin espectrofotémetro de plasma de
arpdnio indutivamente acoplado, modelo simultineo, BAIRD-CP 2000. Foi utilizada
curva de Ferro contra padrdes 4cidos em comprimento de onda 259,94 nm (emisséo
de Fe).

As solucBes padrdes de ferro contendo 0, 1, 2, 3, 4 e 5 pug Fe/ mlL
foram preparadas em solugio aquosa de acido cloridrico 2% {m/v} a partir da
solucdo stock descrita e concidiram com as concentrages respectivas da curva de Fe
padrdo do plasma.

3.8.3. Determinaciio de ferre nie-heminico

Reagentes:
Mistura acida
HCI 6N
Acido tricloroacético 40%
Mistarar em partes iguais (1:1)

Reagente de NaNGQ, (156 ppm)
0,39 g NaNQ,

100 mL de agua destilada
Preparar diariamente

Reagente de ¢cor
acetato de sodio
1,10 o-fenantrolina




hidroxilamma

Adicionar os reagentes acima ja descritos anteriormente na proporgao 2:2:1 {ml)

Utilizou-se o método de Schricker ef ol (1982) modificado por Rhee e
Zaprin {1987}

-Moer finamente a amostra em cquipamento de ago inox para evitar
contaminagio com ferro, essa etapa é desnecessaria para came de frango
mecanicamente separada uma vez que o material apresenta-se bem homogéneo.

-Tomar 5 g da amostra em triplicata em tubos de vidro com boa vedagfo
resistente 4 agdo de acido.

-Adicionar 0,2 mL de reagente de NaNO, (156 ppm) baseado no peso da
carne.

-Adicionar 15 mL da mistura 4cida e agitar vigorosamente.

-Incubar a 65°C por 20 horas ¢ a cada 1-2 horas agitar vigorosamente,

-Resfriar completamente & temperatura ambiente. Os extratos devem
apresentar-se de COT marrom escuro e a carne completamente digenida.

.Tomar 5 mL da camada acida liquida superficial, denominada de fase liquida
incubada ¢ transferir a pequenos tubos de centrifugas;

-Adicionar os reagentes de cor como no método de 1,10 o-fenantrolina ¢ se
necessario, centrifugar a 3500 rpm/10 min. 4 temperatura ambiente.

Ler g absorbiincia do sobrenadante a 510 nm contra o branco constituido de
5 mL da mistura Acida + reagentes de cor.

-Para eliminar o efeito da coloragdo marrom escuro formada apds digestdo
acida ler absorbdncia da fase liquida incubada antes da adigdo do reagente de cor,
substituindo 2 mL de 1,10-o-fenantrolina por 2 mL de HyO contra o branco
preparado anteriormente a 510 nm. Subtrair todos os valores de absorbancia das
amostras desse valor obtido.

-Usando curva padrio de Fe 0-5,0 ug Fe/mL determinar o contendo de ferro
em 1 mL da fase liquida incubada.

-0 contendo de Fe ndo-heminico ¢ calculado pela seguinte equacéo:
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L ug ke néio-heminico = concentragio de ferro na fase liguida incubada (ug/mL) X

g de carne {15 + 0.2 + % umidade de 5 g de amostra) mL. /5 ¢

. Caleulo da % de recuperacio:

Em todos os procedimentos, adicionar juntamente com a amostra 10

ug Fe (1 ml da solugo stock) e seguir como descrito e cada método, calculando a

seguir a % de Ferro recuperado.



3.9, Metodologia para processamento e avaliagdio de salsichas de frango com
adicdo das diferentes misturas

3.9.1, Processaments de salsicha

| a) Matéria-prima

A matéria-prima constituiu-se de came de peito e coxa de frango
desossados, sem pele, obtida em até 48 horas antes do processamento de um
produtor local. A CFMD confrole (fresca} foi obtida como no item 1 para cada
processamento. Toucinho foi removido da porgéo costo-lombar de suinos.

b) Ingredientes:

Os ingredientes comerciais constituiram-se em  sal, agucar,
tripolifosfato de sodio, nitrito de sddio, ascorbato de sodic & condimentos. As
salsichas foram embutidas em tripas artificiais de celulose de calibre 22 mm.

¢) Formalacio e procedimento:

Os "batters” de salsicha foram preparados com adigio de 20% das
misturas Fy, Fy, F5, Fy e Fs e controle, o qual constituiu-se de CFMD C/P ou S/P
cecém desossado. Previamente foi determinada a composicio guimica de cada
matéria-prima cArnea para estabelecimento da formulaciio.

{J processamento do "batter” para a produgdo de salsicha seguiu o
fluxograma apresentado na Figura 3. As formulagdes utilizadas nos processamentos
contendo 20% de S/P e C/P sdo apresentadas nas Tabelas 1 ¢ 2, respectivamente. A
relacdo umidade:proteina foi igual a 4,5. Adicionou-se ainda mais 10% de gelo
referente ao peso total da formula¢@o para compensar as perdas na estufa.

A ordem de adicdo dos ingredientes e aditivos estd descrita na Figura 3
e foi rigorosamente obedecida em todos os processamentos. A temperatura final de
cominuigio no “cutter” foi de aproximadamente 10-1 1°C, sendo a massa entfo,
homogeneizada em moinho de facas rotativas. Isto levou a um aumento na
temperatura final da massa de aproximadamente 2-4°C ¢ em nenhum processamento
ultrapassou 15°C. A massa foi transferida para embutideira de pistic descontinua €
por extrusdo as salsichas foram formadas em tripas artificiais de celulose calibre
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mm. A cada 10 cm, foram amarrados manualmente os gomos de salsicha,
| procedendo-se entdo 4 cocgdo, cujo programa de cozimento e resfriamento ¢
apresentado na Tabela 3. Salsichas foram pesadas antes ¢ ap6s cozimento COm casca
para determinagio das % de rendimento.

. Figora 3 - Fluxograma basice do processaments de salsichas com ordem de
’ adigio dos ingredientes

Adigso de carnes (coxa, peito, CFMD a 6°C)
¥

1D voltas no cutter <~ sal

¥
Adigio de fosfato, nitrito, Y2 do gelo
1

35 voltas no cutter

N

Adigdo ¥ do gelo, restante + condimentos

1 voltae 35
2
Adicgo de toucinho (T=0°C)
4

2 voltas e 0,5
3

Adigdo de ascorbato

2 voltas e 25 (T=10-11°C)
:

Homogeneizaglo

Embutimento
¥
Cocglo
d

Resfriamento

‘A

Descascamento

3

Embalagem a vacuo



Tabela 1 - Formulacio basica do batter de salsicha processado com CFMD

sem pele
Matérias-Primmas Cuantidade Emidade Proteina Gordura
kg kg Ve kg o kg B

Peito 2,49 1.73 T3.05 0,56 23,30 .64 1,30
LCoxn 240 1,79 74,75 043 18,04 6,14 6,00
CYFMB S/P 190 1,33 15 $,24 1245 {,28 15,60
Toucinho 1,90 0,28 15,80 8,08 0,78 1,52 80,80
Sub total 8,60 5,13 £9.65 1,24 14,42 1,95 23,02
Kal 22% 021

Nitrite 0,82% 00018

Ascorbato 0.,65% 08,0047
Polifosfate  6,3% 0,028
Condimento  8,52% 0,049

Agua 0,56 0,56 100%
| Total 9,45 5,69 6621 1,24 1342 195 20,63
| _Agua +10% 1,05

Tabela 2 - Teores (g) de fosfato, nitrito e ascorbato nas diferentes formulagdes
considerande-se as quantidades j3 presentes na CFMD sem pele

armazenada.
Controle ¥, F, Fy Fu Fe
Fosfato 2835 28 35 2265 28,35 28,35 22,65
Nitrito 1,89 1,89 1,89 1,51 1,88 1,51
Ascorbato 4,72 472 472 472 3,77 3,77

Fi - Controle; Fz - Fosfato, Fs-Nitrito; F4- Ascorbato; Fs - Mistura

Tabela 3 - Condicdes de processamento térmice e resfriamento da salsicha

Processo Temperatura (°C) Tempo (min}
Secagem 50 i3
Avermethamento (1) 55 30
Avermethamento (11} 60 20
Cozimento 60 5

65 5

70 5

75 5

80 até Ti = 72°C (~10 min.)
Chuveiro - 10 mun
Céamara fna 2 16 horas

Ti = temperatura interna
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d) Aunilises realizadas na avaliacio da qualidade das salsichas

' d.1) Estabilidade & oxidacio lipidica

;_ Foi realizada através do método de TBARS, em triphicata, para cada
formulagdo, de acordo com Tarladgis (1960), utilizando-se a modificacdo de Zipser
- & Watts (1962) j& descrita na segfio.

- d2)pH

Dez gramas de amostras de salsicha foram adicionadas a 50 mL de
agua destilada, homogeneizado por 1 min em liquidificador ¢ as leituras realizadas
em pHmetro "Micronal” devidamente calibrado. A determinagio foi realizada em
friplicata.

4.3) % Rendimento de processamento

Foi realizado de acordo com Mittal e Oshorne (1986} com base nos
pesos dos produtos do lote antes da cocgdo em estufa, e apds o resfuamento em
cérnara fria.

d.4) % Rendimento apbs reaquecimento

Foi determinado de acordo com Nuckles ef af (1990), Vinte gramas de
amostra foram aquecidos em 100 mL de H,O a 100°C por 3 minutos e resfriados a
temperatura ambiente por 5 minutos. A pocentagem de rendimento foi obnda
dividindo-se peso das salsichas resfriadas pelo seu peso antes do aquecimento.

d.5) Avaliagde de cor (superficie externa e interna)

Dez salsichas de cada formulagio foram cortadas transversalmente e
as leituras da cor de cada lado (superficie externa e interna) foram realizadas através
do colorimetro Minolta modelo CR 200b, previamente calibrado, obtendo-se os
pardmetros L* (luminosidade), a* (intensidade de vermetho), b* (intensidade de
amarelo}.

Para CFMD com pele ¢ sem pele, as leituras foram realizadas nos
blocos de 2 kg externamente e imediatamente cortados para as leituras no interior.
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Foram realizadas quinze leituras em cada regifio ¢ tomadas as dez mais préximas
para a determinagio da média, uma vez que o alto teor de wmidade ¢ a baixa

temperatura levaram a variagdes significativas nas leituras,

Tabela 4 - Formulacde basica do batter de salsicha processado com CFMD com

pele
Matérias-Primas Quantidade Umidade Broteina Gordura
kg kg Yo kg Yo kg Yo
Peito 2,48 1,73 72,03 9,55 23,38 054 1.86
Cuxa 2,48 1,78 74,78 &,43 1808 2,14 &,00
CEMVID O7P 1,49 1,08 60,85 §15 8,58 .55 36,42
Toucinhe 1,44 .21 1500 X131 #.78 1.J2 58,05
Sul tofal 3,408 4,80 6,006 1,14 14,25 1,85 23,12
Sal 2.2% 5,194
Nitrite §2% 0,817
Ascorbato 0.45% 6,0843
Peiifosfato 8,3% {4,625
Condimentoe 8,52% B,045
Agun 0,39 1,39 100%
Tota] .66 5,19 543 1,14 13,16 1LBS 21,34
Ayun +18% 4,96

Tabela 5 - Teores {g) de fosfato, nitrito ¢ ascorbato nas diferentes formulagdes
considerando-se as guantidades ja presentes na CFMD com pele

armazenada.
Controle F, Fa F, F, F.
Fosfato 2598 2598 20,58 25,98 25,98 20,58
Nitrito 1,732 1,732 1,732 1,372 1,732 1,372
Ascorbato 4,33 4,33 4,33 4,33 3,43 343

H
H
i
B
H
H
H
:
i
H
i
i

Fi.Controle; Fz- Fosfato; Fa - Nitrito; F4 - Ascorbato; Fs - Mistura

Obzervagbes:

- A planilha utilizada para o cilculo das formulagbes foi cedida por Felicie, P. E. -
Universidade Estadual de Campinas - Faculdade de Engenharia de Alimentos, Departamento
de Tecnologia.

- Os processamentos das salsichas foram realizadas na planta piloto do Centro de

Teenologia de Carnes do Instituto de Tecnologia de Alimentos.
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3.10. Analise Estatistica:

Os dados das analises e testes realizados foram  avaliados

| estatisticamente por analise de variancia. Quando a analise de variéncia indicou
resultados significativos entre as médias dos diferentes tratamentos, fol realizado o
| teste de Tukey a nivel de significancia de 5%, através do programa estatistico
. SANEST, desenvolvido, autorizado e gentilmente cedido pela Faculdade de
Engenharia Agricola, da Universidade Estadual de Campinas,



RESULTADOS F, DISCUSSAQ

L. Avaliaclio da oxidacdio Hpidica, compesicic quimica e degradacio dos

pigmentos durante estocagem congelada das diferentes misturas de CFMD

A composicdo quimica de CFMD apresentada nas Tabelas 6 ¢ 7 ¢
0s valores obtidos para CFMD de dorso com e sem pele estdo dentro da faixa
citada na literatura (Orr & Wogar, 1975; Essary, 1979; McNeill et o, 1988). As
variagdes encontradas na composigfio quimica das diferentes amostras sfo devidag
a diferencas na matéria-prima (idade das aves, relagdo carne/ossos, tipo de corte,
teor de gordura), métodos, equipamentos de desossa, bem como a porcentagem de
rendimento desejada (Beraquet, 1990). A matéria-prima com pele apresenta teores
muito mais elevados de gordura, praticamente o dobro {30%) em relacio &
matéria-prima sem pele (15%) e menores teores de umidade e proteina. Pele de
frango, apresentando aproximadameute 46% de gordura, foi o componente
responsavel por esse acréscimo. Teores de cinzas de CFMD sem pele foram
consideravelmente maiores que as respeciivas amostras com pele, em funcéo da
mator proporgio relativa de ossos ¢ medula 6ssea incorporados na operagio de
desossa.

Tabela 6 - Compesicio quimica ¢ valores de pH das formulagies de CFMD com pele.

Determinacio F, F, F, F, F.
%2 Umidade 60,05+0,58 | 60,34+0,34® | 60,18+0,28% | 60.45+0.61® | 60,85+0,642
% Gordura 30424054 |+ 31,08+0,62% | 30,850,350 | 309540,82% | 30,15+0.44¢
% Proteinas 8,50+0 658 8,15-+0,722 §,65+0,24% 8.45+0,382 8.72+0,672
% Cinzas 0,62+0,073 0,73+0,02b 0,67+0,0G1* 0.65+0,022 0,79+0,03"
pH £,20+0,012 §,54+0,028 |1 6,28+001° 6,31+0,01¢ 6,61+0 02"

Fi - Controle, Fx - Fosfato; Fi - Nitrite; Fa. Ascorbato; Fs- Mistura
=bMédias dentro das linhas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)

it e,




Tabela 7 - Composiciio gquimica e valores de pH das formulacfes de CFMD sem pele,

Determinacio F, F, F, ¥, Fe
% Umidade 70,1540,58 | 70.85+1,058 | 7045+0,82¢ | 71024048 | 70,82+0,552
% Gordura 15,0040,04® | 153524028 | 15484043* | 1586+0,52% | 15,00+0,282
%% Proteinas 124540,34% | 12,5040,38 | 122840212 | 12.91+0 420 | 12 43+0,6%
% Cinzas 1,08+0,032 1,17+0.028 1,12+0,012 b, 100 (2 1,24+0,03%
pH 6,58+0 034 6,85+0,020 6 60+0.012 8,65-+0,028 6,93+0.01%
Fi - Conmtrole; Fz - Fosfato, F3 - Nitrito; Fs- Ascorbato; Fs - Mistura

~PNédias dentro das linhas com diferentes expoentes sio significativamente diferentes (P<0,05)

Em todas as amostras, adigdo de polifosfatos, nitrito e ascorbato niio
levou a diferengas significativas nas porcentagens de umidade, gordura e proteina.
Entretanto nas formulagdes F, {polifosfatos) e Fx (mistura), ocorreram teores mais
elevados de cmzas significativamente diferentes ao nivel de 5%. Essa diferenga é
devida provavelmente ao maior teor de minerais presentes no polifosfato
comercial, contribuindo para elevagfio do teor de cinzas.

Valores de pH de dorso mecanicamente desossado sem pele foram
ligeiramente mais elevados que a matéria-prima com pele (Tabelas 7 ¢ 8). Grunden
et al. (1972) reportaram valores semethantes de pH. Adiglo de polifosfato resultou
em aumento significativo de pH nas amostras com e sem pele. O mesmo ocorren
na formulagic Fs contendo os trés ingredientes e, porfanto, a elevagic de pH foi
devido a adiglio de polifosfate. Os resultados estio de acordo com Shults &
Wierbicki (1973) os quais reportaram que musculo de frango sumentou 0,2-0,6
unidades de pH com diferentes tipos de polifosfatos adicionados. Adiglo de
tripolifosfato de sédio elevou o pH de 5,7 para 6,1. No presente experimento, o
aumento de pH foi de aproximadamente 0,3-0,4 unidades, similares aos dados
reportados na hiteratura.

Tabela 8 - Valores de pl das formulacies de CFMD com pele durante armazenamento sob
congelamento {(-18° C),

Tempo {dias) F, F, F, F, Fe
0 6,2040,01+ 6,54+0,02% 6,28+0,012 6,31+0,028 6,561+0,025
30 6,20+0,02° 6,50-+0,020 6,2040,02° 6,30+0,012 6,650,065
60 6,10+001 | 655+003° | 630+0,02%8 | 633+002° | 6,60+0,03"
o0 6,20+0,022 6,57+0,020 6,2040,0%° 6,38+0,032 6,630,020
120 6,21+0.03* | 6,56+0,04° | 630+0,01® | 631+001* | 66510030
150 623+001* | 658+0,05° | 63240,03° | 636+0,04° | 66440030
180 6,30+0,04% | 660+0,03° | 63340038 | 637+0,05 | 6.80+002°

Fi ~ Controle; Fz - Fosfatos, Fa - Nitrito; ¥Fa ~ Ascorbato; ¥s ~ Mistura
sbodepadias dentro das linhas com diferentes exposentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)
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Tabela 9 - Valeres de pH das fornulacies de CFMD sem pele durante armazenamento sob

congelamento (-18° (),

Tempo (dias) F, Fa F, F, F.

{ 6,38+0 032 6,85+0,020 6,61+0.01# 6,650,022 6,9340,01°
30 6,600, (122 6,85+0,05% 6,60+0,022 6,64+0,032 6,70+0.01b
60 £,61+0,042 6,83+0,04b 6,610,032 | 663+0,042 6,95+0,03"
90 6,60+0,020 | 686+0,03b 6,62+0 03¢ 6,60+0,032 7,010,020
120 6,50+0.032 6,87+0,03t 6,64+0 042 6,610,042 6,98+0.04°
150 6,62-+0,05° ,86+0,03% 6,62+0,045 6,630,034 7,02+0,03"
180 6,65+0 038 6,89+0,045 6,65+(0,052 6,67+0,02% 7,03+8,06°

F1 - Controle; Fz - Fosfatos;, F3 - Nifrito; F4- Ascorbato;, Fs - Mistura
abodsMédias dentro das linhas com diferentes expoentes sdo significativaments diferentes (P<0,05)

1.1. Estabilidade 3 oxidaciio lipidica de CFMD na presenca de polifosfato,
nitrito ¢ ascorbato

A extensdo da oxadagdio lipidica foi monitorada através do teste de
TBA expresso pelo nimero de TBARS ou substdneias reativas ao 4acido
fiobarbitimico em mg de malonaldeido/kg de amostra. Durante autoxidacio de
acidos graxos polinsaturados, malonaldeido ¢ produzido sendo altamente reativo e
permanecendo ligado a ouwtros componentes dos alimentos (Shahidi & Hong,
1991). De acordo com Talardgis ef al. (1960) o tratamento térmico acido libera o
malonaldeido higado, que reage com acido tiobarbittwrico formando um pigmento
réseo com maxima absorgfio a 532 nm. Assume-se que a intensidade da cor ¢ uma
medida da concentragio do malonaldeido. A concentracdo de malonaldeido t€m
sido positivamente correlacionada com rancidez oxidativa e "warmed-over-flavor”
(Igene & Pearson, 1979).

Nas condigBes do experimento, a porcentagem de Recuperagio ¢ o
valor de Ka foram respectivamente, 96% e 5,93,

A determinacio da estabilidade da oxidaglio hipidica das diferentes
formulagdes indicon que tanto nas amostras com pele como nas sem pele, adigio
de polifosfato, nitrito ¢ ascorbato resuliou em redugio do processo de oxidacio
lipidica com menores valores de TBARS em comparagio ds amostras controle
durante todo o periodo de estocagem congelada (Figuras 4 ¢ 5; Tabelas 10 ¢ 11).
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TBARS - mg malonaldeide/kg de carne

7 F1
F1 - Controle (purs)
F2 - Polifosfate (0,3%)
F3 - Nitrite (200 ppm)
6 < F4- Ascorbato (500 ppm)
F5 - Mistura (F2 + F3+ F4)
5 -
k2
4 - {
3 - ¥,
7 F3
) ” i 7 K4
0 T T T T T T

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

Tempo(dias)

Figura 4. Efeito da adiciio de polifosfato, nitrito e ascorbato de sédio
nos valores de TBARS de CFMD com pele durante
armazenamento sob congelamento (-180C).
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F1 - Countrole (pura)
F2 - Polifosfate (0,3%)
F3 - Nitrito (200 ppm)
6 -1 F4- Ascorbate (500 ppm)
F35 - Mistura (F2+ F3+F4)
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Figura 5. Efeito da adicio de polifosfato, nitrito e ascorbato de sédio
noes valores de TBARS de CFMD sem pele durante
armazenamento sob congelamento {-180¢C).
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Tabela 10 - Valores de TBARS das formulacfes de CFMD com pele durante armazenamento
sob congelamento {-18° ().

Tempo {diag) K, £, Fy F, Fo

0 0,32+0,032 0,32+0 028 0,38+0,02¢ 0,39+0,03% 0,34-+0,0200
13 0,58+0.022 0,49+0,020 0,46:+0,02b 0,36+0,01¢ 0,37+0,02¢
30 0,93+0 012 0.73+0 020 0,68+0.03% | 0,46+002¢ 0,36+(,034
43 1,28+0,04° 0,93+0,02" 0,82+0,03¢ 0,49+0,02¢ 0,36+0,41¢
60 1,70+0,032 1,27+0,058 0,83+0 03¢ 0,50+0.034 0,50+0 024
75 - 2,35+0,160 1,47+0,05b 0,94-+0 04¢ 0,54+0,04¢ 0,52+0,02¢
50 2.36+0. 050 1,80-+0,080 1,06+0,09° 0,60+0 054 0,58+0,034
105 3,22+40.158 2,15+0,108 1,15+0,04° 0,61-+-6,004 0,61+0,04¢
120 4,28+0,234 2,45+0,570 1,19+40,11° 0,66+0,01¢ 0,62+0,029
1358 5,16+0,19° 3 06+0,23b 1,2640,05° 0,67+40,03% 0,66+0,02¢
150 6,09+0,152 3,314+0, 160 1,3240,14¢ 0.73-+0,024 0,70+0,02¢
165 6.42+0 10 4,05+0 08P 1,52+0,03° 0,79+0 (44 0,72+0,034
180 6,750,102 4,25+0,07% 1804007 0,86+0,019 0,82+0,03¢

F1 - Controle; F2 - Fosfato; Fa - Nitrito, Fs - Ascorbato; Fs - Mistura
sbedeMédias dentro das linhas com diferentes expoentes sio significativamente difsrentes (P<0,05)

Tabela 11 - Valores de TBARS das formulacdes de CFMD sem pele durante armazenamento

sob congelamento {-18°C),

“Tampo (dias) F, F, F, ¥, F.

K 02040022 | 0.32:0.04% | 03740028 | 04040022 | 0.32+002¢
15 04910027 | 046:0,02° | 047:0,02° | 0404001 | 0,34+0,02%
30 0,73+0,01° | 0,82+0,03% | 0,7240,028 | 0,43+0,02° | 04140020
43 0,93+0,04% | 106+0,04% | 0,01+0,02 | 0,464003° | 0A49+0.00P
60 1,2740.07° | 1.20+0.05* | 003+002° | 0.46+D02° | 0,51+0,03¢
75 14740070 | 14140.05¢ | 1.00+0,07° | 0.49+003° | 0.50+0,0%¢
a0 241+0,16° | 160+0020 | 096+0,03° | 0.53+003¢ | 0,46+0,039
105 2.7240,10° | 181+0,08% | 1.05+0,07° | 0.54+0,03¢ | 0,48+0,039
120 3,60+0,08° | 237+0,06° | 1,07+0,08° | 054+0,02¢ | 048+0,00°
135 4,65+0.11° | 3,12+0,090 | 1,12+0.10° | 0,55+0,04° | 0.55+0,03¢
150 56540100 | 3.42+031° | 119+009¢ | 062+003¢ | 0,58+003¢
165 6,04402]1% | 3.92+047° | 146+0,08° | 07040024 | 0,69+0014
180 6,58+40,02° | 4,17:0,16° | 164:0,06° | 08410038 | 0,7940,03¢

Fi - Controle; Fz - Fosfato; Fy - Nitrito; Fo - Ascorbato; Fs - Mistura
wbsdeMadias dentro das linhas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)

Matéria-prima com pele, sem adicio de qualquer ingrediente,
apresentou tendéncia hgeiramente mator & oxidagio lipidica que o respectivo
material sem pele. Entretanto, ao final de 6 meses de estocagem congelada, nio
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houve diferenga significativa entre os valores de TBARS na CFMD com e sem
pele. Apesar da matéria-prima sem pele possuir feores de gordura
consideravelmente menores, apresenta maior teor de medula dssea incorporado
conforme indicado pelo conteltdo de pigmentos totais (Tabela 12).

Segundo Pollonio & Antunes (1993) o alto teor de gordura da
medula dssea de frango (43,15%) e de pigmentos totais (hemoglobina e
mioglobina) foram responsdveis pela extensa oxidagiio lipidica que ocorren
quando diferentes teores de medula foram adicionados 2 misculos de peito & coxa,
processados em equipamento de desossa mecnica.

a. Polifosfato

Entre os produtos adicionados, a mistura de polifosfato, nitrito e
ascorbato mosirou ser a mais eficiente no controle da oxidagfo lipidica com
variagio minima dos valores de TBARS de 0,34 e 0,32 no tempo zero para 0,82 ¢
0,79 apés 6 meses para matéria-prima com pele ¢ sem pele, respectivamente.
Resultados praticamente idénticos foram encontrados para ascorbato (0,86 e 0,84).
A seguir, menores indices de oxidagiio lipidica foram observados para nitrito ¢
finalmente por polifosfato. Nio houve diferenga significativa (p<0,05) entre Fg
{mustura) ¢ F4 (ascorbato). Entretanto, amostras com polifosfato, mitrito e ascorbato
foram significativamente diferentes entre s1 (p<0,05).

Nos valores observados nas Tabelas 10 ¢ 11 observa-se que embora
amostras com polifosfato tenha resultado em valores de TBARS significativamente
diferentes que as amostras controle, ndo foi eficiente no controle da oxidagio
lipidica da matéria-prima armazenada; os valores finais foram 4,25 e 4,17 para
amostras com pele e sem pele respectivamente. Proteglio efetiva de polifosfatos
como antioxidantes tem sido descrito na literatura principalmente em carnes
cozidas e sua acfio antioxidante ¢ atribuida a4 quelagfio de metais, especialmente
ferro (Shahid, 1986). Johnson (1966), citado em Greene (1969), encontrou que em
carne fresca, grupos fosfatos foram hidrolisados presumivelmente por fosfatase no
misculo e portanto, quando se desejava utilizar fosfato como antioxidante, foi
necessdrio, primeiramente, aquecer a carne em temperatura da ordem de 70°C.

Em relagiic a matéria-primas frescas, Mollins e ol (1987)
reportaram que polifosfatos retardaram a oxidagfo lipidica em “patties” de came
bovina congelados. Marion & Forsythe (1962) demonstraram que polifosfatos
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protegeram lipidios de carne de pern da oxidacgo lipidica com resultados similares
a0 uso de BHA (butil hidroxi anisol}. Ang & Young (1986) estudaram o efeito de
marinagdo de peito ¢ coxa de frango congelada com solugfo de fosfato de sodio,
concluindo que oxidagHo lipidica foi efetivamente inibida durante estocagem sob
congelamento com subsequente descongelamento. De acordo com Dawson &
Gartner {1983) polifosfatos podem ser efetivos na prevenciio de oxidagiio durante a
operagiio de desossa, uma vez que podem atuar como sequestrante de metais.

Uma possivel explicagiio para a aclio antioxidante de fosfatos em
cames congeladas pode estar relacionada com seu efeito sobre as proteinas
miofibrilares. Adiglo de fosfatos induz a solubilizaglo de actina e miosina. Com
urma maior disponibilidade de proteina, interagles com lipidios e sub-produtos da
oxidagio lipidica também sumentaria e com isso também diminuiria a
probabilidade de desenvolvimento de “off-flavor” e “off-odors”, sinais dbvios de
rancidez nagueles hipidios ligados as proteinas. De acordo com Buttukus (1967)
malonaldeido reage com proteinas formando ligagbes covalentes. Dessa maneira,
sub-produtos de oxidagfo lipidica precoce fornar-se-iam indisponiveis através de
ligacGes com proteinas miofibrilares.

Esse mecamsmo poderia explicar a reduclio dos valores de TBARS
exibidos pelas amostras de CFMD com pele e sem pele e, como posteriormente
serd discutido, 05 mais altos valores de solubilidade encontrados para essas
mesmas amostras. Essa teoria foi parcialmente suposta por Mollins (1991) e os
resultados aqui reportados, até entdio niio disponiveis na literatura parecem sugeriv
a vigbilidade dessa hipdtese.

b. Nitrite

O mitrito de sb6dio consistentemente apresenta agdo antioxidante em
carnes. Dados apresentados nas Tabelas 10 ¢ 11 demonstram esse fato, indicando
gue o nitrito reduziu de maneira eficiente a oxidagio lipidica em CFMD com e
sem pele durante armazenamento a (-18°C} . Nas amostras 3 contendo 200 ppm
de nitrito e na formulagiio F5 (mistura) o teste de TBARS foi modificado de acordo
com Zipser & Watts (1962). Presenga de nitrito de s6dio residual leva a baixos
valores de TBARS devido & reag#io deste com malonaldeido; sulfanilamida reage
com moléculas de nitrito residual resultando em methor quantificagfio pela
eliminag8o dessa interferéncia. Especial atencdo deve ser tomada em relaglio ao
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fato de que nitrito residual deve realmente estar presente ja que sulfanilamida pode
reagir com malonaldeido na auséncia de nitrito. Como nas amostras o teor de
nitrito foi de 200 ppm, esse erro ndo ocorren.

Assim como foi observado em relagdio a polifosfato, estudos na
literatura relatam a agfo antioxidante de nitritos principalmente em carnes cozidas,
Zipser et al. (1964) propds que nitrito forma um complexo estivel com porfirinas
desnaturadas pelo calor. Pearson er ol. (1977) sugeriram que nitrito provavelmente
estabiliza as membranas contende lipidios prevenindo oxidagdo lipidica. Igene e
al. (1985) descreveram trés possiveis mecanismos pelos quais nitrito atua como
agente antioxidante: (1) formagéio de um forte complexo com pigmentos heme
prevenindo liberagio de fons ferroso ¢ sua tendéncia 4 catdlise no estagio de
propagacdo das reagdes de autoxidacdo; (2) estabilizagio dos lipidios insaturados
das membranas e (3) servindo como um sequestrador de ions metilicos tais como
ion ferroso, tornando-os indisponiveis nas reagdes de oxidacio. Evidéncias tém
sido apresentadas indicando que os trés mecanismos estfio envolvidos, mas parece
gue © primeiro ¢ o mais iInportante. Essa discussdo serd aprofundada
posteriormente.

Entre 08 poucos trabathos que relatam a aglio antioxidante de nitrito
em camne fresca, Zubillaga ef al. (1984) demonstraram que carne bovina moida
tratada com 156 mg de NaNQO; (~100 ppm) apresentou baixos valores de TBARS
durante trés semanas de estocagem a 4°C vanando de 0,50 a 077 mg
malonaldeido/kg amostra, enquanto que amostras nfio tratadas os valores variaram
entre 7,80-13,80. No caso do presente estudo, valores de TBARS para CFMD com
pele e sem pele foram respectivamente 0,38 ¢ 0,37 no tempo zero ¢ 1,80 ¢ 1,64
apos 6 meses de armazenamento sob congelamento, em comparaglo 2 6,75 ¢ 6,58
para as respectivas amostras confrole. Ao contririo da mailoria das pesquisas de
nifrite em carne cozida, os autores concluiram que pitrito nfo resulta em redugiio
da atividade pré-oxidante do ferro nem parece envolver um produto de adigio de
oxides de nitrogénio as duplas ligacbes de dcidos graxos insaturados. A atividade
antioxidante de nutrito for atribuida a uma associagfo com a fra¢lio de lipidios
polares, gerando wm fator antioxidante em carne fresca, o gqual foi estavel por
varios meses a -20°C. A natureza e caracteristicas desse fator, entretanto, ndo
foram elucidadas,

Durante o congelamento, nenhuma etapa de desnaturaglo severa
0COITe COMO No aquecimento, assim é provavel que mirito se associe com lipidios
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susceptives ao processoe de oxidagfio (Karel, 1973). A natureza dessa associagio,
entretanto, permanece desconhecida. Goutenfongea ef af. (1977) estudaram a
reagdo de nitrito de sédio com tecido adiposo e determinaram que cerca de 2-3%
do mirito ligaram-se aos lipidios, sugerindo que a associagiio ocorrida esteve
relacionada com o grau de insaturagdo dos lipidios, onde nitrito ou derivados
reagitam com uma ou mais duplas ligagBes.

O efeito do nitrito na protecdo contra autoxidagdio ¢ descrito por
Sato & Hegarty (1971); lgene er al. (1979), Fooladi et al. (1979) ¢ Chen et dl.
{1984)..

¢. Ascorbate ¢ oxidacfio de pigmentes heme

Ascorbato na concentragio de 500 ppm foi o ingrediente individual
mais efetivo na prevengfio da oxidagio lipidica em came de dorso de frango
mecanicamente desossada com pele ¢ sem pele. Nio houve diferenga significativa
(p=<0,05) entre CFMD contendo ascorbato e a formulagdo Fs (mistura) com valores
muito baixos do niimero de TBARS, aproximadamente 0,84. As formulagfes Fy e
Fs, entretanto, foram significativamente diferentes das demais (Fy, F, ¢ F3). Nao
houve diferenga significativa entre amostras com pele e sem pele.

InformacGes a respeito da adicBo de ascorbato em produtos frescos
variam constderavelmente na lteratura (Deng ef af,, 1977, Lin & Watts, 1970;
Love & Pearson, 1974; Sato & Hegarty, 1971). Deng ¢r af. (1978) reportaram que
a aglo de ascorbato em alumentos depende do potencial de oxidagio reduglio do
sistema, pH, atmosfera aerdbica ou anaerébica, presenga ou auséncia de metais
oxidantes ¢ gquantidade de ascorbato em relagdo #s concentragdes de outros
reagentes no processo de oxidaclo; enzimas e tempo.

Saleh & Watts (1968) demonstraram gue ascorbato atuou como
antioxidante em gorduras insaturadas quando hemoglobina ou exirato de misculo
estiveram presentes. Fsse sistema modelo ¢ muifo semelhante ao da CFMD ;2 que
o pigmento heme predominante ¢ a hemoglobina (Tabelas 12 ¢ 13}, o que pode
explicar em partes os dados aqui obtidos. Lin (1970a) reportou que Aacido
ascorbico acelerou catdlise de ferro nfo-heminico mas inibiu a do ferro heminico.
De acordo com Sato & Hegarty (1971) ¢ Love & Pearson {1974), baixos niveis de
ascorbato estumilaram catalise de fon ferroso em carne cozida e residuo extraido
de musculo, enquanto gue altos niveis foram inibidores. Os autores sugeriram que
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ascorbato To1 responsavel pelo balango entre as formas ferrosa e férrica ¢ ainda
atuow como sequestrador de O,. Foi verificada ainda a eficiéncia da combinagio
ascorbato-fosfato na prevenclio do processo de autoxidagdo, tendo sido proposto
gue ascorbato criou condigbes redutoras e pelo menos uma considerdvel parte do
ferro permaneceu no estado ferroso. Saleh & Watts (1968) demonstraram também
que a atividade redutora em carne fresca desempenhou importante papel na
protegio contra oxidaglio lipidica. Adigdo de substratos que fornegam elétrons ao
NAD e metamioglobina mantém a camne no estado reduzido ¢ efetivamente
retardam a oxidagdo hipidica.

Oxidagio lipidica ocorrida em carnes vem acompanhada por
alteragBes nos pigmentos heme e portanto na cor da carne. Pigmentos sdo mais
susceptiveis & oxidacio se a porgdo hemoglobina estiver desnaturada. Entretanto,
Little et of. (1968) indicaram que destruigdo da parte heme da hemoglobina pode
ser o principal ponto de ataque por hidroperéxidos. Medidas das mudangas nas
concentragbes desses pigmentos ao longo da estocagem congelada sSo importantes
na avaliacdo dos resultados reportados. De acordo com Nakhost & Karel (1985), a
medida da extensfio da oxidaglo lipidica, usando métodos classicos do namero de
TBARS e indice de perdxidos podem ser inadequados em certos sistemas
envolvendo carnes. Em fungfo disso, os autores desenvolveram uma metodologia
para detecgdo do processo de autoxidagiio em cames hofilizadas bascada em
mudancas induzidas pela oxidagfo na mioglobina. Medidas desse indice foram
reportadas como porcentagem de insolubilizagio da mioglobina com determinacio
do decréscimo na absorbincia dos extratos de carnes a 525 nm {derivados de
mioglobina) e porcentagem de oxidagdo da mioglobina, quantificada pela medida
da absorbéncia da metamioglobina (630 nm).

O método para determinacéio de pigmentos utilizado neste trabatho
determina as porcentagens de mioglobina e hemoglobma convertidos a
cianetomioglobina e cianetohemoglobina (absorbéncia de 540 nm) ¢ portanto
pigmentos oxidados durante congelamento ndo sdo estimados, indicando assim, a
extensido da oxidacio desses componentes.

De acordo com as Tabelas 12 ¢ 13, teores de pigmentos totats foram
significativamente maiores (p<0,05) em CFMD sem pele em relagfo as amostras
com pele (~30%), devido ao aumento de medula Ossea incorporada,
principalmente heroglobina, 3@ que os teores de mioglobina praticamente ndo
mudaram nas amostras com pele e sem pele. Nio houve diferengas significativas

70



entre os teores de pigmentos tofais nas cinco formulagdes (p<0,05) indicando que
os adifivos ndo interferiram no metodo utilizado.

Durante o periodo de armazenamento sob congelamento, amostras
controle e com fosfato (F; ¢ F,) apresentaram concentracBes de pigmentos totais
(mg/g), mioglobina ¢ hemoglobina significativamente diferentes (tempos 0, 3 e 6
meses), com considerdvel redugfio nos valores inicialmente obtidos (p<0,05)
(Tabela 14). Fosfato portanto, nde preveniu oxidagfo dos pigmentos heme, sendo
que as porcentagens de perda de pigmentos totais foram respectivamente de 38 e
42% para amostras com pele ¢ sem pele. Ao se comparar esses dados com o0s
elevados valores de TBARS dessas mesmas amostras, conclui-se que oxidagfo dos
pigmentos heme conpstituiu-se num fator determinante da oxidaglio das matéria-
primas.

Tabela 12 - Determinaciio de pigmentos heme, mioglobina (Mb) ¢ hemoglobina (b} (ing/g)
das formulaces de CFMD com pele durante armazenamento sob congelamento

(-18°C).
Tenmpo l ¥ [ Fa ! Fa I Py I Fq
{1eus) Mb Hh Mb Hb %3] kh i) Hb b Hb
il 112006 300 L | 08 0° EXISIA Ry 1,13+0,15° ERETCR 3 4R 3T LTt 300487
3 n s 0s? 170 | asisgos® 23700240 00 peE 2,980,067 5 s 34 m® b ooen ot 3200 it
6 .70 507 2ipan® ooyt 130+ 127 874005 2348100 1 izl 20001A0 0.9740,06™ 29050

Fi- controle; F2 - Fosfato; ¥y - Nitrito; Fe - Ascorbato; F3 - Mistura ‘ _
whefédias dentro das colunas com diferentes expoentes sfo significativaments diferentes (P<(,03)

Tabela 13 - Determinacfie de pigmentos heme, mioglobina (Mb) ¢ hemoglobina (Hb) {mg/g)
das formulacSes de CFMD sem pele durante armazenamento sob congelamento

{-18°Ch
Tempo | ¥y i Fa I Fy i Fa I Fg
{amesesd Nih kb Ah Hi Adh ih M Hb My Hb
i 15 p gt s25008% | pnenn® 4200 6* L2706 ERE [RESTAL 431005 1agepa 4 4251t
3 4aTs00s arpaid? borosops® 1 o3a03® Laae? | oareost® | Lmea® PRI Friagr 1 420007
& Y750 276:0.16° | oeenas” 3057 D BGHD,05° 3R 0IE° 1, tgr k2® 43020050 5,174,058 42000

F1 - Conmtrole;, Pz - Fosfato, Fa- Nitrilo; F4- Ascorbato, F3 - Mistura _
sheMeédias dentro das colunas com diferentes expoentes sfo significativamente diferentes (P<0,05)
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Tabela 14 - Variacio na concentracio de pigmentos totais (mg/g) em UFMD com ¢ sem pele
(C/P; S/P) durante armiazenamento sob congelamento 18°C).

Tempo i ¥, | Fy l Fy I Fa I Fy
{rresey) o &P g B /P P P ki /P B
@ 4 18024 AN | 4300027 34517 49644 1 5 4+ ,05% 434500 selaast | azsngst 5 55l 3%
31 s §oaseep® | oameem® 1oasoend® 1oasmeand® | oazeeo® 1 oamea® 1 sesst 1 odnees® | s
240,007 35017 | 30T 3 8144,33° 3980287 38020180 42t g e 390023 5,18+0,13%

Fi- Cantrﬁle ¥z - Fosfuto, F3 - Mitrito; Fs ~ Ascorbato; Fs - Mistura
absMédias dentro das colunas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)
Nitrito de sédio protegen pigmentos heme até o terceiro més de
armazenamento, conforme indicado pelos resultados nfo estatisticamente
diferentes nessas datas (p<0,05) tanto nas amostras com pele como nas sem pele.
Resultados, entretanto, de pigmentos totais, mioglobina e hemoglobina obtidos ao
final do sexto més de estocagem foram sigmficativamente diferentes daqueles nos
tempos 0 ¢ 3 meses (p<0,05), com porcentagem de redugfio na concentragiio de
pigmentos tofais muito proximas as formulages Fy e Fy.

Considerando-se os baixos valores de TBARS obtidos no sexto més
quando nitrito foi incorporado a CFMD, pode-se concluir que nitrito atnou como
agente antioxidante através de outro mecanismo além da protegiio dos pigmentos
heme, ja que esta ocorreu parcialmente. Mais uma vez, os dados aqui reportados
fornecem subsidios para supor a existéncia de uma ligagiio entre mitrito ¢ lipidios
gerando wma aglio antioxidante.

Ascorbato (Fy) ¢ mistura dos trés ingredientes (polifosfato, nitrito e
ascorbato) (Fs) foram as formulagbes mais eficientes na prevengiio da oxidagio de
pigmentos heme, nfo tendo sido encontrados valores significativamente diferentes
para estas amosiras, ao longo de todo periodo de armazenamento ¢ nem entre as
amostras (P<0,05).

Comparando-se os respectivos valores de TBARS para as amosiras
com ascorbato e 2 formulacglio Fs, os quais foram os menores obtidos, a protegfio
dos pigmentos heme proporcionada por esses mesmos ingredientes e o resultados
obtidos com fosfato, conclui-se gue oxidagdo de pigmentos heme ¢ o fator mais
importante na autoxidagiio de CFMD crua com pele e sem pele.

Uma outra forte evidéncia dessa protegio dos pigmentos heme
observada pelo uso de ascorbato no material fresco, sfo os valores L*
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{Luminosidade), a* (intensidade de vermelho) e b* (intensidade de amarelo) das
amostras ao longo da estocagem apresentados nas Tabelas 15 e 16.

Tabela 15 - Avaliacao de cor {valores L%, a*, b%), das formulacées de CFMD com & sem pele
{C/?; 5/P) durante armazenamento sob congelamento (-18°C) - superficie interna.

Amosita 1 =0 més { = 3 meses { t = 6 meses
ix a* b* | a* b Pl a* b
Fy OP | sgaa | oser? | ot0303¢ | sizne | 7o0086® | 1020007 | a0zeie0® | 70aa® | osageom?
S/P 1 sopei2i® | o18e1sd 1 amoae® | a3 1 vrsened® | oseaig® b osszia® 1 teaem® 1 ogioes
E, CP | sooas® | 5610327 | 100028 | 920130° | 590068 | 080019° | anrras® | goias® | oope
SP | a3 | nizen® | eseas® | s | seom? | ssen® | swisam® | saoe? | ocos®
F. C/P 1 516196 2047 1 10310907 ! so2207* 1 240 | esem® | 80301080 | 73098 | 10340350
SP | ssan2e® | noioss® 1 osnos® b ogpoase T s | 20007 | 4a901® Fowases® | w20
F, C/P $35201° 1 asaer | 1a5078 | 5520078 | eanead® | oecoar® | s30:130% | smart | inaeeTd®
5P | mona? 1L7:060% | 95061 | 4870188 1 11,240,167 920027 | steera1® | 11221 | oopeagy®
Fo CP | si2a58 | sewo7® | 100000 | 5aease | 5500 | wswose® | sens® | asom® | agaas®
8/ | @ 03077 1 oyroes® b oapder st 1 otp2enie® o o30m® 1 oag it | oiauen® | egee3s?

Fi - Controle; F2 - Fosfato, Fi - Nitrito, F4 - Ascorbato, Fs - Mistura
*bMiédias dentro das colunas com diferentes expoentes sio significativaments diferentes (P<0,05)

Tabela 16 - Avaliacio de cor {valores L%, a®, b*), das formulacBes de CFMD com ¢ sem pele
{C/P; S/P) durante armazenaments sob congelamente {-18°C) - superiicie externa

Amostea | 1= {} més { = 3 meses i t =6 moses
L* a* b* L* 2% h* £ a* b*
Fy O/ 1 saseras® | osarnae® | oie5e035 | ae7i1e® 1 sowoas? | m2snas® | apaeiasf 6310,71° g3:0,42%
S | aerz® 1 s | esea® | asaa® | eriesd 51621 36,541.55 780,345 g5r0.36°
Ey CF | somes® | g7026* | 103:046° | ®eza® | vec0as® WEpest | aemand 70:0,78° 2,3+0,34"
SR | aaeae | sososd | ovees® | amnan® | g1 § 3,358 39,3+1,34° 7.949,42° $.31,289
Fy O | spaat | osesor® | mosnar® | anena® | ssest 550,87 48.2:1.21° 52:0.34" 4,700,842
S/P 1 47238 1 tigiose® | 93:657 1 4a2e167 1 105033 | ssom® | 4910136° | 73epasb 9.019,04*
Fo CR 1 sampge? 93:05° 1 102:084% | sm3pe127 1 gseesst 10,4057 519+1,65% $.3+0.83" 10,520,517
S 1 apperer® ] nse040® | vanar 1 dpreiar 1o ytanrd® 540,32 47,541,85% 11,605,38° 2610.65%
F. /P FL3AL67 1 R0 10,3+1.85% | 51,1+187° B30, 83° 9,8+0,43" S8 410 £.5:0,37 9,540,277
S/ 48.4:3,01% ' 10900550 1 950046 | aggala® | nsasr® 9,3+47.34" 452:1,51% 14,8+-8.86" 9 3+0,72"

F1 - Controle; Fz - Fosfate; F3 - Nitrito, F4 - Ascorbato, Fs - Mistura
abe Médiag dentro das colunas com diferentes expoentes so significativamente diferentes (P<0,05)

demonstrou que valores de L¥*,

com fosfato, no material com pele e sem pele. Valores de a¥®,

Avaliacio da cor externa dos blocos de CFMD congelada
mudaram
significativamente durante armazenamento nas amostras controle ¢ na formulagio

mdicador de

himinosidade,

0s quais sfio

tomados como indice de intensidade de cor vermetha, foram reduzidos

significativamente {(p<0,05) a0 longo do armazenamento, nas mesmas amostras.
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Para CFMD com nitrito, com pele e sem pele (F3), valores de L* ¢
a* foram diferentes significativamente apenas no sexto més de estocagem.

Formulagbes com ascorbato (F,) e mistura (Fs) nfio tiveram seus
valores de L* e a* alterados significativamente ao longo da estocagem (p<0,05).
Avaliaclo visual demonstrou que CFMD com ascorbato esteve o mais préximo
possivel da cor vermelha do material recém-desossado. A formulagdo Fs contendo
ascorbato, nitrito e fosfato apresentou-se ligetramente mais opaca com menores
valores de a (menos vermelha), A formulagiio com fosfato (F,) apresentou os
menores valores de L* e a*, aparentando também uma coloragfo opaca. De acordo
com Ambrosiadis & Wirth (1984), adico de fosfato em "batters” de salsicha levou
& uma higeira redugfio na intensidade da cor vermetha. Entretanto, enguanto na
formulacdo Iy, o teor de vermelho (a*) decrescen com o tempo de estocagem, em
Fs, valores de a* mantiveram-se estiveis.

De um modo geral, tempo de armazenamento feve muito pouca
mnfluéncia nos valores de b¥, sendo que a analise de varincia nfio acusou efeitos
significativos. Valores mais altos de b* slo causados pela presenca de pele na
matéria-prima original e maior teor de gordura com essa cor tipica.

A mportdneia desses resultados esta no fato de que um dos
problemas mais criticos no emprego de CFMD a nivel industrial é oxidaco dos
pigmentos da camada superficial, produzindo uma cor marrom escura, esverdeada,
sem que a carne esteja deteriorada e ainda mutfas vezes dentro do prazo previsto
pela legislagfio para sua utilizagho. O que se costuma proceder nesses casos € a
remocic dessa camada com coloracio anormal, mas, além da méo-de-obra e
inconvenientes envolvidos, ¢ certo que a oxidacBo gue wduzin tal descoloragio
produziu malonaldeido ¢ outros sub-produtos do processo de autoxidagfio os quais
serdio incorporados no processamento,

Avaliag8o de cor através dos valores L* a* e b* das camadas
mnternas das diferentes formulagSes indicou que somente Fy (controle) ¢ F,
(fosfato} tiveram perda de luminosidade significativa no tempo {t = 6 meses).
Deve-se considerar gue as leituras foram realizadas nos centros dos blocos, regido
onde os pigmentos heme estio mais protegidos da catalise oxidativa.

Os valores de L*, a* ¢ b* para CFMD estdo de acordo com varios
trabathos reportados na literatura (Dhillon & Maurer, 1973a; Mast & McNeil,
1976; Dawson ef al., 1988a).
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2. Avaliaciio das propriedades funcionais das proteinas miofibrilares
extraidas das diferentes misturas de CFMD e do grau de desnaturaciio
protéica

2.1, Solubilidade

Os resultados apresentados nas Figuras 6 e 7 e nas Tabelas Ate Az
{Apéndice) indicam que solubilidade inicial em todas as amostras ndo atingiu
100% ficando em torno de 75%. Isto pode ter sido causado pela contaminagio com
proteinas insolliveis durante a extrag@io, bem como pela desnaturagdio nas etapas de
precipitagio e resolubilizagiio ou ainda em fungfio do proprio processo de desossa
mecénica o qual rompe completamente as fibras musculares levando a uma
insolubilizacdo inicial parcial das proteinas miofibrilares (Smith & Brekke, 1985;
Dawson ¢f al., 1988a).

Nas extracdes realizadas logo apds o preparo das formulagdes (no
maximo até 24-36 horas de espera, sob refrigeragio) ndio houve diferenga
significativa entre os diferentes tratamentos, (p<0,05) em relagla aos valores
iniciais de solubilidade, que ficou ao redor de 75%. Ao final do periodo de
armazenamento, CFMD com e sem pele controles {F,) apresentaram uma intensa
redugio na porcentagem de proteina solivel, com valores, respectivamente, de
22.69 e 24,94%, indicando que a desnaturaghio protéica foi mais intensa quando
nenhum ingrediente foi adicionado. A porcentagem de solubilidade protéica € o
primeiro indice a ser determinado na avaliagio do grau de desnaturagio de uma
proteina ¢ estd correlacionada com a maioria das outras propriedades funcionais
{Kinsella, 1976).

Essa intensa redugdio na porcentagem de solubilidade fol simultinea
3 elevagio nos valores de TBARS discutido previamente indicando que a presenca
de lipidios oxidados pode ter contribuido para a redugio da solubilidade. De
acordo com Karel (1973), a peroxidagio de lipidios em musculos congelado pode
levar a vérias interagBes com proteinas, especialmente miosina. Anderson &
Steinberg (1964) relataram que a concentragio de acidos graxos aumentoy durante
o armazenamento de peixe sob congelamento, o que foi correlacionado com perda
de solubilidade protéica quando proteina reagiu com éacido linoleico e Imolénico.
Smith er al. (1990) determinaram que a solubilidade de miofibrilas de tecido
muscular decresceu quando estas foram armazenadas em sistemas de metil
finoleato ¢ oxidadas a diferentes atividades de agua, indicando que lipidios
oxidados tiveram efeito prejudicial sobre a solubilidade das proteinas. Narayan ef
af. (1964) estudaram a interaglo entre lipidios-proteinas em sistemas modelos ¢
descobriram que a formagdo de complexos ocorreu somente quando lipidios foram
peroxidados.
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Figura 6. Efeito da adig¢iio de polifosfato, nitrite e ascorbato de sédio na %
de solubilidade das proteinas miofibrilares de CFMD com pele
durante armazenamento sob congelamento {(-180C).
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Figura 7. Efeito da adicéio de polifosfatoe, nitrito ¢ ascorbato de sédio na %
de solubilidade das proteinas miefibrilares de CFMD sem pele

duranfe armazenamento sob congelamento (~-180C).
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Nas amostras sem pele as porcentagens de solubilidade foram
significativamente diferentes (p<0,05) dos valores enconirados nas amostras com
pele (Tabelas A1 & Az - Apéndice). O elevado teor de gordura da CFMD com pele
pode ter sido responsivel pelo decréscimo na porcentagem de solubilidade
observada nessas amostras, Shenouda & Pigot (1974, 1976} reportaram gque
miosina e actina ligaram-se a lipidios durante extragdio do tecido muscular.

Entre as formulagbes estudadas, Fs (mistura) foi a que resultou em
maiores valores de solubilidade, indicando que acfo conjunta dos trés ingredientes
apresentou acio sinergistica, uma vez que jJ4 1o 2° més de estocagem, as
porcentagens de solubilidade foram diferentes significativamente (p<0,05) ¢
superiores as demais. Ao final do 6 més de estocagem, a porcentagem de redugdo
dos valores de solubilidade protéica em relagio ao valor imicial foram
respectivamente 22,50 e 21,90% para amostras com pele ¢ sem pele,
consideravelmente inferior 4 CFMD controle cujos valores foram de 69,28 ¢
656,37%.

Para os ingredientes adicionados individualmente, a analise de
varidneia indicou que a adigdo de fosfato resultou em valores de % de solubihidade
significativamente superiores (p<0,05) em relagfio a nitrito a partir do 22 més e
ascorbato a partir do 32 més.

A discussio previamente realizada correlacionando extensdo da
oxidagio lipidica e alteragbes das propriedades funcionais, no case de
solubilidade, nfio ¢ valida para formulagbes com fosfato, uma vez que tais
amostras apresentaram altos valores de TBARS, apenas inferiores a formulagéo
controle. Portanto, o mecanismo pelo qual fosfato eviton redugio da solubilidade
nio esteve relacionado ao grau de oxidaglio lipidica. A hipltese proposta neste
trabalho ¢ que o fosfato deve ter-se ligado &s proteinas impedindo formagdo, ou a0
menos minimizando interacdo das proteinas miofibrilares com lipidios oxidados,
exercendo, portanto, um efeito protetor sobre proteinas, sem, entretanto, atuar
como antioxidante. A teoria envolvendo fosfatos e proteinas reforgam esta
hip6tese.

A solubilidade de uma proteina depende principalmente do pH,
forga i6mica e temperatura, A dependéncia do pH esté relacionada a carga lignida
da proteina. A adigio de tripolifosfato de sédio aumentou o pH da formulaglo I ¢
F (mistura) em aproximadamente 0,4 unidades de pH. Amostras de CFMD com
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fosfato apresentaram também maior rendimento de exiracfie das proteinas
miofibrilares,

Os fosfatos também aumentam a forga 10nica de soluges; quando a
concentragio de fons aumenta, aumenta também a ligagio desses fons a grupos
ionizados de cargas opostas nas moléculas de proteinas, alterando sua carga
liquida (Mollins, 1991). Atragles eletrostiticas entre moléculas de proteinas
decrescem, reduzindo agregacio e aumentando solubilidade, um efeito comumente
conbecido como "salting in". Portanto, adiclo de fosfatos a CFMD, através de
aumento de pH e forga idnica, contribuem para manter as proteinas dissociadas e
mais soliveis. Hellendorn (1962) demonstrou que fosfatos foram capazes de
abaixar 0 ponto isoclétrico das proteinas da carne, o gue ¢le considerou ser
indicador da ligac8o predominante dos dnions fosfato com proteinas miofibrilares.

Park & Lamer (1987) demonstraram que os fosfatos induziram &
estabilizago da miosina durante armazenamento sob congelamento, reduzindo
consideravelmente insolubilizagiio, fato que os autores atribuiram a formagéio de
ligaches hidrogénio, intermoleculares, hidrofébicas ¢ ligagBes dissulfidicas. De
acordo com esses aufores, actomiosina de carpa nfo foi completamente
desnaturada quando congelada em solugiio tampdo de fosfato. Siegel & Schmidt
{1979) reportaram que fosfato (0,5% de tripohifosfato de sédio) induziram a um
aumento linear na capacidade de ligagio e gelatinizacfo da miosina presente em
seches de carne bovina fresca, cujo efeito for ambuido & dissociagiio da
actomiosing contaminante pelos fosfatos. Microscopia de varredura de géis de
miosina contendo tripolifosfato aquecido a 90°C tiveram uma rede tridimensional
nas quais as fibras se sobrepuseram; em contraste, uma microestrutura tipo esponja
ocorreu na auséncia desses sais.

Yasui ¢t af. (1964) determinaram que a principal proteina extraida
das miofibrilas por fosfatos foi idéntica 3 miosina B ou actomiosina. Através de
analises cromatograficas ¢ ultracentrifugaciio, estes pesquisadores determinaram
que tripolifosfato levou a mudangas no tamanho ¢ forma da molécula de miosina
B, resultando em uma fra¢do mais solvel que miosina B original Isto foi
interpretado como uma indicagio da dissociagio da actomiosing em miosing A e
actina. Kiellly & Martonosi (1968) teorizaram que polifosfatos ligam-se
eletrostaticamente, isto é, ndo especificamente as moléculas de proteinas com
carga da mesma forma que sais neutros o fazem. Em contraste, estes polifosfatos
reagem especificamente com miosing nos mesmos sitios de ligagiio de actina ou

79



ATP ¢, portanto, estabilizam essa proteina. Saturagio dos sitios especificos nas
moléculas de miosing permite que o fosfato em excesso seja ligado ndo
especificamente a outros sitios quando um valor maior que 0,5% de polifosfato ¢
adicionado. Isto produz uma desestabilizag@o térmica da miosina e fundamenta a
1déia de que 0,25 - 0,50% constitui-se na faixa 6tima de concentragfio a ser usada
para methorar propriedades quimicas e fisicas de proteinas do tecido muscular.

() mitrito de s6dio € uma substincia reativa em sistemas cérneos ¢ a
concentragiio livre decresce com processos de cura, cozimento e estocagem
(Nordin, 1969), Parte do mitrito forma complexos com proteinas ¢ tem sido
demonstrade que esse adifivo liga-se tanto & mioglobina como a proteinas nio-
herminicas (Sebranek ef al., 1973; Lee ¢ al, 1976). De acordo com Prusa &
Browers (1984), a associaglo de nitrito e proteinas podem causar uma mudanga
na extratabilidade de proteinas miofibrilares ¢ podem influenciar textura de
produtos carneos processados. Os mesmos autores demonstraram que trés
proteinas de "batters” de misculo de peru extraidos com solugfo de nitrito tiveram
mator peso molecular que os respectivos extratos em solugio salina.

Finalmente, em relagio ac ascorbato, seu efeito como antioxidante,
demonstrado através dos baixos valores de TBARS ao longo do armazenamento
foi o responsavel pelos valores de porcentagem de solubilidade protéica superiores
¢ significativamente diferentes das amostras controle € com nitrito,

Pelo fato da formulagio Fs (nustura) ter resultado, a partir do 2
més de armazenamento, em % de solubthdade consideravelmente mais elevadas
que as demais, conclui-se que os aditivos em conjunto exerceram ago sinergistica
combinando principalmente os efeitos positivos de ascorbato ¢ fosfato.

2.2. Gelatinizacio e sinerese de géis

O processo de gelatinizaclo constitui-se muma das  etapas
responsdveis pela estabilidade de produtos cominuidos apds processamento
térmico.

(Géis formados com 20 mg/ml. das proteinas muofibrilares extraidas
das diferentes formulagdes foram submetidos 3 forga centrifuga branda (2000 rpm)
para determinagdo do volume de Hquido liberado e portanto da estabilidade do gel.
Varios autores recomendaram diferentes velocidades para esse teste Xiong &
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Breeke, 1989; Smith, 1987), mas de acordo com Fretheim ef of. (1986) forgas
centrifugas brandas parecem ser mais eficientes. |

Dados apresentados nas Figuras 8 ¢ 9 ¢ Tabelas As e A4, indicam
que apos 30 dias de estocagem as formulagdes F,, Fy, Fy, Fs foram
significativamente diferentes de F; (controle) (p<0,05), mas n#o diferiram entre si
{p<0,05). A partir do 3° més de estocagern, ndo houve diferenca significativa entre
as formulacdes contendo ascorbate e nitrito {(p>0,05). Como ocorren com os
resultados de solubilidade, F< (mistura) fo1 & formulagio que resultou em menores
volumes de liguido liberado. Em seguida, amostras com fosfato (F,) mostraram
menores valores de liquido hiberado, diferentes significativamente das demais
formulacBes desde o 3% més.

Foi observado também que volumes ligeiramente maiores de
liquido foram liberados das amostras com pele, em comparagio ac material sem
pele (Tabelas Az e As -~ Apéndice).

No fendmeno de formacdo de gel, proteinas formam uma rede
ordenada através de orientagio e agregaclo que podem levar ao desenvolvimento
de twrbidez ou mesmo precipitagio se moléculas de proteinas forem
suficientemente msoltiveis. Gelatinizag8o resulta em uma estrutura relativamente
estavel. Desnaturagio protéica branda geralmente auwmenta capacidade de
gelatinizagio, mas desnaturagio severa leva a géis fracos e instaveis, tais como
aqueles obtidos ao final de 6 meses de estocagem com grande volume de ligmido
liberado mesmo a baixas forgas centrifugas.

Varios autores tém reportado que forga e estabilidade do gel vanaram com a taxa
de miosina € actina no sistema miofibrilar (Yasui ef g/, 1980). Fumeza ¢ coesdo
do gel decresceram intensamente nas amostras controle ao longo do
grmazenamento, A sinerese aumentou, indicando que os géis perderam
gradualmente sua capacidade de ligagio de dgua. Além disso, ao final do periodo
de armazenamento, os géis tornaram-se bem escuros nas amostras controle ¢ com
nitrito de sodio. Smith (1987) também relatou a ocorréncia de géis escuros a partir
de miofibrilas de pern desossado mecanicamente durante estocagem congelada e
atribuiu o fato 4s interagBes proteina-lipidios oxidados, as quais geralmente
causam escurecimento em varios sistemas modelos. A importdncia desses dados
estd no fato de que produtos processados de carne congelada frequentemente
apresentam rendimentos de conmento e capacidade de
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Figura 8. Efeito da adi¢io de polifosfato, nitrito e ascorbato de sédio no
volume de liquido liberado (mL) de géis formados por proteinas
miofibrilares de CFMD com pele durante armazenamento sob
congelamento (-180C). F1 = Controle - pura; F2 = fosfato 0,3%,
F3 = nitrito 200 ppm; F4 = ascorbato 500 ppm; F5 = F2+F3+F4
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Figura 9. Efeito da adicdo de polifosfato, nitrito e ascorbato de sédio no
volume de liquido liberado (mL) de géis formados por proteinas
miofibrilares de CFMD sem pele durante armazenamento sob
congelamento (-180C). F1 = Controle - pura; F2 =- fosfato 0,3%
F3 = Nitrito 200 ppm; F4 = Ascorbato 500 ppm; F5 = (F2+F3+F4)
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ligagio de agua menores quando comparados aos similares produzidos com came

fresca. Desnaturagfio protéica e interagdo com lipidios oxidados resultando em
perda da integridade da matriz do gel, com consequente perda na forca do gel
podem justificar os resultados obtidos. Em sistemas contendo 20 mg/mL de
proteinas miofibrilares, 0,6M KCl e pH 7,0, Samejima ef o, (1969) reportaram que
moléculas inteiras de miosina slo requeridas para Gtima formaglo de gel.
Conforme sera observado em relagio ao perfil eletroforético das proteinas
miofibrilares extraidas, a banda correspondente 4 miosina desapareceu ao final do
periodo de armazenamento, o que vem justificar a instabilidade dos géis formados
nesse mesmo periedo.

Siegel & Schmidt (1979) relataram que a adigio de fosfato
aumentou a capacidade da miosina ligar porgSes de came e concluiram que o
fosfato aumentou a for¢a de ligagio através da formago de gel, primariamente
pela solubilizagio das proteinas miofibrilares e, em adigdo, pela dissociagdo do
complexo actomiosina contribuindo ao processo de gelatinizagfio. Barbut (1988)
concluiu que o aumento na capacidade de ligagfio de proteinas da came ocorreu
guando fosfato foi introduzido no sistema. De acordo com Whitting (1987),
fosfato aumentou a forga do gel em "batters” de carne, minimizando perdas de
Agua e exsudato de gordura apds cozimento,

De uma maneira geral, as propriedades funcionais estfo
mtimamente correlacionadas e, portanto, todos 0s aspectos descritos em relagfio ao
efeito de fosfato, nitrito ¢ ascorbate sobre porcentagem de solubilidade das
proteinas miofibrilares de CFMD séo validas também para as propriedade de
gelatinizaglo determinada através do volume de liquido liberado, uma vez que a
influénecia desses aditivos foi muito similar,

2.3. indice de Atividade de Emulsio (IAE)

O indice de atividade de emulsfic € baseado na relaclio entre
turbidez de uma emulsiio ¢ sua drea interfacial, a qual por sua vez esta relacionada
4 capacidade da proteina adsorver e estabilizar interface éleo-dgua (Pearce &
Kinsella, 1978). Neste método, a relagdio de concentragdo proteina:dleo para
formagio da emulsdo € constante para todas as amostras ¢ o IAE ¢ uma fungfio da
fragio de volume de dleo, concentraclo de proteina e do fipo de eguipamento
usado para produziv a emuls8o. Padronizando-se com cuidado tais condigdes, €
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possivel reproduzir e comparar os resultados obtidos. Entretanto, os valores de
IAE assim obtidos somente sfo aplicados ao cistema previamente delineado e
podem ndo ser relacionados ao processamento de alimento usando equipamentos
industriais de formagdo de emulsiio ¢ um dleo diferente daqueles especificados no
teste. De acordo com Pearce & Kinsella (1978), esse problema, entretanto, ndo ¢
um sério inconvemiente, j& que se uma proteina tem alto IAE sob condigGes
padries, ento ¢ provavel que serd um bom agente emulsificante sob outras
condicdes similares, A indicaco real da utilidade de IAE em sistemas modelos vat
depender de como o teste pode predizer o comportamento funcional e qualidade do
produto final. Varios testes preliminares foram realizados trabathande-se com
proteinas propositalmente desnaturadas de cada uma das 5 formulagdes ¢ com
aquelas recém obtidas de material fresco. Foram obtidos resultados estatisticos que
permitiram a ado¢io desse método para avaliar a propriedade de emulsificacéo.
Recentemente, Bm-se observado gque muitos trabathos utilizam o método de [AE
devido a sua simplicidade, rapidez ¢ pequena quantidade de amostra requerida
para o teste (Li-Chan er af., 1984).

Os resultados de indice de atividade de emulsfio apresentados nas
Tabelas 17 ¢ 18 indicam gue ndo houve diferenga significativa ao longo da
estocagem entre as amosiras de CFMD contendo fosfato, nitrito e ascorbato
{p>0,05), mas as trés foram significativamente diferentes de Fy (mistura) ¢ das
amostras controle com pele e sem pele (p<0,03). Valores de IAE foram
drasticamente reduzidos durante armazenamento indicando cxtensa redugdo na
propriedade de emulsificagiio nas amostras controle com pele e sem pele.

Tabela 17 - Valores de indice de atividade de emulsfo {m?/g) das proteinas micfibrilares
extraidas das formulaches de CFMD com pele durante armazenamento sob

congelamento (-18" ).

Tempo (dias) F, F, F, F, F.
0 13,37+0.475 13,930,802 13,51+, 288 13.43+0.26% | 14,68+0,132
30 11,4340,25* | 12,85+027* 1 12,09+40,10* | 12.12+0,37* | 13,34+0,000
6 8,8340.200 | 11,066+0.17% 1 11,17+0,16% | 1199+0,41% | 11,04+027%
20 7,1740,302 | 10,66+025°% 1 0 11+048Y | 1067+025% | 11,13+0.235
120 6,00+0,12¢ | 8 04+0 000 7.05-+0 15b Q07+0,120 | 10,5340,17¢
150 4 94-+0 142 7.76+0,23b 7.21+0, 18" 8,55-+0, 130 8,00+0, 15¢
180 3,914027 | 7224021% | 658+0,18° | 7,474028% | §,7340,35°

F1 - Controde; Fa - Fosfato;, F3 - Nitrito; Fs - Ascorbato: Fs - Mistura
abudeMédiag dentro das linhas com diferentes expoertes sdo significativamente diferentes {P<0,05)
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Tabela 18 - Valores de indice de atividade de emulsfio (m¥/g} das proteinas miofibrilaves
extraidas das formulactes de CFMD sem pele durante armazenamento sob

congelamento (-18°C}

Terpo {dias) F, ¥, F, F, Fs
[ 13,53+0,26% | 14114036 | 13.68+0,21% | 133040279 | 14,6440,12°
30 11,7940.21% | 12.39+0,15¢ | 13.82+0,71% | 1280+020° | 1349+017°
60 9,130,120 | 10,78+0,42Y | 1183+045> | 1185+045> | 12,12+0,16"
90 7.5040,250 | 10,28+0,220 | 9234026 | 105240270 | 11,3840 14%
120 5,73+0,228 8,83+0,38P 8,28+ 38b 8,86+0,150 1 10,62+0,17°
150 4 85+0.112 | 78410240 7,26+0,18% 8,77+, 30b 9,25+0 24
180 35940400 | 72610000 | 71410435 | 7.57+061% | 8924034

¥1 - Controle; F2- Fosfato, Fi - Nitrito; F4 - Ascorbato; Fs - Mistura
sbodehédias dentro das linhas com diferentes expoentes sio significativamentte diforentes (P<0,05)

A formagdo e estabilizagdio de emulsdes por proteinas s#o possiveis
devido a natureza anfétera ¢ sua flexibilidade, caracteristicas que permitem formar
filmes coesos e fortes que recobrem particulas de gordura ¢ atuwam como
emulsificantes. Uma positiva comrelaglo tem sido observada por muttos autores
entre solubilidade ¢ a capacidade da proteina estabilizar emulsdes {Crenwelge ef
al., 1974; Volkert & Klein, 1979; Yasumatsu ef of, 1972). A importincia do
contetido de proteina soliivel na capacidade de emulsificagio em produtos carneos
& bem estabelecida na literatura (Kinsella, 1976). Analisando-se os resultados,
observa-se que maiores valores de solubilidade coincidiram com os mais altos
indices de atividade de emuls8o na formulagdo Fs Entretanto, as formulagtes
com fosfato ¢ ascorbate (F, ¢ F,) tiveram valores de porcentagem de solubilidade
significativamente mais elevados que as formulag8es com nifrito (¥3) € os trés (F2,
F3 ¢ F4) ndo diferiram em relaglo ao IAE. De acordo com alguns antores, somente
o perfil de solubilidade nfio ¢ suficiente para explicar o comportamento de uma
proteina na formacfo de emulsfio, como demonstram os resultados aqui presentes.

Tem sido descrito que a hidrofobicidade de proteinas desempenha
um papel determinanie nas propriedades funcionais, especialmente na formagiio e
estabilizacio de emulsfio (Li-Chan er of, 1984). A ligacio dos aditivos estudados
com as proteings pode ter modificado propriedades de superficie e
hidrofobicidade, tal como foi sugerido no caso de nitrito ¢ fosfato.

Fosfatos tém sido citados na literatura como methoradores da
estabilidade de emulsbes, especialmente em produtos com baixo teor de sédio.
Barbut (1988) concluiu que maiores rendimentos de proteina extraida obtidas pelo
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uso de fosfato permitiram wn methor englobamento de menores ¢ mais numerosos
globulos de gordura.

2.4. Atividade de ATPase ¢ perfil eletroforético das proteinas miofibrilares das
diferentes misturas

Tem sido relatade na literatura que armazenamento sob
congelamento tem sido reportado na literatura alterar a atividade de ATPase de
proteinas do fecido muscular. As Figuras 10 ¢ 11 apresentam os resultados de
atividade de ATPase {jumol Pi/min/mg prot.) confirmando a afirmagdo acima. Nas
amostras controle com pele e sem pele houve drastica redugdo nos valores de
aproximadamente 0,070 para 0,014 e 0,076 para 0,016 umol Pi/min/mg proteina
para amostras com pele ¢ sem pele, respectivamente. Esses resultados estio de
scordo com Wagner & Anon (1985) os quais demonstraram que a atividade de
ATPase de proteina miofibrlares de musculo bovino decrescen como
consequéneia do congelamento. Segundo os autores, redugdio na atividade de
ATPase foi relacionada a uma mudanca produzida pelo congelamento na cabega
da miosina a qual contém ambos sitios de atividade da enzima e sitio de interagdo
com actina.

A desnaturaciio observada nas amostras de CFMD controle pode ter
sido resultado de desenrolamento parcial da molécula com exposigo dos grupos
hidrofdbicos induzindo & agregagio protéica durante estocagem congelada,
fundamentada pelo fato de que solubilidade também decresceu durante estocagem
congelada.

Analisando-se os valores obtidos em porcentagem de redugiio de
atividade de ATPase em relagio ao valor imicial, CFMD com pele ¢ sem pele
apresentaram 80 e 78%, respectivamente, de redugdo em relagéio aos valores nos
tempos zero. Para Fs (mistura), as porcentagens de redugo foram 36 e 29,7%. Ao
final do periode de armazenamento ndo houve diferenca entre as amostras com
fosfatos (Fy ¢ Fs) (p>0,05), mas ambas foram menores que Fy (nitrito) e F,
{ascorbato), diferindo significativamente entre st {p<0,05) (Tabelas As e A¢ -
Apéadice).
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Figura 10, Efcito da adiciio de polifosfate, nitrito e ascorbato de sédio na
atividade de ATPase (umol Pi/min/mg de proteina) das proteinas
miofibrilares de CFMD com pele durante armazenamento
sobr congelamento (-180C).
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 Figura 11. Efeito da adigiie de polifosfate, nitrito e ascorbato de sédio na

atividade de ATPase (umol Pi/min/mg de proteina) das proteinas
miofibrilares de CFMD sem pele durante armazenamento sob
congelamento (-18¢C).
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{Js  resultados encontrados estio coerentes com o perfil
eletroforético das proteinas (Figura 12) o qual foi determinado logo apds a
obtencdo das matéria-primas e ao final do periodo de armazenamento. Avaliagio
das bandas obtidas pelas proteinas extraidas no tempo zero indica gue fosfato,
nitrito ¢ ascorbato ndo alteraram o niimero de bandas de proteinas identificadas em
relagdo ao controle. O resultado mais importante que justifica a maioria das
observacdes realizadas € o desaparecimento da banda de miosina {cadeia pesada}
nos géis n® 2 e 8, correspondendo as amostras controle com pele e sem pele apos 6
meses de armazenamento. Tais resultados mdicam desnaturagio da proteina mais
importante sob o aspecto funcional. Por outro lado, as amostras com adifivos
adicionados nfo apresentaram diferenga no ndmero ¢ localizagfio das bandas em
comparagio ao tempo zero de extragdo. Esse fato vem explicar a dréstica redugfio
na atividade de ATPase que, na verdade, é uma medida direta da atividade de
miosina. |

Uma conclusiio importante obtida a partir do perfil eletroforético ¢
que ndo ocorreu cisdo nas proteinas durante estocagem congelada. Orandes
agregados de proteinas foram formados e presos no imicio do "stacking gel” das
amostras controle apds 6 meses indicando que complexos de alto peso molecular
foram formados, os quais nflo se romperam com SDS ou mercapto-etanol.

Valores de solubilidade e atividade de ATPase correlacionaram-se
positivamente ¢ foram coerentes com varios autores. Khan & van den Berg (1967)
e Wagner & Anon (1985) utilizaram valores de solubilidade e atividade de ATPase
para determinar extenso da desnatwragio protéica de proteinas miofibrilares.
Connell (1960), citado em Molling (1991), reporton que miosina de peixe foi
completamente desnaturada e tornada insoliivel durante armazenamento congelado
atingindo 55% da atividade de ATPase oniginal.



Figura 12. Perfil eletroforético das proteinas miofibrilares de CFMD com € sem
pele durante armazenamento sob congelamento (-18°C).

4---- Ni0SIna

1 > 12

Os géis estdo identificados seguindo a numeragdo de 1 a 12 da esquerda para a
direita, com descrito a seguir:

1- F1 com pele; t = 0 més 7- F1 sem pele; t = 0 més

2- F1 com pele; t = 6 meses 8- F1 sem pele; t = 6 meses

3- F2 com pele; t = 6 meses 9- F2 sem pele; t = 6 meses

4- F3 com pele; t = 6 meses 10- F3 sem pele; t = 6 meses

§5- F4 com pele; t = 6 meses 11- F4 sem pele; t = 6 meses

6- Fs com pele; t = 6 meses 12- Fs5 sem pele; t = 6 meses
onde,

F1 = CFMD controle (pura)

F2 = CFMD + Fosfato (0,3%)

F3 = CFMD + Nitrito (200 ppm)

F4 = CFMD + Ascorbato (500 ppm)

F5 = CFMD + Fosfato (0,3%) + Nitrito (200 ppm) + Ascorbato (500 ppm)
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3. Influéncia do contesido e Iiberacde de ferre heminico ¢ nio-heminico nas
diferentes misturas de CFMD ne processo de oxidaciio lipidica durante
congelamento e seb aquecimento

3.1. Comparaciio entre os diferentes métodos

Os métodos mais comumente usados para determinagdo de ferro sfo
através de absor¢do atémica. Em fungfo da pouca dispontbihidade de equipamento
para esse fim nas condigdes praticas de trabalho, buscou-se wma metodologia
alternativa, através de especirofotometria na regifio vistvel a 510 am com 1,10 o-
fenantrolina, Para que isso pudesse ser realizado com seguranga, a primeira etapa
deste experimento comparou os resultados de ferro total pelos dois métodos.

O método de 1,10 o-fenantrolina tem sido usado como padrio em
muitos tipos de amostras, produzindo cor estdvel ¢ intensa o suficiente para que
quantidades muito pequenas de ferro (abaixo de 0,1 ppm) possam ser estimados.
A determinagio tem como principio a formagdo do complexo alaranjado
(Cq9HgNyFett formado por o-fenantrolina com ions ferroso ( max. = 510 am; E
= 11,100 L. mol-L.cm 1), O fon ferro deve ser solubilizado, reduzido ao estado
ferroso comumente com hidroxilamina a pH 3.2-3.3. Trés moléculas 1,10 o-
fenanirolina quelam cada atomo de ferro na forma ferrosa para formagdo do
complexo. A solugdo colorida obedece a lei de Beer para 0,2 - 4 ug/ml e a
intensidade de cor ¢ independente do pH na faixa de 3,0 - 9,0, com méximo e mais
rapido desenvolvimento a pH 3,2 - 3.3. O método apresenta vérios interferentes
tais como fosfatos, o qual pode ser eliminado por aquecimento da amostra pelo
menos por 15 minutos em 4cido cloridrico para hidrdlise a ortofosfato (Schilt,
1969).

Analisando os resubtados apresentados na Tabela 19 observa-se que
ndo houve diferenca significativa (p<0,08) entre os teores de ferro total para os
dois métodos, com exceciio das amostras sem pele contendo fosfato (P<0,05) cujos
valores significativamente diferentes, com menores resultados para o método de
1,10 o-fenantrolina. Essa interferéncia com fosfato nfic foi eliminada pelo
aquecimento em acido cloridrico, como descrito acima. A porcentagem de
diferenica entre os os dois métodos foi aproximadamente 8% e portanto para
amostras sem pele contendo fosfato foi usado método de espectroscopia de
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absorgdio atomica (EAA). Nessas amostras foram obtidas também as menores
porcentagens de recuperaciio {94,77%).

Tabela 19 - Comparacio entre os métodes de espectroscopia de absorcio atémica (EAA) e
1,18 o-fenantrolina para determinacfo de ferro total nas formulagbes de CFMB

Fo total {ug/e) Fe total (lg/g} apds adicdo % de recuperacio
de 10 g de Fe iomico
Amostra | FAA | 110o-Fenan. | FAA | 110o-Feman |  EAA | 1,10 o-Feman
F, OB ] 02140642 | 10,06+0,708 | 20,35+0.40% 19,8410 698 1014347 412 7 Bir+1 838
S| 20280, 78% | 106840,74% | 302940764 29 4640,817 G4,2341,567 | 9T80+0,722
Fo, O | 112140888 | 1017+0.728 | 205040457 20.0740,84% 100, 27+0 848 9%, 3740, 398
SP | 19490628 | 17.9440.790 [ 202040868 | 274140680 97,9342, 808 | 041741217
Fo OF 122740412 1 101930,34% | 22 2040 447 20,94+0,54% 0230813 | 975747270
SP 1210140428 1 199030828 | 3097+0,328 299840 168 99 5310,11% 1 972043018
F, C/F 1 11204066% 1 10,7810,59% | 21194057 20,55+0,632 99 80+1.34% | 98 4040618
S/P 1201540228 1 19,66+0.40% | 30,1940,30% 29,39+0,42% 1004741118 1 97.33+1,338
Fo O/ 1 128740347 | 11,8940.508 | 227330468 21 5340427 98.43+1 568 | 08 341 918
S/P 1215010418 1 211240868 | 31 4840418 30,95+0 618 00 80+0,628 | 983042 532

Fi - Controle; F2 - Fosfato; F3 - Nitrito; F4 - Ascorbato;, Fs- Mistura

abMédias dentro das linhas com diferentes expoentes sfo significativamente diferentes (P<0,05}
{8 com pele

2} sem pele

(s resultados indicam também que os valores de ferro total para
amostras sem pele foram consideravelmente mais elevados (praticamente o dobro),
em comparagdo As amostras com pele. Esses dados ja eram esperados, uma vez gue
a matéria-prima sem pele apresenta maior tcor de pigmentos totais com substancial
acréscimo no teor de ferro heminico provemente principalmente da hemoglobina,
principal componente da medula dssea. Aldm disso, citocromos ¢, hematinag ¢
complexos de armazenamento de ferritina ¢ hemosiderina, constituem-se nessas
amostras de CFMD em fontes consideravess (Hazell, 1982),

A analise estatistica dos resultados de ferro total (pg/g) para
verificar a influéncia da adigio dos diferentes componentes revelou que amostras
controle (F,), com fosfato (Fy), ¢ ascorbato (F;) ndio diferiram entre si quanto ao
contetido de ferro, tanto no método de EAA como em 1,10 o-fenantrolina
(p<0,05), Tais amostras, entretanto, foram estatisticamente diferentes das
formulagbes F; (nitrito) ¢ Fs (mistura) (p<0,05), as quais, por sua vez néo
diferiram significativamente entre si. Esses resultados podem ser explicados
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verificando-se o contelido de ferro presente nesses aditivos, conforme deseritos a
seguoir:

ug Fe/p (EAA) ug Fe/g (1,10 o-fen.)
tripolifosfato de sddio 68,32 60,15
nitrito de sodo 238 45 237.56
ascorbato de sodio 57,21 3520

Verifica-se que tais compostos apresentam elevado teor de ferro,
especialmente nitrito, contribuindo como fonte desse metal nos resultados finass.
Na formulacfio Fs, contendo mistura dos trés aditivos, ocorreram os valores mais
elevados j4 que apresentou a somatdria do ferro presente nos trés ingredientes.
Deve-se ressaltar que os aditivos utilizados sfio aqueles comumente usados ¢
permitidos pela legislacio.

Dos resultados apresentados, conclui-se que o método de 1,10 o-
fenantrolina pode ser usado com seguranca em substitnigho ao método de EAA na
determinagio de ferro total,

A partir disso, investigou-se o efeito de fosfato, nitrito e ascorbato
na liberagio on quelagdio do ferro heminico e ndo-heminico durante periodo de
congelamento € sob aguecimento.

3.2. Variacio des teores de ferro heminico ¢ nio-heminico nas diferentes
formulacdes durante armazenaments sob congelamento.

Os resultados apresentados na Tabela 20 demonstram que o
contedo de ferro total (pg/g) nio foi alterado durante o armazenamento sob
congelamento, conforme ¢ esperado. As pequenas variagdes gue ccorreram foram
provavelmente devidas & perdas de umidade na estocagem. mas ndo foram
significativas (p<0,05).
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Tabels 20 - Valores de ferro tota¥® {(jg/g) para formulacies de CFMDB durante
armazenamento sob congelamento (-18"C).

Tempo | ¥, | Fy | ¥, | ¥, ] Fy

{mesesh o s oP S o ST £ s o 5
[ 10,0649,70" 15,6808,74° 10,1139 i Auine’ 111834 1enta” 17140 50" i%dindl 0,05 24056
0519, 6348, ; ) iz 710,92 G304t 11,8250, HALLOBS
s 1iE0.a" 19,5801 30,27 0024 195350, 855 1585028 20,15+6,58° T -0 38" i 1Y o,71"
1510, 195858 2 X , £45, A3 8 18415035 120054118 L6507
& 10,2520,44° 587740 58" 1oamenaT 19, sn 2 s’ s £0,5840,31 e ey’ 31951025 23 20547

Fi1 - Controle; F2 - Fosfato; Fi- Nitrito, F4 -~ Ascorbato; Fs - Mistira

=behdddias dentro das linhas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)
{4} reglizado por 1,10 o-fenantrolina, com excegdio de F, 5/P por EAA.

) com pele

(3} sem pele

Durante o periodo de armazenamento, observou-se que houve
variagiio significativa (p<0,05) no teor de ferro heminico e, consequentemente, no
teor de ferre ndo~heminico (ferro heminico € calculado como a diferenca entre o
teor de ferro total e ferro ndo-heminico assumindo que somente heminico ¢
insolivel sob as condigles acidas descritas no método (Tabelas 21, 22, 23 e 24),
Esse efeito foi observado, entretanto, somente apés o 7° més de gstocagem nas
amostras de CFMD com pele e sem pele, quando ocorren uma reducéo
significativa no teor de ferro heminico ¢, simultancamente, aumento no ferro néo-
heminico. Ocorreu, portanto, degradagiio dos pigmentos heme com liberagio de
ferro ibnico. Fsse fato ja havia sido previamente verificado na determinagfo das
porcentagens dos pigmentos heme (Mb ¢ Hb) na primeira etapa do trabalho.

Tabela 21 - Valores de ferro heminico {iRg/g) para formulacdes de CFMD com pele,

Tompo [ ¥y I L Y ! Es I ¥y I ¥

{meses) BiA A &A L4 S/A TiA S/4 CiA S/ TiA
® asbrg® 1 apmaad® 1osaaea? | sena st 7o1t0sst b ossmeaa® 1 seness® | sverens® | orresss® | rasws
3 sagt2s® 1 ogieen® | oesmaas® | semose? 25 ir® b oamsngs? | somsead® 1 536m38® 1 7avess® | 72607
3 saesoas | aowaos® | eaproar® | sewey® | zamear® | sepess® | sewea® | saswsr” | gmsess® | ranmerd

Fi - Controle; Fz - Fosfato;, Fs - Nitrito; Fs - Ascorbato; Fs - Misturs
s D\fadias dentro das linhas com diferentes expoentes sio significativamente diferentes (P<0,05)

S/A - Sem aquecimento
C/A ~ Com aguechmento

95



Tabela 22 ~ Valores de ferro heminico (Rg/g) para formulacdes de CFMD sem pele.

Tempo ] iy I ¥y | ¥y ! Fa I Fy
i A ik A T4 $A4 44 &g £ LA ik
[ 1, rrgaa® 8184057 12,a506" 12060607 1334026 1zmeau” 12.0840.36" i3 e 14T d
3 1zemu™ BisE" 1370034 13,96+6,37" 133¢:0.02" 13.35:0,04° 1z64c0.05" areaart 1560 547 iiszen’
5 13180277 5,01.50.42" 13,535 0,55" 108 1321819 5S35 12,8159.45" fa72028" 11484, 500 13,2755 87

F1 - Controle; ¥z« Fosfato; Fs - Nitrito, F4 - Ascorbato; Fs - Mistura

s"Médias dentro das linhas com diferentes expoentes sio significativamente diferentes (P<0,05)
S/A  Sem aguecitiento
C/A  Com aquecimento

Tabela 23 - Valores de ferro niio-heminice (ig/g) para formulagdes de CFMD com pele.

Tempo _| Fy | ¥y | ¥ | 4 I Fs

{reags] HA €54 SR LA BiA A S [ 5N BA [WEY
& asne0.21" sam038" | s7aeae® | ermnae® 4,164,217 15240,25° | 37me37 25, 45% 13990 1 s a2yt
3 3970567 | go1wa3® | sgeal | oeapued® 1 49?1 oiomend® | osgmes® { sazewns® | saseias® osasigod
5 4,43»9@” : 7,3111;,9_9” 3,5048,46° g4 280 3,294,457 47560550 | 3ou0as® | osenast | ogappen |4 gseaant

F1 - Controle; Fz - Fosfato, F3 - Nitrito; F4 - Ascorbato; Fs - Mistura

wWhjédias dentro das linhas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,035)
/A  Sem aquecimento
/A Com aguecimento

Tabela 24 - Valores de ferro nfio-heminico (g/g) para formutagdes de CFMD sem pele.

Tempe I ¥y I ¥y | ¥a { ¥y I ¥z
Iayas) Fis C ﬁ R s ?_r_}_\ [WAY S‘fé [N Sih Lih,
# syt LRI 02T e 520t Tatents’ G58HE4T" i200,45" ¥ dibeg, 50" TAIERS
3 LN 18,475003° T 0T5" R SRLD2E Nddszs® 5813058 g TR E rdgas” 25408
4 Baqsar ;g,mn,u“ 750,30 2 Ep A 538032 2 3:0.20" 5:59:0,36% 128:0.0" wna® Tageaat

¥y « Controle; ¥z - Fosfato; Fa. Nitrito; F4 - Ascorbato, Fs - Mistura
sbMédias dentro das linhas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)
S/A  Sem agquecimento
C/A  Com aguecimento

Os resultados obtidos estdo de acordo com Gomez-Basauri &
Regenstein (1992b), os quais reportaram significativo decréscimo de ferro
heminico em diferentes amostras de peixe apés 60 dias de estocagem congelada,
sugerindo quebra dos pigmentos heme.

Aquecimento das amostras controle {com pele e sem pele)
aumentou consideravelmente o teor de ferro ibnico em até 50%, indicando
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desnaturagio das estruturas porfirinicas com liberagdo do atomo de ferro
ocorrendo nos tempos (1, 3 ¢ 6 meses. Ao final do 6" més de armazenamento, a
taxa dessa desnaturagfio foi maior indicando que nesse periodo, os pigmentos
hemie estiveram mais susceptiveis & degradaglo. Liberaglo de ferro i0nico sob
aquecimento tem sido relatado por muitos autores como uma das principais causas
da oxidacio lipidica desenvolvida em came cozida. O aumento significativo no
teor de ferro ndo-heminico apds cozimento de cames foi primeiramente observado
por lgene ef al. (1979) ¢ confirmado por Schricker & Miller (1983} e Chen er al.
{1984). A teoria da conversdc de ferro heminico a ndo-heminico envolvendo
oxidaciio do anel porfirinico é reforcada pela observacio de Igene e af. (1979)
mostrando que H,0, significativamente aumentou a concenfragido de Fe nélo-
heminico,

Recentemente Han e ol. (1993) reportaram significativa variagdo na
distribui¢iio do ferro em misculo de frango aquecido, com decréscimo nas fragies
de ferro soliveis em H,0, com respectivo aumento das formas insoldveis.
Contetido de ferro heminico e ferritina decresceram com consideravel aumento no
teor de ferro i6mico, ¢ que os autores sugeriram ser responsavel pelo ripido
desenvolvimento de rancidez oxidativa em carne cozida.

Analisando-se ¢ efeito dos diferentes compostos adicionados &s
formulacBes, verificou-se que polifosfato, nitrito e mistura de polifosfato, nitrito €
ascorbato nfio alteraram significativamente os valores de ferro heminico e néo-
heminico apés aquecimento a 75°C (P>0,05), ao contrario da CFMD controle € na
formulagfio com ascorbato, nos guais a proporgio dessas duas formas de ferro fol
significativamente alterada. Esses resultados foram observados nos tempos 0,3 ¢ 6
meses de armazenamento, sugerindo que fosfato e nitrito, mdividualmente e em
combinagdo, por algum tipo de mecanismo, preveniram a degradacgo de pigmentos
heme e liberagfio de ferro ibnico ou ainda, o elemento pode ter sido liberado, mas
tornou-se indisponivel através da formaclio de complexos com esses compostos .
Analisando estatisticamente a variacdo dessa inibigio da liberagio de ferro idnico,
observa-se que nfio houve diferenga significativa no teor de ferro heminico durante
armazenamento para as formulagdes com fosfato, nitrito ¢ mistura.

Ascorbato de sédio mostrou-se eficiente em prevenir a degradacio
de pigmentos heme somente nas amostras cruas, ndo apresentando diferenca
significativa nos teores de ferro heminico e ndo-hemmico durante estocagem

congelada (p>0,05), mas isso ocorreu sob efeito do aquecimento (p<0,05).
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3.3, Efeito do aguecimente na estabilidade 3 oxidaciie lipidica nas diferentes
formulacdes durante armazenamento sob congelamento:

Resultados apresentados nas Tabelas 25 ¢ 26 fornecem as médias e
desvios padrdes para valores de TBARS dos diferentes tratamentos estudados.
Analise de varidncia indicou diferenca significativa entre os tratamentos e tempo
de estocagem, demonstrando eficiéncia de nitrito, fosfato, ascorbato e mistira
como agentes oxidantes, porém em situagdes diferentes.

Tabela 25 - Efeito do aquecimento no valor de TBARS nas formulagies de CFMDB com pele
durante armazenamento sob congelamento {-18°C),

Tempo | Fy l £, | Fy i £ | Es
Fmtnes} A Cid ik £7A BiA ik Fih sy B T4
i 826007 2eaghid g0 L300E" 35008 13%:0.35" o 30" s’ 4385048 Q8008
] zazioed® et 1751008 28307 o 12u:002" a811000" s va7sn0* Lag
5 fASbaT i | ageeans” 4amen10" LAS 00 2415038 sas0” 268p03s° gaitn” sarne

Fi - Controle, Fz~ Fosfato, Fa - Nitrito; F¢ - Ascorbato; Fs - Mistura

wboMiédias dentro das linhas com diferentes expoentes sio significativamente diferentes (P+20,03)
S/A4  Com aquecimento
C/A  Sem aquecimento

Tabela 26 - Efeito de aquecimento no valor de TBARS nas formulacfes de CFMD sem pele
durante armazenamento sob congelamento (-18°C).

Tempo | Ky f ¥ | s | ¥y f ¥g
ol $i o 54 [ory A oo i (=2 siA T
t gzsom” aasnan® R E s (R p B AN axz-am® 5 A8 e PRI
3 Lo sacoat 1 sseeed® Bageha oesions® tasnert | szenm® ranisad” gzt LRy
5 fggepar A azizoas’ saman) s 1471008 195502 ostanuz 330347 LN 13307

F1 - Controle;, Fr - Fosfato, Fa - Nitrito; F4 - Ascorbato; Fs - Mistura

sbepddias dentro das linhas com diferentes expoentes 80 significativamente diferentes (P<0,05)
/A Sem aquecimento
‘& Com aquecimento

Aquecimento das amostras controle (com pele ¢ sem pele) induziu a
wn consideravel aumento na taxa de oxidagdio lipidica, com valores de TBARS
variando de 2,60 (t=0) a 10,71 (t = 6 meses) para amostras com pele. CFMD sem
pele apresentou resultados significativamente mais elevados (p<0,05), variando de
3,35 a 12,08, nos mesmos extremos de tempo de armazenamento, apresentando
uma maior tendéncia 4 oxidacdo quando aquecidas. Nas amostras cruas, entretanio,
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valores de TBARS de CFMD com pele ¢ sem pele ndo foram significativamente
diferentes (p>0,05), como previamente reportado. Tais wvalores podem ser
explicados em fungfio da maior concentraciio de ferro total, no matenal sem pele,
devido ao aumento no teor de medula dssea, levando a maior hiberagfo do ferro
10nico sob acdo do calor.

Resultados de oxidagiio lipidica ¢ de ferro heminico e ndo-heminico
em CFMD, com os diferentes aditivos estdo altamente correlacionados. Amostras
que preveniram efetivamente o aumento no nimero de TBARS, também mibiram
liberaciio de ferro ndo-heminico.

Conforme discutido previamente, polifosfato de sédio nfio preveniu
autoxidacio nas amostras com pele ¢ sem pele cruas com alto valores de TBARS
durante pericdo de armazenamento. Com aquecimento, no 3" més houve um
aumento significativo (p<0,03) na taxa de oxidagfio hipidica, mas os valores de
TRARS foram muito menores em comparacdio as respectivas amostras controle.
Ao final do 6 més, valores de TBARS no foram significativamente diferentes
(p>0,05) demonstrando o efeito antioxidante de fosfato em sistemas sob
aguecimento. De acordo com Tim & Watts (1958) e Sato & Hegarty (1971),
fosfatos sequestraram fons de ferro ¢ outros metais que catalisam oxidag#o lipidica
somente apds aquecimento. Segundo Shahid & Hong (1991} adigiic de
tripolifosfato em sistemas modelos de carne de porco cozidas contendo compostos
porfirinicos ¢ ions de ferro adicionados, significativamente decresceu o namero de
TBARS, efeito atribuide & acdo sequestrante do fosfato. Em amostras similares,
Shahidi ef al. (1987) encontraram uma agfio antioxidante sinergistica quando
tripolifosfato de sodio foi usado em combinagio com ascorbato de s6dio.

O nitrito de sodio preveniu a oxidacfio lipidica tanto nas amostras
aquecidas como nas cruas, resultando em valores no nimero de TBARS
consideravelmente menores que as amostras controle. De acordo com Tarladgis
(1961) pigmentos heme foram catalisadores ativos do processo de oxidaglo
lipidica quando presentes na forma oxidada (férrica). O nitrito ligou-se ao grupo
heme, mantendo ferro na forma reduzida, inativa como catalisador da oxidagéo
Tipidica. Sato & Hegarty {1971}, por outro lado, concluiram que hemoglobina ¢
mioglobina tiveram pouca importincia na peroxidagéo de lipidios, sugerindo que o
rompimento do sistema de membranas celulares resultou em exposigdo dos
componentes lipidicos labeis ao oxigénio e outras reagbes de oxidagio. Segundo
esses antores, nitrito reage com os lipidios levando a estabilizagfio das membranas,

99



retardando autoxidagfio. Zipser ef «f. (1964} propuseram que mirito forma um
complexo estdvel com porfirinas contendo ferro em cames desnaturadas pelo
calor, mibindo rancidez oxidativa. Igene & Pearson (1979} e lgene ef al. (1985}
sugeriram que nifrito atua como antioxidante pela conversfio dos pigmentos da
carne a formas cataliticamente inativas, ¢ estabiliza dcidos graxos insaturados. De
acordo com Apte & Morrissey (1987), o nifrito em carnes cozidas € responsavel
pelo término no estagio de propagacio das reagbes de autoxidaclio ou pela
neutralizaclo de radicais livres. Mormssey & Tichivangana {(1983) postularam que
nitrito provavelmente formou quelatos mativos ou complexos com ferro ndo-
heminico imibindo sua agfo catalitica, A alta reatividade no sniirito com ferro foi
demonstrado também por Reddy ¢r o/, (1983), os quats relataram que complexos
enxofre-ferro, especialmente ferredozina reagem com nitrito formando compostos
de ferronitrosil, os quais inibem crescimento de Clostridium borulinum, o que pode
ser uma evidéncia da ligacio de nifrito com clementos tragos no tecido muscular,
originando atividade antioxidante.

Ascorbato atuou como antioxidante somente nas amostras cruas. De
acordo com Gomez-Basauri & Regenstein {1992b), ascorbato protegeu pigmentos
heme da degradacfio em amostras de peixe ao longo da estocagem congelada. Os
autores reportaram também baixos niveis de liberagfio de Fe ndio-heminico durante
armazenamento. De acordo com Sato ¢ Hegarty (1971) ascorbato adicionado a
niveis acima de 500 ppm reduziu os valores de TBARS, entretanto, baixos niveis
foram pré-oxidantes. Os autores propuseram que ascorbato atua como antioxidante
pela manutencfo do equilibric das formas férricas e ferrosa. No experimento,
tratamento com ascorbato, agente redutor, produziu uwma cor de CFMD mais
vermeltha, muito proxima da cor da matéria-prima recém-desossada, o que foi
demonstrado também através dos matores valores de L* e a* os quais
praticamente ndc mudaram durante armazenamento, indicando preservagio dos
pigmentos heme. Deng e¢f o/ (1978) encontraram gque ascorbato comportou-se
como antioxidanie em peixes a concentragdes proximas de 1000 ppm e como pro-
oxidante a niveis inferiores a 100 ppm. Dos resultados aqui obtidos, conclui-se que
ascorbato a 500 ppm atuou com antioxidante em CFMD com pele e sem pele nas
matéria-primas cruas ¢ sinergisticamente com fosfato e nitrito nas amostras
cozidas. De acordo com Liu & Watts (1970) substancias tais como de ferro nfio-
heminico, alfa-tocoferol, acido citrico e aminodcidos, os quais estdo naturalmente
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presentes no tecido muscular, podem mudar a agfio antioxidante de ascorbato para
um composto pro-oxidante.

Em resumo, os resultados indicam o ferro nfio-heminico ¢como
principal responsavel pelo processo de oxidagdo nas amostras de CFMD sob
aquecimento ¢ ferro heminico na maténia-prima armazenada congelada. De acordo
com Ahn ef af. (1993), ferro iGnico livre € também o mais importante na catalise
da oxidagdio lipidica. Os aditivos incorporados 3 matéria-prima durante
armazenamento previnem liberagio dessa forma de ferro e, portanto, podem
aumentar o tempo de conservagdo dessa matéria-prnima durante armazenamento
congelado.
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4. Avaliacdo de saisichas de frangoe processadas com adi¢io das formulaghes

de CFMD durante armazenamento congelado

As salsichas elaboradas de acordo com a metodologia descrita
previamente foram avaliadas com relagdo a estabilidade 4 oxidagéo lipidica através
da determinagfio do nimero de TBARS cujos valores sio apresentados nas Tabelas
27 e 28. Resultados indicam que oxidaglo lipidica ocorrida na maténa-prima ao
longo da estocagem influenciou os valores de TBARS, resoltando em teores
consideravelmente mais elevados para as amostras Fy (pura) apds 3 ¢ 6 meses,
respectivamente 1,31 e 2,36 para amostras com pele e 1,29 ¢ 2,57 para amostras
sem pele em relagdo a 0,40 e 0,37 para amostras contrele. Embora em pequena
extensdio, salsichas processadas logo apds o 1 més com adigiio de 20% da
formulagfio F apresentou resultados significativamente diferentes em comparagédo

as amostras condrole,

Fabela 27 - Valores de TBARS de salsichas elaboradas com adi¢iio de 20% das formulagiies
de CFMD com pele durante armazensmento sob congelamento (-18°C).

Tempo Controlell F, E, F, F, Fe
{meges}
1 0,38+0,029 §,57+0,020 0,48+0.02% | 0374001 1 0,33+0,04° (,36+0,02%
3 0,40+0.02° 1,31+0, 128 1, 2540030 1 0,92+0,03° | 0,38+0,035° 0,39+0,032
£ {,37+0.02¢ 2,36+0,24" 1,68+004° | 096+005¢ | 0451006 0, 444-0,052
Fi - Controle, Fz - Fosfato;, F3 - Nitrito; Fa - Ascorbato; Fs - Mistura
) CFMD C/P ¢ matérias-primas obtidas dentro de 48 horas antes do processamento.
abediiddias dentro das linhas com difsrentes expoentes so significativamente diferentes (P<0,05)
Tabela 28 - Valores de TBARS de salsichas elaboradas com adi¢iio de 20% das formulagBes
de CFMD sem pele durante armazenamento sob congelamento (-18°C).
Tempo Controtet!? F, F, F, F, Fs
{mieges)
i 0.37+0,0% | 0.61+0,03° | 0,51+0,03% | 0,38+0,03% | 0,38+0,04° | 0,3330,02°
3 0,400,012 1,29+0 03P 1,17+0.008 0,96+007¢ | 0,41+0,05* | 0411003
& (,38+0,027% 2,57+0,17° 1,73+0,20¢° 1,02+40,13¢ | 043+0,04% | 0,4340,05%
Fi - Controle, F2 - Fosfato, F3 -~ Nitrito; F4 - Ascorbato; Fs - Mistura

(1) CFMD C/P e matérias-primas obtidas dentro de 48 horas antes do processamento.
sbedMisdias dentro das linhas com diferentes expoentes sdo significativamends diferentes (P<0,63)
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Formulagdes com pele e sem pele contendo fosfato acompanharam
a tendéncia das matéria-primas cruas em relacio ao processo de oxidacdo lipidica,
elevando significativamente os valores TBARS das salsichas processadas ao final
do periodo de armazenamento. CFMD com pele e sem pele com adigio de 200
ppin de nitrito de sédio, resultaram em salsichas com wvalores de TBARS
significativamente mais baixos (p<0,05) que as amostras puras ¢ com adiglio de
fosfato, entretanto, matores que as formulagdes Fy e Fs.

Amostras de salsichas com adi¢fio de ascorbato (Fs) ¢ mistura (Fs)
dos trés ingredientes ndo foram diferentes significativamente (p>0.05) das
amostras controle em relacfo ao namero de TBARS indicando completa mibigdo
do processo de oxidagfo lipidica causado pela adicdo de CFMD. Estes resultados
sio coerentes mais uma vez com os menores valores de TBARS encontrados
nessas matéria-primas durante armazenamento congelado.

Os resultados demonstram a importancia ¢ o risco da utilizagdo de
matéria-primas oxidadas em produtos processados, as quais podem comprometer a
qualidade do produto final mesmo quando adicionada em pequena porcentagem,
como no caso do experimento. De acordo com Pikul er ol (1984) os niveis
absolutos de malonaldeido gerado pelo processamenio de carne sdo fortemente
dependentes dos niveis de malonaldeido iniciais da carne antes do processo,

Entre as propriedades fisicas de salsichas processadas, dados de
rencdimento estdo entre 0s mais importantes tanto pelo aspecto econdmico como
pelas caracteristicas sensoriais do produto (Ladwig ef af., 1989).

Em relacfo aos valores de porcentagem de rendimento de
processamento, resultados apresentados nas Tabelas 29, 30, 31 e 32 indicam que
perdas de 4gua na formulagiio controle com pele e sem pele ficaram em tomo de
10%, o que era esperado (adicionou-se 10% de gelo para ser perdido durante
cozimento). Somente nas CFMD com pele e sem pele puras {F;) houve diminni¢éo
significativa nas porcentagens de rendimento de processamento apés 32 e 69
meses com valores atingindo 12 e 15% respectivamente, demonstrando perda da
capacidade desses "batters” em reter dgua apds cozimento. Nio houve diferenga
significativa (p>0,05) entre as formulagdes contendo CFMD com nitrito, ascorbato
¢ fosfato. Esses resultados podem ser relacionados com o efeito protetor desses
ingredientes observado nas propriedades funcionais. CFMD com pele ¢ sem pele
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apresentaram intensa redugfo da solubilidade protéica, indice de atvidade de
emulso e enfraquecimento dos géis.

Tabela 29 - Valores de rendimento de processamento de salsichas com envoltdrio de celulose
elaboradas com adicio de 20% das misturas de CFMD com pele durante

armazenamento sob congelaments {-18°C).

Tesnpo Controlell F, F. Fy F, Fs
{msses)
i 89 42+1,15% | 88,33+1.27 | 89,35+1,232 { 80 72+138% | &9 1541272 | 60,7341 15%
3 89.62-+1,52¢ 1 8§721+1,32% | 85.22+1.40% ¢ 00,16+1,21% | 89 54+] 15* | 89 37+]31*
& 80.48+1.31% | 86,30+1,72° | 80,68+1,53® | 8053 +1 18" | 8026+126° | 80 13+1,36
¥1 - Controle; F2 - Fosfato, F3 - Nitrito; Fs- Ascorbato; Fs - Mistura

(13 CFMD C/P ¢ matériag-primas cbtidas dentro de 48 horas antes do processamento.
aboihladias dentro das linhas com diferentes exposntes sfo significativamente diferentes (P<0,03}

‘Fabela 30 - Valores de rendimento de processamento de salsichas com envoltdrio de celulose
elaboradas com adigiio de 20% das misturass de CFMD sem pele durante

armazenaments sob congelamento (-18°C).

Tempo Controfel!! F, F, F, Fy F,
{msses)
i 88 21+1,03¢ | 88.52+1.43 | 89,15+1,14% | 89.85+1,25% | 856341428 | §024+1 17°
3 803241348 | 87,37+1,49% | 89624156 | 89.86+1,33* | 86 75+1.03% | 80.81+] 43¢
6 880241267 | R5,21+1600 | B8 74+1.17% | 8983+137% | 00.36+181% | 895541162

Fi - Controle; Fz - Fosfato; F3 - Nitrito; F4 - Ascorbato; Fs - Mistura

{13 CFMD C/P e matérias-primas obtidas dentro de 48 horas antes do processamento.

abedhisdias dentro das linkas com diferentes expoentes sdo significativaraente diferentes (P<0,05)

Tabela 31 - Valores de porcentagem de rendimento apés reaquecimento de salsichas
elaboradas com adigiio de 20% das misturas de CFMD com pele durante
armazenamento sob congelaments {-18°C).

Tempo Controle(®) F, F, Fy F, F.
{eses)
! 07 65+1.32% | 07.85+1,85% | 9753+127 | 97,36+1,158 | 0738+] 028 | 075341369
3 07.15+1,28 | 952141415 | 9723+1.65% | 9756+1,15% | 97 31+1 78 | 976311 84°
4 9717+1,02% | 93344148 | 979541 24* | 97 R2+1.67 | 078141310 | 97,14+1.23%
Fi - Controle; Fz - Fosfato, F3 -~ Nitrito, F4 - Ascorbato; Fs - Mistura

(1 CFMD /P e matérias-primas obtidas dentro de 48 horas antes do processamento.
abedhigdias dentro das linhas com diferentes expoentes s80 significativamente diferentes (P<0,05)
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Tabela 32 -

Valores de porcentagem de rendimento apds reaguecimiento de salsichas
elaboradas com adiglic de 20% das misturas de CFMD sem pele durante

armazenamento sob congelamento (-18°C).

Tempo Ceontrolell? F, F, F, Fy Fs
{meses}
1 G7.65+1.52° | 07.72+41.2%% | 97.25+148% | 07,71+1,00% | 97,15+1 40° | 9742+ 10°
3 9742+41,21° | 95,43+1,17° | 9765+1,81° | 97,33+1,38% | 97,75t1,57% | 97914164
6 07,0440 928 | 93 56+1,350 | 97,21+1,612 | 97 28+1,70° | 97.19+1.76% | 678241 012
F1 - Comirole; Fz - Fosfato, Fi- Nitrito; Fs - Ascorbato; Fs - Mistura

1 CFMD (/P e matérias-primas obtidas dentro de 48 horas antes do processamento.
aboohdsdias dentro das linhas com diferentes expoentes so significativamente diferentes (P<0,05)
Resultados de % de rendimento apos reaquecimento sdio muito
similares aos reportados previamente. Nio houve diferenga significativa entre as
amostras das formnlagSes com pele e sem pele (p>0,03). As perdas de peso nas
amostras F; (pura) ficaram em torno de 3-7% e aproximadamente 2-3% nas
demais e no controle, Tais resultados podem também ser correlacionados com
propriedades funcionais e oxidagdo lipidica ocorrida na matéria-prima, como
discutido em relagfo & porcentagem de rendimento de processamento {Tabelas 31
e 32},

A avaliaglo de cor através dos valores L*, a* b* indicou que
salsichas com CFMD sem pele apresentaram valores ligeiramente superiores a
salsichas com pele, especialmente para os dados de a, os quais sfo indicacio de
cor vermelha (Tabelas 33, 34, 35 e 36). Niio houve variacfio significativa para os
valores de L* (luminosidade) ¢ b* (amarelo) (p>0,05) em todas as amostras.
Entretanto, valores de a* (vermelho) foram significativamente reduzidos nas
formulagies de salsichas contendo CFMD pura (F1) ap6s 6 meses de estocagem,
tanto interna como externamente, Apds 3 meses, observou-se uma reducdio nos
valores de a, a qual néio foi significativa estatisticamente. Esses dados podem ser
relacionados a degradagdo dos pigmentos heme ocorrido ao longo do periodo de
estocagem congelada, reportado previamente. Desenvolvimento de cor em
"batters” contendo matéria-primas com pigmentos oxidados fica prejudicado,

resultando em produtos de qualidade inferior. Froning et al. (1971) descreveram

que salsichas contendo 15% de CFMD estocada por mais de 90 dias apresentou
elevados valores de TBARS e mais baixos indices de L* em comparacio ao
processamento realizado com matérias-primas recém-desossadas, sugerindo em
fungdo disso, desenvolvimento de especificagbes de embalagens ¢ parametros de
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tempo e temperatura para armazenamento de CFMD. O efeito benéfico com uso de
fosfato, nitrito e ascorbato em relagio a qualidade geral das salsichas processadas
constitui-s¢ numa resposta a alguns dos principais problemas encontrados na
manipulagio dessa matéria-prima por tempo prolongado.

Tabela 33 - Avaliaciio de cor {valores L=, a*, b*} de salsichas elaboradas com adiglio de 20%
das misturas de CFMD com pele durante armazenamento sob congelamento

{superficie interna),
Amastta | i = | mds ! 1= 3 meses { { = & meses
£ a* b i u* B* I a* b*
Controlet | 30028 5407 0er | 7snst 6,6:04% ger04® | Wae03® | g0 | w27
F, 73,3+1.1% 6,5:0,3° 9.7:0.4" 71,5:0,5° 5,320,3% 9 5:048° 71,203 114030 10,5:6,4"
Fq 1403 GHg T 8,5:0.48 72,3+0.6" 6,2:0,4% 9,50, 7 F110.4" ¢550,4" 10,8206
Ty 72300.9% 6.3+03% 2.7+0,8% 12,7405 &,6+0,3% B o7 T2,440,5% 640,58 10,5:1.0%
Fa 71,901,4% B,6:0,9% 9,5:0,5 12.500,4% 674,38 9. 2:0,6° 7,440, 7 5.300.4% 10,5108
¥ 71.611,3" 6.5:0,2° 2.6:0,9% T24+0,8" 6,5.:0,38 9,540.7° T2,5+0.6° .04, 5% 10.7:0,5%

Fi - Controle; ¥z - Fosfato; Fy - Nitrito, F4 - Ascorbato, Fs - Migtura
1) Controle CFMD C/P e matérias-primas obtidas dentro de 48 horas antes do processamento,
ab Médias dentro das linhas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)

Tabela 34 - Avaliacfo de cor (valores L%, a*, b*) de salsichas claboradas com adi¢fio de 20%
das misturas de CFMD com pele durante armazenamento sob congelamento

{superficie external.
Amostra | t=1 més {= 3 meses 1= 0 MESEs
R a* B* L* 5® B L* " B
ConmroledD | wanee® 74004 10058 | 6950630 | 4z 12207 | oo 7na® 1 720050 1 12m0
F, 59,1105 730480 13,508 1 g3t 7010,0% 13,6:0° 1 7805 4,3:0.6" 13,150.6°
Fy G8.o+p 18 7203 13307 1 sg504° 73108 13,3+08° 68,1104 75004 13,3:0.%%
F, 68,3+0,7 7,340,5" 106" | ena0gt 70,3 129405 | o830y 7.505,5% 13, 5000%
Fy §9,410,6 7,0:0.4° 125363% 1 681304 3,5:0.4" 1350058 1 egarn it 7.5+0,3% 13,5t0.8°
E. £3.2+3,5° §240,5% 13,7004% | 680509° 7,5:0,5% 14,000,7 o8,3:4,7 7104 13,244,5°

Fi - Controle; Fz - Fosfato; F3 - Nitrito; Fi - Ascorbato; Fs - Mistura
(O ontrole CFMIY C/P & matérias-primas obtidas dentro de 48 horas antes do processamento.

s¥Médias dentro das colunas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)
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Tabela 35 - Avaliacdo de cor {valores L*, g*, b*) de salsichas elaboradas com adi¢io de 26%
das misturas de CFMD sem pele durante armazenamento sob congelamento

{superficie internay),
Amosiza | t= 1 mis l 1= 3 meses 1= 6 meses
L 2% B [ Ry a* B £.* 5% b*
Conirolel | s 7,500,3" w06 | ss00 7 50,40 83003 | 6otvod® | 73006 | j05003°
F, 592408 7402 W30t | oeus 7 6,540,7 8.44,6° 71,3032 s 3D 10,2+0,3*
Fa 68, 710.6" 7,5:0,5% wesd® | egeast 6703 9307 1 s87:0.8 A0S 10,2:5,5
Fy 69,510 7 7,350 10,5042 | &7t 75418 0,3:0,5% £9,4:0.5" 7,2:08% 10,406
F, 68,3106 75030 10,507 | 68,308 §0+0.3% 9,3:9,7 §9.550,5% 1302 19,340.3°
Fe 53,8402 7,544,588 19,398 | esnor 7.5+04% 9,105 59,3+0.8" 7,104 1041052

F1 - Controle; Fz - Fosfato, F3 - Nitrito; F4 - Ascorbato; Fs - Mistura
{1 Controle CFMD C/P e matérias-primas obtidas dentro de 48 horas antes do processamento.
sb Médias dentro das colunas com diferentes expoentes sfio significativamente diferentes (P<0,03)

‘Fabela 36 - Avaliacdo de cor (valores L%, a*, b*) de salsichas elaboradas com adigfie de 20%
dss misturas de CFMD sem pele durante armazenamente seb congelamento

{(superficie externa).
Amostra I i =1 més | t =3 meges | {= 6 meses
i* "% ¥ i® a* " 1# z* W
ControletY | ssge0s® 93:08 | 12503 | e3moe® | wp0gt 1 1naes ] oesdeast |osmedt | usor
¥, 64,319 251042 12,9:0.58° 54.8:0,7 3, 4+6,3% 13,7+0.6° 64,140,3° s5.0:0.3" 13,840, 7%
B, $4,5:0,5° 9.4+0,6° 12,618,5% $4.2+0,8" $.54+0,3% 13,3065 65,340,4° 544,37 13,5508
¥y &5.600,7° 2.5+0,8" 12.8:0,8° 63,411,5" %,5+0.5 1274155 54,510,587 8.500.3% 13,640,5
F, 64,1+0,8° 4.5:03% R Rl A e X 9.5:4,72 12,0:0,5 a3 an et 5,2:0,4° 13 4:04"
¥y $3,5+0.9% % 108" 125007 63,798 RIRIR 135407 43,3:9,3" 8406 13,740, 5%

F1 - Controle; - Fz - Fosfato; F3 - Nitrito; F4 - Ascorbato; Fs - Mistura
1y Controle CFMD C/P & matérias-primas obtidas dentro de 48 horas antes do processamento.

sbMadias dentro das colunas com diferentes expoentes s3o significativamente diferentes (P<0,05)
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5. Efeito da adicio de medula dssea & carne de peito e coxa submetida a
diferentes processes de moagem.

O alto contetdo de gordura da medula 6ssea (43,51%) cansou um
significativo aumento no contendo de gordura total das amostras de peito ¢ coxa de
frango. Para camne de peito, por exemplo, guando o nivel de pigmentos totais
alcangou o valor de 8mg/g, o conteado de gordura elevou-se de 2,52% (amostra
controle) para 11,72%; para came de coxa, o conteudo de gordura total subiu de
5,16% para 12,79% (Tabela 37). Uma vez que os lipidios de medula 6ssea contém
wma considerdvel proporcio de acidos praxos polinsaturados, isto constituiu-se
nm importante fator que determinou a instabilidade & oxidaglo lipidica durante
armazenamento congelado. Embora tais resuitados j& fossem esperados, com o
presente experimento, foi possivel determinar se o processo de oxidagiio hipidica
foi proporcional ac aumento da adic8o de medula 6ssea, especialmente em relagdo
ao aumento do teor de pigmentos heme, quantificando-se esse efeito.

Tabela 37 - Caracterizacio quimica de earne de peite’” e coxa™ de frango,
adicionada de diferentes niveis de medula dssea.

Controle* 7 A 6 g
Gordura (%) 1 252414 |5,58+.10 824109 | 985510 |11,72421
2 516403  |6,78£02 11024+05 [11,75+24 [12,79+21
Cinzas (%) 1 039+01  |D,38+02 0,71£05 | 090203 | 117410
2 048403 (063502 | 075£01 | 086105 | 122405
Pig. Totais 1 052601 |2,24+07 420007 | 627414 | 843418
(mg/g) z 080£02 |231:02 434174 | 618106 | 826+ 14
Mb (mg/e) 1 033402 0,98+0] 1L,67£02 | 269423 | 329402
2 058+04 089401 | 184401 | 266103 | 3,33+22
Hb {mg/g) i 000601 | 1,26407 262409 | 320108 | 5.14%19
2 022402 | 1,42+07 250425 | 352810 | 504408

* Niveis de medula dssea adicionada = 0, 2, 4, 6 ¢ 8 mg de medula dssealg de came

Para as amostras comtrole, as quais confiveram somente 08
pigmentos heme naturalmente presentes nos musculos, os valores de TBARS
aumentaram levemente, ndo diferindo significativamente entre as amostras moidas
convencionalmente, e aquelas passadas pelo desossador. Os resultados foram mais
altos para as amostras de coxa, as quais apresentaram um valor maior de
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pigmentos totais (0,42 mg/g e 0,80 mg/g, respectivamente para peilo e coxa)
{Tabela 38).

A adigio de medula Ossea para atingir ums concentracio de
pigmentos totais de 2 mg/g alterou muito pouco os valores de TBARS em relacéo
as amostras controle (Tabela 39). Néo houveram diferengas significativas para as
amostras motdas em eguipamento Hobart ¢ naquelas passadas pelo desossador
mecinico.

Quando os nivels de pigmentos fotais foram superiores a 4 mg/g
{Tabela 40}, os valores de TBARS comegaram a aumentar apés 90 dias de
estocagem congelada. E importante ressaltar que amostras comerciais de came de
frango mecanicamente desossada, contém cerca de 4 mg de pigmentos totais/g de
Amostra.

Tabela 38 - Valores de TBARS (mg malonaldeido/kg de amostra) para carne
de peite e ecoxa (PMM, PMC, CMM, CMC) durante

armazenamento sob congelamento (-18°C).

Tempo (dias) PMM PMC CMM CMC
0 0,24:+0,03" 0,24+0,03® 0,2940,02° 0.20:+0.02°
15 0,3120,01% 0,2410,03" {3 36+0,04° 0,26+0,02"
30 0,39+0,03* 0,38+0,02° 0,3430.01* 0,330,018
45 0.3740,02" 0,440 02" 0,50:+0.04° 00,4240 07
60 0,3440,02° 0,73+0,02° 0,460,001 0,47+0,02°
75 0,45+0,02* 4,45+0,03 0,46:£0,05* 0,32+0,01°
90 0,4140,01° 0,53+0,02* 0,50+0,02* (0,440,027
105 0,48+:0.03° 0,5940,02° 0,560,032 0,55+0,01"
120 0,4340,02 0,50+0,02* 0,54+0,03" 0,5610,02°
135 £,53+0,01* 0,50+0,01° 0,5740,02* 0,6140,02"
150 0,56+0,02° 0,61+0,03" 0,66:0,03* 0,6140,01°
165 0,6410,03° 0,64:0,03° 0,8940,02" 0,890 01°
180 0,740,07 0,7140,03° 1,3340,01° 1,00+0,02°
b

Meédias dentro das linhas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes.

PMM - carne de peito passada pelo equipamento de desossa mecénica
PMC - carne de peito moida convencionalmente {equipamento Hobart)
CMM - carne de coxa passada pelo equipamento de desossa mecénica
CMC - care de coxa moida convencionalmente (equipamento Hobart)
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Tabela 39 - Valores de TBARS para carne de peito e coxa (PMM, PMC,
CMM, CMO) contende 2 mg de pigmentos totais/g de amosira

durante armazenamento sob congelamento (-18°C).

Tempo {dias) PMM PMC CMM CMC
0 0,26:0,01° 0,29+0,02% 0,34+0,01° 0,2140,01°
15 0,2040,02" 0,29+0.02° 0,3940,02° 0,2940.01°
30 0,36+0,04" 0,42+0,02° 0,4640,01° 0,34:0,01°
45 0,5430,03° 0,460,02° 0,56:0,02° 0,3540,02°
50 0,64:+0.03" 0,47+0,02° 0,61+0,02° 0,4240.01°
75 0,8310,01° 0,5140,03" 0,89+0.01° 0,3240,01°
) 0,8840,04° 0,64+0,03 00,7440 03 0,55+0,02"

105 1,29+0,02° 1,2040,06° 1,3340,02° 00,5730,02°
126 1,7540,02 1,3640,04" 1,4340,03° 0,64+0,02°
133 1,80:40.01° 1,48+0,21° 1,3620,05* 0,6940,02°
150 217001 1,984+0,20° 1,7540.02 0,89+0,01"
165 2,7240,02° 2224005 2444027 1,1740,05°
180 2,9340,09° 2.80:20,06° 2,78+0,07" 2,00+0,06°

sbopsddias dentro das linhas com diferentes expoentes siio significativamente diferentes.

PMM - carne de peito passada pelo equipamento de desossa mecinica
PMC - came de peito moida convencionalmente (equipamento Hobart)

CMM - carne de coxa passada pelo equipamento de desossa mecanica
CMC - carne de coxa moida convencionalmente (equipamento Hobart)
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Tabela 46 - Valores de TBARS (ml malonaldeido/kg de amostra) para carne
de peito e coxa (PMM, PMC, CMM, CMC() contendo 4 mg de
pigmentos tetais/g de amostra durante armazenamente sob
congelamento (-18°C).

Tempo (dias} PMM PMC CMM CMC

0 0,37+0,01" 0,2340,04° 0,48+0.01* 0,2340,02°
15 0,3640,01° 0,24:£0.03° 0.45+0.02° 0,2640,02°
30 0,42+0,02° 0,3240,02° 0,5110,01° 0,35+0,01°
45 0,65+0,01° 0,4540,02" 0.66+0,02° 0,4410,01°
60 1,0940,05 0,53£0,02° 0,89+0,065" 0,6110,01°
75 2.1740,01° 0,56+0,03" 1,08+0,04° 0713003
90 1,800,027 0,7140,03° 1,3640,05° 0,88+0,02°
105 2,7240,02° 1,7340,05° 3,0240,06" ,80+0,01°
120 3,3540,08° 2,60+0,03° 3,43+0,15° 2,53+0,09°
135 3,2640,16" 3,2240,21° 3,26:40,18° 2,03+0,13"
150 3,040 47 3,3540,08" 4454004 2,65+0 03°
165 5,0240,14" 4,97+0,09° 3,1140,05" 3,2240,21°
180 6,1140,04° 5,%240,14" 6,97+0 0%° 5.1340,24°

by 1édias dentro das linhas com diferentes expoentes sfo significativamente diferentes.

PMM - carne de peito passada pelo equipamento de desossa mecinica
PMC - carne de peito molda convencionalmente (equipamento Hobart)
CMM - carne de coxa passada pelo equipamento de desossa mecinica
CMC - carne de coxa moida convencionalmente {equipamento Hobart}
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Tabela 41 - Valores de TBARS (mg malonaldeido/kg de amostra} para carne
de peito e coxa (PMM, PMC, CMM, CMC) contende 6 mg de
pigmentos totais/g de amosira durante armszenamento sob
congelamento (-18°C).

Tempo {(dias) PMM PMC CMM CMC

0 0,4240,01" 0,2550,01° 0,5140,03" {,24+0,03"
15 0,430,601 9,27+06.01° 0,5140,02° ,29+0,02°
30 0,5240,02 ,36+0,02" 0,5620,01" 0,53+0,01°
45 0.71+0,03" 8.4940,02° 0,88+0,04° 0,63+0,02*"
60 1,1540,04" 0,660,002 1,1140,02° 0,73+0,02°
75 2,78+0,08 0,73+0,03" 2,2540.03° 1,1740,06°
90 3,19+0,08" 1,25+0,02° 4 4540,04° 2,0010,06°
105 4.65+0,23" 3,060,057 4,81+0,25* 3,7340,06°
120 5,11+0,04% 4,65+024" 4 07+0 09° 5474011
135 7,75£0,06° 5,1130,04 7,75+0,06" 7534017
150 8 44+040° 7,7640.06° 9 8640.02° 7.5840,23°
165 16,2940 43° $ 4410 40" 10,4640 25 8,4410 40"
180 11,2140 49 7.8140,23° 12,8420.41° 9,14:+0,09°

by tédias dentro das finhas com diferentes expoentes sio significativamente diferentes.

PMM - carne de peito passada pelo equipamento de desossa mecinica
PMC - carne de peito moida convencionalmente {equipamento Hobart)
CMM - carne de coxa passada pelo equipamento de desossa mecinica
CMC - carne de coxa moida convencionalmente {equipamento Hobart)
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Tabela 42 - Valores de TBARS {mg malonaldeido/kg de amostra) para carne
de peito ¢ coxa (PMM, PMC, CMM, CMC()} contendo 8 mg de
pigmentos totais/g de amestra durante armazemamento sob
congelamento (-18°C).

Tempo (dias) PMM PMC CMM CMC

£ 0.41+0,02* 0,250,072 0,30+0,03° 0,26:£0,02°
15 0,3940,01" 0,27+0,02° 0,5340,02° 0,2740,01"
30 0,46+0,01° 0,4910,02° 0,59:+0.02" 0,.42+0,02°
45 0,85+0,01° 0,65+0,05 0,9240,03° 0,66:+0.01°
&0 1,88+0.04° 1,2540,05" 2,1616,02° 0,91+0,01¢
75 3,06+0,05" 1,75+0,08° 3,7140,15° 1,9040,09°
00 4 411007 2,65£0,01° 5,24:+0,05° 3,1940,08"
105 5114027 4.36+0,21° 7.07+0,12° 5,7040,12°
120 7.4630,11° 6,140,090 16,3440,24° 8,080, 15¢
135 8,24:+0,05° 7,70::0,15° 12.84+0.41° 8,3340,06"
150 10,20:£0, 41 9074023 14 4140 2% 11,0940, 13¢
165 12, %410, 40° 11,8240,23° 16,71:40,36° 12,3540,17°
180 16,6740, 25 11,8240,42° 18,50+0.21° 16,5140,23"

=bedy tédias dentro das linhas com diferentes expoentes sio significativamente diferentes.

PMM - carne de peito passada pelo equipamerto de desossa mecinica
PMC - carne de peito moida convencionalmente (equipamento Hobart)
UMM - carne de coxa passada pelo equipamento de desossa mecinica
UMC - carne de coxa moida convencionalmente (equipamerto Hobart)

O efeito da adigio de medula Ossea na estabilidade a oxidaglo
lipidica tornou-se mais evidente quando os niveis de pigmentos totais alcangaram
valores de 6 mg e 8 mg/g de amostra. Nestes niveis de pigmentos, os valores de
TBARS foram sempre mais altos para as amostras processadas através do
equipamento de desossa mecanica (Tabelas 41 e 42),

O presente experimento demonstrou que rompimento celular
promovido pela passagem no desossador mecénico tornaram a carne de frango
mais susceptivel A oxidaglo em relagio aquela moida em equipamento
convencional (moedor Hobart).
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CONCLUSOES

No estudo das propriedades fancionais das proteinas miofibrilares e
oxidagiio lipidica de CFMD com adigdo de fosfato, mitrito e ascorbato ao longo do
armazenamento sob congelamento, pode-se chegar as seguintes conclustes:

1. Camne de frango mecanicamente desossada com pele e sem pele, adicionadas de
fosfato, nifrito e ascorbato de sodio apresentaram-se estaveis a oxidagdo lipidica
durante armazenamento sob congelamento, resultando em valores de TBARS
significativamente menores, quando comparadas as respectivas matérias-primas
sem aditivos.

2. Durante o periodo de armazenamento sob congelamento, as amostras controle
(F1) apresentaram expressiva degradagio de pigmentos heme, o que foi
considerado como fator determinante no desenvelvimento da oxidagio lipidica.
As formulagdes Fs (mistura de polifosfato, nitrito e ascorbato) € F4 (ascorbato)
evitaram a oxidagic de pigmentos heme e mantiveram a cor dos blocos
congelados de CFMD muito préxima das amostras recém-desossadas.

3. Em relagiio as propriedades funcionais, observou-se que a solubilidade, indice de
atividade de emulsdo ¢ volume de liquido liberado de géis obtidos das proteinas
miofibrilares foram reduzidos durante armazenamento sob congelamento nas
matérias-primas puras com pele ¢ sem pele (F,), indicando desnaturagdo protéica,
o que foi confirmado pelos dados de atividade de ATPase ¢ eletroforese em gel de
poliacritanda.

4. Entre as formulagdes estudadas, proteinas extraidas de CFMD contendo fosfato
resultou em maior solubilidade, indice de atividade de emulsfio e atividade de
ATPase, seguido por ascorbato e nitrito (Fy ¢ F3). A formulaglio Fs5 (mistura),
entretanto, levou a resultados significativamente supertores nas determinagBes
acima, indicando que aditivos em conjunto exerceram agdo sinergistica
combinando os efeitos positivos de ascorbato e fosfato principalmente.
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5. Estudos de eletroforese em gel de poliacrilamida indicaram que adigfio de fosfato,
nitrito ¢ ascorbato nio alterou o némero de bandas protéicas identificadas ao
longo do periodo de armazenamento, e¢m comparagio com amostras recém
desossadas. Entretanto, nas amostras de CFMD puras com pele e sem pele (F))
ocorren desaparecimento da banda de miosina ao final de 6 meses de
armazenamento, indicando desnaturaciio da mais importante proteina sob o
aspecto de funcionalidade da fragfio miofibrilar. Portanto, o uso de fosfato, nitrito
¢ ascorbato, mdividualmente ou em conjunto, atuaram favoravelmente na
prevengo das desnaturagio protéica durante estocagem congelada.

& Durante armazenamento sob congelamento, apds o 3° més ocorreu vedugiio
significativa nos teores de ferro heminico, com respective aumento do teor de
ferro ibnico nas amostras controle (F1) com pele ¢ sem pele, indicando
degradagdo dos pigmentos heme com liberagiio de ferro nfo-heminico. Sob
aquecimento o teor de ferro idnico aumentou em até 50% nas amostras puras.

7. O uso de polifosfato, nitrito ¢ combinagfio de fosfato, nitrito ¢ ascorbato (F,, Fs,
F5) ndio alterou significativamente os valores de ferro heminico e nio-heminico
apés aquecimento. Ascorbato de sédio, adicionado iscladamente, mostrou-se
ineficiente em prevenir a degradagiio de pigmentos heme sob aguecimento,
entretanto foi um efetivo antioxidante nas amostras cruas.

8. Pm relagio ao efeito do aquecimento sobre os valores do nitmero de TBARS,
ohservou-se que os tratamentos que inibiram liberaclio de ferro idnico também
evitaram a oxidacfo lipidica. Novamente, o ascorbato de s¢dio atuou como
antioxidante somente nas amestras cruas, nfio evitando a oxidagio lipidica sob
aguecimento. -

9. A avaliagio de salsichas processadas com 20% de adigdo das diferentes
formulagdes armazenadas sob congelamento, indicou que oxidagio lipidica
ocorrida nas matérias-primas influencion marcadamente os valores de TBARS
dos produtos finais, com maiores indices de TBARS para as salsichas contendo
CFMD pura (F}) com pele ¢ sem pele sem os aditivos adicionados, Houve
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reducfio significativa do rendimento de processamento ¢ reaquecimento das
salsichas processadas somente nas amostras controle (F,), cujos resultados foram
correlacionados com perda de funcionalidade das proteinas miofibrilares dessas
amostras. Avaliagio de cor resultou em diminuigio dos valores de a*
{(intensidade de vermelho), somente apds 3 meses de armazenamento € apenas
para Fy.

10. Em relacdio ao efeito da adi¢o de medula dssea & carne de frango moida por
diferentes processos, os resultados indicaram que rompimento celular causado
pelo desossador tornou as amostras mais susceptiveis a oxidagdo lipidica em
comparagio com a mesma matéria-prima moida em moedor convencional
Hobart. Os valores de TBARS de ambas carnes de peito ¢ coxa foram sempre
mais altos para as amostras passadas através do desossador quando comparados
aos valores para came moida em moedor Hobart quando a concentragio de
pigmentos totais foi superior a 4 mg/g de carne.

ii6




BIBLIOGRAFIA

Acton, J.C.; Ziegler, GR. & Burge Jr, D.L. 1983, Functionality of muscle
constituents in the processing of comminuted meat products. CRC Crit. Rev.
Food Sci. Nutr., 18(2): 99-121.

Ahn, D.U.; Wolfe, FH.; Sim, 1S. & Kim, D.H. 1992, Packaging cooked turkey
meat patties with hot reduces lipid oxidation. Poultry Seci., §7(5): 1077, 1175.

Ahn, D.U.; Wolfe, F. H, & Sim, J.S. 1993, Three methods for determining nonheme
iron in turkey meat. J. Food Sci., 58(2): 288-291.

Ahn, D.U.; Wolfe, F.H. & Sim, J.S. 1993. The effect of free and bound iron on lipid
peroxidation in turkey meat. Poultry Sci, 72(1): 209-215,

Allen, C.E. & Foegeding, A E. 1981. Some lipids characteristics and interactions in
muscle foods - a review. Food Technol., 35(5): 253-257.

Ambrosiadis, [ & Wirth, F. 1984, Comminution of connective tssue and
temperature pattern in the manufacture of frankfurter - type sausages.
Fleischwirtsch, 64(8): 945-950.

Anderson, M.L. & Steinberg, M.A. 1964. Effect of lipid content on protein - sodium
linoleate interaction in fish muscle homogenates. J. Food Sci., 29 327-330.

Ang, C.Y.W. & Hamm, D. 1986. Effect of salt and sodium tripolyphosphate and
shear, thiobarbituric acid, sodium phosphorus values of hot-stripped broiler
breast meat, Poultry Sci., 65(8): 1532-1338.

Ang, C.Y.W. & Young, L.L. 1989. Factors relating to pxidative stability of cooked
broiler breast patties treated with sodium tripolyphosphate. J. Food Sci., 54(5):
1151-1159.

A O, A C. 1984, Official Methods of Analysis, 14th ed. Association Of Official
Analytical Chemists. Washington. D. €.

117



Apte, S. & Morryssey, P.A. 1987, Effect of water ~ soluble haem and non-haem iron
complexes on lipid oxidation of heated muscle systems. Food Chem., 26(3):
213-222.

Asghar, A.; Samejima, K. & Yasui, T. 1985. Functionality of muscle protemns in
gelation mechanisms of structured meat products. CRC Crit. Rev, Food Sci.
Nutr., 22(1): 27-106,

Barbut, S. 1988, Microstructure  of reduced salt meat batters as affected by
polyphosphates and chopping time. J. Food Sci., 33(5). 1300-1304.

Beraguet, N. J. 1990. CMS: Caminho para o aproveitamento integral de came de
aves. Conferéncia de Ciéneia e Tecnologia Avicola. APINCO: 103-11L

Bligh, E.G. & Dyer, W.J. 1959. A rapid method for total lipids extraction and
purification. Can. J. Bischem. Physiol,, 37: 911-917.

Buttukus, A. 1967. The reaction of myosin with malonaldehyde. J. Food Sei., 32{4):
432-4345

Catsimpoolas, H. & Meyer, E'W. 1970. Gelation phenomena of soybean globulins,
L. Proteins-proteins interactions. Am. Assoc. Cereal Chem., 47(3): 550-533.

Cheftel, 1.C.; Cug, J.L. & Lorient, D. 1986, Aminoacids, peptides and proteins. In;
Fgod Chemistry, 20d ed. Fennema, O.R. (Ed), Marcel Dekker, New York,
245 p.

Chen, C.C.; Pearson, AM.; Gray, J.1; Fooladi, MH. & Ku, P.K. 1984, Some
factors influencing the non heme iron coutent of meat and its implications in

oxidation. J. Food Sci., 49(2): 581-584.

Clegg, G.A.; Fitton, LE.; Harrison, PM. & Treffrey, A. 1980. A ferritin molecular
structure and iron-storage mechanism. Prog. Biephys. Mol. Biol., 36(4): 30-83.

Cross, C.K. & Ziegler, P. 1965, A comparison of the volatile, fractions from cured
and incured meat. J. Food Sci, 36(4): 610-615.

118



Crenwelge, D.D.; Dill, CW.; Jybor, P.T. & Landmann, W.A. 1974, A comparison
of the emulsification capacities of some protein concentrates. J. Foed Sci,
39(1). 175-179,

Dawson, L.E. & Gartner, R. 1983, Lipid oxidation in mechanically deboned poultry,
Food Technel., 37(7). 112-116.

Dawson, P.L.; Sheldon, B.W. & Ball, H.R.Jr. 1988a. Extraction of lipid and pigment
components from mechanically deboned chicken meat. J. Foed Sei, 53(6):
1615-1617. :

Dawson, P.L.; Sheldon, B.W ; Larick, D.W. & Ball, H.R Jr. 1988b. Changes in the
phospholipid and neutral lipid fractions of mechanically deboned chicken meat
due to washing, cooking and refrigerated storage. Poultry Scb, (Suppl. 1) 67
73.

Degenhardt, J. 1988, Aspectos tecnoldgicos da utilizagio de camme de frango
separada mecanicamente. In; Apostila do Semindrio sobre produgio e utilizagdo
de carne de frango separada mecanicamente. p. 49-57. ITAL, Campinas.

Decker, E.A. & Welch, B. 1990, Role of ferritin as a lipid peroxidation catalyst in
muscle food. J. Agric. Food Chem., 38(3): 674-678.

Deng, 1.C.; Watson, M.; Bates, RP. & Schroeder, E. 1978 Ascorbic acid as an
antioxidant in fish flesh and its degradations. J. Food Sci., 43(3). 457-460.

Deng, J.C.; Matthews, R.R. & Watson, M. 1977. Effect of chemical and physical
treatments on rancity development of frozen mullet (Mugil cephalus) fillets. J.
Food Sci., 42(2). 344-348.

Deng, J.C.; Watson, M.; Bates, R.P. & Schroeder, E. 1978. Ascorbic acid as an
antioxidant in fish flesh and its degradation. J. Foed Sei., 43(2): 457-460.

de Rham, O. & Chanton, 8. 1983. Role of ionic environment in insolubilization of
whey proteins during heat treatments of whey products. J. Dairy Sci,, 67(5).
F39-943.
119



Dhillon, A.S. & Maurer, A.J. 19752, Utilization of mechanically deboned chicken
meat in the formulation of summer sausages. Poultry Sci., 34(4): 1164-1174.

Dhilion, A.S. & Maurer, A.J. 1975b. Stability study of comminuted poultry meats in
frozen storage. Poultry Sci,, 54(5): 1407-1414,

Dockerty, T.R.; Scott-Kline, D.L.; Baker, R.C.; MacBridge, M. A, & Fishell, UK.
1986, Emulsification of chickens frankfurters manufactured by different
production systems. Poultry Sci., 65(9): 1693-1697.

Drabkin, D. L. 1950. The distribution of the chromoproteins, hemoglobmn,
myoglobin and cytocrome ¢ in the tissues of different species, and the
relationship of the total content of each chromoprotein to body mass. J. Biok
Chem. 182(3); 317-320.

Fisele, T.A. & Brekke, C.J. 1981, Chemical modification and functional properties
of acylated beef heart myofibrillar proteins, J. Food Sci., 46(4): 1095-1102,

Egelandsdal, B.; Fretheim, K. & Harbitz, O. 1985, Fatty acids salis and analogs
reduce thermal stability and improve gel formability of myosin. J. Feed Sci,,

50(6): 1399-1402.

Ellinger, R.H. 1972, Phosphates in food processing. In: "Handbook of food
additives”, 2nd ed, CRC Press, Cleveland, 04,

Essary, D.O. 1979. Moisture, fat, protein and mineral content of mechanically
deboned poultry meat. J. Food Sci., 44(3); 1070-1073.

Fricksson, C. 1975. Aroma compounds derived from oxidized lipid. Some
biochemical and analytical aspects. J. Agric. Food Chem., 23(1}. 126-128,

Farr, A.J, & May, K.N. 1970. The effect of polyphosphates and sodium chloride on
cooking vields and oxidative stability of chickens. Poultry Sci., 49(1): 268-271.

120



Fleming, H.P.; Blumer, TN. & Craig, H.B. 1960. Quantitative estumations of
myoglobin and haemoglobin in beef muscle extracts. J. Anim. Sei, 19(4)
1164-1171.

Foegeding, B.A. 1987. Functional properties of turkey salt-soluble proteins. J. Food
Sci., 82(6): 1495-1499.

Fong, K.L.; McCray, P.B.; Polyer, 1.L.; Kiele, B.B. & Mesra, H. 1973 Evidence
that peroxidation of fysossomal membranes innitiated by hydroxyl free radicals
produced during flaveny. J. Biol. Chem., 248(22). 7792-7797.

Fooladi, M.H.: Pearson, A.M.; Coleman, T.H. & Merkel, R.A 1979, The role of
nitrite in preventing development of warmed over flavor. Food Chem., 4(3):
283-292,

Fox, 1.B.Jr. & Benedict, R.C. 1987. Role of heme pigments and nitrite in oxidative
processes. In: Warmed-over-flavour of meat, St. Angelo, A.J. & Bailey, M.E.
{eds.), p. 119-13%.

Fretheim, K.; Samejima, K. & Egelandsdal, B. 1986. Food Chem., 22(1): 107-121.

Froming, G.W. 1976, Mechanically deboned poultry meat. Food Technel., 38(7):
50-63.

Froming, G.W. 1970. Poultry meat sources and their emulsifying characteristics as
related to processing variables. Poultry Sci, 49(1): 6-13.

Froming, G. W.;, Arnold, R. G. ; Mandigo, R.; Neth, C. E. & Hartung, T. E. 1971
Quality and storage stability of frankfurters containing 15% of mechanically
deboned turkey meat. J. Food Sci., 36(9): 974-978.

Fukuzawa, T.; Hashimoto, Y. & Yasui, T. 1961. Effect of some proteins on the
binding quality of an experimental sausage. J. Food Sci., 26(5): 541-549.

121



Funes, J. A.; Weiss, V. & Karell, M. 1982, Effects of reaction conditions and
reactant concentrations on polymerization of lysozyme reacted with
peroxidizing lipids. 4. Agric. Feod Chem., 30(10). 1204-1208.

Galvio, T. M. E. L. 1994, Recuperagio de proteina de residuos da desossa mecénica
de dorsos de frango e sua utilizagio na claboragio de salsicha. Tese de
Mestrado. UNICAMP. Campinas, SP.

Gardner, HW. 1979. Lipid hydroperoxide reactivity with proteins and aminoacids: a
review. J. Agric. Food Chem., 27(2): 220-229.

Golkap, H.Y.; Ockerman, H.W.; Plimpton, R.F. & Harper, W.F. 1983. Fatty acids of
neutral and triglycerydes phospholipids, rancidity and TBA values as influenced
by packaging and storage. J. Food Sci., 48(3). 829-834.

Gomez-Basauri, J. V. & Regenstein, J. M. 1992, Processing and frozen effects on
iron content of cod and mackerel. J. Food Sci., 57(6): 1332-1336.

Gomez-Basauri, J.V. & Regenstein, JM. 1992, Vaccum packaging, ascorbic acid
and frozen storage effects on heme and non heme iron content of mackerel. L.
Food Sci., §7(6):1337-133%.

Goutefongea, R.; Cassens, RG. & Woodford, G. 1977. Distribution of sodium
nitrite in adipose tisse during curing. J. Foed Sci,, 42(6): 1637-1641.

Gray, J.1 1978, Measurement of lipid oxidation. A review. J. Am. Qi Chem,
55(7): 539-546.

Gray, J.I. & Pearson, AM. 1987. Rancidity and warmed-over-flavor, In: Advances
in Meat Research, vol. 3. Restructured meat and poultry products. Pearson,
AM. & Dutson, T.R. (eds.). AVI Book, N.Y.

Greene, B.E. 1969. Lipid oxidation and pigments changes in raw beef. J, Food Sel,,
34(1). 110-113.

122



Greene, B. E. & Price, L. G. 1975, Oxidation-induced color and flavor changes in
meat. J. Agric. Feod Chem., 23(2): 164-167.

Grunden, L.P.; MacNeil, JH. & Dimick, P.S. 1972, Poultry product guality:
Chemical and physical characteristics of mechanically deboned poultry meat. J.
Food Sei., 37(2): 247-249.

Halliwell, B. & Gutteridge, JM.C. 1990. Role of free radicals and catalytic metals
ions in human diseases: an overview. Methods Enzymol., 186(1): 1-85.

Hamm, R. 197D, Interactions between phosphates and meat proteins. In
“Symposium: Phosphates in Food Processing”, Ed. Melnychyn. AV] Publishing
Co., Westport, C.T.

Hamm, R. 1975, On the rheology of minced meat. J. Texture Studies, 6(2). 281-
286.

Hamm, R. & Deatherage, F.E. 1960. Changes in hydration, solubility and changes of
muscle proteins during heating of meat. Food Res., 25: 587.

Han, D.: McMillen, K.W.; Godber, 1.S.; Bidner, T.D.; Younanthan, M.T.; Marshal,
D.L. & Hart, L. T. 1993. Iron distribution in heated beef and chicken muscles. J
Food Sci., 58(4): 697-700.

Harget, SM.; Blamer, TM.; Hamann, D.D.; Keeton, J.T. & Monroe, R.J. 1980,
Effect of sodium acid pyrophosphate on sensory chemical and physical

properties of frankfurters. J. Food Sci., 45(5): 505-911.

Hartman, L. & Lago, R.C.A. 1973, Rapid preparation of faity acid methyl esters
from lipids. Lab. Practice, 22: 475-494.

Hazell, T. 1982. Iron and zinc compounds in the muscie meats of beef, lamb, pork
and chicken. J. Sci. Food Agric., 33(10): 1049-1056.

123



Hawrowitz, F.: Schrwerin, P. & Yenson, M, 1941, Destruction of hemin and
hemoglobin by the action of unsaturated fatty acids and oxygen. J. Biol. Chem.,
140(2): 353-360.

Hay, J.D.; Carrie, R.W. & Wolfe, F.H. 1972. The effect of aging and physochemical
propertigs of actomyosin from chicken breast and leg muscle. J. Food Sci,
37(2): 346-350.

Hellendoor, B.W. 1962. Water binding capacity of meat as affected by phosphates.
. Influence of sodium chloride and phosphates on the water-retention of
comminnted meat at various pH values. Food Techneol., 16{9). 119-123

Hermansson, A M. 1982, Gel characteristics - structured as related to texture and
water binding of blood plasma gels. J. Food Sei., 47(6): 1965-1972.

Hermansson, A.M, & Lucisano, M. 1982, Gel characteristics, water binding
properties of blood plasma gels and methodological aspects of the water binding,
of gel systems. J. Food Sci., 47(6): 1955-1959, 1964.

Hirano, ¥Y.H. & Olcott, H.S. 1971, Effect of haem compounds on lipid oxidation. J.
Am., Ol Chem. Soc., 48 523-324.

Hoke, I M.; McGeary, B.K. & Lakshmanan, F. 1968. Mascle protein composition
and eating quality of fresh and frozen turkeys. J. Food Sci,, 33(2): 566-572.

fgene, J. O, & Pearson, A. M. 1979. Role of phospholipids and triglycerides
warmed-over-flavor development in meat model system. J. Food Sci., 44(12):
1285-1288,

lgene, 1.O.; King, S.A.; Pearson, A M. & Gray, J. 1979. Influence of heme pigments,
nitrite and non-heme iron in devepoment of warmed-over-flavor (WOF) in
cooked meat. J. Agric. Food Chem., 27(4): 838-842.

tsene, J.O.; Yamauchi, K.; Pearson, AM. & Gray, J. 1985, Mechanisms by the
which nitrite inhibits the development of warmed-over-flavor in cured meat.

Food Chem., 18(1): 1-18.

124



Ishioroshi, M.; Samejima, K. & Yaswi, T. 1981. Further studies on the roles of the
head and tail regions of the myosin molecule in heat-induced gelation. J. Food
Sei., 47(1): 114-118,

Jarenback, L. & Liljemark, A, 1975. Ultrastructural changes during frozen storage of
cod. 11, Effects of linoleic acid and linoleic acid hydroperoxides on myofibrillar
proteins. §. Foed Technol.,, 10(3): 437-441.

Johnson, P.G.; Cunningham, F.E. & Bowers, J A, 1974. Quality of mechanically
deboned turkey meat. Effect of storage time and temperature. Poultry Sci.,
53(3): 732-739.

Kanner, J. 1979. S-nitrosocysteine (RSNQ), an effective antioxidant in cured meat,
J. Am, Ol Chem. Soc., 5§ 1) 74-76.

Kanner, J. & Doll, L. 1991. Ferritin in turkey muscle tissue: a source of catalytic
iron fons for lipid peroxidation. J. Agric. Food Chem., 39(2): 247-249.

Kanner, J. & Harel, M. 1976. Changes in lysozyme due to reactions with
peroxidizing methyl linoleat in 2 dehydrated model system. J. Agric. Food
Chem., 24(3): 468-472.

Kanner, J.; Hazan, B. & Doll, L. 1988, Catalytic "free” iron ions in muscle foods. J.
Agric. Food 36(3): 412-415.

Kanner, J.; Salan, M.A.; Harel, S, & Shegalovich, 1. 1991, Lipid peroxidation of
muscle membrane residues cytosolic effects. J. Agric. Foed Chem., 39(1): 242-
245.

Karel, M.; Scharck, K. & Roy, R. 1975, Interaction of peroxidizing methyl-linoleate
with some proteins and aminoacids. J. Agric. Food Chem,, 23(1): 159-162.

Karel, M. 1973. Symposium: Protein interactions in biosystems protein-lipid. J.
Food Sci., 38(3): 756-763.



Keller, 1.D. & Kinsella, J.E. 1973. Phospholipid changes and lipid oxidation during
cooking and frozen storage of raw ground beef. J. Food Sci., 38: 1200-1204.

Kendrick, J. & Watts, B. 1969. Acceleration and inhibition of lipid oxidation by
heme compounds. Lipids, 4: 454,

Khan, AW. & van den Berg, L. 1967. Biochemical and quality changes occurring
during freezing of poultry meat. J. Food Sei., 32(1). 148-152.

Khan, A.W.; van den Berg, L. & Lentz, C.P. 1963. Effects of frozen storage on
chicken muscle proteins. J. Food Sci., 28: 425-429.

Kiely, B. & Martosoni, A. 1968, Kinects and substracte binding of myosin
adenosine triphosphatase. J. Biel. Chem., 243: 2273-2278.

King, A.J. & Earl, L.A. 1988. Effect of selected sodium and potassium salts on TBA
values of dark meat turkey patties. J. Food Sei., 83(3): 723-726,

Kinsella, J. E. 1976. Functional properties of protein in foods: a survey. CRC. Crit.
Rev. Food Sci. Nutr,, 77:219-280,

Knipe, C.L.; Olson, D.G. & Rust, RE. 1985, Effect of selected InOTEaAnic
phosphates, phosphate levels and reduced sodium chloride levels on protein
solubility, stability and pH of meat emulsions. J. Feod Sci., 56(4): 1010-1013.

Knipe, C.L.; Rust, R.E. & Olson, D.G. 1990. Some physical parameters in the
addition of inorganic phosphates to reduced sodium meat emulsions. J. Foed

Sei., 55(1): 23-25.

Kondaiah, W. & Panda, B. 1989, Effect of phosphate and spent hem yolk on the
quality of chicken sausages from spent hens. Peultry Sci., 68(3): 393-398.

Kubberold, G.; Cassens, R.G. & Greaser, M.L. 1974, Reaction of nifrite with
sutfhidryl groups of myosin. J. Foed Sci., 39(6); 1228-1230.

126



Ladikos, D. &Lougovois, V. 1990, Lipid oxidation m muscle in muscle foods: a
review. Food Chem.,, 353} 295-314,

Ladwing, C.L.; Knipe, C.1. & Sebranek, J.G. 1989. Effects of tnpolyphosphates on
the physical, chemical and textured properties of high-collagen frankfurters. J.
Food Sci., 54(3); 505-508.

Laemmb, UK. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the
head of bacteriophage T4. Nature, 227(5259): 680-683,

Lampilla, L.E.; Froning, G.W. & Acton, J.C. 1985, Restructured turkey products
from texturized mechanically-deboned turkey. Peoultry Sci., 64(4): 633-639.

Landes, D.R. 1972. The effect of polyphosphates on several organoleptic physical
and chemical propertics of stored precooked frozen chicken. Poultry Sci.,
51(4). 641-645.

Lawrie, R.A. 1981. Developments in Meat Science. London, Applied Science
Publishers, 296p.

Lee, Y.B.; Hargns, G.L.; Kirkpatrick, J.A.; Bemer, D.L. & Forsythe, R.H. 1975
Mechanism of lipid oxidation in mechanically deboned chicken meat. J. Foeod
Sci., 46(5); 964-967.

Lee, C. 1985. Microstructure of meat emulsions in relation to fat stabilization. Food
Microstruet., 4(1): 63-70.

Lee, $.H.. Cassens, R.G. & Fennema, O.R. 1976. Effect of muscle type on residual
nitrite in cured meat. J. Food Sci., 41(1); 100-103.

Lesiow, T. 1990. Comparison of changes occurring in rheological properties of
pelled tissue and model sausage prepared from duck breast muscle stored at -2
°C ¢ -18°C. Die Nahrung., 34(10): 927-933.

Li-Chan, E.; Nakai, S. & Wood, D.F. 1984. Hydrophobicity and their relationship to
ernulsifying properties. J. Food Sei., 49(2). 345-350,
127



Linder, M.C.; Glenn, M.N.; Roboz, M. & Hungerford, D.M.Jr. 1981, The size and
shape of heart and muscle ferritins analyzed by sedimentation, gel filration and
glectrophoresis. J. Biol. Chem., 256(17). 9104-9110.

Little, C. & O Brien, P, J. 1968. The efectiveness of a lipid peroxide in oxidizing
protein and non-protein thiols. Biochem. J., 186(30): 415-423.

Lin, HP. 1970a. Catalysts of lipid peroxidation in meats. 1. Linoleate peroxidation
catalyzed by metMb or Fe (ID-EDTA. J. Feod Sci., 35(5): 590-592.

Liv, HP. 1970b. Catalysts of lipid peroxidation in meats. 2. Linoleate oxidation
catalyzed by tissues homogenates. J. Food Sci., 35(3). 593-595.

Lin, H. & Watts, B.M, 1970. Catalysts of lipid peroxidation in meats. 3. Catalysts of
oxidative rancidity in meats. J. Food Sci., 35(5); 596-398.

Livingston, J.D. & Brown, W.D. 1981, The chemstry of myoglobin and its
reactions. Food Technol,, 35(5): 244-249.

Love, J.D. 1983. The role of heme iron in the oxidation of lipids in read meats. Food
Technol., 37(7): 117-121.

Love, 1.D. 1987, Mechanisms of iron catalysts of lipid oxidation in warmed-over-
flavor of meat. In: Warmed-over-flavour of meat. 8t. Angelo, AJ. & Bailey,

M.E. (eds.), p. 19-39. AP, New York.

Love, J.D. & Pearson, AM. 1974. Metmyoglobin and non-heme iron as prooxidants
in cooked meat. J. Agric. Food Chem., 22(6): 1031-1034.

Lumry, R. 1973. Some recent ideas about the nature of the interactions between
proteins and lquid water. J. Feed Sci, 38(5): 744-753.

MacDonald, B.; Gray, 1.1.; Stanley, DN, & Usborn, W.R. 1980. The role of nitrite
in cured meat flavor. 1. Sensory analysis. J. Foed Sci., 45(4); 883-889.

128



Marion, W.W. & Forsythe, R H. 1962. Protection afforded lipids of rurkey meat by
butylated hydroxy anisole, egg white solids, gelatin and polyphosphates (kenas).
Poultry Sci., 41{10). 1663-1669.

Mast, M.G. & MacNeill, JH. 1976, Physical and functional properties of heat
pasteurized mechanically-deboned poultry meat. Poultry Sci, S5(4). 1207-
1213

Matlock, R.G.; Terrel, RN.: Savell, J.W; Rhee, K.S. & Dutson, T.R. 1984, Factors
afecting properties of raw-frozen pork sausage pattics made with various
NaCl/phosphate combinations. J. Foed Sci., 49(3). 1363-1367.

Maurer, A.J.; Baker, R.C. & Vadehra, D.V. 1969. The influence of type of poultry
and carcass part on the extractability and emulsifying of salt-soluble proteins.
Poultry Sci., 48(4); 994-999.

McMahon, E.F. & Dawson, L.E. 1976, Effects of salt and phosphates on some
functional characteristics of hand and mechanically deboned turkey meat.
Poultry Sci., 55(3): 573-578.

McNeill, LH.: Kakuda, Y. & Findlay, C. 1988. Influence of carcass parts and food
additives on the oxidative stability of frozen mechanically separated and hand-
deboned chicken meat. Poultry Sci., 67(2): 270-274.

Mittal, G.S. & Usborne, W.R. 1986. Meat emulsion functionality refated to fat -
protein ratio and selected dairy and cereal products. Meat Sei., 18(1): 1-21.

Moerck, K.E. & Ball Jr., H.R. 1973, Lipids and fatty acids of chicken bone marrow.
J. Food Sci., 38(6): $78-580.

Moerck, K.E. & Ball Jr, HR. 1974, Lipid autoxidation in mechanically deboned
chicken meat. J. Food Sci., 39(5): 876-879.

Moledina, K.H.; Regenstein, J.M.; Baker, R.C. & Steinkraus, K.H. 1977. Effects of
antioxidants and chelators on the stability of frozen stored mechanically
deboned flourder meat from racks after filleting. J. Food Sci., 42(3); 759-762.

129



Mollins, R.A.; Kraft, A.A. & Olson, D.G. 1987, Insolubihzation of orthophosphates
in fresh or cooked ground pork. J. Foed Sci,, 52(6): 1486-1489.

Molkns, R.A.; Kraft, A A.; Walter, H.W_; Rust, R.E.; Olson, D.GG. & Merkenich, K.
1987. Effect of inorganic polyphosphates on ground beef characteristics: some
chemical, physical and sensory effects on frozen beef patties. J. Foed Sc¢i,,
52(1): 50-33.

Mollins, R.A, 1991. Phosphates in Food. CRC Pres. Boca Raton, Fionda, USA.

Morrissey, P. A. & Tichivangana, J. Z. 1985. The antioxidant activities of nitrite and
nitrosylmyoglobin in cooked meats. Meat Sci., 14(2): 175-190.

Melton, §.L. 1983, Methodology for following lipid oxidation in muscle foods. Food
Technok., 37(7): 105-111.

Nakai, §.: Li-Chan, E. & Haykawa, S. 1986. Contribution of protein hydrophobicity
1o its functionality. Die Nahrung., 36(3): 327-331.

Nakhost, Z. & Karel, M. 1984, Measurement of oxidation in related changes in
proteins of freeze-dried meats. J. Foed Sci., 4%(4). 11711 173.

Nakhost, Z. & Karel, M. 1985. Effect of salt, wripolyphosphate and tertiary butyl
hydroquinone on myoglobin - lipid oxidation indicators in freeze-dried meats. J.
Food Sci., 56(6); 1748-1749.

Narayan, K.A. & Kummerov, F A, 1963. Factors nfluencing the formation of
complexes between oxidized lipids and proteins. J. Am. Oil Chem. Sec., 46(8):
339-342.

Narayan, K.A.; Sugai, M. & Kummerov, F.A. 1964, Complex formation between
oxidized lipids and egg albumens. J. Am., Ol Chem. Soc,, 411} 254-257.

1360



Newbold, RP. & Scopes, RK. 1971. Post morten glycolysis in skeletal muscle.
Effect of adding nicotinamide-adenine dinucleotide to dilute mince preparations.
J. Food Sci., 36(1): 215-220.

Nielsen, H. 1978. Reaction between peroxidized phospholipid and protein. L
Covalent binding of peroxidized cardiolipin to albumin, Lipids, 13(4): 253-258.

Nucldes, R. O Smith, D. M. & Merckel, R. A. 1990. Meat by-product composition
and functional properties in model systems. J. Food Sci. , 55(3): 640-643, 682.

Nordin, N.R. 1969. The depletion of added sodium nitrite in ham. Can. Inst. Food
Technol. 4., 2(2); 79-82.

O'Brien, P.J. 1966. the effects of hydrogen peroxide or lipid peroxide on cytocrome
C. Biochemsical 4., 101(2): 12 p.

O'Comnell, M.J.; Ward, RJ.; Baum, H. & Peters, T.J. 1985. The role of iron in
ferritin and haemosiderin - mediated lipid peroxidation in liposomes.
Biochemical J., 229 135.

Orr, HL. & Wogar, W.G. 1979. Emulsifying characteristics and composition of
mechanically deboned chicken necks and backs from different sources. Poultry

Sci., 58(3): 577-579.

Park, JW. & Lanier, T.C. 1987. Combined effects of phosphates and sugar or polyol
on protein stabilization of fish myofibrils. J. Feod Sci., 52(6): 1509-1515.

Pearce, K.N. & Kinsella, J.E. 1978. Emulsifying properties of proteins: evaluation of
a turbidimetric technigue. J. Agric. Food Chem., 26(3). 716-722.

Pearson, AM.; Gray, J.1; Arlene, M. & Horenstein, N.A. 1983, Safety imphication
of oxidized lipids in muscle foods. Foed Techneol., 37(7): 121-125.

Pearson, A. M.; Love, 1. D. & Shorland, F. B. 1977. “Warmed-over-flavor” in meat,
poultry and fish. Adv. Food Res., 23: 1-27

131



Pearson, A.M. & Tauber, F.W. 1984. Processed meats. 20d ed. AVI Publishing Co.,
Westport, UT.

Peterson, D.W. 1977, Effect of polyphosphates on tenderness of hot cut chicken
breast meat, J, Food Sci., 42(1): 100-104.

Pikul, I & Kummerov, F.A. 1990, Effect of microwave cooking and refrigerated
storage of main broiler parts on lipid oxidation in chicken muscle and skin,
Poultry Sci., 69(5): 833-837.

Pikul, J.; Leszczynski, D.E.; Niewiarorwicz, A. & Kummerov, F A, 1984, Lipid
oxidation in chicken breast and leg meat afetr sequential treatments of frozen
storage, cooking, refrigerated storage and reheating. 4. Food Techmol., 19(5):
575-584.

Pollonio, M.A.R, & Antunes, A.J. 1993, Effect of chicken bone marrow addition to
breast and leg meat subjected to different grmding processes. Arg. Biol
Teenol., 36(1): 29-35.

Price, L.G. & Greene, B.E. 1978. Factors affecting panelists perception of cured
meat flavor. J. Foed Sci., 43(2): 319-326.

Price, J.E. & Schweigert, B.S. 1971. The science of meat and meat products.
Freeman, W.H. & Company. 660 p..

Prusa, K.J. & Bowers, J.A. 1984, Protein extraction from frozen thawed turkey
muscle with sodium nitrite, sodium chloride and selected sodium phosphate

salts. J. Food Sci., 49(3): 709-713, 722.

Rao, Ch.S.: Dilworth, B.C.: Day, E.J. & Chen, T-C. 1975, Effects of polyphosphates
on the flavor volatiles of poultry meat. J. Food Sci., 46(4): 847-849.

Rao, Ch.8.; Day, EJ. & Chen, T-C. 1978. Effects of storage and polyphosphates on
the flavor volatiles of canned poultry meat. J. Foed Sci., 43(2): 515-319.

132



Reddy, D.; Lancaster, J.R. & Conforth, D.P. 1983. Nitrite inhibition of Clestridium
botulinum: electron spin resonance detection of iron mitric oxide complexes.
Science, 221: 769-770.

Rhee, K.8. & Ziprin, Y. A. 1987. Modification of the Schricker non heme iron
method to minimize pigments effects for red meats. J. Food Sei., 52(3): 1174-
1176,

Rickansmad, DA, & Henrickson, R.L. 1967. Total pigments and myoglobin
concentration in four bovine muscles. J. Food Sci., 32(1): 37-61.

Rounbal, W.T. & Tappel, A.L. 1966, Damage 1o proteins, enzymes and ammoacids
by peroxidizing lipids. Arch. Biechem. Biophys., 113(1): 5-13.

Saleh, B. & Watts, B.M. 1968, Substrates and intermediates in the enzymatic
reduction of metmyoglobin in ground beef. J. Food Sei., 33(4): 353-358.

Samejima, K.; Ishioroshi, M. & Yasui, T. 1981. Relative roles of head and tail
portions of the molecule in heat induced gelation of myosin. J. Feed Sci., 46(5):
1412-1414.

Samepima, K.,; Hashimoto, Y.; Yasui, T. & Fukazawa, T. 1969. Heat gelling
properties of myosin, actin, actomyosin and myosin-subunits in a saline model
system. J. Food Sci,, 34(2): 242-244.

Samejima, K.; Yamaguchi, K.; Yamamoto, K.; Asghar, A, & Yaun, T. 1984, Role
of myosin heavy chain from rabbit skeletal muscle in the heat-induced gelation
mechanism. Agric. Biol. Chem., 48(8): 2225-2230.

Sato, K. & Hegarty, G.R. 1971. Warmed-over-flavor in cooked meats, J. Food Sci.,
36(7): 1098-1101.

Schaich, K. M. 1980. Free radical initiation in proteins and aminoacids by ionizing
and ultraviolet radiations and lipid oxidation. Part ITl. Free radical transfer from

oxidizing lipids. CRC Crit. Rev. Foed Sci. Nutr., 13; 198-221

133



Schaich, K. M. & Karel, M. 1976. Free radicals reactions of peroxidizing lipids with
aminoacids and proteins: An ESR-study. Lipids, 11(3): 392-400.

Schricker, B.R.; Miller, D.D. & Stoffer, 1LR. 1982. Measurement and content of non
heme and fotal iron in muscle. J. Food Sci., 47(3): 740-743,

Schricker, B.R. & Miller, D.D. 1983, Effects of cooking and chemical treatment on
heme and non heme iron meat. J, Food Sci., 48(5); 1340-1343,

Schmidt, G.R. & Trout, G.R. 1986. Chemistry of meat binding. Proc. Int. Symp.
Meat Sci.

Sebranek, J.G.; Cassens, R.G.; Hoeskstra, W.G.; Winder, W.C.; Podebradsty, E.V.
& Kielsmeir, EW. 1973, 15N tracers studies of nitrite added to a comminuted
meat product. J. Food Sci., 38(6): 1220-1223.

Shahidi, F.; Rubin, L.J.; Diosady, L.L.; Kasan, N. & LiSuiFong, J.C. 1986. Effect of
sequestring agents on lipid oxidation in cooked meats. Food Chem., 21(2): 145-
149,

Shahidi, F.: Rubin, L.J. & Wood, D.F. 1987. Control of lipid oxidation in cooked
meats by combinations of antioxidants and chelators. Food Chem, 23(2): 151~
155,

Shahidi, F. & Hong, C. 1991. Evaluation of malonaldehyde as a marker of oxidative
rancidity in meat products. J. Food Biochem., 21(2): 145-149

Sherman, P. 1961. The water binding capacity of fresh pork. I The influence of
sodium chloride, pyrophosphate and polyphosphate on water absorption. Foeod
Technol., 1502y 79-87.

Shenouda, S. & Pigot, G. 1974. Lipid-protein interaction during aqueous extraction
of fish protein: myosin-lipid interaction. J. Food Sci., 39: 726-734.

Shenouda, S. & Pigot, G. 1976. Electron paramagnetic resonance studies of actin-
lipid interaction in aqueous media. J. Agric. Food Chem., 24(1): 11-16.
134



Shults, G W. & Wierbick, E. 1973, Effects of sodium chloride and condensed
phosphates on the water-holding capacity, pH and swelling of chicken muscle.
J. Food Sci., 38(5); 991-994,

Schilt, A.A. 1969, Analytical applications of 1,10 o-phenantroline and related
compounds. Pergamon Press. Lida, 12 ed.

Siegel, D.G. & Schmidt, G.R. 1979. lonic, pH and temperature efiects on the
binding ability of myosin. J. Foed Sci., 44(6): 1686-1691.

Smith, D.M. & Breekke, A.J. 1985. Enzymatic modification of the structure and
functional properties of mechanically deboned fowl proteins. J. Agric. Food
Chem., 33(4); 631-637.

Smith, D.M. 1988, Meat proteins; functional properties in commimuted meat
products. Feed Technol., 42(5 ). 116-121.

Smith, D.M. 1987. Functional and biochemical changes in deboned turkey due to
frozen storage and lipid oxidation. J. Feed Sci., 52(1): 22-27.

Smith, D.M.; Noormayi, S.H.; Price, J.F.; Benmink, M.R. & Herard, T.J. 1990,
Effect of lipid oxidation on the functional and nutritional properties of washed
chicken myofibrils stored at different water activities. J. Agric. Food Chem.,
38(6): 1308-1311.

Smith, K.T. 1983, Effects of chemical environment on iron bioavatlability
measurements, Foed Techmeol., 37(10): 115-120.

Sofos, J.N. 1986. Use of phosphates in low sodium meat products. Feod Technol.,
4%(9): 52-65.

Stryer, L. 1988. Biochemistry. 3h Ed. W. H. Freeman and Company. New York.
Stwart, M.R.: Hutchkins, B.H.; Zipser, MW. & Watts, BM. 1965. Enzymic
reduction of metmyoglobin by ground beef. J. Food Seci, 36(3): 487-491.

135



Tappel, A.L. 1962, Heme compounds and lipoxidase as biocatalyst. Im: Symposium
on Foods: Lipids and Their Oxidation. Schultz, HW.; Day, E.A. & Sinnhuber,
R.O. (Eds.). AVI Publishing Co. Westport, CT. 1.

Tarladgis, B.G.; Watts, B.M. & Younnathan, M.T. 1960. A distiflation method for
the quantitative determination of malonaldehyde in rancid foods. J. Am. OHl
Chem. Soc., 37(1): 44-48.

Tarladgis, B.G. 1961. An hypothesis for the mechanisms of the heme catalyzed lipid
oxidation in animal tissues. J. Am. Oil Chem. Soc., 38(1): 479-483.

Tichivangana, J.Z. & Morrisscy, P.A, 1985, Metmyoglobin and inorganic metals as
pro-oxidants in raw to cooked muscles systems. Meat Sci., 15: 107-116.

Tellefson, C.S. & Bowers, LA, 1981, Effects of ascorbate and nitrite concentrations
in turkey frankfurter - type products. Peultry Sci., 60(3). 579-383.

Tenhet, T.; Finne, G.; Nickelson, R. II & Toloday, D. 1981, Phosphorus levels in
pecled and deveined shimp freated with sodium tripolyphosphate. J. Food S¢i.,
46(2). 350-352, 336,

Thomas, L.C. & Chamberlin, G.R. 1980. Colorimetric chemical analytical methods.
The Tintometer Ltd. Salisburg, England, 9t Ed. p. 201-218,

Tim, M.J. & Watts, B.M. 1958, Protection of cooked meats with phosphates. Food
Technol,, 12; 240-243.

Trout, G.R. & Schmidt, G.R. 1984. Effect of phosphate type and concentration, salt
level and method of preparation on binding in restructured beef rolls. J. Food
Sci., 49(3); 687-694.

Trout, G.R. & Schmidt, G.R. 1986, Effect of phosphate on the fumctional properties

of restructured beef rolls: the role of pH, tonic, strengh and phosphate type. J.
Food Sci, 51(6); 1416-1422.

136



Trout, G.R. & Schmidt, G.R. 1987. Non protein additives. In; Advances in Meat
Research: Restructured Meat and Poultry Products. Pearson, AM. & Dutson,
T.R. (Eds.). New York, AVL. 308-318.

Ulvik, R.J. 1982, Relevance of ferritin-binding sites on isolated mitochondria to the
mobilization of iron from ferritin. Biochem Biophys. Acta, 718(1). 42-51.

Volkert, MLA. & Klein, B.P. 1979, Protein dispersibility and emulsion
characteristics of flower soy products. J. Food Sci., 44(1): 93-96.

Xiong, Y.L. & Brekke, CJ. 1989, Changes in protein solubility and gelation
properties of chicken myofibrils during storage. J. Foed S¢i., 54(3): 1141-1146.

Wagner, J.R. & Anon, M.C. 1985. Effect of freezing role on the desnaturation of
myofibrillar proteins. 4. Feed Technol., 20(3): 735-744.

Wagner, J.R. & Anon, M.C. 1986. Effect of frozen storage on protein desnaturation
in bovine muscle. 1. Myofibrilar ATPase activity and differential scanning
colorimetric studies. J. Feod Technol., 21(1): 9-14.

Watts, B.M. 1954. Oxidative rancidity and discoloration in meat. Adv. Food Res,,
8. 1-52.

Watts, B.M.; Kendrick, I.; Zipser, M.; Hutchins, B. & Saleh, B. 1966. Enzymatic
reducing pathways in meat. J. Foed Sci., 31(7): 855-839.

Whiting, R.C. 1988, Ingredients and processing factors that control muscle protein
functionality. Feod Technol., 42: 104-114, 210.

Whiting, R.C. 1987. Influence of various salts and water-soluble compounds on the
water and fat exsudation and gel strengh of meat batters. J. Food Sci., 32(3)
1130-1132.

Wilding, P.; Hedges, N. & Lillford, P.J. 1986, Salt induced sweeling of meat: The
effect of storage time, pH, ion, type and concentration. Meat Sci., 18(1): 55-61.

137



Wills, E.D. 1966. Mechanisms of lipid peroxide formation in animal tissue.
Biochem. J., 99(3): 667-676.

Wilson, B.R.: Pearson, AM. & Shorland, B.F. 1976. Effect of total lipids and
phospholipids on warmed-over flavor in red and white muscle from several
species as measured by thiobarbituric acid analysis. J. Agric Feed Chem.,
24(1); 7-11.

Wolford, G.; Cassens, R.G.; Greaser, M.L. & Sebranek, 1.G. 1976. The fat of nitrite:
reaction with protein. J. Food Sci., 41(3): 585-388.

Yamamoto, K.; Samejima, W.G. & Yasuw, T. 1977. A comparative study of the
changes in hen pectoral muscle during storage at 4°C and -20°C. J. Food Sci.,
42(6). 1642-1644.

Yasui, T.; Ishioroshi, M.; Nakano, H., & Samejima, K. 1980. Heat induced gelation
of myosin in the presence of actin. J. Food Biochem., 4(1): 61-65.

Yasui, T.; Sakanishi, M. & Hashimoto, Y. 1964. Phosphate effects on meat. Effect
of inorganic polyphosphate on the solubility and extractability of myosin B. L
Agric, Food Chem., 12(2): 392-396.

Yates, L.D. & Greaser, M.L. 1983. Troponin subunit stoichiometric and content in
rabbit skeletal muscle and myofibrills. J. Biol. Chem., 258(9): 5770-5774.

Yasumatsu, K. Sawada, K.; Moritaka, S.; Misaki, M; Toda, S.; Wada, T. & Ishii,
K. 1972, Whipping and emulsifying properties of soybean products. Agric.
Bisl. Chem., 36(6). 719-723.

Younathan, M.T. & Watts, B.M. 1959, Relationship of meat pigments to lipid
oxidation. Feed Res., 24: 728.

Zipser, MW, & Watts, B.M. 1962. A modified 2-thiobarbituric acid (TBA) method
for the determination of malonaldehyde in cured meats. Food Technol., 16(7):
102-104.

Zipser, MW.; Kwon, T'W. & Watts, B.M. 1964, Oxidative changes 1 cured and
uncured frozen cooked pork. J, Agric. Foed Chem., 12(1). 105-109,

Zubillaga, M.P.; Moercker, G. & Foglia, T.A. 1984. Antioxidant activity of sodium
nitrite in meat. . Am. Ol Chem. Sec., 6K4): 772-776.

138



APENDICE

Tabela Al - Valores de porcentagem de solubilidade proteica das proteinas miofibrilares
extraidas das formulacies de CFMD com pele durante armazenamento sob

congelmmento.,
Tempo {dias) F, F, F, F, Fe

0 73,88-+0,452 | 75801048 | 74.02+0,77¢ | 73,39+1 098 | M 02+067°
30 65,0841 45 | £3,87+1,39° | 633140962 | 65,07+0,30¢ | 70,2140 80"
&0 53 84+0,58° | 613740657 | 558440612 | 5813+0,20% | 68 75+0,53°
80 46,51+1,08 | 56,85+0,64% | 48,17+0,48° | 52.69+0.84¢ | 65,970,054
120 34.64+0.825 | 53,60+053> | 4420+0,58° | 50,23+0,43" | 64,33+1,00¢
150 26.48+1,000 | 51.80+0.000 | 40,79+1,06° | 44 60+1,16% | 39,30+0,66°
180G 22 B9+0.648 | 469340680 | 35004006 | 41,66+1,19¢ | 57 36+0,67¢

abedeMédias dentro das hinhas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)

Tabela A2 - Valores de poreentagem de solubilidade proteica das proteinas miofibrilares
extraidas das formulacdes de CFMD sem pele durante armazenamento sob

congelamento.
Terapo {dias) F, F. F, F, F.
0 74.64-+1 060 | 75444083 | 7519+1,09¢ § 743841172 | 75.304+0.3(0
30 68,21+0,88% | 6386+1,56% | 68 18+0,63* { 6068+1 07 | 702240 747
60 56.45+1.26% | 62884048 | 5869+0,39¢ | 60.96+050% | 69,5740 58°
G0 I 50,54+0,05% | 58 48-+0.87° | 52.63+0,70¢ | 5584+045 | 67,70+0,42¢
120 42.05+1,112 | 56,30+0.830 | 48 75+049° | 51354107 | 6659+0,67¢
153G 30,85+0,24% | 5317+0,67% | 43,7940,31° | 46,6410,62¢ | 62.51+0,77¢
180 24 04+1 152 | 5096+0,37° | 40,61+1.01° | 44,16+094¢ | 5941+1.02¢

abedehjédias dentro das linhas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05}



Tabela A3 - Vohmie de Hquide liberado (mL} de géis formados pelas proteinas miofibrilares
extraidas das fermulacdes de CFMD com pele durante armazenamento sob

congelamente.
Tempo {dias) F, F. ¥, F, F.
9 11510085 | 10540058 | 1,07+0,088 | 1153005 | 110+0,05°
30 1,800,052 1,200,058 1,23+0,060 1,58+0,07¢ 1,05+ 03P
&0 2,354,052 1,62+0,108 1,800, 05% 2.25+0,132 1,11+0.07¢
90 370+0,25% | 1.8040,130 | 2424008 | 248+010¢ | 1537+008°
120 3,7540,182 2,32+0,150 2,82+0,08° 2.80+0,20¢ 1,87-+0,084
150 4,504+0 317 2,45+0,10b 3,45+0,13¢ 3,00+0,12¢ 1,90+0, 104
180 5,65+0 154 2,73+0, 150 3,60+0,10¢ 33740, 15¢ 2,15+0,10¢

ebedepMédias dentro das tinhas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)

Tabels A4 - Volume de lquide Eberado (mL} de géis formados pelas proteinas miofibrilares
extraidas das formulagdes de CFMI sem pele durante armazenamento seb

congelamento.
Tempo {dias) F, F. Fy F F.
) 1.0740,08 | 1.0740,06° | 107+0,08° | L10+0,08% | 107+0,08
30 1.65+0,05% | 1,10+0,05% | 1,1040,058 | 1204005 | 1.17+0,08°
&0 1,90-+0,05" 1,42+0,10° 1,67+0,08° 1,5040, 100 L1540, 100
90 2574018 | 1,70+0,10° | 2.15+0,17¢ | 238+022¢ | 146+010¢
120 3424025 | 2,27+0,185 | 2,6040,05° | 2,67+0,25° | 1,60+0,05¢
150 4 13+0,212 2,40+0,17b 3,2540,20° 2,60+0,08¢ 1,7740,08¢
180 4.60+0 200 2,55-+0,13% 3,3340,21¢ 3, 3040,07¢ 2.00+0,104

abcdeMadias dentro das linhas com diferentes expoentes sdo significativaments diferentes (P<0,05)
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Tabela AS - Valores de atividade de ATPase!) (jtmol Pi/min/mg proteina) das proteinas

miofibrilares extraidas das formulagdes de CFMD com pele durante

armazenzmento sob congelamento.

Tempo (dias) ¥, F, F, E, F.
0 0.073+0,002% | 0.074+0,004% | 0,075+0,003% | 0,075+0,003 | 0,076+0,002
30 0.059+0,001% | 0,065+0.007° | 0.066+0,0037 | 0,068+0,003 | 0,073:+0,003
60 0.049+0.003% | 0,061+0.0015 | 0.059+0,0026 | 0,060+0.002 | 0,063+0 002
90 0.034+0.003" | 0,056+0,002° | 0,051+0,002° | 0,052+0,003 | 0,059+0,003
120 0.02610.003% | 0,053+0.003° | 0,048-+0,002¢ | 0,049+0,001 | 0,055+0,002
150 0.018+0.001% | 0.048+0,004% | 0,048+0,003° | 0,045£0,002 | 0,051+0,001
180 170.014+0,002% | 0.045+0,003° | 0,033+0,002¢ | 0,039+0,003 | 0,048+0,002

(11 aM ATP; 20 mM KCL, 20 mM Tris-acetato, mM Call,, pH 7.0}
abodeMadias dentro das linhas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)

Tabeln A6 - Valores de atividade de ATPase (ol Pi/min/mg proteina) das proteinas

miofibrilares extraidas das formulaces de CFMD sem pele durante

armazenamento sob congelamento,

Tempo (dias) F, F. F. Fi F.

0 0.076+0,002¢ | 0,077+0,001% | 0,072+0,0022 | 0,077+0,001® | 0,074+0,003°
30 0.063+0, 0042 | 0,068+0,001" | 0,068+0,002% | 0,071+0,002¢ | 0,073+0.002¢
6{ 0,051+0 0022 | 0,065+0,0020 | 0,062+0,002" | 0,064+0.002% | 0,066+0,002°
a0 0,039+0,0028 | 0.059+0,0050 0,056+0,0020 { 0,058+0,0028 | 0,063+0,002¢
120) 0.030+0,0028 | ,056+0,002° | 0,050+0,002° ,035+0,002% | 0,060+0,001¢
130 0,020+0,0022 | 0,052+0 002° | 0,043+0,003° | 0,050+0,002° 0,056+0,0024
180 6,016+0 0022 | 0,048+0,002% | 0.039+0 003 | 0,04740,002° 0,052:+0,0034

abodeMédias dentro dag linhas com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05)
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