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Resumo

CONTREIRA, Cristiéle Lange. Farinha de matrizes suinas mortas por causas nao
infecciosas na nutricdo de frangos de corte e aminas biogénicas como
indicadores de qualidade. 2019. 77f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Programa
de Pés-Graduacdo em Zootecnia, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

O estudo foi realizado para avaliar o efeito do uso de farinhas oriundas de matrizes
suinas mortas por causas nao infecciosas, armazenadas em temperatura ambiente e
ou sob refrigeracdo por diferentes tempos, sobre parametros zootécnicos e
fisioloégicos de frangos de corte. Também foi realizada a quantificacdo de aminas
biogénicas e adaptacdes de equacdes para o célculo do indice de aminas biogénicas
em farinhas de suinos. Foi utilizado o delineamento completamente casualizado em
esquema de parcelas subdivididas. Na parcela principal, alocaram-se as condi¢gbes
de armazenamento (temperatura ambiente e refrigerada) e nas subparcelas o0s
tempos (0, 24, 48 e 72 horas), e em paralelo foram obtidas amostras de empresas
dedicadas a producéo de farinhas de origem animal. As variaveis analisadas foram os
teores de aminas biogénicas: feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina,
tiramina, espermidina e espermina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
e a adaptacao do indice de aminas. As farinhas apds 24 horas de armazenamento em
temperatura ambiente apresentaram teores de feniletilamina, putrescina e tiramina
superiores qguando comparadas as armazenadas sob refrigeracéo (-6°C) condicdo de
armazenamento refrigerado. Os teores de espermidina e espermina apresentaram
decréscimos apo6s 24 horas de armazenamento em temperatura ambiente. As farinhas
produzidas a partir de matrizes suinas mortas e mantidas sob diferentes tempos e
acondicionamentos foram utilizadas em dietas experimentais ofertadas a 770 frangos
de corte, durante os primeiros 21 dias de idade, totalizando sete tratamentos com 11
repeticbes cada. Avaliando respostas de desempenho, parametros sanguineos e
morfometria de 6rgaos, foram observados efeitos sobre o proventriculo e a bolsa
cloacal. A quantificagdo de aminas biogénicas e a utilizagéo de indices demonstram
o grau de deterioragdo de farinhas de origem animal, principalmente em farinhas
produzidas apos 24 horas da morte do animal. Essas farinhas produzidas
experimentalmente néo influenciaram parametros sanguineos e o desempenho de
frangos de corte criados até os 21 dias de idade. Entretanto, foi observado efeito
deletério no proventriculo e na bolsa cloacal.



Palavras-Chave: bolsa cloacal, desempenho zootécnico; parametros sanguineos;
proventriculo; putrescina



Abstract

CONTREIRA, Cristiéle Lange. Effect of meat meal from breeding sows, which
died from non-infectious diseases causes, on broiler diets and biogenic
amines as a quality index. 2019. 77f. Thesis (Doctor of Science) — Programa de
Pos-Graduacao em Zootecnia, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

The study was run to evaluate the use of meat meals derived from breeding sows,
which died due to non - infectious causes on performance and physiological
parameters of broilers. The bodies were stored at room temperature and refrigerated
during different periods of time. Quantification of biogenic amines and adaptation of
equations were also performed for the calculation of the biogenic amine index in
rendered pig carcass meals. A completely randomized experimental design in a
subdivided time-plot arrangement was applied. The main plot consisted of storage
temperature (environmental temperature, ET; or under refrigeration, RT) and the
subplots of storage periods (0 h - control, 24, 48, and 72 h) and in parallel samples
were obtained from companies dedicated to the production of animal meat meal. The
levels of the biogenic amines, that is to say, phenylethylamine, putrescine, cadaverine,
histamine, tyramine, spermidine and spermine of all meals were determined by high
performance liquid chromatography (HPLC) and their biogenic amine indexes
calculated. Meals stored at ET presented higher phenylethylamine, putrescine and
tyramine contents compared with those stored at RT after 24 hours storage, whereas
spermidine and spermine contents decreased after 24 hours of storage at ET. The
meals which were produced by the breeding sows and maintained in different times
and storage were used in experimental diets offered to 770 broilers during the first- 21
days of age, in a total of seven treatments with 11 replicates each. Evaluating
performance responses, blood parameters and organ morphometry, effects on
proventriculus and bursa of Fabricius were observed. The quantification of biogenic
amines and the use of indices demonstrate the degree of deterioration of animal meal,
especially in meals produced after 24 hours of animal death. These experimentally
produced meals did not influence blood parameters and broiler performance up to 21
days of age. However, a deleterious effect was observed on the proventriculus and
bursa of Fabricius.

Key-Words: blood parameters; bursa of Fabricius; performance; putrescina;
proventriculus
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1 Introducéao

No Brasil, as cadeias produtivas de carne, resultado de um arduo trabalho de
desenvolvimento, modernizagéo e intensificacdo dos setores de producéo de proteina
animal, ocupa posi¢céo de extrema relevancia frente ao cenario mundial de proteina
de origem animal. O setor avicola brasileiro é atualmente o segundo maior produtor
de carne de frango, com um total de 13 056 mil toneladas/ano, sendo o maior
exportador mundial desse segmento, com 4 320 mil toneladas/ano, enquanto o setor
suinicola é o quarto maior em producdo de carne suina, 3 758 mil toneladas/ano e
exportacdo de 697 mil toneladas/ano (ABPA, 2018), com a producdo distribuida
principalmente nos estados do sul e sudeste do pais (IBGE, 2017).

Com o desenvolvimento do setor animal nos ultimos anos e o aumento da
escala de producédo, novos desafios surgiram, como a destinacdo de animais que
morrem ao longo da cadeia produtiva, seja por causas naturais, acidentais ou
sanitarias.

O fato de o pais ter a caracteristica de producdo animal intensiva e
extremamente concentrada, faz com que algumas regibes sejam mais afetadas
guando ocorre alta mortalidade dos animais. A preocupacdo com o destino de
carcacas se encontra presente nos grandes segmentos de producdo animal
(bovinocultura, suinocultura e avicultura). O namero total de animais mortos ultrapassa
1,3 milhdes de toneladas por ano em todo o pais (KRABBE; WILBERT, 2016),
acarretando em perdas produtivas e passivos ambientais.

Estima-se que em se tratando apenas de frangos de corte e suinos, a
guantidade de animais mortos no Brasil ultrapasse 300.000 toneladas/ano,
representando mais de R$200 milhdes/ano de perdas. Como a producdo desses

animais é intensiva, o problema se agrava em alguns estados do Brasil (Figura 1).
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Animais mortos - Sul (ton/ano)

36.193,64 mBovinos de leite

mBovinos de corte
= Suinos

133.919,05
‘ mAvVes

96.279,47

_54786.85

Figura 1 - Distribuicdo da producéo de animais mortos por espécie, na regido Sul do Brasil.

Fonte: Adaptado de KRABBE & WILBERT, 2016.

A mortalidade de animais em granjas nao é desejavel, podendo ocorrer por
varias causas, o que é um fato normal, desde que dentro de taxas aceitaveis. O
aproveitamento desse material poderia ter dupla importancia, pois além de diminuir os
custos pelo aumento da eficiéncia de producdo, minimizaria os problemas de poluicao
ambiental que seriam gerados pela falta de destino adequado.

Todavia, a falta de conhecimento cientifico e de regulamentacéo oficial resulta
na destinacdo inadequada desses residuos da producdo, com riscos a saude publica
e aos rebanhos, além de contaminacao ambiental. Para Corréa et al. (2011), residuos
deveriam retornar a natureza de forma racional, sem impactar o ambiente, com o
reaproveitamento de nutrientes e &gua, tendo como critério o principio de
sustentabilidade, contribuindo para o desenvolvimento do pais.

Atualmente, ndo existe no Brasil uma legislacédo especifica que oriente sobre o
melhor destino desses cadaveres. Além disso, ndo se sabe corretamente em que
condices tais atividades sdo realizadas, nem quais os destinos dos subprodutos
gerados e, principalmente, o seu risco de contaminacdo. Esse tema envolve o
processamento na prépria granja € em unidades externas as granjas que utilizam
diversas formas de tratamento.

A urgéncia da resolucdo desse problema vem sendo cobrada por diversos
segmentos do setor produtivo que buscam no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
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Abastecimento (MAPA) e na Embrapa a normatizacdo dessa atividade o mais
brevemente possivel, para dar sustentabilidade & cadeia produtiva.

Com demanda do MAPA, a Embrapa Suinos e Aves desenvolve um projeto
denominado TECDAM (Tecnologia para a Destinacdo de Animais Mortos), que tem
como finalidade auxiliar na correta destinagdo de animais mortos ao longo da cadeia
produtiva com diferentes planos de acdes e pesquisas.

Juntamente com as agroindustrias brasileiras, tém-se dedicado esforcos na
busca de outras possibilidades, como o armazenamento sob refrigeracdo desses
animais mortos e posterior coleta/transferéncia para industrias fabricantes de farinhas
de origem animal. Essa solucdo é controversa entre setores das cadeias produtivas
de aves e suinos.

Um dos planos de acdo da Embrapa Suinos e Aves é dedicado a analise do
uso de farinhas de animais mortos (PA4 - Farinhas de animais mortos). O plano tem
como principais metas as avaliacdes de processos de fabricagéo, implementacdes de
metodologias analiticas, producéo de farinhas a partir de animais mortos e 0 seu uso
na alimentacéo animal, com o intuito de auxiliar o meio produtivo e legislativo quanto
a destinacdo de animais mortos.

A partir do exposto, o presente trabalho foi executado com o intuito de avaliar
o uso de farinhas produzidas de matrizes suinas mortas por causas nao infecciosas
na nutricdo de frangos de corte. Além disso, quantificar aminas biogénicas presentes

nas farinhas como um indicador de qualidade.



2 Revisao de literatura

2.1 Farinha de origem animal e aminas biogénicas na alimentacéo de frangos

de corte

A proteina da farinha de carne possui um alto valor biologico, o que é relevante
para o preparo de dietas e de grande interesse ao setor produtivo. Além da proteina,
a farinha de origem animal possui um alto valor nutricional, pois contém gorduras e
minerais, como calcio e fosforo, e € excelente fonte de aminoéacidos e vitamina B12
(BUTOLO, 2010), possuindo um preco de mercado atrativo, além de promover
melhorias no desempenho animal (FIRMAN, 2006). Outro aspecto positivo € no
ambito ambiental, visto que subprodutos de abatedouros poderiam receber a incorreta
destinacéao final (PACHECO et al., 2018).

No entanto, a falta de padronizacdo no processo de fabricacdo ou diferentes
fontes de matéria-prima, como penas, sangue, visceras, carnes e 0ssos para produzir
as farinhas, pode ser um inconveniente para seu uso, pois acarreta variagcbes nos
teores dos nutrientes. As variacdes podem estar associadas a natureza das matérias-
primas, condicbes de processamento, qualidade e relacdo de composicéo,
principalmente quando se refere a inclusdo de 0ssos sobre teores de minerais, energia
bruta e proteina (PERAI et al., 2010).

A proteina € um fator de classificagao nutricional de farinhas, com variaces de
38% a 63% em seu percentual (ROSTAGNO et al., 2011). Varia¢fes de proteina ndo
limitam a utilizagdo de farinhas, entretanto fatores antinutricionais em farinhas
fornecidas para frangos de corte, principalmente quando se referem a oxidacéo e
aminas biogénicas, podem afetar a qualidade final das dietas (BELLAVER, 2010).

Nas ultimas décadas diversas pesquisas foram realizadas com diferentes
inclusdes de farinhas de origem animal na alimentacg&o de frangos de corte. No amplo

cenario de pesquisas com farinhas, o tema em maior relevancia sao estudos que
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envolvem o desempenho animal em diferentes ciclos e ao longo da vida, sendo os
resultados diversos e em muitos casos controversos (FARIA FILHO et al., 2002;
BELLAVER, 2005; CARVALHO et al., 2012; EAGLESON et al., 2018; SOUZA et al.,
2017).

Ao avaliarem diferentes fontes de farinhas de origem animal destinadas a dietas
de frangos de corte, Troni et al. (2016) observaram variagoes entre farinhas originadas
de diferentes fontes de matéria-prima e dentro do mesmo grupo. Os autores
ressaltaram maior variagdo em proteina bruta e de energia metabolizavel para farinha
de carne e 0ssos. A diferenca de energia metabolizavel foi atribuida pelos autores por
apresentarem maiores niveis de minerais, ocasionando saponificacdo das gorduras e
reduzindo o aproveitamento pelas aves.

As divergéncias podem estar relacionadas a variabilidade da matéria-prima e
consequentemente com a composicao nutricional considerada durante a formulacéao,
fato constatado por Faria Filho et al. (2002) ao descobrirem que a incluséo de 6% de
farinha de carne e 0ssos resultou em menor consumo de racdo e menor ganho de
peso em frangos de corte. Os autores argumentaram que o desempenho foi
prejudicado porque as dietas foram formuladas com base em aminoacidos totais e
ndo em aminoacidos digestiveis.

Por meio das respostas das pesquisas citadas, é possivel verificar que os
autores se detém em fatores como aminoacidos, energia e minerais, nao
apresentando relatos sobre possiveis fatores antinutricionais que possam interferir
sobre o desempenho do animal.

Uma vez que uso de farinha de origem animal tem relevancia na cadeia
produtiva e que a cada ano o setor estd mais competitivo e preocupado com a
gualidade dos alimentos, fatores antinutricionais presentes nas farinhas de origem
animal, como aminas biogénicas, devem ser investigados como um potencial
interferente na producdo animal. Aminas biogénicas podem causar impactos
econdbmicos na cadeia de produgdo animal, pois mecanismos fisiologicos e
bioguimicos sdo pouco conhecidos na alimentacdo animal, bem como o sinergismo
com outros agentes patoldgicos. Diante deste contexto, faz-se necessaria uma analise
bibliografica acerca de aminas biogénicas como fator antinutricional dentro da

producao animal.
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2.2 Formagé&o de aminas biogénicas

A formacdo de aminas biogénicas se da a partir da descarboxilacdo de
aminoacidos precursores (Figura 2), podendo ser formados e degradados como
resultado do metabolismo normal de atividades em seres humanos, animais, plantas
€ microorganismos, como também podem ocorrer por inducdo, como a adicado de
bacterias envolvidas em processos de fermentacdo de alimentos e bebidas
(ALVAREZ & MORENO-ARRIBAS, 2014).

Proteina
Aminoacidos
Tirosina Histidina Triptofano Lisina Glutamina =+ Ornitina «= Arginina
Aminas Biogénicas
| | l | | —
Tiramina Histamina Triptamina Cadaverina Espermina #* Putrescina ¢ Espermidina

Figura 2 - Descarboxilagdo de amino&cidos em aminas biogénicas.

Fonte: RUIZ-CAPILLAS & JIMENEZ-COLMENERO, 2004.

Em alimentos como carnes e derivados € possivel proferir que ap6s o post
mortem ocorre um aumento de aminas biogénicas, devido a elevada quantidade de
enzimas proteoliticas presentes no trato intestinal, envolvidas no processo de
descarboxilacdo enzimatica de amino&cidos livres, encontrados em grandes
guantidades em carnes (CARDOZO et al., 2013). Esse fato foi observado por Tamim
& Doer (2003), ao constatarem o aumento de algumas aminas biogénicas em carne
de frango até 72 horas apds a morte dos animais.

Segundo Den Brinker et al. (2003), temperaturas inadequadas e tempo
prolongado de armazenamento podem aumentar o crescimento microbiano devido a
influéncia sobre a protedlise e alterar a producdo de aminas. A diminuicdo da
temperatura acarreta menor crescimento bacteriano, sendo o crescimento de grande
parte de bactérias descarboxilases estimuladas em temperaturas entre 20 e 37°C
(KAROVICOVA; KOHAJDOVA, 2005).
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Fragqueza et al. (2012), demonstraram correlagcéo positiva entre concentragoes
de cadaverina com Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae e Brochothrix
thermosphacta, maior concentracdo de putrescina com populacdes de Pseudomonas
spp. e Brochothrix thermosphacta, e tiramina foi associada com Enterobacteriaceae,
guando avaliaram formacdes de aminas biogénicas em carne de peru. Entretanto,
Dainty et al. (1986) defendem que a formacao de algumas aminas pode ser indiferente

ao conteudo bacteriano.

2. 3 Toxicidade de aminas biogénicas

As aminas biogénicas, presentes em varios alimentos, sdo amplamente
estudadas devido a sua importancia na fisiologia celular e em fungéo do seu potencial
efeito toxico, principalmente em seres humanos (GOMES et al., 2014).

A toxicidade e o tipo de aminas biogénicas ainda sdo pouco descritos na
literatura, mas alguns autores relatam que ao serem ingeridas podem interferir no
metabolismo celular, alterando o equilibrio e desencadeando processos
compensatoérios (SHALABY, 1996; MAFRA et al.,, 1999; ANLI; BAYRAM, 2008;
LADERO et al., 2010). Os mesmos autores relatam que elevadas quantidades de
aminas biogénicas podem favorecer sua entrada na circulacao sistémica, induzindo a
liberacdo de adrenalina e noradrenalina, interferindo em funcdes criticas do corpo,
como a atividade cerebral, regulacdo da temperatura do corpo, volume do estbmago,
pH, fluidos, regulacdo da secrecao gastrica, aumento do débito cardiaco, alteracao de
glicose no sangue, além de influenciar a resposta imune, crescimento e diferenciacéo
celular.

As aminas como tiramina, triptamina, feniletlamina e histamina s&o
consideradas toxicas, principalmente para humanos. Essa Ultima é a mais descrita
quanto aos sintomas de intoxicagdo. Aminas como putrescina, espermina,
espermidina e cadaverina, as quais estéo envolvidas com o crescimento e proliferacao
celular, ndo estdo associadas a efeitos de toxicidade. No entanto, podem reagir com

o nitrito e formar nitrosaminas carcinogénicas (KALAC, 2009; GOMES et al., 2014).

2.4 Aminas biogénicas na alimentacao animal
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Na alimentacéo animal, algumas pesquisas foram realizadas ao longo dos anos
utilizando aminas biogénicas sintéticas e farinhas de peixes de baixa qualidade em
dietas para frangos de corte, tendo sido possivel constatar a toxicidade para pintinhos
quanto a perda de peso e mortalidade, altera¢des histoldgicas do sistema digestivo
das aves com erosdes e ulcera¢cdes em moela de aves recebendo dosagens elevadas
de aminas biogénicas (JANSSEN, 1971; LU etal., 1982; FOSSUM et al., 1988; MORSI
et al., 1992; BAKKER; HUISMAN, 1994). Na revisdo realizada foi possivel constatar
que ndo ha uma descricao detalhada que remeta ao uso de farinhas e a quantidade
de cada amina presente na alimentacdo animal. Somente combinacdes de duas a trés
aminas.

Den Brinker et al. (2003), ao avaliarem amostras de diversos tipos de farinhas
de carne durante os anos de 1994 a 1997, observaram elevadas variagbes nas
concentracfes de aminas biogénicas. Segundo os autores, a elevada concentracao
de putrescina, cadaverina e histamina, encontradas em maiores teores principalmente
em farinhas de peixes, indicam processos inadequados de processamento de
farinhas.

Em outro levantamento de aminas biogénicas realizado nos Estados Unidos
(BARNES et al., 2001), farinhas de peixes seguidas de farinhas de aves apresentaram
maiores niveis de aminas biogénicas, sugerindo maior degradacdo microbiana. Os
autores observaram que os teores de cadaverina e putrescina ndo seriam capazes,
isoladamente, de provocar problemas patologicos a nivel de proventriculo em aves.
Entretanto, ndo foi descartada a interacdo de aminas com outros agentes causadores

de proventriculites, tais como micotoxinas.

2.5 Qualidade de farinhas de origem animal e aminas biogénicas

Baseado em estudos realizados quanto a toxicidade de aminas biogénicas e
em alguns trabalhos com animais, considerando que os alimentos de origem animal
sdo naturalmente ricos em amino&cidos livres e, com isso, suscetiveis a contaminagao

por aminas biogénicas, acredita-se que a definicAo de aminas biogénicas e seus
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efeitos despertam interesse principalmente no que tange ao grau de deterioracdo de
ingredientes.

As farinhas que sao produzidas no Brasil, de forma tradicional, ndo tém
estabelecidos os teores e tipos de aminas biogénicas, existindo controles de qualidade
quanto a sua fabricagéo, claramente definido através de Instrugdo Normativa (34/2008
MAPA). A qualidade de ragbBes estd diretamente relacionada aos ingredientes
adicionados, e para garantir melhores resultados de desempenho, o conhecimento da
composicao fisico-quimica dos ingredientes e suas limitacbes de uso devem ser
considerados pelo nutricionista, a fim de produzir racdes balanceadas, palataveis e
com um custo compativel (DUARTE; JUNQUEIRA, 2009).

A industria brasileira utiliza padrdes fisico-quimicos, como demonstrado na
tabela 1, para determinacdo da qualidade de farinhas a serem utilizadas na
alimentacdo animal. Quanto a limites ou indices de aminas biogénicas, ndo existem
normas estabelecidas, exceto para a histamina, cuja a tolerancia € de 100ppm de
histamina em conservas de peixe para o consumo humano (PORTARIA 185/1997
MAPA).

Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos de farinha de carne e 0ssos suinos

Parémetros fisico-quimicos Especificacbes

Proteina bruta min. 46%
Material mineral max. 33%
Extrato etéreo min. 8%
Umidade Max. 8%
Acidez (mg de NaOH/qg) max. 6
indice de peroxido (meg/1000g) max. 10
Fésforo min. 2,5%
Digestibilidade em pepsina (0,2%) min. 30%

Fonte: Adaptado de Farol, 2018.

Teores de putrefacdo podem ser mensurados através do teste de Eber.
Contudo, este teste é apenas um indicativo, em que o0 escurecimento da amostra
indica estado de muito decomposta (KHAJARERN; KHAJARERN, 1998) e nao

classifica o grau de putrefacdo. Para a indicagdo com exatiddo, faz-se necessaria a
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determinacdo de aminas biogénicas e posteriormente de um indice de aceitacdo, por

meio de cromatografia.

2.6 Indice de aminas biogénicas

Atualmente, existem equacdes que estabelecem um indice de aminas
biogénicas (BAI) para diferentes alimentos. Stadnik & Dolatowski (2010), ao avaliarem
diferentes trabalhos envolvendo aminas biogénicas, constataram que o0 seu uso como
indice de qualidade depende da natureza do produto. Segundo os autores, carnes
frescas e produtos tratados termicamente apresentam resultados mais satisfatérios
guando comparados a produtos fermentados. Os autores relataram que devem ser
consideradas as aminas biogénicas que estao presentes na deterioracdo do produto
e que a equacéo deve considerar as aminas que aumentam durante a armazenagem,
ou seja, o indice de aminas biogénicas sera dependente das aminas presentes e suas
guantidades.

Para De Melo Silva et al. (2013), quanto ao indice de qualidade a ser
considerado, deve-se ater a natureza e ao historico de cada matriz, destacando que
para cada processo ao qual a matriz seja submetida, hd necessidade de um novo
indice de qualidade. Segundo os autores, para alimentos proteicos existe uma
tendéncia por parte de industrias e 6rgdos governamentais de que se definam indices
de qualidade.

Sao referenciadas as seguintes equacdes para indice de aminas biogénicas:

cHim + cPut + cCad
1+ cSpd + cSpm

BAIl = , 1)

em que: Him = histamina; Put = putrescina; Cad = cadaverina; Spd = espermidina;
Spm = espermina; ¢ = concentracdo, mg-kg?. Utilizada por Mietz & Karmas (1977) em

amostras de peixes e por Murad et al. (2013) em amostras de carne de frango;

BAIl = putrescina + cadaverina + histamina + tiramina , (2)
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citada por Herndndez-Jover et al. (1996) em amostras de carne suina (armazenada
em temperaturas de 6-8°C por até 14 dias), por Veciana-Nogués et al. (1997) em
amostras de carne de atum, por Cheng et al. (2016) em amostras de carne suina, e

por Min et al. (2007) em carnes bovina, suina e frango;

BAI = putrescina + cadaverina + espermidina , (3)

utilizada por Kumudavally et al. (2011) para carne de cordeiro (armazenada a 25°C
por até 5 dias), considerando as maiores quantidades de aminas biogénicas.
Existem equacdes mais usuais ou indicadas para alguns produtos, no entanto,
Ruiz-Capillas & Jiménez-Colmenero (2004) sugerem que estabelecer um indice de
amina biogénica de maneira confidvel a qualidade de produtos ndo € simples,
principalmente naqueles que sofrem fermentacdo. Mas é possivel constatar o uso da
equacdo 2, em que sdo somadas as aminas putrescina, cadaverina, histamina e
tiramina, como sendo uma referéncia em indice de aminas biogénicas. Entretanto,

nenhuma equacdo descrita na literatura é especifica para farinhas de origem animal.
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3 Artigo 1 - Aminas biogénicas: quantificagcdo em diferentes farinhas de
origem suina e adaptacao de um indice como indicador de qualidade

3.1 Introducéao

Aminas biogénicas sdo bases organicas nitrogenadas ndo volateis de baixo
peso molecular (ALVAREZ; MORENO-ARRIBAS, 2014), que podem ser classificadas
de acordo com a sua estrutura quimica e com o numero de grupamentos amina
presentes na molécula (SANTOS, 1996; ASSIS et al., 2016). Sdo formadas durante o
processo de degradacdo dos aminodcidos no metabolismo dos seres humanos,
plantas, microrganismos e animais (OLIVO, 2013) por enzimas descarboxilases
(ALVAREZ; MORENO-ARRIBAS, 2014). Além disso, podem resultar da hidrélise de
substancias nitrogenadas e da transaminacdo de aldeidos ou de cetonas (ASSIS et
al., 2016) por bactérias envolvidas na fermentacéo de alimentos e bebidas (ALVAREZ,
MORENO-ARRIBAS, 2014).

Alimentos ricos em proteinas, frescos ou processados, como produtos carneos,
e subprodutos de origem animal, como farinha de carne e ossos, farinha de sangue,
penas e peixe (DE LA TORRE, 2013) podem apresentar grandes quantidades de
aminas biogénicas, principalmente cadaverina, histamina e putrescina (SANTOS,
1996; BARNES et al., 2001; TAMIM; DOERR, 2003; KAROVICOVA; KOHAJDOVA,
2005). O teor de aminas biogénicas nestes produtos pode variar de acordo com o
tempo e com a temperatura de armazenamento, e sua formacdo pode ser
intensificada durante o processamento de produtos contendo carne em sua
composicdo (STADNIK; DOLATOWSKI, 2010). As aminas enddgenas, espermidina e
espermina, sdo naturalmente encontradas nos produtos carneos, e seu teor tende a
diminuir durante o processamento e nao sao citadas na literatura como indicadoras
de deterioracéo dos produtos (RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO, 2004). Ja

os niveis de aminas exogenas, como cadaverina, putrescina, histamina e tiramina,
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sao relacionados ao grau de deterioracao de produtos (ERIM, 2013). Segundo Assis
et al. (2016), o aumento dos teores de aminas biogénicas causa a perda de qualidade
em produtos carneos. Em 1977, Mietz & Karmas propuseram o calculo do indice de
aminas biogénicas. Este indice permite medir o grau de deterioracéo dos alimentos e
é utilizado como indicador de sua qualidade quimica (DE LA TORRE, 2013).

A identificacdo de compostos quimicos e o indice de qualidade gerado a partir
de andlises de carcacas e farinhas de origem animal podem ser Uteis como ferramenta
de controle de sua qualidade. Atualmente, as farinhas comercializadas e utilizadas na
nutricdo animal sdo produzidas a partir de residuos de abatedouros, permitindo o
destino correto desses residuos gerados durante o processamento e reduzindo custos
de producao para as agroindustrias (EYNG et al., 2011). No entanto, a manipulacao
e destinacdo dos animais que morrem por causas nao infecciosas durante a producao
ainda € um problema a ser solucionado, especialmente nos estados brasileiros com
grandes plantéis de suinos, o que representa perdas econémicas para os produtores
e cria passivos ambientais. Uma possivel solucdo seria a destinacdo destes para
fabricacéo de farinha de origem animal.

O uso de farinhas de origem animal como alimento alternativo pode agregar
valor nutricional e econdmico para a producdo animal (FIRMAN, 2006; BUTOLO,
2010). Contudo, essa possibilidade € vetada pela legislacao brasileira, a exemplo de
outros paises. Ainda que essa pratica fosse admitida, ndo existem informacfes
especificas sobre os teores de aminas biogénicas em farinhas de origem animal
convencionais ou alternativas, como aquelas que eventualmente poderiam ser
produzidas a partir de aves mortas.

Nesse contexto, esta pesquisa surgiu de uma necessidade da cadeia produtiva
de suinos e teve o objetivo de quantificar os niveis de aminas biogénicas em farinhas
produzidas a partir de matrizes suinas, mortas por causas nao infecciosas, em
diferentes tempos nos sistemas de producdo e estabelecer um indicador Unico

levando em consideracao o conjunto das aminas analisadas para farinhas suinas.
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3. 2 Materiais e métodos

3. 2.1 Reagentes e padrdes

As aminas biogénicas 2-feniletilamina (pureza = 99,5%), putrescina (pureza =
98,5%), cadaverina (pureza = 96,5%), histamina (pureza = 97%), tiramina (pureza =
98,5%), espermidina (pureza = 97,5%), espermina (pureza = 99%), o padréo interno
1,7-diaminoheptano (pureza de 98%) e o derivatizante cloreto de dansila (DnsClI;
pureza de 98%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os outros reagentes utilizados
foram acido perclorico (HCIO4; Vetec), hexano (CeHis; Vetec), hidroxido de sodio
(NaOH; Alphatec), bicarbonato de sédio (NaHCOgs; Vetec), acetonitrila (C2HsN; JT
Baker), hidroxido de aménio (NH4OH; Vetec), cloreto de sodio (NaCl; ProQuimicos),
éter etilico ((C2Hs)2°; Impex), e acido cloridrico (HCI; Qhemis). Os reagentes usados
nas analises cromatogréaficas foram de grau HPLC e para as demais analises foram
utilizados reagentes de grau analitico. A agua ultrapura foi preparada usando o
sistema Milli-Q (Millipore A10; Billerica, MA, USA).

3. 2. 2 Obtencao das amostras

Esta pesquisa visou ser o mais aplicavel possivel e, por isso, analisou grupos
com amostras de farinha de suinos, de acordo com a origem: Grupo 1 - Farinha
produzida sob condicbes experimentais; Grupo 2 - Farinha produzida a partir de
animais mortos por causas nao infecciosas coletados a campo, e produzida em
industria de producédo de farinhas, seguindo os padrdes industriais, mediante
autorizacdo especial concedida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento do Brasil (MAPA); Grupo 3 - Farinha de origem animal, comercial,

produzida de acordo com a legislagéo brasileira.

3.2.2.1 Grupo 1- Farinha de suinos produzida experimentalmente

O experimento foi realizado no Setor de Sanidade Animal da Embrapa Suinos

e Aves, no municipio de Concérdia, Santa Catarina (SC), Brasil (27°14'02”S,
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52°0140"'0 e altitude de 550m), como parte dos estudos vinculados ao projeto
“Tecnologias para Destinagdo de Animais Mortos” (TEC-DAM). Os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da
referida instituicdo (protocolo numero 008/2016).

O delineamento experimental foi completamente casualizado em esquema de
parcelas subdivididas. A parcela principal consistiu de armazenamento em
temperatura ambiente (TA) ou sob refrigeracdo (TR), e as subparcelas de tempos de
armazenamento (24, 48 e 72 horas). O tempo zero correspondeu ao grupo controle.

Foram selecionadas matrizes suinas, com peso meédio de 200kg, para serem
abatidas. No dia do abate, foram processadas e coletadas amostras de farinhas que
representaram o grupo controle. As demais carcacas foram armazenadas em camara
fria, a uma temperatura média de -6°C, e outro grupo em temperatura ambiente de
25°C. Apoés o tempo estipulado (24, 48 e 72 horas), os animais inteiros foram
processados por meio de moagem da carcaca e homogeneizados formando uma
Gnica massa. A partir da massa crua foi realizado o procedimento de coccdo em
autoclave industrial, buscando seguir o0 mais proximo possivel o processo industrial
de farinhas de origem animal. Para a cocgao foram utilizados aproximadamente 14kg
de massa acrescida de 30% de 6leo vegetal com cozimento a 115°C por 50 minutos,
sob pressédo. A adicdo de gordura é usual na industria e, neste experimento, optou-se
por usar gordura vegetal para evitar uma eventual presenca de aminas na gordura de
origem animal. A massa cozida passou pelo processo de separacao da fracdo sélida
da gordura, primeiramente através de percolador seguida de prensagem.
Subsequentemente, ap6s a producdo de farinhas de cada tratamento, foram
coletadas amostras de 4kg, identificadas e mantidas em camara fria, sob temperatura

média de -7°C, durante o periodo de analise.

3.2.2.2 Grupos 2 e 3 - Farinhas de suinos produzidas por empresa dedicada a

condicédo especial e por empresas comerciais

Grupo 2 - No estado de Santa Catarina, no municipio de Seara (27°08'56”S,
52°18'3970 e altitude de 550m), existe um projeto denominado “Projeto Piloto” para
recolhimento de animais mortos ndo abatidos de propriedades da regido, que possui
autorizacéo especial concedida pelo MAPA, tendo com 6rgédo apoiador o servi¢co de

vigilancia sanitaria do estado de Santa Catarina. Com este projeto os coordenadores
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tém por objetivo a fabricacdo de farinhas a partir de animais mortos. O destino final
desta farinha € a producdo de fertilizantes agricolas, devido a falta de informacgdes
qguanto ao uso e inocuidade desta para a alimentacdo animal. Foram coletadas,
durante o periodo de marco a setembro de 2017, 40 amostras de 4kg de farinhas,
identificadas e mantidas em camara fria, sob temperatura média de -7°C, durante o
periodo de andlise.

Grupo 3 - Em paralelo, foram realizadas coletas em empresas comerciais com
inspecdo sanitaria federal que produzem farinhas de origem animal, a partir de
matéria-prima convencional (residuos de abatedouros de suinos), para a
comercializagao e utilizagao na alimentacdo animal. Nessa etapa, foram coletadas 33
amostras de 4kg de farinhas comerciais na regidao sul do Brasil, durante os anos de
2016 e 2017. Todas as amostras apés recebimento foram identificadas e mantidas em
camara fria, sob temperatura média de -7°C, durante o periodo de andlise.

As amostras coletadas tanto na empresa dedicada ao processamento de
animais ndo abatidos como em empresas comerciais foram usadas durante a etapa
de validacéo do método (SMELA et al., 2003) de quantificacdo de aminas biogénicas
e os resultados obtidos foram divulgados através de documento publico editado pela
Embrapa, a pedido e em apoio ao MAPA (BEDENDO et al., 2018). Essas informacdes
foram usadas neste artigo para a adaptacdo do indice de aminas biogénicas como

indicador de qualidade da farinha de origem suina.

3. 2.3 Quantificacdo de aminas biogénicas por HPLC

3.2.3.1 Preparo da amostra

As aminas biogénicas foram quantificadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia usando o método de Sméla et al. (2003) com modificagbes. Foram pesados
5 g (£ 0,099 g) de farinha em balanca de precisao. As amostras foram colocadas em
tubos, onde foi adicionado o padrao interno (1,7-diaminoheptano) na concentragcao de
10 pg/mL. Os tubos foram agitados em vortex por trés minutos e deixado em repouso
entre 12 e 14 horas.

A extragéo das aminas biogénicas foi realizada em fragdes de 15 e 10 mL com

a adicdo de acido perclorico (0,6 M), agitacdo em vortex por trés minutos,
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centrifugag&o a 3.500 rpm por 30 minutos, filtragdo com seringa e filtro de 0,45 pm
para baldo volumétrico e o volume de 25 mL foi completado com acido perclorico.

A extracdo da gordura da amostra foi realizada em uma aliquota de 3 mL da
solucéo filtrada com 6mL de hexano e agitacdo em vortex por dois minutos. Apos a
agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por dois minutos. A fase
organica superior foi descartada e a operacéo repetida.

3. 2. 3.2 Processo de derivatizacao

A partir da solu¢do desengordurada, retirou-se uma aliquota de 1 mL para o
procedimento de derivatizacdo. Foram adicionados aos tubos 0,5 mL do tampéo
NaOH (2N):NaHCOs (saturado) (2:3, v/v) e, a seguir, 2 mL de cloreto de dansila
solubilizado em acetonitrila na concentracdo de 5 mg/mL. A mistura foi agitada em
vortex por um minuto e mantida em repouso no escuro por uma hora. Aos 30 minutos
de repouso, as amostras foram agitadas por 30 segundos, sendo posteriormente
adicionado 0,1 mL de NH4OH (28-30%), novamente agitadas em vortex por 30
segundos e deixadas em repouso no escuro por 30 minutos.

Posteriormente, foi realizada a extracao liquido-liquido com a adi¢do de 1 mL
de NaCl saturado e 0,5 mL de éter etilico, agitacdo em vértex por 30 segundos e
extracdo da fase organica superior. A adicdo do éter etilico foi realizada por mais duas
vezes. As trés fracles etilicas foram agregadas em um unico tubo. Em seguida,
evaporou-se por completo o éter etilico em atmosfera inerte em nitrogénio e
aquecimento a 55°C. O conteudo seco foi ressuspendido em 1 mL de acetonitrila,
agitando em vortex até solubilizacdo completa e filtrado em filtro de 0,22 um

diretamente para os vials e submetidos a analise cromatogréfica.

3. 2. 3. 3 Analise cromatografica

As amostras foram quantificadas por HPLC Dionex UltiMate 3000 (Thermo
Fischer Scientific;), com detector UV-visivel a 254nm, equipado com bomba multicanal
e injetor automatico, utilizando coluna de fase reversa C18 (150 x 4,6mm x 5um;
Thermo Fischer Scientific), acoplada a pré-coluna C18 (10 x 4,6mm, 5um; Thermo

Fischer Scientific).
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A fase moével consistiu em agua (solvente A) e acetonitrila (solvente B). O
seguinte gradiente de elui¢ao foi usado: A/B 35:65 (zero minutos), 35:65 (um minuto),
20:80 (10 minutos), 10:90 (12 minutos), 0:100 (16 minutos), 0:100 (23 minutos), 35:65
(23,1 minutos) e 35:65 (25 minutos), com fluxo constante de 0,8mL/min e tempo total

de corrida de 30 minutos.

3. 2. 3.4 Eficiénciado método

As solucdes estoque de cada padrao das aminas biogénicas foram pesadas na
concentragcdo de 1 mg/mL (x 0,05 mg) em HCI 0,1 M em baldo volumétrico e mantidos
refrigerados entre 2-8°C. A partir dessas solucfes estoque, foram preparados mix de
padrées contendo cada amina biogénica nas faixas de concentracéo de 0,5; 2,5; 5,0;
10,0; 20,0; e 25,0 pg/mL e o padrao interno na concentracao constante de 10 pug/mL.
Uma aliquota de 1 mL de cada mix foi transferida para tubo de 15mL e em seguida foi
realizado o procedimento de derivacdo, conforme descrito anteriormente.

A concentracdo de aminas biogénicas nas amostras foi obtida por céalculo da
relacdo da area do pico da amostra com a area do padréo interno e usando equacdes
de regressao lineares da curva padrao de cada amina. Os resultados foram expressos
em g g* para cada amina biogénica. A repetibilidade dentro do dia e entre dias foi
avaliada com adicdo de uma mistura de padrées sobre a amostra em concentracao

mediana da faixa de trabalho (Tabela 2).

Tabela 2 — Variacao linear, limites de detec¢éo e quantificacdo, e repetibilidade do método analitico

Amin Faixa linear Repetibilidade | Repetibilidade
) . de trabalho LOD?! (ug/mL) | LOQ? (ug/mL) | (%) (%)

biogénica

(ng/mL) dentro do dia* | entre dias*
Feniletilamina | 0,5 - 25 0,0051 0,0127 11,3+£0,6 13,2+0,1
Putrescina 0,5-25 0,0054 0,0134 3,4+0,9 59+0,5
Cadaverina 0,5-25 0,0052 0,0130 56+0,8 25+0,2
Histamina 0,5-25 0,0047 0,0117 9,8+0,2 50+£0,1
Tiramina 0,5-25 0,0046 0,0114 8,7+£0,6 53+0,1
Espermidina 0,5-25 0,0052 0,0130 6,2+0,4 12,3+0,3
Espermina 0,5-25 0,0052 0,0131 75+0,2 15,2+0,1

1ILOD = Limite de deteccdo; 2LOQ = Limite de quantificacdo. *Média * erro padrao.
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Para avaliar a acuracia do método proposto, foram realizados novos ensaios
para verificacdo dos parametros de mérito das amostras de farinha comercial. As
amostras utilizadas eram isentas de aditivos e conservantes. Assim, a acuracia foi
obtida por meio de ensaios de recuperacdo a partir da adicdo de padrdo em trés
concentragdes (1, 10 e 20 pg/mL) de aminas biogénicas da faixa de trabalho. Os
testes foram executados tanto para farinhas elaboradas no experimento quanto para
as farinhas comerciais (Tabela 3). Os parametros de mérito para validacao do método

foram satisfatorios perante a complexidade da matriz estudada.

Tabela 3 — Acuréacia do método analitico aferido em diferentes concentracdes para farinhas de suinos
produzidas experimentalmente frente a farinhas obtidas junto a empresas comerciais

Recuperacao (%)
Amina biogénica Farinha de suinos elaborada no Farinha de suinos comercial

experimento

1 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL 10 pg/mL
Feniletilamina 96,9 +£1,2* 85,1+13 112,3+19 80,9+ 3,6
Putrescina 106,4 £ 2,8 104,5+0,9 103,6 £ 0,6 108,9 + 12,0
Cadaverina 80,6124 91,5+0,1 92,1+35 107,0+ 11,9
Histamina 101,7+4,3 100,9+0,3 100,2+1,3 91,9+54
Tiramina 90,1+4,4 87,2+45 83,3+15 53,0+ 6,0
Espermidina 83,1+13,2 125,5+4,0 111,8+ 3,6 82,7+135
Espermina 746 £84 65,1+0,3 121,6 £ 6,6 51,0+ 16,5

*Média * erro padrao.

3.2.3.5 Presencade formaldeido

Devido a diversidade de fontes das amostras comerciais analisadas, para
caracterizacdo da amostra e garantia do resultado, foi realizada a analise quantitativa
do formaldeido em todas as amostras comerciais, segundo método proposto por
Zegota (1999).

Para determinar se o formaldeido interfere na acuracia do método proposto, as
amostras comerciais foram testadas na presenca e auséncia de formaldeido. Todas
as amostras foram dopadas com 10 pg/mL de cada amina e 10 pg/mL de padrao

interno.
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3.2.3.6 indice de aminas biogénicas

Para determinar o indice de aminas biogénicas (BAIl), os niveis de aminas
biogénicas das farinhas de suinos foram testados usando trés equacdes. A primeira
equacao ja foi utilizada para amostras de peixes (MIETZ; KARMAS, 1977) e carne de
frango (MURAD et al., 2013):

cHim + cPut + cCad
1+ cSpd + cSpm

BAI = , (1)

em que: Him = histamina; Put = putrescina; Cad = cadaverina; Spd = espermidina;
Spm = espermina; ¢ = concentragdo, mg-kg.

Para indicar a qualidade dos produtos oriundos de peixes, foram estabelecidas
as seguintes classes: Classe 1, com indices de 0-1ppm, corresponde a boa qualidade;
Classe 2, com valores de 1-10 ppm, o limite aceitavel; e Classe 3, com valores
superiores a 10 ppm, considerado como produtos com elevado grau de decomposi¢éo
(MIETZ; KARMAS, 1977).

Na sequéncia foi aplicada a equacédo 2, como descrito abaixo:

BAI = putrescina + cadaverina + histamina + tiramina (2)

A equacao 2 ja foi utilizada em amostras de carne suina armazenada em
temperatura 6-8°C até 14 dias (HERNANDEZ-JOVER et al., 1996) e atum (VECIANA-
NOGUES et al., 1997). Recentemente, foi novamente testada em amostras de carne
suina (CHENG et al., 2016), carnes bovina, suina e de frango (MIN et al., 2007).
Hernandez-Jover et al. (1996), ao usarem a equacdo 2 em amostras de carne,
estabeleceram as seguintes classes de qualidade: valores de BAI < 5 mg/kg, boa
qualidade; 5-20 mg/kg, sinais iniciais de deterioracdo; 20-50 mg/kg, baixa qualidade;
e > 50 mg/kg, carne deteriorada.

A partir dos resultados encontrados durante a adequacéo do meétodo e também
apos andlise das farinhas elaboradas experimentalmente com carcaca suina foi
constatada, além das aminas ja reportadas por Hernandez-Jover et al. (1996), a

presenca da feniletlamina, a qual sofreu influéncia durante o processo de
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armazenamento. Assim, foi adaptada a formula sugerida por Hernandez-Jover et al.

(1996), com acréscimo da feniletilamina, conforme a equacgéo 2b:

BAI = putrescina + cadaverina + histamina + tiramina + feniletilamina (2b)

3. 2.4 Analise estatistica

Para as farinhas do Grupo 1, produzidas experimentalmente, os dados obtidos
foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wik, a
homocedasticidade pelo teste de Hartley, e a independéncia dos residuos por andlise
gréfica. Posteriormente, os dados foram submetidos a anélise de variancia através do
teste F (p =< 0,05). Constatando-se significancia estatistica, o efeito do
acondicionamento foi comparado pelo teste t (p < 0,05). Os efeitos do tempo (horas)

foram avaliados por modelos de regresséo (p < 0,05), conforme segue:

Yi=Bo+ B Xi + & (4)

Y; = Bo + BiXi + Bo X7 + &, (5)

em que: Y; = variavel resposta; ,= variavel resposta correspondente ao ponto minimo
da curva; B, e B, = coeficientes de regressdo de efeito linear e quadratico,
respectivamente; X; = i-ésimo nivel da variavel independente (horas); X? = i-ésimo
nivel da variavel independente ao quadrado; ¢; = erro aleatério. A selecdo do modelo
foi baseada no baixo residuo, baixo p-valor, e altos R? (coeficiente de determinacéo)
e R? adj (coeficiente de determinac¢éo ajustado).

Os dados referentes ao indice de aminas biogénicas (BAI) foram determinados
pelas equacdes 1, 2 e 2b em cada tempo e condicdo de armazenamento e também,
de forma geral, considerando todo o experimento. Para isso foi utilizada a analise
descritiva, incluindo média, erro padréo, desvio padrdo, valores minimos e maximos
e coeficiente de variacdo (CV). A comparacao entre as farinhas foi realizada

graficamente a partir do uso da analise descritiva para cada equacao.
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3. 3 Resultados

3.3.1 Presencade formaldeido

A presenca de formaldeido aumentou significativamente (p < 0,05) a
recuperacdo de espermidina e espermina sob as condicbes de extracdo e
derivatizacao estabelecidos. No entanto, esse efeito ndo foi observado para as demais

aminas analisadas (Tabela 4).

Tabela 4 — Recuperagdo dos niveis de aminas biogénicas (média + erro padrdo) na presenca e
auséncia do formaldeido em amostras de farinha de suinos

Recuperacao (%)
Amina biogénica

Presenca de formaldeido* Auséncia de formaldeido*
Feniletilamina 83,0+19,6a 75,8+221a
Putrescina 109,4 + 22,8 a 1125+128a
Cadaverina 101,7 £ 26,2 a 1116 +17,2a
Histamina 89,0+214a 98,4+10,2a
Tiramina 74,7+ 15,6 a 69,3+12,7a
Espermidina 21,7+8,1a 79,8+ 154b
Espermina 79+22a 58,0+ 26,8b

*Médias seguidas de letras diferentes nas linhas indicam diferenca significativa (p < 0,05)

3. 3. 2 Quantificacdo de aminas biogénicas em farinha de suinos do Grupo 1,

elaborada experimentalmente

Os testes de normalidade, homocedasticidade e independéncia de residuos
foram atendidos e evidenciaram n&o ser necessaria a transformacgéo dos dados. Foi
detectada interagcédo entre temperatura e tempo de armazenamento para os teores de
feniletilamina (F = 210,25, p <0,0001); putrescina (F = 268,56, p < 0,0001); cadaverina
(F = 46,02, p < 0,0001); histamina (F = 14,04, p < 0,0001); tiramina (F = 376,16, p <
0,001); espermidina (F = 2,80, p = 0,04) e espermina (F = 9,20, p < 0,0001), como

indicado na tabela 5 e nas figuras 3 e 4.
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Figura 3 - Teores de feniletilamina (A), putrescina (B), cadaverina (C) e histamina (D) (ug g*) de farinhas
oriundas de matrizes suinas armazenadas em temperatura ambiente (Amb: 25°C) e refrigerada (Ref: -
6°C) por diferentes tempos (0, 24, 48 e 72 horas).
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Figura 4 - Teores de tiramina (A), espermidina (B) e espermina (C) (ug g') de farinhas oriundas de
matrizes suinas armazenadas em temperatura ambiente (Amb: 25°C) e refrigerada (Ref: -6°C) por
diferentes tempos (0, 24, 48 e 72 horas).
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Tabela 5 — Teores de aminas biogénicas (ug g*) de farinhas de matrizes suinas mortas e submetidas a diferentes tempos ap6s armazenamento em temperatura
ambiente (25°C) e refrigerada (-6°C)

Tempo (horas)
Aminas
) ] 0 24 48 72
biogénicas i
( ) Condi¢do de armazenamento
HO O
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado /Ambiente Refrigerado
Feniletilamina 2,61 + 0,25 a* |2,61+0,25a |6,44+0,93a 5,56 + 0,26 a 112,17+8,68a |[591+0,68b 189,80+ 8,23 a 294+0,46b
Putrescina 3,04+035a [3,04+0,35a (89,56+6,65a |22,08+0,25b |[182,27+10,77a |1542+1,32b [393,05+15,82a [11,13+0,96b
Cadaverina 36,83+1,64a|36,83+1,64a (134,99+7,40a |64,37+1,13b |[7251+1,98a 55,41+2,13b |53,25+2,59a 27,16 £1,33b
Histamina 2,18+0,34a |2,18+0,34a (21,85+1,70a |(10,86+0,47b |6,24+0,33a 6,86 + 0,34 a 9,66 + 1,58 a 556+0,87b
Tiramina 0,57+0,19a |(0,57+0,19a (23,85+2,29a (1589+0,46b |95,77+3,35a 6,09+0,56 b 7194 +158a 2,70+0,37b
Espermidina [22,12+2,35a |22,12+2,35a |15,31+0,62b |21,91+0,64a (8,18+0,29b 13,81 +0,97a 1(529+0,22b 12,05+0,61a
Espermina 36,59 +3,484a (36,59+3,48a (3269+156b [43,45+096a |1553+0,86Db 27,34+188a |9,81+0,52b 33,04+264a

*Médias (+ erro padrdo) acompanhadas por mesma letra minldscula na linha ndo diferem entre si pelo teste t (p < 0,05) comparando as condi¢bes de
armazenamentos em cada tempo.
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As 48 e 72 horas de armazenamento, foram verificadas diferencgas significativas
entre temperaturas de armazenamento para o teor de feniletilamina (Tabela 5). Na
comparacao do tempo, ajustou-se um modelo de regressao polinomial quadratico
para o armazenamento em temperatura ambiente (TA) (F = 184,8630, gl = 2, p <
0,0001) e temperatura resfriada (TR) (F = 173,6486, gl = 2, p = 0,05) (Figura 3A). Sob
TA, o teor de feniletilamina aumentou 111,3% entre 48 e 72 horas de armazenamento,
mas sob TR houve reducdo de 11,6 e 87,1% entre 24 e 48 horas e 24 e 72 horas,
respectivamente (Figura 3A). Derivando-se os modelos matematicos, 0 maximo teor
de feniletilamina foi obtido as 7,8 horas em TA e 31,7 horas em TR.

Os teores de putrescina medidos as 24, 48 e 72 horas foram significativamente
diferentes entre TA e TR (Tabela 5). Os tempos de armazenamento foram
comparados segundo modelos de regressao polinomial quadratica ajustados para TA
(F = 346,1528, gl = 2, p < 0,0001) e TR (F = 37,0013, gl = 2, p < 0,0001). Entre 48 e
72 horas, o teor de putrescina aumentou em 93,2% em TA e diminuiu em 48,5% em
TR (Figura 3B). O maximo teor de putrescina foi obtido as 13,8 horas em TA e 40
horas em TR.

O teor de cadaverina medido as 24, 48 e 72 horas foi estatisticamente diferente
entre temperaturas de armazenamento (Tabela 5). Os tempos de armazenamento
foram comparados segundo modelos de regressédo polinomial quadratica ajustados
para TA (F = 19,8999, gl = 2, p < 0,0001) e TR (F = 142,1211, gl = 2, p < 0,0001)
(Figura 3C). Os maiores acréscimos, de 133,6 e 142,9%, foram obtidos entre zero e
24 horas e entre zero e 48 horas, respectivamente, em TA e de 70,0 e 78,9% durante
0s mesmos periodos em TR. O méximo teor de cadaverina foi obtido as 37,8 horas
em TA e 39,5 horas em TR.

O teor de histamina diferiu estatisticamente entre temperaturas de
armazenamento medido as 24, 48 e 72 horas (Tabela 5). Os tempos de
armazenamento foram comparados segundo modelos de regressdo polinomial
guadratica ajustados para TR (F = 18,9891, gl = 2, p < 0,0001), mas néo foi possivel
ajustar modelo de regressao para TA (Figura 3D). O maximo teor de histaminaem TR
foi obtido as 42,5 horas, cujo valor foi 79,0% maior que o medido as 24 horas.

O teor de tiramina medido as 24, 48 e 72 horas foi estatisticamente diferente
entre TA e TR (Tabela 5). Os tempos de armazenamento foram comparados segundo
modelos de regressédo polinomial quadratica ajustados para TA (F = 57,2986, gl = 2,
p < 0,0001) e TR (F = 23,9910, gl = 2, p < 0,0001) (Figura 4A). O teor de tiramina
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aumentou em 64,1% e 77,8% entre 24 e 48 horas e entre 24 e 72 horas em TA,
respectivamente. O maximo teor de tiramina foi obtido as 66,5 horas em TA e 33,3
horas em TR.

Os teores de espermidina medidos as 24, 48 e 72 horas foram
significativamente diferentes entre TA e TR (Tabela 5). No entanto, diferente das
demais aminas avaliadas, os teores de espermidina foram inferiores em TA em
comparacao TR. Os tempos de armazenamento foram comparados segundo modelos
de regressdo polinomial quadratica ajustados para TA (F = 105,3341, gl = 2, p <
0,0001) e TR (F = 26,8189, gl = 2, p < 0,0001) (Figura 4B). Em TA, houve reducéo de
26,9, 53,9 e 80,8% as 24, 48 e 72 horas em comparagdo com O tempo zero,
respectivamente, enquanto que em TR a reducéo observada foi de 16,7, 33,4 e 50,0%
nos mesmos periodos. O maximo teor de espermidina foi obtido as 2,6 horas em TA
e 1,8 horas em TR.

A espermina apresentou comportamento similar a espermidina, com valores
inferiores em TA do que em TR. Os tempos de armazenamento foram comparados
segundo modelos de regressao polinomial quadratica ajustados para TA (F = 30,3529,
gl =2, p=0,0314), com decréscimos de 25,7, 51,4 e 77,1% as 24, 48 e 72 horas em
relacdo ao tempo zero, respectivamente (Tabela 5). No entanto, ndo foi possivel
ajustar modelo de regresséo para TR (Figura 4C). O maximo teor de espermina foi

obtido as 7,8 horas em TA.

3. 3. 3 indice de aminas biogénicas (BAI)

Os indices de aminas biogénicas calculados demonstraram diferengas para o
armazenamento, com valores absolutos superiores obtidos em TA (Tabela 6).
Analisando o0 armazenamento em temperatura ambiente ao longo do tempo, os
valores dos indices aumentaram, independentemente das férmulas de calculo
aplicadas. Considerando a equacgdo 1, relativa a espermidina e a espermina, o
armazenamento superior a 24 horas foi considerado classe 3, ou seja, estagio de
decomposicdo. Adotando a equacao 2, a classificacdo foi de deteriorada dentro do

periodo de 24 horas (Tabela 7).
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Tabela 6 — indice de aminas biogénicas (BAI) (ug g?) de farinhas de matrizes suinas mortas e submetidas a diferentes tempos apds armazenamento em
temperatura ambiente (25°C) e refrigerada (-6°C)

Tempo (horas)

0 24 48 72
BAI (ug g*) —

Condicao de armazenamento

Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado
Equacgéo 1! 0,75+ 0,21* 0,75+0,21 5,02 + 0,67 1,51 +0,06 11,31+2,35 1,81+0,19 28,27 £ 5,40 0,96 + 0,11
Equacéo 22 42,63 + 6,21 42,63 + 6,21 270,26 £ 50,45 | 112,68 £ 6,65 |365,50+ 29,50 |87,10+ 13,13 |518,17 +50,90 | 44,48 + 7,65
Equacéo 2b? 45,24 + 6,62 45,24 + 6,62 276,70 £ 52,50 | 117,01 £ 6,77 |481,88+52,48 |97,00 £ 13,92 |705,74 70,75 | 47,06 = 8,86

1Equacéo 1: Mietz & Karmas (1977); 2Equacédo 2: Hernandez-Jover et al. (1996); 3Equacao 2b: adaptada de Hernandez-Jover et al. (1996), com acréscimo da

feniletilamina. *Médias * erro padréo.

Tabela 7 — Andlise descritiva geral das equacdes para o indice aminas biogénicas (BAI) (ug g1) de farinhas de matrizes suinas mortas e submetidas a diferentes
tempos ap6s armazenamento em temperatura ambiente (25°C) e refrigerada (-6°C)

Analise descritiva Equacéo 1! Equacao 22 Equacao 2b®
Numero de amostras 53 55 53

Média 6,62 189,24 235,97
Valor minimo 0,49 33,73 36,19

Valor maximo 36,22 581,98 788,14

CV (%)* 142,51 91,66 101,19

*CV: Coeficiente de variagdo. *Equacao 1: Mietz & Karmas (1977); 2Equacao 2:

al. (1996), com acréscimo da feniletilamina.

Hernandez-Jover et al. (1996); 3Equacéo 2b: adaptada de Hernandez-Jover et
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O indice (BAI) das farinhas comerciais (amostras Grupo 3) (Figura 5) e farinhas
produzidas experimentalmente (amostras Grupo 1) foi semelhante até 24 horas ap0s
a morte de animais por causas nao infecciosas em temperatura refrigerada (Tabela
6). Entretanto, os BAI das farinhas produzidas experimentalmente (amostras do Grupo
1) com o tempo superior de 24 horas de armazenamento em temperatura ambiente
foram semelhantes com as farinhas do Projeto Piloto (amostras Grupo 2) (Tabela 6 e
Figura 5).
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Figura 5 - indice de aminas biogénicas (BAI) (ug g1) de farinhas comerciais e produzidas em unidade
dedicada a processamento de suinos ndo abatidos coletadas em granjas (projeto Piloto*). Equacao 1:
Mietz & Karmas (1977); Equacdo 2: Hernandez-Jover et al. (1996); Equacgdo 2b: adaptada de

Hernandez-Jover et al. (1996), com acréscimo da feniletilamina.
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3.4 Discussao

A acumulacdo de aminas biogénicas em determinados produtos demanda a
associacao de alguns fatores predisponentes, como a ocorréncia de microrganismos
portadores de enzimas descarboxilases, disponibilidade de aminoacidos precursores,
condicbes ambientais favoraveis para o crescimento ou atividade de microrganismos
aminogénicos e fatores tecnologicos. Dentro das condicfes ambientais, a temperatura
e o tempo de armazenamento provavelmente tém grande impacto no crescimento de
microrganismos de deterioragdo, que produzem compostos descarboxilantes,
podendo influenciar qualitativa e quantitativamente a producdo de aminas biogénicas
(GARDINI et al., 2016).

A diferenga de valores entre putrescina e cadaverina estd associada a sua
formacgé&o. A cadaverina é originada a partir de lisina independentemente do contetdo
bacteriano. A putrescina é produzida a partir da arginina e é mais suscetivel a
descarboxilacdo bacteriana que a cadaverina (DAINTY et al., 1986). Os dados do
presente estudo indicam a presenca mais prolongada de substrato para a formacgao
de putrescina e reducédo de substrato (lisina) para formagcdo de cadaverina. Fato
similar a cadaverina ocorre no processo de formacéo de histamina a partir de histidina.
Embora ndo tenha sido feita a contagem de bactérias das farinhas avaliadas, com
base em estudos publicados e nos resultados obtidos, pode-se inferir que existiu alta
atividade de processos de descarboxilases, gerando os altos indices de putrescina
(KAROVICOVA; KOHAJDOVA, 2005; FRAQUEZA et al., 2012).

Por outro lado, os dados do presente estudo ndo corroboram com Tamim &
Doer (2003), que ao analisarem carcaga de frangos observaram maiores valores de
cadaverina em comparacao a putrescina, podendo esta diferenca estar associada a
matriz analisada e a composicéo bacteriana presente durante o processo de formagao
das aminas biogénicas.

Os valores de feniletilamina aumentaram ao longo do tempo em farinhas
armazenadas em temperatura ambiente (Figura 3A) (amostras Grupo 1). Tamim &
Doer (2003) também registraram comportamento similar em carcacas de frango
armazenadas durante 72 horas em temperatura de armazenamento de 30°C. A
histamina e tiramina, consideradas toxicas, apresentaram seus maiores teores em

farinhas de carcacas armazenadas em temperatura ambiente. No entanto, os teores
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de histamina e tiramina foram menores que os de feniletilamina, putrescina e
cadaverina ao longo do tempo em temperatura ambiente. Entretanto, essas Ultimas
podem potencializar o efeito de toxicidade de histamina e tiramina (ALVAREZ;
MORENO-ARRIBAS, 2014).

As aminas espermidina e espermina apresentaram teores reduzidos em
comparacao as demais aminas biogénicas e tenderam a diminuir ao longo do tempo,
principalmente em temperatura ambiente. Os dados corroboraram com a literatura
(HALASZ et al., 1994; BARDOCZ, 1995; RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO,
2004; JAIRATH et al., 2015), indicando que a espermidina e a espermina geralmente
apresentam teores constantes ou diminuem durante o armazenamento e/ou
processamento. Por serem aminas produzidas por enzimas enddgenas presentes
naturalmente nos tecidos de seres vivos (SANTOS, 1996), sua producdo foi pequena
quando comparada com as aminas exégenas

Foi observado que o teor de algumas aminas, principalmente da espermidina e
da espermina, foi subestimado na presenca de formaldeido. As amostras de farinhas
comerciais analisadas foram provenientes de varios estabelecimentos no Brasil e
alguns utilizam produtos contento o formaldeido para fins de controle e prevencao de
Salmonella. A subestimacdo de espermina e espermidina pode estar associada a
formacao de um complexo entre o formaldeido e as aminas biogénicas (BINZ, 1940;
FALCK et al., 1962; FERNANDEZ; BUTLER, 1963; LATYPOVA et al., 2013). A
formacdo deste complexo ocorre em meio basico, onde também ocorre a reacao de
derivatizacdo entre as aminas e o derivatizante cloreto de dansila, o que resulta na
competicao pelo sitio ativo do analito, com consequente efeito sobre a quantificagdo
e posteriormente sobre o indice de aminas biogénicas.

A adequacédo do indice de aminas biogénicas como um indicador de qualidade
de farinhas de origem animal deve ter por base a utilizacdo em sua equacao de aminas
gue aumentam durante o processo de putrefacdo (STADNIK; DOLATOWSKI, 2010).
A equacdo 2b demonstrou comportamento semelhante a equacgéo registrada por
Hernandez-Jover et al. (1996).

Diferentes férmulas sdo propostas para indicar o indice de aminas biogénicas.
No entanto, para farinha de suinos, a utilizacao de equac¢des que nao incluem aminas
enddgenas pode apresentar resultados homogéneos. A partir do coeficiente de
variacao, € possivel avaliar a consisténcia de dados e sua homogeneidade, permitindo

a comparacao de séries de valores de medidas distintas. Portanto, quanto menor o
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coeficiente de variagdo mais homogéneo serd o grupo de dados. Segundo Garcia
(1989), medidas de dispersdo, como o CV, também devem ser utilizadas para a
interpretacdo dos resultados, juntamente com a média, a fim de obter conclusées mais
assertivas.

O indice proposto por Mietz & Karmas (1977) (Equacdo 1) apresentou CV
elevado. Esse indice é de dificil aplicabilidade em matrizes de farinha porque inclui
aminas endogenas, cuja quantificacdo pode ser alterada na presenca de formaldeido,
adicionado durante ou apos a fabricacédo de farinhas. Entretanto, o indice de aminas
biogénicas de Hernandez-Jover et al. (1996) (Equacdo 2) e o indice sugerido no
presente trabalho (Equacao 2b) apresentaram coeficientes de variagdo proximos.

Ainda, quanto a definicdo de um limite maximo aceitavel apresentado por um
indices de aminas biogénicas para estabelecer padrées de qualidade de farinhas de
suinos deve ser mais pesquisada, especialmente quanto a sua toxicidade quando

utilizada na alimentag&o animal.

3.5 Conclusdes

O tempo e a forma de acondicionamento interferem na producdo de aminas
biogénicas das farinhas, onde farinhas oriundas de matrizes suinas mortas e apos 24
horas de armazenamento em temperatura ambiente apresentam teores de
feniletilamina, putrescina e tiramina superiores quando comparadas a condicao de
armazenamento refrigerado.

Os teores de espermidina e espermina apresentam decréscimos apos 24 horas
de armazenamento em temperatura ambiente.

O indice adaptado (BAI = putrescina + cadaverina + histamina + tiramina +
feniletilamina) demonstra maior afinidade com farinha de origem suina, contemplando
maior numero de aminas biogénicas envolvidas no processo de deterioracao.

Amostras que apresentam maiores indices de aminas biogénicas, sofreram

elevada deterioracao.
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4 Artigo 2 — Utilizacdo de farinhas de matrizes suinas mortas por causas nao
infecciosas na nutricdo de frangos de corte

4.1 Introducao

A criacdo intensiva e o adensamento da producdo animal nas regifes
produtivas geram um importante problema, relacionado a destinacdo de animais que
morrem durante a criacdo. Com base em informacdes do IBGE (2016) e da
Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA), estima-se que o volume de animais
mortos pode atingir trés milhdes de toneladas/ano no Brasil, considerando toda a
producdo pecuaria. Calcula-se que em se tratando apenas de frangos de corte e
suinos, a quantidade de animais mortos no Brasil ultrapasse 300.000 toneladas/ano,
representando mais de R$200 milhdes/ano de perdas (KRABBE; WILBERT, 2016),
além de eventuais passivos ambientais.

Dentre os possiveis destinos das carcacas de animais mortos esta a producao
de farinha e gordura, tema controverso e objeto deste estudo. As farinhas de origem
animal sdo ingredientes importantes, seu uso na formulacdo de dietas é facilitado
devido ao seu alto valor nutricional, pois contém aminoacidos, energia, minerais, como
calcio e fosforo e vitamina B12 (NUNES et al.; 2006; BUTOLO, 2010), além de possuir
um preco de mercado atrativo, e tém despertado interesse para a alimentacao e
melhoria do desempenho animal (FIRMAN, 2006).

Contudo, deve haver cautela quanto aos aspectos relativos as aminas
biogénicas, peréxidos, bactérias, odor e cor das farinhas, pois esses fatores podem
afetar a qualidade final das racdes e, consequentemente, a qualidade da carne das
aves alimentadas com dietas utilizando essa matéria-prima (BELLAVER, 2010).

Durante os anos de 1968 e 1970, no Peru, ocorreram relatos de mortalidade de
frangos de corte, considerando como causa o vdmito negro, originado de erosdes de

moela (JOHNSON; PINEDO, 1971). Os autores relacionaram o aparecimento das
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lesbes da moela com o uso de farinha de peixe na alimentagéo das aves, justificando
assim que as causas seriam substancias toxicas, provavelmente de natureza quimica,
encontradas nas farinhas em deterioracao.

A deterioracdo de produtos proteicos esta relacionada a teores de aminas
biogénicas, que por sua vez, quando em elevadas quantidades nos alimentos, podem
interferir no crescimento e diferenciacdo celular, resposta imune, problemas
metabdlicos, alteracbes histoldgicas e toxicidade (SHALABY, 1996; MAFRA et al.,
1999; LADERO et al., 2010). A toxicidade destes compostos, ainda é pouco descrita
na literatura, sendo seus fundamentos fisiolégicos e bioquimicos pouco
compreendidos em aves, devido a interagdo entre aminas de base dietética e
fisiol6égicas serem complexas (BARNES et al., 2001).

Na producdo animal o desencontro de informa¢Bes quanto a presenca de
aminas biogénicas e suas consequéncias fisiol6gicas em aves € grande, ndo existindo
atualmente um valor maximo para o conjunto de aminas encontradas em fontes de
origem animal (JANSSEN, 1971; LU et al., 1982; FOSSUM et al., 1988; MORSI et al.,
1992; BAKKER; HUISMAN, 1994; BARNES et al., 2001; HASHEMI et al., 2014; OHH
et al., 2016). No entanto, visando minimizar a presenca destes compostos em farinhas
de origem animal, o processamento das porc¢des ndo aproveitaveis do abate animal
deve ser realizado no menor intervalo de tempo possivel apos o abate (BELLAVER,
2005). A legislacéo brasileira (MAPA — IN 34/2008), preconiza que esse tempo nao
ultrapasse 24 horas seguidas do abate, evitando assim a putrefacdo (BELLAVER,
2005).

Considerando a inexisténcia de legislagdo que estabeleca as condicbes
operacionais para a coleta e industrializacdo de animais mortos por causas nao
infecciosas em propriedades rurais, e devido a alta exigéncia quanto a qualidade
nutricional e sanitaria, faz-se necessario um estudo sobre a padronizacdo de
procedimentos, visando boas praticas de fabricagdo e assegurando maior
confiabilidade e qualidade da farinha de origem animal produzida.

Assim, objetivou-se por meio do presente estudo avaliar o uso de farinhas
oriundas de carcacas de suinos mortos por causas nao infecciosas armazenadas em
temperatura ambiente e sob refrigeracéo por diferentes tempos, sobre parametros

produtivos e fisioldgicos de frangos de corte.
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4.2 Materiais e métodos

Todos os procedimentos de experimentacdo animal utilizados no presente
estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Embrapa Suinos e Aves, sob o0 nimero 012/2016.

O estudo foi realizado na Embrapa Suinos e Aves, ho municipio de Concordia,
Santa Catarina (SC), Brasil (27°14'02”S, 52°01’40”0 e altitude de 550m), como parte
dos estudos vinculados ao projeto “Tecnologias para Destinagdo de Animais Mortos”
(TEC-DAM).

4. 2.1 Animais, instalacdes e manejo experimental

Foram utilizados 770 frangos de corte machos, da linhagem Cobb500, com um
dia de idade, oriundos de incubatério comercial, alojados em gaiolas de metal, 10
animais por gaiola, equipadas com um comedouro tipo calha e dois bebedouros tipo
nipple por gaiola, com fornecimento de agua e racdo a vontade. As condi¢cfes de
ventilagdo, temperatura, umidade relativa do ar e iluminagédo foram controladas,

conforme o manual da linhagem (COBB, 2015).

4. 2.2 Delineamento e dietas experimentais

O delineamento experimental foi em blocos completamente ao acaso, em
esquema de fatorial, com 11 repeticdes, sendo o fatorial composto pelos
acondicionamentos (ambiente e refrigerado) e os tempos de acondicionamento (24,
48 e 72 horas), além do tempo zero que correspondeu ao grupo controle.

No primeiro dia de vida as aves foram pesadas individualmente e distribuidas
de acordo com o peso, permitindo que todos os tratamentos tivessem 11 blocos, que
corresponderam as repeticbes, com aves de peso uniforme dentro de cada bloco, em
uma faixa de peso que variou de 41 a 53g.

A farinha de origem animal utilizada no presente trabalho foi produzida a partir

de carcacas de suinos mortos por causas nao infecciosas mantidas sob duas
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temperaturas, por até 72 horas, sendo os tratamentos uma combinacdo da
temperatura de armazenamento e o tempo em horas, conforme descrito a seguir
(Quadro 1).

Quadro 2 - Armazenamento das matrizes suinas pré-processamento de farinhas.

Farinhas Armazenamento das carcacas de suinos pré-processamento da farinha
Farinha 1 momento 0 hora

Farinha 2 momento 24 horas sob acondicionamento refrigerado (-6°C)
Farinha 3 momento 24 horas sob acondicionamento ambiente (25°C)

Farinha 4 momento 48 horas sob acondicionamento refrigerado (-6°C)
Farinha 5 momento 48 horas sob acondicionamento ambiente (25°C)

Farinha 6 momento 72 horas sob acondicionamento refrigerado (-6°C)
Farinha 7 momento 72 horas sob acondicionamento ambiente (25°C)

As dietas foram elaboradas de acordo com as exigéncias nutricionais para
frangos de corte, conforme proposto por Rostagno et al. (2011). Assumiu-se que
niveis de 10% de inclusdo das farinhas nas dietas estariam dentro de uma faixa
fisiologicamente aceitavel, a ponto de ndo afetar o desempenho animal e as respostas
avaliadas, estando de acordo com faixas de utilizacdo praticadas pela indastria do
setor e em consonéancia com Rostagno et al. (2011), conforme apresentado no Anexo
A.

Assim, os tratamentos (dietas) consistiram em: T1 = dieta com incluséo de 10%
de Farinha 1; T2 = dieta com inclusdo de 10% de Farinha 2; T3 = dieta com incluséo
de 10% de Farinha 3; T4 = dieta com inclusédo de 10% de Farinha 4; T5 = dieta com
inclusédo de 10% de Farinha 5; T6 = dieta com inclusdo de 10% de Farinha 6; T7 =
dieta com inclusdo de 10% de Farinha 7. As farinhas encontram-se descritas no
guadro 1.

Por meio do indice de aminas biogénicas, foram mensurados os valores totais
de aminas biogénicas para cada tratamento do presente estudo, conforme o quadro
2.
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Quadro 2 - indice de aminas biogénicas de farinha de matrizes suinas mortas por causa nio infecciosa.

Tratamentos indice de Aminas Biogénicas (ug g%)
T1 - Farinha 1 45,24
T2 — Farinha 2 117,01
T3 — Farinha 3 276,70
T4 — Farinha 4 97,01
T5 — Farinha 5 481,88
T6 — Farinha 6 47,06
T7 — Farinha 7 705,74

As variaveis de desempenho foram avaliadas aos sete, 14 e 21 dias de idade,
onde as aves foram pesadas para obter o peso médio corporal (PMC) e para
determinacao do ganho de peso médio (GPM). A racéo fornecida e as sobras também
foram pesadas em cada fase de idade avaliada, para determinar o consumo médio de
racdo (CMR) e a converséo alimentar (CA), obtida através da relagdo CMR/GPM.

Aos 21 dias, foi avaliado também o peso relativo dos 6rgéos, considerando
duas aves por unidade experimental. A moela (sem conteudo), o proventriculo, o
figado e a bolsa cloacal foram pesados, utilizando-se uma balanca digital, com
precisdo de 0,001g, para mensurar o peso relativo (% PR = peso do érgao x 100/peso
corporal) em relacdo ao peso corporal de cada ave no momento da eutanasia.

Foram coletadas amostras de sangue de duas aves por repeticdo, das quais 0s
seguintes parametros foram avaliados: acido Urico, creatina, transaminase glutamico-
oxalacética (TGO), transaminase glutamico-pirivica (TGP) e albumina. As andlises
foram realizadas pelo Laboratério Concérdia, por meio do Kit Analisa®, sendo TGO e
TGP por método Cinético-UV, creatinina por método Cinético colorimétrico, albumina
por método Colorimétrico Verde de Bromocresol, e acido urico por método Enzimatico

Colorimétrico.

4.2.3 Andlise estatistica

by

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) (p < 0,05).

Constatando-se significancia estatistica, o efeito do acondicionamento foi comparado
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pelo teste t (p < 0,05). Os efeitos do tempo (horas) foram avaliados por modelos de
regressao (p < 0,05), conforme segue:

Y, =B + 1 X; + ﬁinz + &, (6)

em que: Y; = variavel resposta; f,= variavel resposta correspondente ao ponto minimo
da curva; B; e B, = coeficientes de regressdo de efeito linear e quadratico,
respectivamente; X; = i-ésimo nivel da variavel independente (horas); X? = i-ésimo
nivel da variavel independente ao quadrado; ¢; = erro aleatério. A selecdo do modelo
foi baseada no baixo residuo, baixo p-valor, e altos R? (coeficiente de determinacao)

e R? adj (coeficiente de determinac¢éo ajustado).

4.3 Resultados

Os efeitos da condicdo de acondicionamento e do tempo de armazenamento
das carcacas foram avaliados através das respostas de peso corporal (Tabela 8). Os
frangos apresentaram pesos meédios semelhantes entre os tratamentos, ndo havendo
diferenca estatistica (p > 0,05) para a variavel, durante os periodos avaliados. A

interacd@o entre tempo e acondicionamento também nao foi constatada (p > 0,05).
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Tabela 8 — Peso vivo (PV) de frangos de corte Cobb500, machos, criados até os 21 dias de idade,
alimentados com dietas contendo 10% de farinha de matrizes suinas mantidas sob diferentes tempos
e condicdes de armazenamento previamente a sua transformacédo em farinhas (média + erro padrao)

Fatores PV inicial PV 7 dias PV 14 dias PV 21 dias
Tempo pré-processo

(h) g/ave

0 47,24 + 2,98 207,12 £ 6,43 555,70 + 16,64 1022,30 + 22,92
24 47,35+ 2,94 207,33 £ 8,39 557,29 + 25,58 1032,80 + 36,31
48 47,36 + 2,87 210,84 £ 6,37 567,26 £ 19,14 1034,10 + 30,86
72 47,29 + 2,92 207,24 £ 8,45 553,72 £ 21,15 1019,10 + 26,56
Acondicionamento

pré-processo g/ave

Refrigerado (-6°C) 47,31 + 2,86 208,96 £ 7,74 561,74 + 21,60 1029,20 + 28,60
Ambiente (25°C) 47,30 + 2,93 207,26 £ 7,28 555,25 + 20,48 1025,60 + 31,48
Probabilidade (p)

Tempo 0,9991 0,3113 0,1498 0,3231
Acondicionamento (A) | 0,9893 0,2841 0,1498 0,5495

TvsA 1 0,771 0,702 0,1025

Na tabela 9 sao apresentados os valores médios observados para consumo de

racdo. E possivel verificar que ndo ocorreu diferenca entre tratamentos (p > 0,05),

permitindo inferir que nem o tempo de pré-processamento ou a condicdo de

acondicionamento dos animais mortos previamente a sua transformacao em farinha,

assim como a interagdo entre estes fatores, ndo afetaram o consumo alimentar para

os periodos compreendidos entre um a sete, sete a 14 e 14 a 21 dias. Contudo, os

resultados mostram que houve interagcdo entre o tempo e a condicdo de

acondicionamento, impactando no consumo alimentar na semana correspondente ao

periodo de 14 a 21 dias. Possivelmente, a medida que as aves passam a ter consumos

mais expressivos, e, por consequéncia, ingerindo maiores niveis de aminas

biogénicas, podem estar se intoxicando de forma mais significativa. Estudos mais

prolongados podem inferir sobre essa hipétese com mais detalhamento.
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Tabela 9 — Consumo alimentar (CR) de frangos de corte Cobb500, machos, criados até os 21 dias de
idade, alimentados com dietas contendo 10% de farinha de matrizes suinas mantidas sob diferentes
tempos e condi¢cdes de armazenamento previamente a sua transformacédo em farinhas (média + erro

padrdo)

Fatores

CR 1-7 dias

CR 7-14 dias

CR 14-21 dias

CR 1-21 dias

Tempo pré-processo (h)

g/avelperiodo

0 163,94 £ 5,45 | 381,02 + 16,61 | 568,68 + 25,78 |1105,20 * 48,45
24 164,66 + 7,66 | 384,50 + 21,28 | 572,40 + 30,06 |1126,10 + 44,34
48 166,37 + 6,92 | 391,61 + 19,82 | 582,59 + 30,548 | 1135,60 + 45,04
72 166,40 + 7,15 | 381,19 + 18,24 | 565,61 + 21,16 |1124,50 + 32,60

Acondicionamento pré-processo

g/avelperiodo

Refrigerado (-6°C)
Ambiente (25°C)

165,88 + 7,10
164,81 + 6,55

385,26 + 19,77
383,90 + 18,86

570,79 + 26,21
574,34 + 29,04

1120,5 + 48,55
1124,7 + 39,18

Probabilidade

Tempo 0,557 0,2432 0,2457 0,1404
Acondicionamento 0,4751 0,7452 0,6056 0,6513
TvsA 0,9383 0,9815 0,0386 0,2922

Na tabela 10, observa-se o ganho de peso, sendo possivel a constatacédo de
que nao houve influéncia significativa (p > 0,05) dos tratamentos sobre este
parametro, assim como néo foi verificada interacdo entre os fatores que constituiram
os tratamentos. Durante os periodos semanais e no periodo total de um a 21 dias de
idade, os frangos apresentaram ganho de peso crescentes, como esperado de acordo

com o manual da linhagem.



56

Tabela 10 — Ganho de peso (GP) de frangos de corte Cobb500, machos, criados até os 21 dias de
idade, alimentados com dietas contendo 10% de farinha de matrizes suinas mantidas sob diferentes
tempos e condi¢cdes de armazenamento previamente a sua transformacédo em farinhas (média + erro

padrdo)

Fatores

GP 1-7 dias

GP 7-14 dias

GP 14-21 dias

GP 1-21 dias

Tempo pré-processo (h)

g/ave/periodo

0 159,88 + 5,47 |348,59 + 11,84 | 465,27 +11,86 | 974,81 + 22,22
24 160,97 £ 6,71 | 349,95+ 18,54 | 475,50 + 25,15 | 985,44 + 36,41
48 164,23 £ 6,70 | 355,68 + 13,39 | 466,82 + 26,01 | 986,72 + 29,73
72 159,95+ 7,61 |346,48 + 15,99 | 466,46 + 27,32 | 971,62 * 26,62

Acondicionamento pré-processo

gl/ave/periodo

Refrigerado (-6°C) 162,07 £ 7,56 |352,36 + 15,50 (457,14 + 25,10 | 981,77 £ 27,77
Ambiente (25°C) 160,44 £ 5,88 |347,99 + 14,91 (470,05 + 22,16 | 978,23 £ 31,52
Probabilidade (p)

Tempo 0,1185 0,2277 0,4445 0,3030
Acondicionamento 0,2598 0,1816 0,5692 0,5531

TvsA 0,9261 0,6651 0,0595 0,0997

A conversao alimentar (Tabela 11) para o periodo um a 21 dias idade nao
apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos (p > 0,05). E possivel observar
que durante o periodo entre 14 e 21 dias ocorreu diferenca para o tempo de
armazenamento (p = 0,0160) e no periodo entre um a sete dias foi observada resposta
significativa para o fator condicdo de acondicionamento (p = 0,021). No entanto, os
valores ndo se mantém ao longo dos periodos, bem como no periodo acumulado de
vida das aves. A interacdo entre acondicionamento e tempo nédo foi observada para a

variavel analisada (p > 0,05).
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Tabela 11 — Converséo alimentar (CA) de frangos de corte Cobb500, machos, criados até os 21 dias
de idade, alimentados com dietas contendo 10% de farinha matrizes suinas mantidas sob diferentes
tempos e condi¢cdes de armazenamento previamente a sua transformacédo em farinhas (média + erro

padrdo)

Fatores CA 1-7 dias CA7-14 dias |CA 14-21 dias |CA 1-21 dias
Tempo pré-processo (h)

0 1,04 £ 0,02 1,09 + 0,02 1,24 £ 0,05 1,15+ 0,02
24 1,03 £ 0,03 1,10 £ 0,03 1,21 £ 0,04 1,14 £ 0,03
48 1,03+ 0,03 1,10+ 0,03 1,24 + 0,05 1,15+ 0,03
72 1,05+ 0,03 1,10 £ 0,04 1,21 £ 0,03 1,15+ 0,02
Acondicionamento pré-processo

Refrigerado (-6°C) 1,03+ 0,03 1,09 £ 0,03 1,22 + 0,04 1,14 + 0,02
Ambiente (25°C) 1,04 £ 0,03 1,10+ 0,03 1,23 £ 0,04 1,15+ 0,03
Probabilidade (p)

Tempo 0,3174 0,8422 0,0160 0,2643
Acondicionamento 0,0210 0,1808 0,3901 0,0871
TvsA 0,1915 0,6782 0,7974 0,7481

Para os parametros sanguineos analisados, ndo foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos (p > 0,05), assim como o tempo pré-processamento
e o acondicionamento da farinha ndo alteraram significativamente a resposta dos

frangos de corte criados até 21 dias de idade (Tabela 12).
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Tabela 12 — Parametros sanguineos de frangos de corte Cobb 500, machos, criados até 21 dias de
idade, alimentados com dietas contendo 10% de farinha de matrizes suinas mantidas sob diferentes
tempos e condigBes de armazenagem sobre parametros sanguineos de frangos de corte Cobb500,
machos, criados até os 21 dias de idade (média + erro padréo)

Acido Urico | Creatinina Albumina
Fatores (mg/dL) (mg/dL) TGO (U/L)* TGP (U/L)** | (g/dL)
Tempo pré-
processo (h)
0 512+2,17 |0,26+0,10 |367,21 +51,05 25,38+3,80 |1,48+0,11
24 544+204 |0,24+0,11 |402,05+97,51 2590+3,80 |1,46+0,16
48 6,10+ 241 |0,23+0,13 |407,74+ 107,66 |26,34+295 |1,48+0,16
72 591+£2,08 |0,29+0,14 |415,63+102,96 |27,24+4,82 |1,52+0,19
Acondicionamento
pré-processo
Refrigerado (-6°C) |5,92+2,14 |0,27+0,12 |401,19+90,67 |26,05+3,76 |1,50+ 0,16
Ambiente (25°C) 534+222 |0,24+0,12 |395,69 + 97,55 26,38+4,18 |1,47+0,16
Probabilidade (p)
Tempo 0,1493 0,0944 0,1328 0,1788 0,4262
Acondicionamento | 0,0847 0,0798 0,7589 0,6126 0,4054
TvsA 0,5883 0,356 0,1406 0,6403 0,5299

*TGO: transaminase glutamico-oxalacética

*TGP: transaminase glutamico-pirtvica

Na tabela 13 é possivel constatar que ocorreram alteracdes a nivel de

proventriculo para o tempo de armazenamento (p = 0,0014), de modo que 0s animais

que receberam dietas em que foram utilizadas farinhas de matrizes suinas mortas a

partir de 24 horas apresentaram efeito quadratico para o tempo (Figura 6A),

demonstrando assim aumento no percentual de proventriculo. Ja com 48 horas, foi

constatado o acréscimo de 46% no percentual de proventriculo, sendo o maior quando

comparado ao tempo zero. Embora néo tenha sido feito analise histolégica, o aumento

do proventriculo pode indicar edema, um dos sintomas de inflamagéo (STUART et al.,
1986; BARNES et al., 2001).
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Tabela 13 — Peso relativo de érgaos de frangos de corte Cobb 500, machos, criados até 21 dias de
idade, alimentados com dietas contento farinhas de matrizes suinas mantidas sob diferentes tempos e
condi¢cbes de armazenagem previamente a sua transformacgéo em farinhas (média + erro padrao)

Fatores Proventriculo? Moela Bolsa cloacal |Figado
Tempo pré-processo (h)

0 0,43 +0,03 2,18+0,03 |0,25+ 0,03 2,07+0,14
24 0,44 £ 0,04 2,11+0,40 |0,25=+0,07 2,07 +£0,19
48 0,47 = 0,06 2,12+0,41 |0,23+0,06 2,16 £ 0,19
72 0,45+ 0,04 2,08+0,42 |0,22+0,05 2,12+ 0,20
Acondicionamento pré-

processo

Refrigerado (-6°C) 0,46 = 0,05 2,13+0,42 |0,24 +0,06 2,12 +0,17
Ambiente (25°C) 0,44 £ 0,04 2,11+0,32 |0,24+0,05 2,08 +0,19
Probabilidade

Tempo 0,0014* 0,6948 0,007** 0,0725
Acondicionamento 0,0613 0,6993 0,3699 0,1782
TvsA 0,7529 0,6718 0,1566 0,5127

1Peso dos 6rgaos expressos em percentual relativo ao peso vivo do animal.

*Efeito quadratico: y = 0,4316 + 0,0014x — 0,00001575x?
** Efeito quadratico: y = 0,2571 — 0,0001x — 0,00005455x2
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Figura 6 - Percentual de proventriculo (A) e bolsa cloacal (B) de frangos de corte alimentados com
farinhas de matrizes suinas mortas por causas nao infecciosas submetidas a diferentes tempos de
acondicionamentos em temperatura ambiente e refrigerada.

A variavel bolsa cloacal apresentou diferenca significativa entre tratamento em
funcdo do tempo pré-processamento (p = 0,0071), ocorrendo o decréscimo no seu
percentual conforme o aumento do tempo decorrido entre a espera dos animais
mortos e a fabricacdo da farinha (Figura 6B). Em 72 horas foi observado o decréscimo
de 112,8% em relacdo ao tempo zero.

O figado e a moela néo apresentaram diferencas estatisticas (p > 0,05) para o
tempo e acondicionamento. Nao foi possivel observar nenhuma interacédo entre os

fatores testados.
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4.4 Discussao

As farinhas utilizadas no experimento derivaram de matrizes suinas abatidas e
submetidas a diferentes tempos e condicbes de armazenamento antes do
processamento, podendo apresentar variantes na qualidade quanto a producéo de
compostos oriundos da decomposicao da carcaca.

As farinhas apresentaram quantidades de aminas biogénicas diferenciadas,
conforme o acondicionamento (ambiente ou refrigerado) e o tempo (horas) em que os
animais mortos foram submetidos previamente a producao das farinhas. Para Ruiz-
Capillas & Jiménez-Colmenero (2004), a formacdo de aminas biogénicas sofre
influéncia de condicbes de processamento e armazenamento da carne. Os autores
ressaltam a inadequada refrigeragdo durante o armazenamento como fator
determinante de interferéncia na formagdo de aminas. Tapingkae et al. (2010)
observaram que aminas biogénicas sdo termoestaveis a exposicdo ao calor
prolongado, considerando o processo de cozimento incapaz de elimina-las.

Alimentos ricos em proteinas, como as farinhas de origem animal, podem
apresentar grandes quantidades de aminas biogénicas, principalmente cadaverina,
histamina e putrescina (BARNES et al., 2001; KAROVICOVA; KOHAJDOVA, 2005;
DE LA TORRE, 2013). Essas aminas estudadas sao relacionadas com sindromes de
ma absorcdo e patologias associadas a proventriculites (STUART et al., 1986;
BARNES et al., 2001).

Em pesquisas relacionadas com aminas biogénicas, Friday et al. (1999),
utilizando 10% de farinhas de peixes na dieta de frangos de corte, e considerando o
desempenho das aves quando ingeriram 9,6 mg/kg de feniletilamina, 98 mg/kg de
putrescina, 214 mg/kg de cadaverina e/ou 262 mg/kg de histamina, observaram que
nao ocorreu diferenga significativa no desempenho dos animais que receberam as
diferentes aminas biogénicas ou o conjunto delas. Esta observac¢ao corrobora com os
dados observados no presente estudo, onde as respostas de desempenho néao
apresentaram diferenca entre os tratamentos, se mantendo superiores aos indicados
no manual da linhagem, que considera a média de 42 g, 186 g, 470 g e 971 g para
peso inicial, aos sete, aos 14 e aos 21 dias, respectivamente.

Na literatura ndo foram encontradas informacdes acerca de farinhas de animais

mortos. No entanto, ha registro de consumo por animais que receberam dietas com
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inclusédo de 3% e 6% de farinha de origem animal convencional, com médias de 1118
e 10969, respectivamente (FARIA FILHO et al., 2002). Segundo os autores, os valores
apresentados demonstram que o aumento da inclusdo tende a diminuir 0 consumo
guando comparados a dietas sem farinha.

Os valores obtidos para consumo de racédo no presente trabalho foram 9%
menores do que o esperado de 1228 g, previsto no manual da linhagem Cobb 500.

Os valores apresentados nas tabelas 10 e 11, para ganho de peso e conversao
alimentar, respectivamente, assemelham-se com o0os mencionados no trabalho de
Sousa et al. (2017), que utilizaram no maximo 5% de inclusdo de farinha de origem
animal nas dietas de frangos. A média entre os tratamentos se encontram similares
as médias de ganho de peso de animais que receberam dietas sem farinha de origem
animal, as quais foram formuladas conforme as do presente trabalho, com niveis
nutricionais recomendados por Rostagno et al. (2011). Os autores ainda relataram que
diferencas encontradas na literatura podem estar relacionadas a variacbes na
composicado nutricional das farinhas utilizadas nos experimentos.

Barnes et al. (2001), ao utilizarem dietas contendo 0,2% de cadaverina e 0,2%
de histamina, observaram menor ganho de peso dos frangos comparado aos
tratamentos com menores inclusdes de aminas biogénicas e concluiram que somente
altas quantidades dessas aminas podem afetar o desenvolvimento das aves.
Entretanto, em estudo adicionando putrescina na dieta de frangos de corte, em niveis
crescentes até 0,05%, observou-se que ocorreu melhoria no peso corporal até 21 dias
(HASHEMI et al., 2014). Os niveis de putrescina, segundo os autores, podem ter efeito
no crescimento dos animais, sendo que o peso e o0 consumo melhoraram e a
conversao néo foi alterada, fato ndo observado no presente trabalho.

Os dados de desempenho de frangos de corte desse estudo corroboram com
Friday et al. (1999) que ao utilizarem um conjunto de aminas biogénicas nao foi
possivel a constatacdo de acédo sobre o desempenho dos frangos. Contudo, Barnes
et al. (2001), ao realizarem dois ensaios onde adicionaram aminas biogénicas nas
dietas das aves em valores de 0,1; 0,2% de histamina, 0,1% de cadaverina e 0,1% de
cadaverina somado a 0,1% de histamina observaram que a presenca de histamina e
cadaverina na dieta podem causar patologias associadas ao proventriculo. Além
disso, relataram que a acdo da histamina e da cadeverina parece ser aditiva ou

sinérgica, indicando que a quantidade total de aminas biogénicas nas dietas seriam
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melhores indicadores para inferir efeitos sobre o desempenho e outros potenciais
problemas.

Embora néo havendo diferencas entre acondicionamentos, € possivel constatar
que com o passar do tempo de armazenamento ocorre aumento percentual do
proventriculo. Este pode ter ocorrido por edema, um dos sintomas de inflamacéo
registrados por Stuart et al. (1986) e Barnes et al. (2001). Ohh et al. (2016), ao usarem
0,4% de histamina adicionada na dieta de frangos de corte, também observaram
alteracdes a nivel de proventriculo, constatando ainda que a histamina induziu varias
patologias associadas a proventriculite do epitélio glandular, fibrose ou edema.

N&o existem relatos de diminuicdo de tamanho de bolsa cloacal em decorréncia
da utilizacao de farinhas de origem animal. Acredita-se que a alteracao da bolsa tenha
relacdo com a quantidade de aminas biogénicas devido a putrefacdo das carcacas
previamente a producdo de farinha, existindo, segundo Tamim & Doerr (2003), um
aumento linear de aminas biogénicas de zero a 72 horas, semelhante as condi¢cdes
utilizadas neste estudo. Casos semelhantes sédo encontrados em dietas contendo
aflatoxina, sendo possivel a constatacdo dos efeitos de toxicidade através da
alteracdo de 6rgdos como a bolsa cloacal (TESSARI; CARDOSO, 2012). Estes dados
sugerem que o sistema humoral adquirido pode estar comprometido pela presenca de
aminas biogénicas.

O fato mencionado acima sugere que 0 mecanismo de resposta a intoxicacao
seja muito parecido. Porém, ndo ocorreram alteracdes para as variaveis de moela e
figado, como observado na tabela 13, assim como ndo houve impacto nos parametros
sanguineos, que se encontram relacionados com os 6rgdos avaliados, os quais
refletem informacdes referentes a alteracbes metabdlicas e salde dos animais,
conforme Yari et al. (2014).

Os resultados para os parametros sanguineos indicam que ndo existiu
interferéncia das aminas biogénicas presentes na dieta sobre as variaveis analisadas,
decorrentes tanto do tempo como do acondicionamento de carcagas previamente ao
processamento e transformacdo em farinhas. A literatura ndo apresenta trabalhos
analisando o efeito da qualidade de farinhas e a presenca de aminas biogénicas sobre
variaveis sanguineas. No entanto, os valores encontrados no presente estudo
encontram-se dentro dos limites aceitaveis na literatura para frangos de corte
(STRINGHINI, 1998; BORSA et al., 2006; MINAFRA et al., 2008; DOURADO et al.,
2017).
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Valores alterados para parametros sanguineos poderiam indicar possiveis
lesbes hepatocelulares e alteragdes na funcao renal (STRINGHINI, 1998; SCHMIDT
et al., 2007; DOURADO et al.,, 2017). Contudo, no presente estudo ndo foram
constatadas alteracGes desta grandeza.

Visto que os animais foram mantidos durante o periodo de 21 dias e que o
consumo de ragdo contendo farinhas com diferentes teores de aminas biogénicas
apresentou efeitos sobre proventriculo e bolsa cloacal, sugere-se novos estudos com
0 consumo mais prolongado, a fim de verificacdo de lesbes e sinais clinicos, como
aumento glandular do proventriculo e, consequentemente, ulceracdes de moela, e
estudos envolvendo outros agentes limitadores de desempenho, pois segundo Barnes
et al. (2001), ndo é descartada a interacdo de aminas com outros agentes causadores,

por exemplo, de proventriculites, tais como micotoxinas.

4.5 Conclusoes

O uso de farinha de matrizes de suinas mortas por causas nao infecciosas néo
influencia os parametros sanguineos e o desempenho de frangos de corte criados até
21dias de idade.

O uso de farinha de matrizes de suinas mortas por causas nao infecciosas

promove efeito deletério no proventriculo e bolsa cloacal.
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5 Consideracdes Finais

Com base nos resultados obtidos no presente estudo € possivel observar que
farinhas produzidas a partir de matrizes suinas sofrem interferéncias na producao de
aminas biogénicas sob diferentes temperaturas de armazenamento e tempo apos
morte do animal.

Farinhas oriundas de matrizes mortas, ap6s 24 horas, armazenadas em
temperatura ambiente apresentam teores de espermidina e espermina apresentam
decréscimo apés 24 horas de armazenamento em temperatura ambiente. Entretanto,
putrescina, cadaverina, histamina, tiramina e feniletilamina os valores s&o superiores
para armazenamento em temperatura ambiente, apds 24 horas, indicando processo
de deterioracao.

A utilizacdo do indice adequado para farinhas de origem suinas como o
adaptado (BAI = putrescina + cadaverina + histamina + tiramina + feniletilamina) no
presente estudo, demonstra maior afinidade, contemplando maior nimero de aminas
biogénicas envolvidas no processo de deterioracdo. Assim, amostras que apresentam
maiores indices de aminas biogénicas indicam elevado grau de deterioragao.

Farinha de matrizes suinas quando utilizadas em 10% na dieta ndo afeta
parametros sanguineos e o desempenho de frangos de corte criados até 21 dias de
idade. Entretanto, em proventriculo e bolsa cloacal sédo observados efeitos deletérios.

Preconizando a qualidade das farinhas utilizadas como ingredientes em racdes
a serem fornecidas a producdo animal, a ado¢do e adaptacdo do BAI (indice de
aminas biogénicas) como um indicador de qualidade de farinhas de origem animal
auxiliaria na escolha de farinhas com menores indices de putrefacdo. A definicdo de
um limite maximo aceitavel de aminas biogénicas para estabelecer padrdes de
qualidade de farinhas de suinos ainda necessita de mais investigacoes,

especialmente quanto a sua toxicidade quando utilizada na alimentacdo animal.



66

Referéncias

ABPA. Associacdo Brasileira de Proteina Animal. Brasilia-DF. Disponivel em:
<http://abpa-br.com.br/>. Acesso em: 21 ago. 2018.

ALVAREZ, M. A.; MORENO-ARRIBAS, M. V. The problem of biogenic amines in
fermented foods and the use of potential biogenic amine-degrading microorganisms
as a solution. Trends in food science & technology, v. 39, n. 2, p. 146-155, 2014.

ANLI, R. E.; BAYRAM, M. Biogenic Amines in Wines. Food Reviews International,
v. 25, n. 1, p. 86-102, 2008.

ASSIS, D. C. S. et al. Evaluation of the internal quality of commercial eggs by
searching of the bioactive levels. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinéria e
Zootecnia, v. 68, n. 2, p. 517-524, 2016.

BAKKER, N. P. M.; HUISMAN, J. The effect of biogenic amines in young chickens.
In: PROCEEDINGS OF INTERNATIONAL CONFERENCE ON EUROPEAN FOOD
TOXICOLOGY, 4.,1994. Proc... p. 72-76, 1994.

BARDOCZ, S. Polyamines in food and their consequences for food quality and
human health. Trends in Food Science & Technology, v. 6, n. 10, p. 341-346,
1995.

BARNES, D. M. et al. Effects of biogenic amines on growth and the incidence of
proventricular lesions in broiler chickens. Poultry science, v. 80, n. 7, p. 906-911,
2001.

BEDENDO, G. et al. Levantamento do teor de aminas biogénicas em farinhas de
origem animal provenientes de diferentes estabelecimentos. Comunicado
Técnico 551. Concordia: Embrapa Suinos e Aves, 2018. 8 p.

BELLAVER, C. Limitacdes e vantagens do uso de farinhas de origem animal na
alimentacdo de suinos e de aves. In: SIMPOSIO BRASILEIRO ALLTECH DA



67

INDUSTRIA DE ALIMENTACAO ANIMAL, 2, 2005, Curitiba. Anais... Curitiba:
Alltech, 2005.

BELLAVER, C. Farinhas e gorduras de origem animal. In: REGINA, R. Nutricao
animal, principais ingredientes e manejo de aves e suinos. led. S&o Paulo:
Fundacao Cargill, 2010. p. 126-153.

BINZ, H. A. et al. The Reaction between Hydrogen Selenide, Formaldehyde, and
Secondary Amines. Journal of the American Chemical Society, v. 62, n. 1, p. 7-8,
1940.

BORSA, A. et al. Niveis séricos de enzimas de funcao hepatica em frangos de corte
de criacdo industrial clinicamente saudaveis. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterindria e Zootecnia, v. 58, n. 4, p. 675-677, 2006.

BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Instru¢do Normativa 34, de
25 maio de 2008. Regulamento técnico da inspecao higiénico sanitaria e tecnoldgica
do processamento de residuos de animais. Disponivel em:
<http://www.agricultura.gov.br/>. Acesso em: 20 dez. 2018.

BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Portaria n°® 185, de 13 de
maio de 1997. Institui o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Peixe
Fresco (Inteiro ou Eviscerado). Diario Oficial da Unido, Brasilia, 19 de maio de 1997.

BUTOLO, J. E. Ingredientes de Origem Animal. In: BUTOLO, J.E. Qualidade de
Ingredientes na Alimentacdo Animal. 2ed. Campinas: Mundo Agro Editora, 2010.
p. 239-280.

CARDOZO, M. et al. Aminas Biogénicas: Um problema de Saude Publica. Revista
Virtual de Quimica, v. 2, n. 5, p. 149-168, 2013.

CARVALHO, C. M. et al. Uso de farinhas de origem animal na alimentagéo de
frangos de corte. Revista Portuguesa de Ciéncias Veterinarias, v. 111, p. 69-73,
2012.

CHENG, W. et al. Pork biogenic amine index (BAI) determination based on
chemometric analysis of hyperspectral imaging data. LWT-Food Science and
Technology, v. 73, p. 13-19, 2016.


http://www.agricultura.gov.br/

68

COBB. Suplemento de nutricdo e desempenho de frangos de corte Cobb500.
Manual de linhagem. 2015. Disponivel em: <https://www.cobb-vantress.com>.
Acesso em: 10 ago. 2016.

CORREA, J. C. et al. O uso dos residuos animais como fertilizantes. In: SIMPOSIO
INTERNACIONAL SOBRE GERENCIAMENTO DE RESIDUOS AGROPECUARIOS
E AGROINDUSTRIAIS, 2., 2011. Foz do lguagu. Anais... Foz do Iguagu: SIGERA,
2011. p. 91-94.

DAINTY, R. H. et al. Bacterial sources of putrescine and cadaverine in chill stored
vacuum-packaged beef. Journal of Applied Bacteriology, v. 61, p. 117-123, 1986.

DE LA TORRE, C. A. L. Utilizacao da cromatografia liquida de alta eficiéncia na
determinacdo de aminas biogénicas como ferramenta para a avaliacdo da
qualidade carne de aves. 2013. 147f. Tese (Doutorado em Higiene Veterinaria e
Processamento Tecnologico de Produtos de Origem Animal) - Universidade Federal
Fluminense, Niterdéi, 2013.

DE MELO SILVA, V. L. et al. Aminas biogénicas como indicadores de qualidade de
salames e produtos carneos fermentados. Enciclopédia Biosfera, v. 9, n. 16, p. 69,
2013.

DEN BRINKER, C. A. et al. Biogenic amines in Australian animal by-product meals.
Australian Journal of Experimental Agriculture, v. 43, p. 113-119, 2003.

DOURADO, L. R. et al. Performance and broiler health was not affected by glycerin
with high methanol content included in diets. Pesquisa Veterinéria Brasileira, v. 37,
n. 6, p. 537-543, 2017.

DUARTE, K. F.; JUNQUEIRA, O. M. Importancia da Qualidade das Matérias-
Primas para a Producéo de Rac¢des para Frangos de Corte. 2009. Disponivel em:
<https://pt.engormix.com/avicultura/artigos/materias-primas-racoes-frangos-
t36760.htm>. Acesso em: 28 ago. 2018.

EAGLESON, C. et al. Impact of meat and bone meal nutritional variability on broiler
performance. Journal of Applied Poultry Research, v. 27, n. 2, p. 172-179, 2018.

ERIM, F. B. Recent analytical approaches to the analysis of biogenic amines in food
samples. Trends in Analytical Chemistry, v. 52, p. 239-247, 2013.


https://www.cobb-vantress.com/

69

EYNG, C. et al. Composicao quimica, valores energéticos e digestibilidade
verdadeira dos aminoécidos de farinhas de carne e 0ssos e de peixe para aves.
Revista Brasileira de Zootecnia, v. 40, n. 3, p. 575-580, 2011.

FALCK, B. et al. Fluorescence of Catechol Amines and Related Compounds
Condensed with Formaldehyde. Journal of Histochemistry & Cytochemistry, v. 9,
n. 1-6, p. 11-15, 1962.

FARIA FILHO, D. E. et al. Avaliacao da farinha de carne e 0ssos na alimentacéo de
frangos de corte. Revista Brasileira de Ciéncia Avicola, v. 4, n. 1, 2002.

FAROL. Farinha de carne e 0ss0s suinos. Disponivel em:
<http://www.farol.ind.br/>. Acesso em: 27 dez. 2018.

FERNANDEZ J. E; BUTLER, G. B. The Reaction of Secondary Amines with
Formaldehyde. The Journal of Organic Chemistry, v. 28, n. 11, p. 3258-3259,
1963.

FIRMAN, J.D. Rendered products in poultry nutrition. In: MEEKER, D.L. Essential
Rendering. led. Arlington: National Renderers Association, 2006. p. 125-139.

FOSSUM, O. K. et al. Gizzard erosions as a cause of mortality in white leghorn
chickens. Avian Pathology, v. 17, p. 519-525, 1988.

FRAQUEZA, M. J. et al. Biogenic amine formation in turkey meat under modified
atmosphere packaging with extended shelf life: Index of freshness. Poultry science,
v. 91, n. 6, p. 1465-1472, 2012.

FRIDAY, M. L. et al. Effects of biogenic amines on broiler performance. Journal of
Applied Poultry Research, v. 8, n. 4, p. 408-413, 1999.

GARCIA, C. H. Tabelas para classificacao do coeficiente de variacao.
Piracicaba: IPEF, 1989. 11 p.

GARDINI, F. et al. Technological factors affecting biogenic amine content in foods: a
review. Frontiers in Microbiology, v. 7, n. 1218, 2016.

GOMES, M. B. et al. O risco das aminas biogénicas nos alimentos. Ciéncia Saude
Coletiva (Online), v. 19, n. 4, p. 1123-1134, 2014.


http://www.farol.ind.br/

70

HALASZ, A. et al. Biogenic amines and their production by microorganisms in
food. Trends in Food Science & Technology, v. 5, n. 2, p. 42-49, 1994,

HASHEMI, S. M. et al. Small intestine morphology, growth performance and nutrient
digestibility of young broilers affected by different levels of dietary putrescine.
Journal of Animal and Poultry Sciences, v. 3, n. 3, p. 95-104, 2014.

HERNANDEZ-JOVER, T. et al. Biogenic Amine Sources in Cooked Cured Shoulder
Pork. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 44, n. 10, p. 3097-3101,
1996.

IBGE. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas. Brasilia-DF. Disponivel em:
<http://www.ibge.gov.br>. Acesso em: 21 ago. 2018.

JAIRATH, G. et al. Biogenic amines in meat and meat products and its public health
significance: a review. Journal of Food Science and Technology, v. 52, n. 11, p.
6835-6846, 2015.

JANSSEN, W. M. M. A. The influence of feeding on gizzard erosion in broilers.
Archiv far Geflugelkunde, v. 35, p. 137-141, 1971.

JOHNSON, D. C.; PINEDO, D. C. Case Report: Gizzard Erosion and Ulceration in
Peru Broilers. Avian Diseases, v. 15, n. 4, p. 835-837, 1971.

KALAC, P. Recent advances in the research on biological roles of dietary polyamines
in man. Journal of Applied Biomedicine (De Gruyter Open), v. 7, n. 2, 2009.

KAROVICOVA, J.; KOHAJDOVA, Z. Biogenic Amines in Food. Chemical Papers, v.
59, n. 1, p. 70-79, 2005.

KHAJARERN, J.; KHAJARERN, S. Quick Quality Tests for Protein Meals.
American Soybean Association: Department of Animal Science, Faculty of
Agriculture, Khon Kaen University, Thailand, 1998.

KRABBE, L.E; WILBERT, C.A. Os passivos das cadeias de producao de proteina
animal - animal mortos. Avicultura Industrial, ed. 1251, n. 1, p. 24-31, 2016.


http://www.ibge.gov.br/

71

KUMUDAVALLY, K. V. et al. Effect of ethanolic extract of clove on the keeping
guality of fresh mutton during storage at ambient temperature (252 C). Journal of
food science and technology, v. 48, n. 4, p. 466-471, 2011.

LADERO, V. et al. Toxicological Effects of Dietary Biogenic Amines. Current
Nutrition & Food Science, v. 6, n. 2, p.145-156, 2010.

LATYPOVA, D. R. et al. Reaction of Ethyl Acetoacetate with Formaldehyde and
Primary Amines. Russian Journal of Organic Chemistry, v. 49, p. 860-865, 2013.

LU, Y. S. et al. Gizzard erosion and ulceration of broilers due to feed (fish meal).
Journal of the Chinese Society of Veterinary Science, v. 8, p. 1-6, 1982.

MAFRA, I. et al. Evaluation of Biogenic Amines in Some Portuguese Quality Wines
by HPLC Fluorescence Detection of OPA Derivatives. American Journal of
Enology and Viticulture, v. 50, p. 128-132, 1999.

MIETZ, J. L.; KARMAS, E. Chemical quality index of canned tuna as determined by
high-pressure liquid chromatography. Journal of Food Science, v. 42, n. 1, p. 155-
158, 1977.

MIN, J. S. et al. Relationship between the Concentration of Biogenic Amines and
Volatile Basic Nitrogen in Fresh Beef, Pork, and Chicken Meat. Asian-
Australasian Journal of Animal Sciences, v. 20, n. 8, p. 1278-1284, 2007.

MINAFRA, C. S. et al. Perfil bioguimico e nutricional do acido glutamico e da
vitamina K no soro e no figado de frangos de corte de 1 a 21 dias de idade. Revista
Brasileira de Zootecnia, v. 37, n. 11, p. 1973-1977, 2008.

MORSI, M. K. H. S. et al. Chemical and biological evaluations of fish meals.
Egyptian Journal of Comparative Pathology and Clinical Pathology, p. 261-283,
1992.

MURAD, H. O. et al. The Biochemical Assessment of Imported Frozen Chicken and
Detection The Effect of Biogenic Amines on The Meat Quality. Science Journal of
University of Zakho, v. 1, n. 2, p. 452-462, 2013.

NUNES, R. V. et al. Valores energéticos de diferentes alimentos de origem animal
para aves. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 35, n. 4, p. 1752-1757, 2006.



72

OHH, M. H. et al. Efeitos da suplementacao dietética com astaxantina sobre lesdes
induzidas por histamina na moela e proventriculo de pintos de corte. Asian-
Australasian Journal of Animal Sciences, v. 29, n. 6, p. 872, 2016.

OLIVO, G. Validacao e estimativa da incerteza de medi¢cdo de um método para
determinagdo de aminas biogénicas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
em matriz de atum (Thunnus spp.). 2013. 123f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
dos Alimentos) - Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 2013.

PACHECO, J. C. et al. Desempenho ambiental da producéo de racao para frango de
corte no Piaui. Engenharia Sanitaria e Ambiental, v. 23, n. 4, p. 707-716, 2018.

PERAI, A. H. et al. A comparison of artificial neural networks with other statistical
approaches for the prediction of true metabolizable energy of meat and bone meal.
Poultry Science, v. 89, n. 7, p. 1562-1568, 2010.

ROSTAGNO, H. S. et al. Tabelas brasileiras para aves e suinos: composic¢ao de
alimentos e exigéncias nutricionais. 3.ed. Vicosa, MG: Universidade Federal de
Vigosa, 2011. 252 p.

RUIZ-CAPILLAS, C.; JIMENEZ-COLMENERO, F. Biogenic Amines in Meat and Meat
Products. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 44, p. 489-599, 2004.

SANTOS, M. H. S. Biogenic amines: their importance in foods. International
Journal of Food Microbiology, v. 29, n. 2-3, p. 213-231, 1996.

SCHMIDT, E. M. S. et al. Patologia clinica em aves de producdo—uma ferramenta
para monitorar a sanidade avicola - Revisdo. Archives of Veterinary Science, v.
12, n. 3, p. 9-20, 2007.

SHALABY, A. R. Significance of biogenic amines to food safety and human health.
Food Research International, v. 29, n. 7, p. 675-690, 1996.

SMELA, D. et al. Liquid chromatographic determination of biogenic amines in a meat
product during fermentation and long-term storage. Czech Journal of Food
Sciences-UZPI, v. 21, n. 5, p. 167-175, 2003.



73

SOUZA, L. F. A. et al. Farinha de carne e 0ssos e butirato de sodio sobre o
desempenho semanal de frangos de corte. Colloquium Agrariae, v. 13, n. 1, p. 25-
32, 2017.

STADNIK, J.; DOLATOWSKI, Z. J. Biogenic amines in meat and fermented meat
products. ACTA Scientiarum Polonorum Technologia Alimentaria, v. 9. n. 3, p.
251-263, 2010.

STRINGHINI, J. H. Niveis de proteina e aminoacidos em ragcfes para frangos de
corte criados em duas densidades populacionais. 1998. 123p. Tese (Doutorado
em Zootecnia) - Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, 1998.

STUART, B. P. et al. Proventricular hyperplasia (malabsorption syndrome) in broiler
chickens. Journal of Environmental Pathology, Toxicology and Oncology, v. 6,
n. 3, p. 369-385, 1986.

TAMIM, N. M.; DOERR, J. A. Effect of Putrefaction of Poultry Carcasses Prior to
Rendering on Biogenic Amine Production. The Journal of Applied Poultry
Research, v. 12, n. 4, p. 456-460, 2003.

TAPINGKAE, W. et al. Degradation of histamine byextremely halophilic archaea
isolated from high salt-fermented fishery products. Enzyme Microbial Technology,
V. 46, n. 2, p. 92-99, 2010.

TESSARI, E. N. C.; CARDOSO, A. Efeitos da aflatoxina sobre as aves: revisdo de
literatura. Revista Cientifica Eletrénica de Medicina Veterinaria, n. 18, 2012.

TRONI, A. R. et al. Composicao quimica e energética de alimentos para frangos de
corte. Revista Ciéncia Agrondmica, v. 47, n. 4, p. 755-760, 2016.

VECIANA-NOGUES, M. T. et al. Biogenic amines as hygienic quality indicators of
tuna. Relationships with microbial counts, ATP-related compounds, volatile amines,
and organoleptic changes. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 45, n.
6, p. 2036-2041, 1997.

YARI, P. et al. Productive and serum biological responses of broiler chicks to use of
different patterns of diet formulation. International Journal of Plant, Animal and
Environmental Sciences, v. 4, n. 3, p. 459-464, 2014.


http://ib.adnxs.com/seg?add=1&redir=https%3A%2F%2Fwww.researchgate.net%2Fjournal%2F1056-6171_The_Journal_of_Applied_Poultry_Research
http://ib.adnxs.com/seg?add=1&redir=https%3A%2F%2Fwww.researchgate.net%2Fjournal%2F1056-6171_The_Journal_of_Applied_Poultry_Research

ZEGOTA, H. High-performance liquid cromatography of released from pectins after
its oxidation to formaldehyde and condensation with 2,4-dinitrophenylhidrazine.
Journal of Cromatography A, v. 863, n. 2, p. 227-233, 1999.

74



Anexos

75



Anexo A - Dietas contendo 10% de farinha de suinos mortos mantidos sob

diferentes tempos e condi¢des de armazenamento previamente a sua

transformacéo em farinhas

Ingredientes Quantidades %
Milho 49,33
Farelo soja 32,00
Farinha 10,00
Oleo soja 3,20
Fosfato bicalcico 1,87
Calcério 1,19
Sal 0,53
L-lisina 0,39
DI - Metionina 0,34
cloreto de colina 0,21
L-treonina 0,19
Seq toxina 0,18
Arginina 0,16
Valina 0,13
Premix Vitaminico 0,09
Tilosina 0,09
Premix Mineral 0,04
Coban (anticoccidiano) 0,03
BHT (antioxidante) 0,02
Triptofano 0,00

Nutrientes NIVZETES

Energia metabolizavel, Kcal/Kg 3.080
Amido, % 34,88
Proteina bruta, % 25

Extrato etéreo, % 6,31
Cinzas, % 6,04
Acido linoleico, % 2,93
Fibra bruta, % 2,65
Célcio, % 1,76




Fenil+Tir Dig, %
Leucin Dig., %
ArgininaDig, %
Lisina Dg., %
Fosforo Total, %
Met+Cis Dig., %
Fosforo disponivel, %
Fenil Dig, %
Treonina Dig, %
Isoleuc Dig., %
Metionina Dig., %
Histidina Dig., %
Cloro, %

Saédio, %
Triptofano Dig, %

1,38
1,35
1,26
1,17
1,07
0,85
0,84
0,8
0,76
0,69
0,57
0,44
0,41
0,27
0,2
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