INSTITUTO
SUPERIOR B
AGRONOMIA

Universidade de Lisboa

Qualidade Nutracéutica, Suscetibilidade Oxidativa e

Formacdo de Aminas Biogénicas na Muxama

Influéncia da Tecnologia de Processamento

Diana dos Santos Vieira
Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em

Engenharia Alimentar — Qualidade e Seguranca Alimentar

Orientador: Doutor Carlos Alberto Nunes dos Santos
Coorientador: Doutor Anténio Pedro Louro Martins

Coorientador: Doutora Luisa Cristina Pereira Roseiro

Juari:

Presidente: Doutora Margarida Gomes Molddo Martins, Professora Auxiliar com
Agregacéao do Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa.

Vogal: Doutor Carlos Alberto Nunes dos Santos, Investigador Principal do Instituto
Nacional de Investigacao Agraria e Vaterinaria, Orientador.

Vogal: Doutora Maria Gabriela Lopes Veloso, Professora Auxiliar da Faculdade de

Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa.

e | ) LISBOA | s


http://www.ulisboa.pt/

Qualidade Nutracéutica, Suscetibilidade Oxidativa e Formacéo de Aminas Biogénicas na Muxama

AGRADECIMENTOS

Gostaria de prestar os meus sinceros agradecimentos as pessoas e instituicbes que me
apoiaram e que colaboraram de diversas formas de modo a que este projecto se

tornasse possivel, de especial forma:

Aos meus orientadores, Doutor Carlos Santos e a Doutora Luisa Cristina Roseiro da
unidade de Industrias Céarneas do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e
Veterinaria, pela possibilidade que me concederam de realizar este trabalho, assim

como por todo o apoio, compreensao, inteira disponibilidade e orientacdo prestada.

A Engenheira Helena Gongalves por toda a disponibilidade, apoio e ensinamentos
prestados a nivel laboratorial, que tornou possivel a realizacdo deste trabalho

experimental.

Ao Professor Doutor Pedro Louro, meu co-orientador, pelos contactos que estabeleceu

com o INIAV tornando assim possivel a realizacdo deste estagio.

As minhas colegas Ana Catarina Silva e Ana Sofia Salvador pelo apoio, simpatia e boa

disposicéo durante os meses de estagio.
A Ana Rita Lourenco pela ajuda a nivel laboratorial, simpatia e apoio.

Aos meus pais pelo apoio incondicional, pelo amor, carinho e pela oportunidade que me

deram tornando tudo isto possivel.

Ao meu namorado Diogo Dias pelo amor, carinho, paciéncia, compreensao,

companheirismo e apoio hos momentos dificeis.
A todos 0s meus amigos, pelo apoio e amizade.

A todas as pessoas, que de alguma forma contribuiram para a realizacao deste projeto

e que nao aparecem aqui especificamente mencionadas.



Qualidade Nutracéutica, Suscetibilidade Oxidativa e Formacéo de Aminas Biogénicas na Muxama

RESUMO

A muxama € um produto processado de atum de humidade intermédia, sendo a sua
producdo uma forma de prolongar a conservacao de uma matéria-prima extremamente

perecivel, mantendo-a disponivel muito para além da sua época de captura.

Neste trabalho foi avaliada a influéncia da adi¢éo de antioxidantes como o eritorbato, o
alecrim e a salvia, do tipo de salga (vacuo e ao ar) e da adi¢do de nitrito na muxama ao
longo do tempo de maturacdo (apds secagem e com 1 e 3 meses de maturacao) na
taxa de lipdlise e protedlise, na suscetibilidade oxidativa, nos teores de compostos

bioativos enddgenos como as ubiquinonas, os dipéptidos, o a-tocoferol e o B-caroteno

e na formacado de aminas biogénicas.

Os resultados demonstraram uma influéncia significativa (p<0,001) dos fatores

antioxidante, tipo de salga e adi¢cao de nitrito, na oxidacéo lipidica do produto.

A elaboracéo deste estudo permitiu concluir que a utilizacdo do processo de salga sob
vacuo, a adi¢do de nitrito e a adi¢do de eritorbato como agente antioxidante conduziu a
uma menor oxidacgao lipidica da muxama. Por outro lado, os antioxidantes endégenos
gque se encontram em maior quantidade no atum sdo a anserina, a coenzima Q10

(ubiguinona) e o a-tocoferol.

Palavras-chave: muxama, lipdlise, protedlise, antioxidantes, aminas biogénicas.
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ABSTRACT

Dried tuna it’s a processed product with an intermediary humidity, being its production a

way to prolong the shelf-life of the tuna wich is very susceptible to oxidation.

In this study case was evaluated the influence of the antioxidants addition, the type of
salting (under vacuum or at open air) and the nitrite addition in dried tuna with maturation
(after drying, with 1 month and 3 months of maturation) in rates of lipolysis, poteolysis,
in susceptibilty to oxidation, in its concentration of endogenous antioxidants such as
ubiguinones, dipeptides, a-tocopherol and B-carotene and in formation of biogenic

amines.

The results demonstrated an significative influence (p<0,001) of the antioxidant factor,
type of salting and nitrite addition in the product oxidation.

The elaboration of this study culminated in a conclusion that the use of under vaccum
conditions during the salting process, the addition of nitrite and the addition of a chemical
antioxidant led to a less lipidic oxidation of the dried tuna. On the other hand, the
endogenous antioxidants present in higher concentrations in the tuna used in this study

were anserine, coenzyme Q10 and a-tocopherol.

Key-words: Dried tuna, lipolysis, proteolysis, antioxidants, biogenic amines.
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1. ENQUADRAMENTO E OBJECTIVOS

O presente trabalho foi elaborado no &mbito da Dissertac&o para obtencdo do Grau
de Mestre em Engenharia Alimentar — Qualidade e Segurancga Alimentar ministrado no
Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa, tendo o estagio sido

realizado no Instituto Nacional de Investigacao Agraria e Veterinaria (INIAV).

O consumo de carne tem desempenhado, desde sempre, um papel fundamental na
evolucdo da humanidade como componente central de uma dieta equilibrada e
saudavel, em virtude da sua riqueza nutricional, nomeadamente de proteina de elevado
valor bioldgico, ferro, vitaminas do complexo B (B12), vitaminas A e E, zinco, selénio e
fosforo (Higgs, 2000). Porém, o teor de gordura e o perfil dos acidos gordos a esta
habitualmente associados, representam motivos de preocupagéo recente em virtude da
crescente urbanizacdo das sociedades e da alteracéo dos habitos sociais e alimentares
dai decorrente (Pereira & Vicente, 2013). Como alternativa no reino animal, a maioria
das espécies de peixe e outras espécies marinhas vém detendo uma crescente
importancia econémica em muitos paises, seja para consumo em fresco seja ap0s
processamento simples (congelacdo) ou mais elaborado (produtos crus salgados de

humidade intermédia, conservas, etc).

Oitenta por cento da massa muscular do peixe, isenta de gordura e humidade,
consiste em proteina, em cuja composi¢éo constam aminoécidos essenciais de elevada
digestibilidade (Kim & Lall, 2000). Acresce o facto da massa muscular do peixe também
apresentar acidos gordos polinsaturados n-3 (n-3 PUFA), neles se incluindo os acidos
eicosapentanoico (EPA — C20:5, n-3) e docosahexanoico (DHA — C22:6, n-3), ambos
possuindo actividades anti-cancerigena, protectora do sistema cardiovascular e anti
arterioesclerotica (Albert et al., 2002). Porém a sua composi¢do surge extremamente
variavel, influenciada por varios fatores, de que se destacam a espécie, o local e estacao
de captura e o grau de maturidade (Zuraini et al., 2006; Zhao et tal., 2010; Ozogul &
Ozogul, 2007).

Para além da sua excelente vocacdo para a industria conserveira, 0 atum tem,
igualmente, visto aumentado o consumo em fresco /congelado. Com tradicdo imemorial
No NOSso espacgo geogréfico, a produgdo de muxama, um produto salgado de humidade
intermédia, fumado ou ndo, processado a partir de musculo de atum, representa uma
oportunidade para a industria de transformacéo de acrescentar variedade e valor de
forma significativa e também prolongar a sua oferta fora da época de captura desta

espécie de peixe, com cambiantes possiveis nos respectivos atributos sensoriais.
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O presente estudo foi delineado com o objetivo de detalhar aspetos da composigcéao
fisico-quimica/bioguimica da massa muscular do Thunnus obesus capturado no mar dos
Acores e acompanhar a respetiva suscetibilidade quando transformada em muxama
com recurso a diferentes abordagens tecnoldgicas, nomeadamente: 1- salga a seco ao
ar ou em embalagem a vacuo; 2- salga com ou sem agentes nitrificantes. Esta avaliacdo
foi efetuada ao longo do processamento e em muxama imediatamente apds a concluséo
da secagem (produto final) e depois de observadas fases de maturacdo desenvolvida
sob vacuo a 0-4°C durante 1 e 3 meses. Para além da analise de uma gama alargada
de compostos bioactivos naturais com atividade antioxidante (a-tocoferol, carotenoides,
creatina, carnosina e anserina, Co-enzimas Q9 e Q10), determinaram-se as taxas de
lipdlise (acidez da gordura) e protedlise (fracdo azotada dos acidos aminados livres) e
da fraccao lipidica (aldeido malénico) e ainda a propenséo para a formacao de aminas
biogénicas (triptamina, tiramina, fenilatilamina, putrescina, cadaverina, histamina,

espermina e espermidina).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Breve caracterizagcao do sector das pescas em Portugal
Desde a pré-histéria que os produtos de pesca representam um papel importante na
alimentacdo humana. Para além deste importante aspeto de subsisténcia humana, a

pesca também representa um papel importante na economia.

O consumo de produtos de pesca e aquacultura em Portugal € um dos mais
elevados da Europa, atingindo um consumo per capita de aproximadamente 57,1
kg/habitante/ano. No entanto, a producéo pesqueira nacional tem sofrido ao longo das
Ultimas décadas, um declinio acentuado (Tabela 1), facto este que se deve a
necessidade de uma gestdo de recursos e do meio marinho mais eficaz, equilibrada e
sustentada (INE, 2011).

Tabela 1 - Total de toneladas de peixes descarregados nas Ultimas décadas, 1970-2010 (dados INE).

1970 1980 1990 2000 2010

Pesca descarregada (Ton) 365.423 271.508 309.929 166.083 172.583

Devido ao elevado consumo de produtos da pesca, Portugal ndo consegue ser
autossuficiente, consumindo mais do que aquilo que captura levando a um grau de
autoaprovisionamento relativamente baixo, sendo em 2012 de 44,9% (EA, 2014). Dados
mais recentes mostram que este nimero continua a baixar, uma vez que em 2014, as
importaces de produtos da e derivados sofreu um acréscimo de 8,7% relativamente a
2013 (INE, 2014).

O atum em Portugal é maioritariamente capturado (Figura 1) na Madeira (54%),
seguida dos Agores (37%) (INE, 2014).

Continente

9%
Madeira '

54% Agores
37%

Figura 1 - Captura do atum no ano de 2014 (INE,2014)
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A distribuicdo das quotas de pesca por espécie de atum em Portugal e nas ilhas
entre os anos de 2011-2014 (Figura 2) evidencia o atum-patudo (Thunnus obesus),
como a espécie alvo do maior nivel de captura autorizado com valores 2 vezes
superiores aos permitidos ao atum voador (Thunnus alalunga). Com niveis de captura
significativamente inferiores surge por ultimo o atum rabilho (Thunnus thynnus) (INE,
2012; INE, 2013; INE, 2014; INE, 2015a).

6000

5000

4000

3000

2000

1000 I
0

2011 2012 2013 2014
B Atum patudo B Atum voador Atum rabilho

Figura 2 - Distribuicdo das quotas de pesca por espécie de atum, em Portugal continental e ilhas
(toneladas) de 2001-2014 (Dados: INE, 2015)

Na tabela 2, consta a utilizacdo das respetivas quotas de pesca para cada
espécie, sendo praticamente todas utilizadas para os atuns patudo e voador (INE, 2012;
INE, 2013; INE, 2014; INE, 2015a).

Tabela 2 - Percentagem da utilizacéo das quotas de pesca nacional de 2011-2014 (Dados: INE)

2011 2012 2013 2014
Atum Patudo 102 99 91 83
Atum Voador 95 0 99 100
Atum Rabilho 50 54 32 81
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2.2 Muxama

A muxama € um produto com mais de 2000 anos, que remonta as civilizacbes
Fenicia e Romana, tratando-se de um produto curado/maturado cru de humidade
intermédia, preparado a partir da musculatura do atum. Este produto é tradicionalmente
consumido nas zonas mediterraneas e também no Algarve, no sul de Portugal, uma

regido com caracteristicas edafo-climéaticas muito proximas.

Figura 3 - Salada de muxama

A producdo de muxama representou nos primordios uma forma de prolongar a
conservagdo de uma matéria-prima extremamente perecivel, mantendo-a disponivel
muito para além da época de captura. Com a evolucdo registada no conhecimento
cientifico inerente ao processamento deste tipo de produto e o desenvolvimento de
tecnologias modernas assente em equipamentos sofisticados e versateis, esta matéria-
prima de enorme potencial nutracéutico, tem proporcionado a inddstria da muxama

importantes oportunidades de sofisticacdo sensorial e com enorme valor acrescentado.

Inicialmente, a producdo de muxama era baseada no atum rabilho (Thunnus
thynnus) cuja captura € maioritariamente realizada no oceano pacifico e no mar
mediterraneo. No entanto, com o aumento da sua popularidade no mercado do atum
fresco japonés para a producdo de “sashimi” e “sushi’, tornou-se uma espécie
sobrevalorizada e, por esta razdo também sobreexplorada, fazendo com que os
produtores de muxama procurassem outras espécies para este efeito, nomeadamente

0 Thunus obesus, conhecido em Portugal como atum patudo (Figura 4).

Figura 4 — Atum patudo (Thunnus obesus) (Fonte: FAO)
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O atum patudo, pertence a familia Scombridae, constituida por 4 géneros (Thunnus,

Katsuwonus, Euthynnus e Auxis), que incluem um total de 14 espécies.

Apesar de muito parecido ao atum albacora (Thunnus albacares), o atum patudo
(Thunnus obesus) diferencia-se fenotipicamente deste, devido ao seu grande olho,
sendo espécies parecidas em termos de populacéo e de popularidade. O atum patudo
€ maioritariamente capturado no oceano Pacifico oriental e ocidental, no oceano indico,
e minoritariamente no Oceano Atlantico (Figura 5), sendo que a sua musculatura
apresenta caracteristicas fisico-quimicas e tecnologicas desejaveis para a producédo de
muxama. Para este efeito, promoveu-se a sua diferenciacdo em trés categorias: extra;
12 categoria e 22 categoria (Figura 6) As duas categorias mais valiosas sdo obtidas da

parte central do lombo, sendo a extra posicionada dorsalmente a linha média.

Geographical Distribution:

Figura 5 - Distribuicdo geografica da captura do atum patudo (Thunnus thynnus).

Figura 6 - Representacéo da 12 categoria (A) e categoria extra (B).
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2.3 Processo Produtivo

A producdo de muxama a partir dos lombos de atum limpos e aparados é dividida
em trés fases: a salga/cura; a poés-salga/uniformizacdo dos aditivos utilizados e a
secagem/maturacdo. No entanto com a alteracdo da espécie de atum utilizada e
consequentemente a mudanca geografica das zonas de captura, a matéria-prima é
adquirida congelada pela indastria. Esta alteracdo € vantajosa para este tipo de
processamento, uma vez que a destruicdo parcial da estrutura das paredes celulares
pelos cristais de gelo, durante a congelacao, permite realizar uma difusdo dos sais mais
rapida e assim facilitar a saida dos fluidos, fazendo com que o aw, um dos pilares basicos
da conservagao, seja reduzido de forma mais rapida. Para além disso as perdas de agua
durante a descongelacdo € uma forma menos onerosa, quando comparada com a

efetuada durante a secagem.

2.3.1 Salga
A salga é um dos métodos de conservagdo de alimentos mais antigos, sendo

que a sua aplicacdo em produtos da pesca remonta as civilizagdes do Antigo Egito e da
Mesopotamia, ha 4 mil anos a.c. Presentemente, para além do sal (NaCl) sao utilizados
outros, poucos, aditivos por forma a facilitar a concretizagdo das barreiras em que
assenta a sua conservacao. Basicamente, o nitrito de sédio e o ascorbato ou eritorbato
de sédio. O nitrito é utilizado na formacgao da cor caracteristica (nitrosomioglobina), do
flavor e atua especialmente como agente importante na definicdo da barreira ao
desenvolvimento bacteriano nesta fase ainda critica do processamento. O
ascorbato/eritorbato atua como agente estabilizador da cor entretanto formada,
aumentando o nivel de reducgéo do nitrito a 6xido nitroso (NO) e a consequente formacao

de nitrosomioglobina.

Nesta fase do processo é essencial garantir uma distribuicéo correta dos aditivos
e especiarias por todo o lombo de atum, para obtencéo da necessaria uniformidade em
termos de estabilidade quimica e microbiolégica, de modo a que estas sejam garantidas
no produto final. A adicao de cloreto de sédio a produtos curados deve-se principalmente
a sua funcdo como agente bacteriostatico, sendo capaz de reduzir a atividade da agua
(aw), aumentando a pressdo osmoética do alimento e inibindo assim o crescimento
microbiano. Para além dos seus efeitos microbiolégicos, o cloreto de sodio produz
outros efeitos nos produtos curados como: alteracdes organoléticas e de textura. Porém,
a diminuicao da atividade proteolitica e a promoc¢éao da rancificacao lipidica sdo outras

funcdes a ter em linha de conta.
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O processo de salga utilizado na producao da muxama é a salga em seco, onde
todo o lombo é envolto em sal. Durante esta fase, os lombos sédo colocados em camaras
com temperatura e humidade relativa controlada, sendo que para uma melhor
penetracdo do sal, os lombos devem ser voltados pelo menos uma vez de modo a haver
uma melhor penetracao do sal. A rapidez da difusdo dos aditivos dependerd em larga
medida da concentracdo utilizada, da espessura da peca, da presenca/auséncia de
barreiras naturais (aponevroses e bainhas de tecido conjuntivo internas) e da presenca
de gordura inter e intramuscular. A gordura com elevado grau de insaturacdo reduz a
taxa de difusdo uma vez que se caracteriza por possuir grande quantidade de tecido
conjuntivo. Também a embalagem a vacuo facilita a difusdo dos sais através da
musculatura. A temperatura das camaras varia entre os 0-4°C, o que permite uma
adequada difusdo do sal através do musculo e uma inibicdo da microbiota, permitindo,

ainda, evitar a desidratacao excessiva da superficie.

Figura 7 - Processo de salga da muxama.

2.3.2 Pés-salga

A etapa de pos-salga consiste numa etapa de repouso, visando a igualizacao de
todos os aditivos adicionados em toda a musculatura, sendo por vezes necessario
remover o excesso de sal residual da superficie externa do lombo. Esta fase do
processo tem lugar a uma temperatura que ainda € baixa (2-5°C), uma vez que a massa
interior da peca ainda ndo se encontra microbiologicamente estavel, isto €, que ainda
ndo atingiu a concentragcdo de cerca de 4,5% (aw aproximado de 0,95, seguro

relativamente as Enterobacteriaceae, tais como salmonella spp e Escherichia coli).

2.3.3 Secagem e Maturacdo

Na etapa de secagem os dois principais objetivos sdo a secagem dos lombos
até que estes percam 35 a 40% do seu peso e a potenciacdo das caracteristicas

sensoriais do produto final. Durante a secagem e maturacao, colocam-se os lombos em

-22 -



Qualidade Nutracéutica, Suscetibilidade Oxidativa e Formacéo de Aminas Biogénicas na Muxama

camaras a temperaturas mais elevadas, de modo a favorecer o desenvolvimento da cor,
da textura e a formacdo de compostos responsaveis pelo sabor e pelo aroma da

muxama.

Durante esta etapa da-se a migracdo da agua das zonas internas para a
superficie que, posteriormente, € evaporada na camara, devendo as temperaturas desta
oscilar entre os 5 e 0s 15 °C e a humidade relativa entre os 75 e 85 %. A duracéo da
maturacdo depende de varios factores como o tamanho do lombo, a quantidade de

gordura intermuscular, as condi¢des de secagem e o pH.

\ '\

\ \
L =\

Figura 8 - Processo de secagem e maturacao.

2.4 Tecnologia de barreiras na producao de muxama

A estabilidade microbiolégica e a seguranca da maioria dos alimentos é baseada
na combinacao de varios fatores (barreiras), capazes de inviabilizar o desenvolvimento
tanto dos microrganismos habitualmente presentes na microbiota de contaminagédo bem
como dos acidentalmente incorporados nas diferentes fases do processamento,

distribuicdo, comercializagéo e consumo (Gorris, 1994).

O efeito de barreira € de importancia fundamental para a preservacdao dos
alimentos, homeadamente no controlo do desenvolvimento de microrganismos de
deterioracdo, dos responsaveis por toxinfec¢des e inclusivamente dos responsaveis
pelos processos fermentativos. O conceito inerente a tecnologia de barreiras apenas
ilustra o facto das fortes interacdes entre a temperatura, aw, pH e potencial redox serem
cruciais para a estabilidade microbiolégica dos alimentos. A sua aplicagdo provou ter
sucesso, uma vez que a combinacdo inteligente das barreiras assegura ndo s6 a
estabilidade microbiol6gica e a seguranca mas também garantem as propriedades

sensoriais, nutritivas e beneficios econdmicos associados a esse alimento.

As barreiras mais utilizadas na conservacdo dos alimentos sdo a temperatura

(alta ou baixa), o aw, a acidez/pH, o potencial redox, os conservantes (nitrito, sorbato, e
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outros) e no caso dos produtos fermentados, a microbiota competitiva (bactérias laticas).
Contudo, muitas mais sdo possiveis de implementar, incluindo as ligadas a tecnologia
de embalagem (vacuo, atmosfera modificada), presséo (alta ou reduzida), radiagéo (UV,
microondas, irradiacao) e processos fisicos (calor 6hmico, campos eléctricos pulsados,
ultrasonicacédo) entre outras. A sua aplicacdo, porém, ndo se limita a garantir o controlo
microbiano mas igualmente o controlo de outras vias e mecanismos de deterioracao,
nomeadamente o fendmeno oxidativo e, por esta via, 0s atributos sensoriais. No caso
do nitrito a sua accao anti-microbiana € também complementada com efeito significativo

na aparéncia e flavor finais (Gorris, 1994).

A muxama, preparada a partir da musculatura do do atum com a estrutura
intrinseca inalterada, carece de controlo da flora de contaminacao instalada, quantitativa
e qualitativamente, dada a sua extrema suscetibilidade para a deterioracdo. Com uma
presenca natural elevada de enzimas proteoliticos e lipoliticas, o teor de aminoacidos e
acidos gordos livres é também consideravel, estando criadas, se ndo se conseguir inibir
o desenvolvimento da microbiota residente, as condicbes de base para a sua
transformacdo rapida em compostos indesejaveis para a qualidade sensorial e
seguranc¢a do produto final, tais como aminas biogénicas, compostos volateis originarios

do processo oxidativo, e outros.

N&o sendo um produto que se caracterize por alteragdo sensivel do pH da
matéria-prima (5,7 - 6,1), tem-se como barreiras de implementacdo
prioritaria/obrigatéria, o controlo da temperatura ambiente (refrigeracéo, entre 2-5°C) e
a adicao de sais (NaCl, nitrito e nitrato) até que o valor do aw seja suficientemente
reduzido através da secagem de modo a representar uma barreira efetiva ao
desenvolvimento microbiano. Sublinhe-se o facto da atividade das descarboxilases
produzidas permanecer em curso, mesmo Se 0S microrganismos que lhe deram origem
ja ndo serem viaveis. Com grande impacto no prazo de vida util comercial deste tipo de
produto, os fendmenos de natureza oxidativa que atingem os lipidos neutros e polares
possuidores de acidos gordos de natureza insaturada, carecem igualmente de controlo
prioritério, através de medidas tendentes a reduzir o potencial redox, nomeadamente
através de técnicas de embalagem. Esta barreira induzira a desaceleracdo de muitos
processos com efeito no tipo de microrganismos capazes de se desenvolverem. A
utilizacdo de filmes com baixa/muito baixa permeabilidade ao O inibira também o

desenvolvimento da oxidagao.
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2.5 Atributos nutracéuticos do atum

Na composi¢ao quimica do atum, a 4gua representa cerca de 60% do seu peso,
sendo a parte sélida formada pelos nutrientes usuais presentes em todos os alimentos
de origem animal (lipidos, proteinas, compostos azotados de nhatureza nado-proteica,
hidratos de carbono, vitaminas, e sais minerais), embora com teores e valores
nutricionais diferenciados (Bernardo e Martins, 1997a).

A composi¢do quimica varia de individuo para individuo, sendo a fase do ciclo
reprodutivo, a idade, o sexo, 0 ambiente e a estacdo do ano os varios factores que
contribuem para esta variacao.

2.5.1 Colesterol

O colesterol (Figura 9) é o mais importante dos esterois animais, podendo ser

esterificado. Este alcool apresenta uma estrutura ciclica juntamente com uma estrutura
alifatica lateral, possuindo ao todo 27 4tomos de carbono com uma dupla ligacdo no
carbono 5 e uma funcdo alcool no carbono 3 hidroxilo, pelo qual pode esterificar o
carboxilo dos acidos gordos (Ferreira, 1983).

CHg

HO'

Figura 9 - Estrutura quimica do colesterol.

O colesterol tem diversas fun¢des biolégicas, sendo um percursor das hormonas
esteroides, sintetizadas pelas glandulas supra-renais e pelas gonadas (testiculos e
ovarios), e é ainda componente da membrana das células, podendo ser sintetizado pelo
figado (colesterol enddgeno) (Breda, 2003).

O colesterol encontra-se em circulacao associado a lipoproteinas plasmaticas do
sangue, pois tratando-se de uma molécula insolivel em agua e, consequentemente,
insolivel no sangue, para se fazer transportar pelo sangue, o colesterol liga-se a
lipoproteinas.

As lipoproteinas sdo compostas por moléculas como o colesterol, triglicerideos,
fosfolipidos e &cidos gordos livres, podendo ser classificadas por ordem decrescente de
densidade: quilomicrons, lipoproteinas de menor densidade, VLDL (Very Low-Density

Lipoprotein), LDL (Low-Density Lipoprotein) e por ultimo as HDL (High-Density
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Lipoprotein). Por norma, & medida que a densidade aumenta e o didmetro das
lipoproteinas diminui, verifica-se uma diminuicdo do seu teor em triglicéridos e um
aumento da sua concentragdo em proteinas, colesterol e fosfolipidos (Chapman, 1980).

Tratando-se de um lipido monoinsaturado, com uma dupla ligagdo no carbono 5, o
colesterol € uma molécula suscetivel de sofrer oxidagdo na presenca de luz, calor,
radiacado, radicais livres, ides metalicos entre outros fatores (Hur et al., 2007).

Os produtos resultantes da oxidagao do colesterol sdo os 6xidos de colesterol, como
0 colestanetriol e o 25-hidroxicolesterol, que s&o prejudiciais para organismo e
responsaveis por efeitos biolégicos indesejaveis (Hur et al., 2007).

O colesterol é um constituinte de todas as células do corpo, sendo a maior parte de
origem biologica, sendo sintetizado no figado e noutros tecidos (colesterol enddégeno) e
apenas uma pequena parte fornecido pela dieta (colesterol exdgeno) (Hur et al., 2007).

Todos os alimentos de origem animal séo fornecedores de colesterol, alguns em
concentracdes elevadas como as gemas de ovo, outros em quantidades médias como

a carne de vaca e outros em quantidades baixas como o leite gordo (Breda, 2003).

2.5.2 Vitamina E

A vitamina E, que faz parte do grupo de vitaminas lipossollaveis, inclui dois

grupos de compostos quimicos: os tocoferGis e o0s tocotriendis. Ambos sado
estruturalmente semelhantes, sendo constituidos por um anel 6-cromanol e uma cadeia
lateral com dezasseis carbonos na posi¢ao carbono 2. No entanto, os tocoferois (Figura
10) tém uma cadeia fitilo, enquanto os tocotriendis (Figura 11) tém uma cadeia similar
mas com 3 duplas ligacdes nas posi¢des 3, 7 e 11, denominada por cadeia isoprendide
insaturada. Estas estruturas sdo comuns ao conjunto de todos os tocoferbis e
tocotriendis, apresentando 4 formas, (a-, B-, y-, 6-), diferindo pelo nimero e posi¢ao dos

grupos metilo no anel aromatico (Machilin, 1991; Traber et al., 1992).

Figura 10 - Estrutura do tocoferol. Sendo que no a-tocoferol: R1=R2=R3=CHs; B-tocoferol: R1=R3=CHz e
R2=H; y-tocoferol: R1=H e R2=R3=CHg3; &-tocoferol: R1=R2=H e R3=CHzs. (Ball, 2006)
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CHy

Ry

Figura 11 - Estrutura do tocotrienol. Sendo que no a-tocotrienol: R1=R2=R3=CH3; B-tocotrienol:
R1=R3=CH3 e R2=H; y-tocotrienoll: R1=H e R2=R3=CH3; &-tocotrienol: R1=R2=H e R3=CH3. (Ball,
2006)

A forma mais ativa biologicamente € o a-tocoferol, representando a maioria da
vitamina E encontrada no plasma e eritrécitos do figado (Bramley et al., 2000; Traber,
et al., 1992).

Cada espécie de peixe contem niveis caracteristicos de tocoferol nos seus tecidos,
e uma vez que 0s peixes sdo incapazes de sintetizar esta molécula, toda a sua

gquantidade provem da sua dieta (Ackman & Cormier, 1967).

Segundo Lopez et al. (1995), o tamanho e a idade do peixe sdo fatores que
influenciam a sua concentracdo em tocoferol, tendo sido determinadas maiores
concentracdes de tocoferol em trutas mais novas, ndo havendo diferengas significativas

entre sexos.

Ackman e Cormier (1967) e Petillo et al. (1998) encontraram diferencas significativas
na concentracdo de a-tocoferol entre os musculos claros e escuros do bacalhau e da
cavala, sendo que as concentracdes no musculo escuro sao superiores as do musculo

claro.

A vitamina E € a principal vitamina lipossolluvel responsavel pela prote¢éo das
membranas celulares protegendo da oxidacéo lipidica (Packer, 1991). Devido a sua
estrutura lipofilica, esta tende a acumular-se nas lipoproteinas circulantes, membranas
celulares e depdsitos adiposos, onde reage com o0 oxigénio molecular e com os radicais
livres, sequestrando-os, protegendo assim os acidos gordos insaturados membranares
e as lipoproteinas da peroxidacao (Thakur & Srivastava, 1996).

A sua acgdo antioxidante encontra-se associada a diminuicdo dos danos nos
acidos nucleicos (ADN) e consequentes processos mutagénicos responsaveis pela
diminuicdo da evolucdo de algumas doencas cronicas como cancro, doencas

degenerativas e cataratas (Thakur & Srivastava, 1996).
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2.5.3 B-Caroteno

O B-Caroteno (Figura 12) é um pigmento vegetal que pertence a familia dos

carotenoides. Tratando-se de um antioxidante lipossoltvel, funciona como um supressor
do singleto de oxigénio, protegendo os &cidos gordos insaturados e os lipidos de
sofrerem oxidacdo (Muramoto, 2003).

Figura 12 - Estrutura quimica do p-caroteno.

Os carotenoides sdo 0s pigmentos mais abundantes na natureza, sendo
sintetizados em bactérias, leveduras, plantas e em alguns animais. No peixe, estes
podem ser encontrados na pele, nos tecidos, no figado nos ovos e nos olhos (Matsuno
& Hirao, 1989).

Uma das principais func¢des biolégicas do B-Caroteno é a de precursor do retinol
(Vitamina A) nos animais, sendo o fitoplancton a fonte primaria de carotenoides nos
animais marinhos.

Ao entrar no organismo, nem todo o B-caroteno ingerido € absorvido, sendo uma
parte transformada diretamente em vitamina A e o excedente é depositado no tecido
adiposo onde se acumula (Yang et al., 2002).

A vitamina A é fundamental para um correto desenvolvimento fetal, para a
manutencdo da visdo, para a diferenciagdo celular, permitindo também a manutengéo
da integridade de varios tecidos e do sistema imunitario (Carmo, 2004).

Varios estudos tém sido realizados sobre a interacdo sinergética entre o p-caroteno
e os tocoferdéis na prevencéao oxidativa dos alimentos, tendo sido comprovada que a sua
combinacdo leva a uma maior capacidade antioxidante do que a atividade destas
moléculas em separado (Mortensen & Skibsted, 2000; Yanishlieva et al., 1998; Palozza
& Krinsky, 1992).
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2.5.4 Péptidos

As proteinas presentes no peixe contém sequéncias de péptidos bioativos que

podem exercer efeitos fisiolégicos no organismo. Alguns desses péptidos possuem um

potencial nutracéutico, o que tem beneficios para a saude humana.

Por norma, os péptidos bioativos contém cerca de 2 a 20 aminoacidos e possuem
massa molecular inferior a 6000 Da, em que a sua atividade depende da sua
composicdo e sequéncia de aminoacidos (Meisel et al., 2003; Sun et al., 2004). Na
sequéncia proteica, esta cadeia curta de aminoacidos encontra-se inativa, podendo ser
libertada através de trés processos distintos: (a) hidrolise por enzimas digestivas, (b)
hidrélise por microrganismos proteoliticos e (c) acdo de enzimas proteoliticas derivadas

de microrganismos ou plantas.

Diversos péptidos possuem capacidade antioxidante, sendo estes péptidos
constituidos por 5 a 16 residuos de aminoacidos (Che et al.,, 1996). Os péptidos
antioxidantes presentes nos alimentos sdo considerados compostos seguros com baixo
peso molecular, alta atividade e de facil absor¢cdo. Os péptidos antioxidantes tém
algumas vantagens em relacdo aos antioxidantes enzimaticos, pois devido a sua
estrutura simples tornam-se mais estaveis em diferentes situacbes, apresentando
propriedades funcionais e nutricionais para além da sua atividade antioxidante (Hattori
et al., 1998; Xie et al., 2008).

O mecanismo exato que envolve a atividade antioxidante dos péptidos ainda néo é
completamente entendida, no entanto, varios estudos mostraram que estes tém a
capacidade de inibir a oxidacao lipidica, de destruir os radicais livres e que sdo agentes
guelantes de metais de transicdo (Moure et al., 2006; Qian et al., 2008; Rajapakse et
al., 2005; Wu et al., 2003).

De acordo com Chen (1998), as propriedades antioxidantes dos péptidos

encontram-se relacionadas com a sua composi¢ao, estrutura e hidrofobicidade.

A creatina, a carnosina e a anserina (Figura 13) sdo alguns dos péptidos

identificados no extrato do peixe.

| O Ng\NH H 0]
H,N \”/ N\/U\O_ " < HzN\/\n/N\i)J\oH

0 =
N =
NH," H P
2 O /
N—/
/
Figura 13 - Estrutura quimica da creatina, carnosina e anserina, respetivamente.
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A creatina (&cido 2-(carbamimidoil-metil-amino)acético) € um acido organico
nitrogenado que existe naturalmente nos vertebrados, desempenhando um papel
importante no metabolismo energético celular através da sua conversdo na forma
fosforilada designada por fosfocreatina. A creatina existe em equilibrio com o seu

derivado ciclico denominado por creatinina.

A creatina endogena € sintetizada principalmente nos rins, no pancreas e no
figado, sendo que a sua sintese envolve trés aminoacidos (metionina, glicina e arginina)
e 3 enzimas: L-arginina-glicina  amidinotransferase = (AGAT), metionina
adenosiltransferase (MAT) e guanidinoacetato metiltransferase (GAMT) (Schlattner,
2003; Wyss & Schulze, 2002).

Segundo Lawler et al. (2002), a creatina apresenta uma atividade antioxidante
seletiva, ndo demonstrando uma significativa capacidade antioxidante contra nao-

radicais hidriperoxidos neutros.

A creatina € um dos suplementos mais comuns consumidos por atletas e
“bodybuilders”, uma vez que apresenta varios beneficios como o crescimento de tecido
muscular, o aumento do rendimento em exercicios de alta intensidade em curto espaco

de tempo e ajuda na regulagdo do metabolismo dos hidratos de carbono (Branch, 2003).

A L-carnosina (B-alanil-L-histidina) é um dipéptido composto pelos aminoacidos
B-alanina e L-histidina, que se encontram em grandes concentragdes no musculo de
diversos peixes, incluindo o atum (Ikeda, 1980). Por seu lado a anserina (B-alanil-N-
metilhistidina) é um composto N-metilado analogo da carnosina, encontrado
maioritariamente em peixes e em aves, tendo propriedades muito parecidas as da

carnosina.

A carnosina tem diversas fungbes bioldgicas tais como a funcao tampao,
antioxidante, anti-envelhecimento, funcionando também como agente quelante de

diversos metais divalentes (Hipkiss, 2009).

O pKa da carnosina é de 6.8, pertencendo a gama de pH fisiolégico das fibras
musculares (6.5-7.1), podendo assim aceitar os protdes produzidos durante a contracéo
muscular, sendo a sua capacidade tamp&o uma das explicagdes para a sua abundancia

nos tecidos musculares.

A carnosina atua como agente quelante de metais divalentes através do seu anel
imidazol, o que o torna um agente protetor da toxicidade de metais pesados (Trombley
et al., 2000). A sua propriedade quelante para ides ferro e outros metais de transicao

também contribui para a sua capacidade antioxidante, uma vez que o0s metais de
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transicdo promovem a producao de espécies reativas de oxigénio através da reacdo de
Fenton (Bondy et al., 1998).

A glicacao (glicosilacdo ndo-enzimatica) é uma reacao aleatoria entre aldeidos
e 0 grupo amina das proteinas, prejudicando o funcionamento destas promovendo o
envelhecimento. No entanto, varios estudos in vitro demonstraram que a carnosina tem
a capacidade de reagir com diversos reagentes da glicacdo produzindo produtos ndo
mutagénicos, inibindo assim a glicacdo e prevenindo o envelhecimento (Hipkiss et al.,
1995).

2.5.6 Ubiguinonas (Coenzima Q)

As coenzimas Q ou ubiquinonas, sdo benzoquinonas lipossoluveis, com uma
cadeia lateral lipidica constituida por diversas unidades isoprendides (Kagan et al.,
1996). A cadeia lateral isoprendide pode variar entre 6 a 10 unidades isoprendides em

plantas e microrganismos.

As fungdes redox das ubiquinonas devem-se a sua capacidade de trocar dois
eletrdes num ciclo redox entre a forma oxidada (ubiquinona, CoQ) e a forma reduzida
(ubiquinol, CoQH,) (Figura 14) (Lang et al., 1986). Estas formas redox permitem que a
coenzima funcione como antioxidante, mas também como prooxidante através do

ubisemiquinona intermediaria (Nakamura & Hayashi, 1994).

o OH
CH30 CHjy CHy0 CHy

CHy CHy
CH;0 CHy — CH=—=C——CH, | ,H CH30 CHy — CH=—=C—CH,| ,H

Figura 14 - Estrutura quimica da ubiquinona e do ubiquinol, respectivamente.

A forma predominante das ubiquinonas nos humanos, nos animais e nos peixes
€ a Coenzima Q10 (2,3-dimetoxi-5-metil-6-decaprenilbenzoquinona), contendo 10

unidades isoprendides na sua cadeia lateral.

Pettilo et al. (1998) encontraram diferencas consideraveis na concentracéo de
ambas as formas da Coenzima Q (ubiquinona e ubiquinol) entre 0 musculo escuro e

claro da cavala, sendo a concentragdo maior no masculo escuro.

A ubiquinona tem diversas atividades biolégicas funcionando como transportador
de eletrbes do complexo | e Il para o complexo Il da cadeia respiratéria mitocondrial,

atuando também como antioxidante (Crane & Navas, 1997; Turunen et al., 2004). A sua
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sintese ocorre em todos os tecidos e nas membranas intracelulares das células do
organismo dos animais, sendo a sua quantidade especifica para cada tipo de célula
(Turunen et al., 2004).

O mecanismo proposto para a atividade antioxidante das ubiquinonas ainda é
conjetural, (Kagan et al., 1996) sendo proposto que o ubiquinol atue como antioxidante
através da doacdo de um hidrogénio reduzindo o radical peroxido. Outro mecanismo
proposto para a atividade antioxidante das ubiquinonas é a reciclagem do radical fenoxil
da vitamina E.

Como muitos outros antioxidantes, as ubiquinonas também podem funcionar
como pro-oxidantes, em que a ubisemiquinona, que € intermediaria no ciclo redox da

ubiguinona na cadeia de transporte de eletrdes, pode funcionar como antioxidante.

2.5.7 Aminoéacidos

Cerca de 0,5 a 1% do musculo do peixe é constituido por compostos nitrogenados,
em gue que a sua composi¢cdo da sua fracdo nao-proteica depende da espécie, da
época de captura, da migragdo, das condicdes ambientais, da sua dieta, entre outros
fatores (Finne, 1992). Os aminoacidos sdo constituidos por um grupo amina, grupo

carboxilico e por uma cadeia lateral (R) (Figura 15).

R
I
H2N—C|3—COOH
H

Figura 15 - Estrutura geral dos aminoécidos.

As propriedades dos aminoacidos, assim como das proteinas séo influenciadas pela

cadeia lateral do aminoacido, podendo estas ser classificadas como: (Belitz et al., 2009)

¢ Aminoacidos apolares de cadeia neutra: Glicina, Alanina, Leucina, Valina,
Isoleucina, Prolina, Fenilalanina, Triptofano e Metionina;

e Aminoacidos polares de cadeia neutra: Serina, Treonina, Cisteina, Tirosina,
Asparagina e Glutamina;

e Aminoacidos 4cidos (com cadeia lateral negativa): Acido aspartico e o &cido
glutdmico;

¢ Aminoacidos basicos (com cadeia lateral positiva): Arginina, Lisina e

Histidina.

Com base nos papéis nutricionais/fisiolégicos, os aminoacidos podem ser

diferenciados como: (Belitz et al., 2009)
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e Aminoéacidos essenciais: Valina, Leucina, Isoleucina, Fenilalanina,
Triptofano, Metionina, Treonina, Histidina e Lisina,;
e Aminoéacidos nado-essenciais: Glicina, Alanina, Prolina, Serina, Cisteina,

Tirosina, Asparagina, Glutamina, Acido Aspartico e Acido glutamico.

Os aminoécidos livres presentes em grandes quantidades no peixe séo a glicina, a
taurina, a alanina e a lisina, e no caso do atum, sendo um peixe migratorio contem

grandes quantidades de histidina (Konosu & Yamaguchi, 1982).

Os aminoacidos sdo essenciais para a sintese de uma grande variedade de
proteinas como as transportadoras de oxigénio, as vitaminas e as enzimas. A
composi¢do de aminoacidos nas proteinas do peixe é importante devido ao seu valor

nutricional e & sua influéncia nas propriedades funcionais (Santos et al., 2011).

A maioria dos aminoacidos tém propriedades antioxidantes, como por exemplo
a tiramina, a triptamina, a metionina, a lisina, a cisteina e a histidina. (Wang & De Mejia,
2005) Alguns aminoacidos exercem efeitos sinergéticos com outros compostos,
produzindo compostos com um maior poder antioxidante, como é o caso do 4cido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroma-2carboxilico, também conhecido por Trolox-C, um
derivado sintético do a-tocoferol (Vitamina E) que quando ligado ao aminoacido produz
o troloxyl-aminoacido (TAA), que por sua vez tem um poder antioxidante superior ao do
Trolox-C (Taylor et al., 1981).

A disponibilidade de amino&cidos nos alimentos € essencial para a formacao de
aminas biogénicas, sendo por isso a taxa de aminoacidos livres nos produtos um fator
importante na sua produgdo (Maijala, 1994).

Em geral, nos alimentos frescos, a fracdo de aminoacidos livres, percursores das
aminas biogénicas, ndo é significativa. No entanto, em produtos maturados, como é o
caso da muxama, esta fracdo aumenta devido a protedlise provocada por enzimas
endégenas (procedentes no préprio alimento), ou por enzimas produzidas por
microrganismos que crescem de forma natural nas matérias-primas, ou que sejam

adicionados na forma de culturas de arranque (Raemaekers & Demeyer, 1996).
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2.6 Suscetibilidade para o desenvolvimento de processos oxidativos e

formacao de aminas biogénicas

Genericamente, no que respeita a quantidade de gordura, 0s peixes podem ser
classificados como: magros, intermédios e gordos. O atum é considerado um peixe
gordo, uma vez que tem mais de 5% de gordura nos musculos (Bernardo & Martins,
1997b). Estes depoésitos de gordura localizam-se geralmente no tecido subcutaneo,
musculos da zona abdominal e masculos responséaveis pelo movimento das barbatanas
e cauda. Nos peixes que acumulam uma quantidade muito elevada de lipidos, a gordura

deposita-se na cavidade abdominal.

O perfil de &cidos gordos dos peixes inclui uma importante fracdo polinsaturada
(Acido linoleico, linolénico e araquidénico), que Ihe confere um elevado valor nutricional.
Estes &cidos gordos polinsaturados (PUFA) como os acidos gordos 6mega 3
(eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA)) e dmega 6 (acido linoleico e
acido araquidonico) sao reconhecidos como essenciais para o bom funcionamento da
pele, evitando o envelhecimento dos tecidos (Bernardo & Martins, 1997b). No peixe,
acima de 40% dos &cidos gordos de cadeia longa sao insaturados, por outro lado os

mamiferos raramente contém acidos gordos com mais de duas liga¢des duplas.

2.6.1 Oxidacéo lipidica

O peixe, sendo rico em acidos gordos insaturados torna-se altamente suscetivel a
oxidacdo lipidica, sendo este um dos principais responsaveis pelas caracteristicas

sensoriais da muxama (Ackman, 1988; Hardy, 1980).

A oxidagéo lipidica pode contribuir para a qualidade sensorial, sempre que nao
ultrapasse uma intensidade que confira caracteristicas negativas ao produto final, como
por exemplo, odores e sabores a ranco e até mesmo a formag&o de substancias toxicas
(Enser, 1987; Dobarganes & Marquez, 2003).

Esta oxidacdo lipidica pode ser causada por mecanismos enzimaticos ou nao-
enzimaticos, como a temperatura, luz, metais, metaloproteinas, microrganismos e
enzimas (Chan, 1987). A reacao principal da oxidacao lipidica é a auto-oxidacdo que é
um processo complexo em que os acidos insaturados reagem com 0 oxigénio molecular
produzindo radicais livres iniciando a reac&o de oxidacdo, sendo este processo dividido
em trés fases: iniciacdo, propagacdo e terminagdo (Claus & Marriott, 1995; Melton,
1983).
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Figura 16 - Processo de oxidacao lipidica. 1- Fase de iniciacdo, 2 e 3- Fase de propagacéo e 4- Fase de
terminacéo. (Ayla et al., 2014)

Na fase de iniciagdo (Passo 1 da Figura 16) os lipidos séo atacados por um radical
pré-oxidante de modo a extrair um H* do carbono metileno. Quanto maior for a
guantidade de duplas ligacdes presentes nos acidos gordos, mais facil se torna a
remocao do atomo de hidrogénio e consequentemente mais facil a formacao de radicais,
0 que faz com que os acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e os saturados (SFA)
sejam mais resistentes aos radicais do que os polinsaturados (PUFA). Segundo Moerck
& Ball (1974), a adicdo de uma dupla ligacdo num acido gordo aumenta a sua

probabilidade de oxidacéo para o dobro.

Ap6s a remocdao do hidrogénio, da-se a fase de propagacao (Passo 2 e 3 da Figura
16) onde o carbono central do lipido sofre um rearranjo, reagindo com o oxigénio
molecular formando o radical peréxido lipidico, que por sua vez, reage com outro lipido
retirando-lhe um hidrogénio do seu carbono metileno formando outro radical lipidico e
um hidroperéxido lipidico, propagando assim a peroxidacdo lipidica. Na fase de
terminacdo (Passo 4 da Figura 16) um antioxidante doa um atomo de hidrogénio ao
radical peroxido lipidico formando produtos ndo radicais (Ayla et al., 2014; Carocho &
Ferreira, 2013).

Os hidroperoéxidos lipidicos ndo constituem um risco para a qualidade alimentar,
embora sofram varias reacdes que os transformam em compostos responsaveis pelos
maus cheiros e sabores. Podem também reagir com o oxigénio formando produtos
secundarios, como epoxyhidroperéxidos, peroxidos ciclicos e dihidroperoxidos que se

guebram formando compostos volateis (Sun et al., 2011).
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2.5.2 Aldeido maldnico

O processo de oxidacgao lipidica encontra-se associado ao desenvolvimento da
sua rancificacdo assim como a deterioracdo oxidativa. O peixe, sendo um produto rico
em 4&cidos gordos polinsaturados (PUFA), é altamente suscetivel a oxidacao lipidica
durante a manipulagéo, processamento e durante a confecdo. Uma das consequéncias
da oxidacdo lipidica € a formacdo de hidroperdxidos lipidicos, que sdo compostos
incolores, inodoros e sem sabor. No entanto, este produto primario da oxidacdo é um
composto muito instavel, decompondo-se em produtos secundarios de oxidacdo como
os aldeidos, as cetonas, 0s alcoois, os acidos e os hidrocarbonetos (St. Angelo, 1996).
Estes produtos de oxidacdo secundéria sdo responsaveis pela alteragdo da qualidade

dos alimentos, principalmente pela alteracéo da cor, da textura, do sabor e do odor.

A gquantificag@o dos produtos primarios da oxidacéo lipidica (hidroperéxidos) € um
processo complicado devido a sua natureza instavel e reativa, por isso a determinacao
da oxidagéo lipidica de um determinado produto € normalmente realizada através da
guantificacdo dos produtos secundarios de oxidagdo, como é o caso do aldeido
malénico (MDA), que se trata de um iniciador carcinogénico e mutagénico, sendo o
aldeido malonico muitas vezes utilizado como marcador dos danos oxidativos nas

amostras bioldgicas (Kinter, 1995).
° \/\/O
Figura 17 - Estrutura quimica do aldeido malénico.

O aldeido malénico (Figura 17), cuja formula molecular é CsH402 é o principal e 0

mais estudado produto secundario de oxidacdo dos acidos gordos polinsaturados.
Desde 1960 que tém sido desenvolvidos varios métodos, in vivo e in vitro, para a
guantificacdo desta molécula de modo a quantificar o nivel de stress oxidativo (Kinter,
1995).

O aldeido maloénico é produzido biologicamente através da peroxidagédo dos acidos
gordos polinsaturados com dois ou mais carbonos metileno interrompidos por ligagdes
duplas de carbono, podendo ser encontrado em alimentos, no plasma, nos tecidos e na
urina. Varios estudos reportaram a sua formacgéo durante o desenvolvimento de varias
doencas cronicas como a hepatite C, a diabetes e em criancas seropositivas ao HIV
(Higueras et al., 1994; Losada & Alio, 1997; Tiku et al., 1998).
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2.6.3 Aminas Biogénicas

As aminas biogénicas sédo bases organicas azotadas de baixo peso molecular
resultantes da descarboxilacdo enzimatica dos aminoacidos livres e da aminacdo ou
transaminacdo dos aldeidos e cetonas (Santos, 1996). A sua designacdo como
biogénicas deve-se a sua origem bioldgica, resultante da a¢do de organismos vivos na
descarboxilacdo dos aminoacidos (Shalaby, 1996). Do ponto de vista estrutural, as
aminas biogénicas podem ser classificadas como alifaticas (putrescina, cadaverina,
espermina e espermidina), heterociclicas (histamina e feniletilamina) e aromaticas

(tiramina e feniletilamina) (Santos, 1996).

O processo de descarboxilagdo dos amino&cidos livres € a principal via de formacéao
das aminas biogénicas consistindo na remoc¢édo do grupo a-carboxyl da estrutura do
aminoécido, libertando diéxido de carbono e formando a amina correspondente
(Shalaby, 1996). Esta descarboxilacao pode ocorrer por duas vias bioquimicas: através
de enzimas descarboxilase enddégenas que se encontram naturalmente presentes nos
alimentos ou através de enzimas descarboxilase exogenas produzidas por
microrganismos associados aos alimentos. No entanto a producdo exdgena de aminas
é significantemente superior a produgdo endogena (Santos, 1996; Flick & Granata,
2005).

As aminas biogénicas podem ser encontradas numa vasta gama de alimentos e
produtos alimentares desde que contenham proteinas e aminoacidos livres e que
estejam sujeitos a condi¢cdes envolvendo microrganismos ou atividade bioquimica. Entre
esta vasta gama de alimentos encontra-se os produtos da pesca, produtos carneos,
produtos fermentados, cervejas, vinho, frutas, vegetais, frutos secos e chocolate (Brink
et al.,, 1990). No entanto, a sua formagédo e concentracdo encontra-se diretamente
relacionada com a composicdo do alimento, da sua microbiota e com diversos
parametros intrinsecos e extrinsecos como a temperatura e o pH, presenca de fontes

de carbono, presenca de vitaminas, co-enzimas e concentracdo de aminoacidos livres.

Na Tabela 3 é possivel encontrar as principais aminas biogénicas, assim como 0s

respetivos amino&cidos precursores.
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Tabela 3 - Aminas Biogénicas formadas nos alimentos e respetivos aminodacidos precursores (Flick &
Granata, 2005; Santos,1996).

Aminas Biogénicas Aminoacidos Precursores
Histamina Histidina
Tiramina Tirosina
Triptamina Triptofano

Cadaverina Lisina
Feniletilamina Fenilalanina
Espermina e Espermidina Metionina
Putrescina Arginina

As aminas biogénicas podem ser classificadas como vasoactivas, tais como a
tiramina, a triptamina e a feniletilamina, que tém efeitos vasoconstritores, e a histamina
e serotonina, que tém efeitos vasodilatadores, ou como psicoactivas, tais como a
dopamina e a serotonina que sdo neurotransmissores do sistema nervoso central. Por
outro lado, algumas aminas biogénicas podem reagir com o nitrito e formar nitrosaminas

carcinogénicas (Bardécz, 1995).

A importancia da determinac¢éo do teor em aminas biogénicas nos alimentos deve-
se essencialmente a dois fatores importantes tais como: a sua potencial toxicidade e a
possibilidade de uso como marcador de qualidade alimentar (Shalaby, 1996).

Segundo Claro (2009), o periodo de maturacdo € um fator critico que determina o
grau de acumulagéo das aminas biogénicas nos alimentos, especialmente de tiramina.
Em contrapartida, uma grande formacéo de diaminas durante o fabrico, especialmente
de cadaverina, tem sido relatada como dependente do tipo de maturagdo. Uma
maturacao rapida permite um maior aumento das aminas biogénicas em comparacao
com uma maturacdo lenta. Estes resultados sdo atribuidos as altas temperaturas
aplicadas durante a secagem/cura. Os fendmenos proteoliticos que ocorrem durante o
amadurecimento aumentam a concentracdo dos aminoacidos precursores que se
correlacionam com a formac&o das aminas biogénicas.

A maior causa de intoxicac6es alimentares devido a aminas biogénicas deve-se a
histamina, também conhecida como “Histamine fish poisoning” (HFP) ou “Scombroid
fish poisoning” devido ao consumo de atum, sardinhas e cavala (Halasz et al., 1994).
Os elevados teores de histamina nestas espécies podem ser explicadas pelo seu
elevado teor de histidina (Taylor, 1986), que segundo ljomah et al. (1992) podem variar
desde 1 g/kg até 15 g/kg de atum, sendo que teores de amino&cidos livres nos produtos
da pesca normalmente aumentam com o armazenamento devido & acdo de protéases

enddgenas e exdgenas (Halasz et al., 1994).
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Os sintomas mais comuns da intoxicacao histaminica sédo as tonturas, desmaios,
comichdo, incapacidade de engolir assim como a sensacao de ardor na lingua, sendo
gue por norma a recuperacdo ocorre ao fim de 8 horas, ou néo!

Em 1998 a FDA (American Food and Drug Administration) declarou um limite
méximo permitido de histamina no peixe de 5mg/100g de peixe (FDA, 1998). No entanto
em varios estudos realizados foram directamente administrados 67 e 180 mg de
histamina por via oral sem que houvesse sinais de toxicidade nos individuos voluntarios,
demonstrando que a toxicidade das aminas depende principalmente da capacidade do
individuo de desintoxicar (Halasz et al., 1994).

As aminas biogénicas presentes nos alimentos, por norma, ndo representam um
risco para a salde humana, a ndo ser que sejam ingeridas grandes quantidades, ou que
0S mecanismos naturais para o catabolismo de uma ou mais aminas sejam inibidos ou
sejam geneticamente deficientes.

Durante a ingestao dos alimentos, pequenas quantidades de aminas biogénicas sédo
catabolizadas em produtos fisiologicamente menos ativos, através de enzimas
aminoxidases como a monoamina oxidase (MAO) e a diamina oxidase (DAO). No
entanto, quando as aminas biogénicas sdo ingeridas em grandes quantidades, o
sistema de desintoxicagdo ndo as consegue eliminar eficientemente (Dadakova, 2009).

Apesar de a histamina ser a principal causa de intoxicacdo, a putrescina, a
cadaverina, a espermina e a espermidina, que nao tém efeitos adversos para a saude,
juntas potenciam a toxicidade da histamina e da tiramina ao inibirem a atividade das
enzimas de desintoxicacdo — aminoxidases.

Uma vez que a determinacdo da histamina por si s6 nem sempre é Gtil como
indicador da qualidade do peixe, Mietz e Karmas (1977) propuseram um método que
avalia a qualidade de um determinado produto a partir do seu teor em aminas, expresso
em mg/kg, atualmente designado por indice de Aminas Biogénicas (IAB). Este indicador,

que avalia a qualidade e a frescura dos alimentos, é estabelecido pela seguinte férmula:

Histamina + Putrescina + Cadaverina

- — = [AB
1 + Espermina + Espermidina

Para valores de IAB > 1, indicag&o de produto improprio para o consumo humano e para

valores de IAB < 1, indicacdo de produto de elevada qualidade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de varios fatores
tecnoldgicos ha evolucgéo fisico-quimica e bioquimica da Muxama produzida a partir de
musculo de atum de distintas regides anatomicas, tendo-se, para o efeito, realizado 2

ensaios.

No primeiro ensaio (Ensaio 1) avaliou-se a influéncia da adicdo de diferentes
antioxidantes nas caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas da muxama no produto
final, antes e apds a maturacao, desenvolvida sob vacuo a 0-4°C durante 1 e 3 meses.
Apo0s a sua rececao em gelo, o atum fresco, atum patudo (Thunnus obesus) proveniente
dos Acores, foi submetido a desmancha e corte da regiéo dorsal do lombo (categoria
extra) em varias pecas de cerca de 2 kg, para a produ¢do de muxama com os diferentes
antioxidantes em estudo (eritorbato, alecrim e salvia). As amostras de muxama foram
produzidas pelo processo de salga a seco sob vacuo e mantidas a 2-4°C durante 15
dias. A quantidade de sal utilizada foi calculada por forma a atingir-se um teor médio de
4% no produto final, tendo em conta uma quebra de peso durante a secagem de cerca
de 35-40%. O nitrato e nitrito de sédio foram adicionados na concentragédo de 200 mg/kg.
Para avaliar a influéncia de diferentes antioxidantes, as amostras de muxama foram
adicionadas de eritorbato de s6dio na concentracdo de 0,5g/kg e extratos de alecrim e
sélvia na concentracdo de 2g/kg. Apos o periodo de salga/cura, as amostras foram
retiradas da embalagem a vacuo, removido o excesso de humidade a superficie e
transferidas para uma camara de secagem com temperatura e humidade relativa
controladas (Fitoclima, modelo S600 PLH). A secagem das amostras iniciou-se a uma
temperatura de 5°C e uma humidade relativa (HR) de 70 % durante 24 h para remover
0 excesso de humidade da superficie das pecas de atum. Apés este periodo as
amostras foram mantidas a 5°C e 85% de HR até ser atingido cerca de 20% de perda
de peso e numa 32 fase mantidas a 10-12°C e 60% de HR (sem ventilagcao) até 35%-
40% de perda de peso (aw final de cerca 0,84-0,86). As amostras foram entéo

embaladas a vacuo e conservadas a 4°C durante 1 e 3 meses.

No segundo ensaio (Ensaio 2) avaliou-se o tipo de salga (a vacuo e ao ar) e a adi¢do
de nitrito nas amostras de muxama mantidas durante 1 e 3 meses de maturacdo. As
amostras de muxama foram produzidas a partir da regido intermédia do lombo do atum
(1@ categoria) o qual foi dividido em vérias pecas de cerca de 2 kg, tal como no ensaio
anterior, para a produgdo de muxama com as diferentes condi¢cdes em estudo (salga a

vacuo/ar e com/sem nitrito). Neste ensaio todas as amostras foram adicionadas de
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eritorbato (0,5g/kg). O processo tecnolégico de producdo das diferentes amostras de

muxama foi semelhante ao ja descrito para o Ensaio 1.

Para além da analise de uma gama alargada de compostos bioativos naturais com
atividade antioxidante como os péptidos, ubiguinonas, vitamina A e E, determinaram-se
as taxas de lipdlise (acidez da gordura) e protedlise (fracdo azotada dos &cidos
aminados livres) bem como a estabilidade oxidativa da fracéo lipidica (aldeido maldnico)
e ainda a propensdo para a formacdo de aminas biogénicas, de acordo com o0s

protocolos a seguir indicados.

3.2 Preparacao da amostra
Antes da execucédo das técnicas para determinacdo dos varios parametros quimicos e
bioquimicos, as amostras foram cortadas e trituradas num Grindomix GM 200, Retsch
com o objetivo de obter amostras homogeneizadas e representativas da totalidade do
material amostrado e de aumentar a sua area superficial para facilitar a extracéo dos

diversos compostos que se pretende quantificar.

3.3 Determinacao da Humidade

A humidade das amostras foi determinada de acordo com a NP-1614-1 (2009). Para
uma capsula de porcelana, pesaram-se cerca de 20 g de areia e uma vareta de vidro,
gue foi colocada numa estufa (Memmert, Germany) a 103°C durante 1 hora. Apos este
periodo, adicionou-se 5 g de amostra que se envolveu muito bem na areia e se colocou
novamente na estufa durante 3 horas a mesma temperatura. Apds arrefecimento em
exsicador, pesou-se e posteriormente, repetiu-se a operacdo de hora a hora até ser
atingido um peso constante. O teor de humidade, expresso em percentagem (w/w), foi

calculado usando a seguinte equagao:

Humidade (%) = (m1-my) / (m1-mg) X100
onde:
Mo - massa da cipsula com areia e vareta, expressa em gramas
m; - massa da capsula com areia, vareta e toma para analise antes da secagem,
expressa em gramas

m:2 - massa da cdpsula com areia, vareta e toma para analise depois da secagem, expressa em

gramas
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3.4 Determinacao do pH

A determinacdo do pH foi efetuada de acordo com a NP-3441 (2008) num
potencibmetro 654 pH meter (Metrohm Herisau, Switzerland) equipado com um
electrodo de vidro combinado (Mettler Toledo, Swiitzerland). Antes de iniciar o
procedimento e em cada dia de analise procedeu-se a calibracdo do potenciémetro,
utilizando os padrbes de pH 4 e 7. Pesaram-se 5g de amostra para um copo de vidro,
adicionou-se 10 g agua destilada e homogeneizou-se com uma vareta de vidro, sendo

posteriormente realizada a leitura direta no potenciometro.

3.5 Determinacéao da atividade da agua

A determinacao da atividade (aw) da agua foi efetuada utilizando um medidor de
aw (Rotronic Hygromer) a 20°C, com uma sonda AwV C-DIO (Rotronic AG, Switzerland).
Uma porgéo da amostra homogeneizada foi colocada dentro da capsula da sonda de

medicao durante o tempo necessario a sua estabilizagéo.

3.6 Determinacéao dos cloretos

De acordo com a NP-1845 (1982), pesaram-se 10 g de cada amostra para um
copo de vidro e macerou-se em agua destilada a ferver, utilizando uma vareta de vidro.
De seguida, foi transferido, através de um funil, para um bal&o volumétrico de 100 mL e
adicionado de 2 mL de ferrocianeto de potassio e 2 mL de acetato de zinco. Apds um
repouso de 10 minutos, aferiu-se o volume do baldo com agua destilada. Ap6s filtracao,
retirou-se 10 mL da solucdo para um erlenmeyer e adicionou-se 1mL de &cido nitrico,
50mL de agua destilada e 20 mL de nitrato de prata 0,1 N, deixando-se a repousar
durante 10 minutos ao abrigo da luz. De seguida, titulou-se com tiocianato de potassio
0,1 N, utilizando como indicador a solucdo de sulfato duplo de ferro e de amadnia. O teor
de cloretos das vérias amostras foi expresso em percentagem de cloreto de sédio e

calculado através da equacéao seguinte:
Cloretos (%) = 5,844 / m (10-v)

onde:
m - massa da toma para analise, expresso em gramas
v — volume da solucao de tiocianato de potassio adicionada na titulacéo, expressa em

mililitros.
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3.7 Determinacgao do azoto dos aminoacidos livres

A determinacdo do azoto dos aminoacidos livres foi efetuada segundo a NP-
3443 (1990) Pesaram-se 25 g de cada amostra aos quais foram adicionados 25 mL de
TCA 20% e 90 mL de agua destilada, sendo de seguida homogeneizado em Polytron
modelo PT3100 (Kinematica AG, Switzerland) e colocado no frigorifico por duas horas.
Apbs este tempo foi feita uma filtracdo para baldo volumétrico de 200 mL, sendo o
volume aferido com &gua destilada. A esta solucdo foram retirados 25 mL para um
erlenmeyer e adicionados 10 mL de formol tendo sido posteriormente realizada uma
titulagdo com NaOH 0,02 N. O teor do azoto dos aminoacidos livres (AAAL) foi expresso

em percentagem e calculado segundo a equagao:

AAAL (%) =5,6 xV/mx V;
onde:
V — volume de NaOH gasto na titulacdo
V1 — volume do filtrado utilizado

m — massa da toma da amostra

3.8 Determinacéo da gordura total

Para a determinacao dos lipidos totais foi utilizado o método descrito por Folch
et al. (1957). Para tal foram homogeneizadas, em Polytron, 20 g de amostra com 50 mL
de uma mistura constituida por diclorometanto e metanol (2v:1v) durante 6 minutos.
Apo0s a trituracdo da amostra procedeu-se a sua filtracdo em vacuo, utilizando papel de
filtro de fibra de vidro, sendo o residuo do filtrado recolocado novamente no tubo de
vidro para se proceder a uma nova extracdo. Apés a segunda filtragdo, colocou-se a
mistura numa ampola de decantacdo de 250 mL juntamente com 37,5 mL de NacCl
0,73%. ApOs agitacdo foi deixada a repousar durante 24horas. Decorrido este tempo
recuperou-se a fase inferior (fase organica) para o respetivo baldo de 250 mL
previamente identificado e tarado. De seguida procedeu-se a eliminacédo do solvente
utilizando um evaporador rotativo a 45°C, utilizando na fase final o vacuo de modo a
eliminar quaisquer residuos de solvente. Apés a evaporacao, os baldes foram colocados
por uma hora na estufa a 100°C e pesados apos arrefecimento. Foram de seguida
colocados no exsicador durante 24 horas e pesados ao fim deste tempo. O teor de

gordura foi expresso em percentagem.
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3.9 Determinacao da Acidez
Para a determinacéo da acidez, efetuada segundo a técnica descrita por Pearson

(1973), efetuou-se a extracdo da gordura total seguida da determinagéo da acidez livre.

- Extracdo da gordura total

Trinta gramas de amostra foram homogeneizados, em Polytron, com 50 mL de
diclometano e filtrados utilizando um filtro de pregas Whatman n® 41. Em seguida
procedeu-se a uma segunda filtracdo com sulfato de sddio anidro para um baldo

volumétrico de 100 mL, completando o volume com diclorometano.

- Teor de gordura

Para um baldo de vidro devidamente identificado e tarado foram retirados 10 mL
do extrato obtido anteriormente, procedendo-se de seguida a eliminacdo do solvente
utilizando um evaporador rotativo a 61°C e utilizando na fase final o vacuo de modo a
eliminar quaisquer residuos de solvente. Apos a evaporacao, os baldes foram colocados
por uma hora na estufa a 100°C e posteriormente pesados.

- Acidez livre

A 25 mL do extrato obtido na etapa de extracdo adicionaram-se 25 mL de etanol
a 95% neutralizado, sendo a mistura titulada com NaOH 0,1 M, utilizando a fenolftaleina
como indicador. O teor de acidez foi expresso em g de acido oleico por 100 g de gordura
e calculado através da seguinte equagao:

Acidez (g/100g gordura) = (282 x 0,1 x V) / (25 x m)
onde:
V — volume de NaOH gasto na titulagéo, expresso em ml

m — peso de gordura existente em 25 ml do extrato.

3.10 Determinacéo do aldeido malénico
- Extracéo
A determinacédo do aldeido maldénico foi efetuada de acordo com a técnica descrita
por Mendes et al. (2009). Num tubo de centrifuga rolhado foram pesados 10 g de
amostra as quais foram adicionados 20 mL de &cido tricloroacético 7,5%, 25 mg de
galato de propilo e 35 mg de EDTA. Apos a homogeneizacédo da solugdo em Polytron a
5000 rpm durante 1 minuto, procedeu-se a uma centrifugacdo a 6000 rpm durante 10
min, sendo o sobrenadante filtrado com papel de filtro Whatman n° 1. O filtrado

resultante foi de novo filtrado em Acrodisc 0,2 um PTFE, sendo 200 L transferidos para

-44 -



Qualidade Nutracéutica, Suscetibilidade Oxidativa e Formacéo de Aminas Biogénicas na Muxama

um vial do sistema cromatografico e derivatizados pela adicao de 20 pL de DNPH 5 mM
em HCL 2 M, durante 30 minutos antes da inje¢cdo no HPLC.

- Analise por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC)

A anadlise por HPLC do complexo MA-DNPH foi realizada num médulo de
separacao Alliance 2695 utilizando uma coluna de fase reversa (Spherisorb ODS2, 4.6x
250 mm, 5 mm) da Waters (Milford, MA). A coluna foi eluida isocraticamente com uma
fase movel constituida por agua:acetonitrilo:acido acético (55: 45: 0,2 v/v/v) a uma
velocidade de fluxo de 1 mL.min O derivado de DNPH-MA foi detetado num Photodiode
Array (PDA) Waters 996 (Waters, Milford, MA) a 310 nm e quantificado através do
método do padréo externo, utilizando-se uma solugéo de 1,1,3,3-tetrametoxipropano
(TMP) 2,5 mM em &cido tricloroacético a 7,5% como solucéo stock.

2 -‘ 2 Aldeido Malénico
H\
[

Figura 18 - Cromatograma da solu¢&o padréo do Aldeido Malénico.

3.11 Determinacao das coenzimas Q9 e Q10

A determinacéo das coenzimas Q9 e Q10 (ubiquinona) foi efetuada com base na
técnica descrita por Souchet & Laplante (2007), tendo no entanto sido necessario
proceder a alteracfes das condic¢des iniciais para aumentar a eficacia da extracao. Para

isso utilizaram-se 3 diferentes metodologias de extracdo de modo a otimizar o processo.

- Procedimento A (Souchet & Laplante, 2007)

Homogeneizou-se, em Polytron, 1 g de amostra juntamente com 5 mL de NacCl
0,15 M e 5 mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1 M. Apds a homogeneizacao retirou-
se 1 mL da suspenséo para um tubo de centrifuga rolhado e adicionou-se 2 mL de etanol
e 5 mL de n-hexano, agitando-se vigorosamente em vortex durante 2 minutos. De
seguida procedeu-se a uma centrifugacdo a 5000xg durante 5 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante, que consiste na fase organica de n-hexano, transferida para um
erlenmeyer e a parte inferior novamente extraida com nova aliquota de 5 mL de n-

hexano. Os 2 extratos foram combinados, e o n-hexano evaporado a 61°C, sendo o
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residuo colocado a 4°C durante a noite. O residuo resultante da evaporacgdo foi
dissolvido em 2 mL de isopropanol, filtrado através de um Acrodisc PTFE 0,45um e
analisado por HPLC no mesmo dia de modo a prevenir uma possivel degradacdo da

amostra.

- Procedimento B
O procedimento B é idéntico ao procedimento A, com as seguintes alteragfes:

1. Aumento da toma da amostra para 2 g;
Utilizagdo de SDS com uma concentracgado de 0,2 M;
Ap6s a homogeneizacdo em Polytron, foram utlizados 5 mL do

homogeneizado, em vez de 1 mL.

- Procedimento C
O procedimento C é idéntico ao procedimento A, com as seguintes alteragdes:

1. Aumento da toma da amostra para 2 g;

2. Utilizagdo de SDS com uma concentracéo de 0,2 M;

- Analise por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC)

A identificagdo e quantificacdo das coenzimas Q9 e Q10 foi efetuada num
sistema HPLC da marca Waters constituido por um modulo de separagéo Alliance 2695
e um detetor de Photodiode Array (PDA) Waters 996 (Waters, Milford, MA). O software
Empower Pro foi utilizado para andlise dos cromatogramas obtidos.

A separacao das coenzimas foi efetuada numa coluna Atlantis dC18 4.6x150mm, 3 um,
(Waters, Milford, MA) em fase isocratica e a temperatura ambiente. A fase movel,
constituida por acetonitrilo:tetrahidrofurano:dgua (55:40:5, v/v/v), foi utilizada a
velocidade de fluxo de 1,5 mL mint. As coenzimas foram detetadas a 275 nm e

guantificadas através do método do padrdo externo.
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Figura 19 - Cromatograma da solug&o padrdo das coenzimas.
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3.12 Determinacgéo dos dipéptidos bioativos e creatina

- Extracéao

Os dipéptidos bioactivos e a creatina foram extraidos de acordo com o método
proposto por Mora et al. (2007). Cinco gramas de amostra foram homogeneizados em
Polytron PT 3100 (Kinematica AG, Suiga) na presenca de 15 mL de HCI (0.01 M). O
extrato foi entdo centrifugado a uma velocidade de 10 000xg durante 40 minutos a 4 °C
(Sorvall Instruments, Wilmington, Delaware, EUA), sendo o sobrenadante sujeito a uma
filtracdo a vacuo com filtro de fibra de vidro. A 2 ml do filtrado foram adicionados 6 ml de
acetonitrilo sendo a mistura mantida em repouso durante 20 minutos a 4°C. Apés este
periodo, a mistura foi sujeita a uma nova centrifugacéo a 10000xg durante 10 minutos

a 4°C sendo o sobrenadante novamente filtrado através de Acrodisc 0,45 um.

- Analise por cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC)

A analise cromatografica dos péptidos bioactivos foi efetuada num sistema HPLC
da marca Waters constituido por um médulo de separacgdo Alliance 2695 e um detetor
de UV Waters 2487. Para a separagdo dos dipéptidos e da creatina utilizou-se uma
coluna Atlantis HILIC silica 4.6x150 mm, 3 um (Waters, Milford, MA) a temperatura
ambiente. A eluicdo foi efetuada em gradiente linear com uma mistura de acetato de
amonio 0.65 mM (pH 5.5) em agua/acetonitrilo (25:75) como solvente A e acetato de
amonio 4.55 mM (pH 5.5) em &gua/acetonitrilo (70:30) como solvente B. O gradiente
variou de 0 a 100% do solvente B em 13 min a uma velocidade de fluxo de 1,4 mL min°
1. A separacdo foi monitorizada usando um detetor UV/VIS (Waters 2487 Dual A
Absorbance detector, Waters, Milford, MA) a 214 nm.

- 0.60] Creatina . _ Creatina
= \§ Carnosina 2

T Xe ]
| 7

Figura 20 - Cromatograma da solugéo padrao dos dipéptidos.
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3.13 Determinacao Tocoferol, B-caroteno e colesterol

-Extracéao

A determinacdo do o-tocoferol, [B-caroteno e colesterol foi efetuada
simultaneamente por HPLC de acordo com o método descrito por Prates et al. (2006).
A 5g de amostra foram adicionados 0,6 g de &cido ascorbico e 20 mL da solucéo de
saponificagdo num tubo rolhado, sendo de seguida agitado em vortex e colocado em
banho de agua com agitacdo a 80°C durante 15 minutos. Findo este tempo, os tubos
foram arrefecidos sob agua corrente durante 1 minuto, adicionando-se, de seguida 6 mL
de agua destilada e 12 mL de solucdo de hidroxitolueno butilado. A mistura foi agitada
em vortex durante 2 minutos e a camada superior filtrada por sulfato de anidro e através

de Acrodisc 0,45 pm.

- Analise por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC)

A separacao e quantificagdo do a-tocoferol, B-caroteno e colesterol foi efetuada
utilizando um sistema de HPLC Waters que consiste de uma bomba Waters 515, injetor
automatico (Waters 717) e dois detetores colocados em série (UV e Fluorescéncia) para
a deteccao simultdnea dos 3 compostos em analise.

A separacgdo cromatografica foi realizada numa coluna de silica de fase normal
(Waters, Milford, MA), usando elui¢do isocratica com uma mistura de isopropanol em n-
hexano 1% (v / v) a uma velocidade de fluxo de 1 mL min. A deteccgéo foi efetuda em
fluorescéncia para a-tocoferol (excitagdo 295 nm e emissédo 325 nm) e UV para detegéo

do B-caroteno (450 nm) e colesterol (202 nm).

Figura 21 - Cromatograma da solugéo padrao do a-tocoferol.
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Figura 23 - Cromatograma da solu¢éo padrédo do colesterol.

3.14 Determinacgdo das aminas biogénicas

-Extracao

As aminas biogénicas foram determinadas por HPLC seguindo a técnica descrita
por Eerola et al. (1993) com algumas modificagbes. Num tubo de centrifuga, 5 g de
amostra foram adicionados de 20 mL de acido tricloroacético (TCA) a 6% e a mistura
homogeneizada em Polytron durante 3 minutos. Apés a homogeneizagéo procedeu-se
a uma centrifugacéo a 10000xg durante 10 minutos a 4°C sendo o sobrenadante filtrado
para um baldo de 50 mL utilizando papel de filtro Whatman 41. O residuo foi submetido
a nova extracdo com 20 mL de TCA 6%, agitando a solugdo no vortex e repetida a
centrifugacéo a 10000xg durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi filtrado para o

mesmo baldo de 50 mL e o volume aferido utilizando TCA 6%.

-Derivatizagéo dos extratos

Para a derivatizacao dos extratos, foram retirados 0,5 mL da solugéo preparada
anteriormente, para um tubo de ensaio e adicionados de 100 pL de solucao de hidroxido
de sédio 2N e 150 pL de bicarbonato de sodio. De seguida foi adicionado 1 mL de cloreto
de dansilo em acetona (10 mg/1 mL de acetona), tendo sido agitado ligeiramente no
vortex e colocado na estufa a 40°C durante 45 minutos. Findo este tempo foram
adicionados 50 pL de amoénia de modo a parar a reagdo. Apos 30 minutos, foram

adicionados 700 pL de acetonitrilo e filtrado através de um Acrodisc 0,45 pm.
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- Andlise por cromatografia liquida de alta presséo (HPLC)

As aminas biogénicas foram separadas e quantificadas num sistema de HPLC
Waters constituido por um modulo de separacdo Alliance 2695 e um detetor de
Photodiode Array (PDA) Waters 996 (Waters, Milford, MA).

A separacao foi realizada numa coluna de fase reversa Spherisorb ODS2, 5 um, 4,0x125
mm, utilizando um programa de eluicdo em gradiente com a seguinte mistura de
solventes: acetato de amoénio 0,1 M como solvente A e acetonitrilo como solvente B. O
gradiente iniciou a 50% e terminou com 90% de acetonitrilo em 19 min. O teor de aminas
biogénicas foi expresso em mg kg! e a sua quantificacdo, efetuada por meio de
calibrag&o externa, com recurso a uma mistura de padrées individuais, de concentragao
conhecida, das 8 aminas em andlise (triptamina, feniletilamina, putrescina, cadaverina,

histamina, tiramina, espermidina e espermina).

3.15 Célculo dos Limites de Deteccdo (LOD) e Quantificacdo (LOQ)
O limite de detecdo € a menor concentragdo do analito que pode ser detetada na
amostra, nas condicbes experimentais estabelecidas. O limite de quantificacdo é
definido como a menor concentragdo do analito, que pode ser quantificada na amostra,
com exatiddo e precisdo aceitaveis. Neste estudo, considerou-se como limite de
guantificacdo a concentracdo correspondente ao ponto mais baixo da curva de
calibracdo, enquanto que o limite de detecdo foi determinado pela comparacdo dos
sinais medidos da amostra com baixas concentragdes conhecidas do analito com as do

branco, estabelecendo-se a concentracdo que produziu uma relagdo sinal/ruido de 3.

3.16 Taxa de recuperacao
A taxa de recuperacéo (ou fator de recuperacéo) é definida como a relacao da
guantidade da substancia a analisar que é extraida e passivel de ser quantificada em
funcdo da quantidade presente ou adicionada (valor conhecido). No processo de adicéo,
em geral, usa-se uma solucao padréo da substancia a analisar que é adicionada a matriz
similar a amostra (branco) isenta da substancia ou a amostra (fortificacéo, incorporacao,
termos provenientes do inglés “spiking”).

A taxa de recuperacao é calculada utilizando a seguinte expressao:

C 2
Taxa de Recuperagio (%) = = 100

Onde:
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C1 - concentracdo determinada na amostra adicionada
C2 — concentracdo determinada na amostra ndo adicionada

C3 — concentragéo adicionada

Os intervalos aceitaveis de recuperacao para andlise de residuos, dependendo
da complexidade do método analitico e da matriz da amostra, r pode ser de 50 a 120%,

com desvio padrao relativo até 15%.

3.17 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos foi efetuada através do software JMP
statistical (Version 9.0.1, SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA, 2010).

A influéncia da adicdo dos diferentes antioxidantes adicionados e do tempo de
maturacdo nos diversos parametros analisados (Ensaio 1) foi avaliada através de uma
Analise de Variancia (two-way ANOVA).

No Ensaio 2, o efeito do tipo de salga, adicdo de nitrito e tempo de maturagéo foi
avaliado através de uma Analise de Variancia (three-way ANOVA).

Quando os fatores ou as suas interacdes apresentaram diferencas significativas

(P<0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey HSD post hoc test.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste capitulo referem-se aos diferentes
procedimentos realizados, com vista ao estudo dos dois principais objetivos: Ensaio 1-
Impacto da adicdo de antioxidantes como o Eritorbato, o Alecrim, e a Salvia ao longo do
tempo de maturagdo; Ensaio 2 — Impacto da salga ao ar e sob vacuo, com e sem nitrito

ao longo do tempo de maturacao.

4.1 Otimizacdo do método de extracdo das coenzimas Q9 e Q10

Para a otimizacdo do método de extracdo das coenzimas Q9 e Q10 foram
testados os trés procedimentos descritos no capitulo Material e Métodos, apresentando-
se na Figura 24 os cromatogramas obtidos em cada um dos procedimentos. Da analise
da figura é possivel observar que a extracdo de coenzima Q9 permitiu obter teores
idénticos nos trés procedimentos (A=0,97, B=0,63 e C=0,83 mg/100g). Pelo contrario o
procedimento B permitiu uma extracdo mais eficiente de coenzima Q10 (A=0,58, B=1,69
e C=0,67 mg/100g), tendo-se adotado este procedimento experimental para o estudo

da influéncia dos diversos fatores neste composto bioativo.

l‘ Procedimento A

CoQ9 = 0,97 mg/100g
CoQ10 = 0,58 mg/100g

6693

Procedimento B

2 CoQ9 = 0,63 mg/100g
! CoQ10 = 1,69 mg/100g

56459

2 CoQ9 = 0,83 mg/100g
A CoQ10 = 0,67 mg/100g

Figura 24 - Cromatogramas dos diferentes procedimentos testados para o estudo de optimizacéo de
extracdo das coenzimas.
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4.2 Determinagé&o das curvas padréao

De modo a proceder-se a quantificacdo das amostras, foi necessario realizar
uma curva-padréo para cada composto a analisar.

As curvas padrdo foram obtidas através da injecdo de concentracdes conhecidas
dos padroes de cada composto, sendo apresentadas as respetivas equacdes e
coeficientes de correlacdo na Tabela 4, sendo que a representacdo das retas se
encontram no Anexo 7.1.

Tabela 4 - Equacgfes da reta e respetivos coeficientes de correlagcdo de cada composto analisado.

Composto Equagdo da reta Coeficiente de correlagéo (R?)
Aldeido Malénico y = 18761x + 3607 0,9993
Anserina y = 324983x + 1282,5 0,9994
Carnosina y =516273x - 4710,2 0,9972
Creatina y = 992664x + 4723,5 0,9992
Coenzima Q9 y =2301,1x + 314,45 0,9996
Coenzima Q10 y =1917,1x - 1259,7 0,9993
Colesterol y = 4x10%x + 32719 0,9991
a-Tocoferol y = 16713x - 389,77 0,9997
B-Caroteno y = 173815x + 149,48 0,9998
Triptamina y =1721,9x + 755,31 0,9934
Fenietilamina y = 1438,1x - 47,233 0,9997
Putrescina y =4752,3x - 536,38 0,9969
Cadaverina y = 5326x - 248,85 0,9986
Histamina y = 3921,3x - 283,22 0,9993
Tiramina y = 3501x - 432,75 0,9978
Espermidina y = 4538,3x - 509,74 0,9977
Espermina y = 3083,2x - 387,27 0,9978

4.3 Validacdo dos métodos cromatogréficos

De modo a validar os métodos cromatograficos, foram realizados os calculos das
taxas de recuperacao (TR), dos limites de detecao (LD) e limites de quantificacdo (LQ)
para cada um dos compostos a analisar, encontrando-se os valores obtidos naTabela
5.
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Tabela 5 - Taxa de recuperacéo, limites de detecéo e de quantificacdo de cada composto analisado.

Composto Taxa de Limites de Limites de
Recuperagéo (%) Detecgéo (LD) Quantificagcao (LQ)
Aldeido Maldnico (mg/Kg) 62,3 0,06 0,18
Coenzima Q9 (mg/100g) 33 0,33 0,98
Coenzima Q10 (mg/100g) 33 0,34 1,03
Anserina (mg/100g) 66,9 2,32 6,95
Carnosina (mg/100g) 64,8 11,08 33,24
Creatina (mg/1009) 100 4,13 12,40
a-Tocoferol (nug/g) 54,1 0,096 0,29
B-Caroteno (ug/g) 96,3 0,082 0,25
Colesterol (mg/g) 100 0,046 0,14
Triptamina (mg/KQ) 85,4 0,34 1,03
Fenietilamina (mg/Kg) 100 0,34 1,03
Putrescina (mg/Kg) 76,7 3,79 11,38
Cadaverina (mg/Kg) 98,6 2,89 8,68
Histamina (mg/KQ) 104,1 1,00 2,99
Tiramina (mg/Kg) 45 2,13 6,40
Espermidina (mg/Kg) 100 2,16 6,47
Espermina (mg/Kg) 110 2,55 7,65

4.5 Ensaio 1 - Influéncia dos antioxidantes ao longo do tempo de
maturacao

O Ensaio 1 foi realizado utilizando o musculo da categoria extra, tendo a salga
sido realizada a vacuo e utilizando nitrito. Neste ensaio foi estudada a influéncia da
adicdo de diferentes antioxidantes (eritorbato, alecrim e salvia) nos diferentes
compostos a analisar no produto final (T0), ap6s maturacdo de 1 més (T1) e com 3

meses de maturagéo (T3).

4.5.1 Cloretos

Na Figura 25 encontram-se os resultados obtidos para o teor de cloretos

presente em cada amostra ao longo do tempo de maturacéo.
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Figura 25 - Influéncia dos antioxidantes ao longo do tempo de maturagéo, no teor de cloretos.
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No processo de salga, a adicdo de sal foi efetuada de modo a que o produto final
apresentasse cerca de 4% de teor de cloretos, podendo verificar-se, pela analise do
gréfico da Figura 25, uma variacdo dos teores de sal entre 4,70% no produto final

contendo salvia e 6,54% no produto com eritorbato e 1 més de maturacao.

Esta variacdo no teor de cloretos nas diferentes amostras analisadas pode
dever-se ao facto de a difusédo dos aditivos, nomeadamente do sal, depender ndo sé da
guantidade adicionada, mas também da espessura da peca e da quantidade de gordura
inter e intramuscular presente. Tendo em conta que dentro do mesmo musculo existem

grandes variacfes nos teores de gordura, a penetracdo do sal no produto serd diferente.

Tabela 6 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas intera¢des consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de cloretos nas diferentes amostras do Ensaio 1

Fator F p Nivel de significancia
Antioxidante 430,06 <0,0001 ek
Tempo 209,545 <0,0001 ok
Antioxidante*Tempo 65,8776 <0,0001 ek

4.5.2 Azoto dos Aminoéacidos livres

O processo de hidrélise das proteinas, a que se da o nome de protedlise, ocorre
por agdo de enzimas existentes no musculo do préprio peixe e/ou nos microrganismos
eventualmente presentes. Neste processo, as proteinas originam compostos mais
pequenos, péptidos e aminoacidos livres 0s quais podem ser determinados como um

indicador do grau de protedlise existente.

Na Figura 26 encontram-se os resultados obtidos para o teor de azoto de

aminoécidos livres presente em cada amostra ao longo do tempo de maturacao.
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Eritorbato Alecrim Salvia
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Figura 26 - Influéncia dos antioxidantes ao longo do tempo de maturagédo, no teor de aminoacidos livres.
Valores das médias com letras iguais ndo séo significativamente diferentes.

Através da andlise de variancia efetuada aos teores de azoto de aminoacidos

livres (Tabela 7) é possivel verificar-se uma influéncia altamente significativa do fator
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antioxidante (F=20,7697, p<0,0001), apresentando as amostras adicionadas de salvia,
teores médios superiores, (0,41+0,05 mg/100g) aos das amostras com alecrim
(0,39+0,08 mg/100g) e eritorbato (0,39+0,06 mg/100g).

O fator tempo também revelou uma influéncia significativa nos teores de
aminoacidos livres (F=1101,58, p<0,0001), verificando-se um aumento nesses teores
com o aumento do tempo de maturacdo. O produto apds o processo de secagem (TO)
apresentou valores médios de 0,31+0,01 mg/100g, apds 1 més de maturacdo (T1) os
valores médios subiram para 0,42+0,05 mg/100g e ao fim de 3 meses de maturacdo
(T3) atingiu 0,46+0,06 mg/100g. Segundo Raemaekers e Demeyer (1996), esta
evolucdo com o tempo de maturagdo seria esperada, pois em produtos maturados,
como € o caso da muxama, a fracdo de aminoéacidos livres aumenta por processos de
protedlise, provocados por enzimas enddgenas, procedentes do proprio alimento, ou

por enzimas produzidas por microrganismos.

Tabela 7 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas intera¢des consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de aminoécidos livres nas diferentes amostras do Ensaio 1.

Fator F p Nivel de significancia
Antioxidante 20,7697 <0,0001 Frx
Tempo 1101,58 <0,0001 ek
Antioxidante*Tempo 522,4535 <0,0001 rrx

4.5.3 Gordura

Na Figura 27 encontram-se representados os valores obtidos para o teor de

gordura presente nas diferentes amostras ao longo do tempo de maturacao.
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Figura 27 - Influéncia dos antioxidantes ao longo do tempo de maturagéo, no teor de gordura.

A variacao lipidica no musculo dos peixes depende do tipo de masculo e da parte
do musculo analisado (Ackman, 1967). Apesar de haver varios estudos que referem
uma variacao da distribuicao lipidica em funcdo do musculo e da sua localizacédo
anatémica, ndo existe uma descricao estruturada desta distribuicdo para as varias

espécies de peixe.
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Pela analise do grafico da Figura 27 podemos verificar que a variagao dos teores
de gordura observada nas muxamas produzidas nas varias condi¢cdes em estudo foi
relevante, variando desde 2,27% na amostra com alecrim apds 3 meses de maturagao
até 7,60% na mesma amostra ap0s a secagem (T0). A média de gordura das varias
muxamas foi de 5,5+0,82%. E também de assinalar que o teor de gordura das varias
amostras de matéria-prima (atum fresco) analisadas variou entre 2,65% e 6%,
apresentando um teor médio de 4,30%. Peng et al. (2013), num estudo onde avaliaram
a composicado em lipidos de musculo de atum verificaram um teor de 1,93% e 2,06%
para o atum albacora (Thunnus albacares) e atum patudo (Thunnus obesus),
respetivamente.

Tendo em conta que dentro do mesmo musculo existem variacdes na
distribuicdo de gordura, o ideal seria 0 uso do mesmo pedaco de musculo para a
guantificacdo dos diversos compostos, o que foi impossivel tendo em conta a
guantidade de andlises efetuadas neste trabalho experimental.

4.5.4 Acidez

Na Figura 28 encontram-se representados os resultados obtidos para o teor de
acidez de cada amostra ao longo do tempo de maturacao.
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Figura 28 - Influéncia dos antioxidantes ao longo do tempo de maturacéo, no teor de acidez. Valores das
médias com letras iguais ndo séo significativamente diferentes.

Pela andlise de variancia efetuada aos teores de acidez (Tabela 8) é possivel
verificar-se uma influéncia significativa do fator antioxidante (F=220,8399, p<0,0001),
apresentando as amostras com eritorbato um valor médio superior (17,37+4,46 g/100g)
ao das amostras com alecrim (12,67+2,56 g/100g) e sélvia (12,49+2,16 g/100g).

Por seu lado a interagdo entre os fatores antioxidante e tempo também se
mostrou significativamente influente (F=450,27, p<0,0001) no teor de acidez das

amostras sendo possivel verificar-se um aumento deste com o tempo de maturacao
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para a amostra com alecrim (T0:7,73+0,31 g/100g para T3:14,00+0,26 g/100g) e para a
amostra com sélvia (T0: 8,50+0,22 g/100g para T3:15,95+0,7 g/100g) e uma diminuicdo
da acidez para a amostra com eritorbato (T0:26,28+0,00 g/100g para T3:12,73+0,05
0/100g).

O aumento da acidez com o tempo de matura¢ao nas amostras contendo salvia

e alecrim indicam um aumento da lipélise com o tempo de maturacao.

Tabela 8 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas intera¢des consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de acidez nas diferentes amostras do Ensaio 1.

Fator F p Nivel de significancia
Antioxidante 220,8399 <0,0001 Frx
Tempo 0,0642 0,938 n.s
Antioxidante*Tempo 450,2653 <0,0001 rrx

4.5.5 Aldeido Malbnico

Os teores de aldeido malénico, principal produto secundario resultante da

oxidacgao lipidica, encontra-se na Figura 29.
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Figura 29 - Influéncia dos antioxidantes ao longo do tempo de maturacao, no teor de aldeido malénico.
Valores das médias com letras iguais ndo séo significativamente diferentes.

A analise de variancia efetuada ao teor de aldeido malénico (Tabela 9) revelou
um efeito altamente significativo do fator antioxidante (F=136,6; p<0,0001) verificando-
se um menor teor de aldeido maldnico e consequente menor oxidacdo, para as
amostras com alecrim (0,74+0,70 mg/kg) comparativamente com as amostras de
eritorbato (1,65+1,34 mg/kg) e de salvia (4,37+3,35 mg/kg).

O fator tempo também revelou uma influéncia altamente significativa nos teores
de aldeido malénico (F=123,7; p<0,0001), verificando-se uma diminuicdo dos teores
com o aumento do tempo de maturacao, revelando o produto final (TO) valores médios
de 3,68+3,64 mg/kg, com 1 més de maturagéo (T1) 2,87+0,72 mg/kg e apoés trés meses

de maturacéo (T3) atingiu um valor médio de 0,21+0,21 mg/kg.
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Sendo o aldeido maldnico um produto secundario de oxidagao lipidica, a sua
quantificacdo permite determinar os danos oxidativos ocorridos numa determinada
amostra, sendo a sua formag&o maior quanto maior for a oxidagéo lipidica (Kinter, 1995).
Este estudo revelou a existéncia de uma maior oxidagdo na amostra com salvia e uma

menor oxidacdo na amostra com alecrim.

Para além de ser um indicador de oxidacdo lipidica, o aldeido maldnico é um
composto considerado carcinogénico e mutagénico, podendo 0 seu consumo ser
prejudicial ao ser humano. Neste ensaio o valor médio obtido de aldeido maloénico foi de
2,25+1,19 mg/kg.

Tabela 9 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas intera¢cdes consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de aldeido maldnico nas diferentes amostras do Ensaio 1.

Fator F p Nivel de significancia
Antioxidante 136,6 <0,0001 rxk
Tempo 123,7 <0,0001 ok
Antioxidante*Tempo 192,9 <0,0001 rxk

4.5.6 Coenzimas

Na Figura 30 encontram-se representados os valores das coenzimas Q9 e Q10

obtidos para cada amostra.
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Figura 30 - Influéncia dos antioxidantes ao longo do tempo de maturagéo, nos teores de conzimas Q9 e
Q10. Valores das médias com letras iguais ndo sao significativamente diferentes.

Na analise de variancia realizada aos teores de coenzima Q9 (Tabela 10) foi
possivel verificar-se uma influéncia significativa do fator antioxidante (F=12,07; p=0,003)
apresentando as amostras com eritorbato um valor superior (1,27+0,15 mg/100g)
comparativamente as amostras com alecrim (0,68+0,30 mg/100g) e sélvia (0,65+0,24
mg/100g). O fator tempo mostrou também uma influéncia significativa nos teores de
coenzima Q9 (F=15,95; p=0,001), havendo um aumento da sua concentracdo com o

tempo de maturacdo. O produto apos o processo de secagem (TO) apresentou valores
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médios de 0,46+0,27 mg/100g e ao fim de trés meses de maturacéo (T3) atingiu um
valor médio de 0,86+0,19 mg/100g. A concentragcdo média obtida para a coenzima Q9
neste ensaio foi de 0,87+0,16 mg/100g.

De entre os fatores analisados, apenas o fator tempo teve uma influéncia
significativa (F=9,151; p=0,007) sobre os teores de coenzima Q10, havendo um
aumento da sua concentracdo com o tempo de maturacdo. O produto final apds
secagem (TO) apresentou valores médios de 1,83+0,41 mg/100g, aumentando para
3,02+1,05 mg/100g e 3,84+0,74 mg/100g apdés 1 e 3 meses de maturacao,

respetivamente.

Kamei et al. (1986) obtiveram teores de coenzima Q10 no atum albacora
(Thunnus albacares) de 2,07 mg/100g, valor este que se encontra na média de valores
obtidos (2,90+0,49 mg/100g).

Tabela 10 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interagfes consideradas no
modelo de analise de variancia para o teor de conzimas Q9 e Q10 nas diferentes amostras do Ensaio 1.

Composto Fator F p Nivel de significancia
Q9 Antioxidante 12,07 0,003 o
Tempo 15,95 0,001 *
Antioxidante*Tempo 0,567 0,693 n.s
Q10 Antioxidante 1,697 0,237 n.s
Tempo 9,151 0,007 *x
Antioxidante*Tempo 7,327 0,007 *x

4.5.7 Péptidos de cadeia curta

Na Figura 31 encontram-se representados os teores de anserina, carnosina e

creatina obtidos para cada amostra.
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Figura 31 - Influéncia dos antioxidantes ao longo do tempo de maturacéo, no teor dos diferentes
dipéptidos. Valores das médias com letras iguais ndo sao significativamente diferentes.

A andlise de variancia efetuada aos teores de anserina (Tabela 11) revelou uma
influéncia altamente significativa do fator antioxidante (F=30,86; p<0,0001)
apresentando uma concentragdo maior nas amostras com eritorbato (319,30+21,61
mg/100g) relativamente as amostras com alecrim (257,98+60,69 mg/100g) e salvia
(226,06+£43,20 mg/100g). O fator tempo também mostrou uma influéncia significativa
nos teores de anserina (F=22,64; p<0,0001) havendo uma diminuicdo da sua
concentragdo com o aumento do tempo de maturacao, tendo o produto apds 0 processo
de secagem (T0) uma concentracdo média de 314,50+20,09 mg/100g, com 1 més de
maturacao (T1) 247,70+53,95 mg/100g e apoés trés meses de maturacédo (T3) atingiu um
valor médio de 241,15+23,64 mg/100g.

Ikeda (1980) verificou teores de anserina para o atum albacora (Thunnus
albacares) de 234 mg/100g, o que se encontra dentro da média dos valores obtidos
neste ensaio (267,78+21,45 mg/100g).

Relativamente aos teores de carnosina, o fator tempo foi 0 que exerceu uma
maior influéncia (F=48,69, p<0,0001), tendo-se verificado uma diminui¢cdo ao longo do
tempo de maturacdo. O produto apos o processo de secagem (TO) apresentou valores
médios de 18,58+0,27 mg/100g e ao fim de trés meses de maturacéo (T3) atingiu um
valor médio de 2,95+2,95 mg/100g, revelando a amostra com 1 més de maturagdo (T1)
valores de 26,65+5,05 mg/100g. Os valores médios obtidos neste estudo para a
carnosina (16,06+3,87 mg/100g) encontram-se abaixo dos valores verificados por Ikeda

(1980) no atum albacora (Thunnus albacares) (55 mg/100g).

No caso do teor de creatina, foi possivel verificar-se uma influéncia altamente
significativa do fator antioxidante (F=200,3; p<0,0001), sendo a concentracdo deste
péptido superior nas amostras adicionadas de salvia, cujo valor médio é de
365,85+121,99 mg/100g, relativamente as amostras com alecrim (288,90+17,37
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mg/100g) e eritorbato (265,66+17,65 mg/100g). O fator tempo também mostrou uma
influéncia significativa nos teores de creatina (F=419,5; p<0,0001) havendo um aumento
da sua concentragdo com o aumento do tempo de maturacdo, tendo o produto apés o
processo de secagem (T0) uma concentracdo média de 253,22+36,64 mg/100g e ao fim

de trés meses de maturacao (T3) um teor médio de 273,54 mg/100g.

Tabela 11 - SignificAncia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interages consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de dipéptidos nas diferentes amostras do Ensaio 1.

Composto Fator F p Nivel de significancia
Anserina Antioxidante 30,86 <0,0001 *rk
Tempo 22,64 0,0003 rkk
Antioxidante*Tempo 11,18 0,0015 *x
Carnosina Antioxidante 3,73 0,066 n.s
Tempo 48,69 <0,0001 rork
Antioxidante*Tempo 3,901 0,042 *
Creatina Antioxidante 200,3 <0,0001 il
Tempo 419,5 <0,0001 bl
Antioxidante*Tempo 354,4 <0,0001 rxk

4.5.8 a-Tocoferol

Na Figura 32 encontram-se representados os valores obtidos de a-tocoferol nas

diferentes condicdes analisadas.
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Figura 32 - Influéncia dos antioxidantes ao longo do tempo de maturagéo, no teor de a-tocoferol. Valores
das médias com letras iguais ndo séo significativamente diferentes.

De entre os fatores analisados (Tabela 12), apenas o fator antioxidante teve uma
influéncia significativa (F=103,35; p<0,0001) sobre os teores de a-tocoferol,
apresentando a amostra produzidas com eritorbato uma concentracdo mais elevada
(4,29+1,06 pg/g) comparativamente as amostras com salvia (4,00+£0,93 pg/g) e alecrim
(2,99+0,26 pg/g).

As amostras analisadas neste estudo apresentaram em termos médios teores

de a-tocoferol de 3,76+0,46 pg/g de musculo e 5,50+0,67% de gordura, o que
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corresponde a 68,36 mg de a-tocoferol/lkg de gordura. Syvédoja e Salminen (1985)
observaram que peixes gordos apresentam um racio tocoferol:gordura menor do que 0s
peixes magros, sendo o teor médio de a-tocoferol nos peixes magros de 1100 mg/kg de
gordura e 160 mg/kg de gordura nos peixes gordos. No nosso estudo os teores de a-
tocoferol obtidos foram inferiores ao esperado, uma vez que o atum é considerado um
peixe gordo.

Tabela 12 - SignificAncia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interagdes consideradas no
modelo de analise de varidncia para o teor de a-tocoferol nas diferentes amostras do Ensaio 1.

Fator F p Nivel de significancia
Antioxidante 103,35 <0,0001 ok
Tempo 2,57 0,1306 n.s
Antioxidante*Tempo 230,61 <0,0001 ok

4.5.9 B-Caroteno

Na Figura 33 encontram-se representados os valores obtidos de (-caroteno das

amostras produzidas nas diferentes condi¢cdes em estudo.

0,41
0,50 ’
0,35% 0,42 0405 0,34

9 0,40 I 0,38 I ok
o 0,34%¢ L I 0.32 | 0,
2 o [ : I
S 0,30 T 1
=z
=
5 0,20
[a'
<
< 0,10
o

0,00

Eritorbato Alecrim Salvia
TO T1 @T3

Figura 33 - Influéncia dos antioxidantes ao longo do tempo de maturagéo, no teor de B-caroteno. Valores
das médias com letras iguais ndo sao significativamente diferentes.

O teor de B-caroteno nas diferentes amostras do ensaio 1 foi significativamente
influenciado pelo fator tempo (F=94,75; p<0,0001) (Tabela 13), havendo uma diminui¢do
da concentracdo com o tempo de maturagdo, apresentando o produto apds 0 processo
de secagem (TO0) valores médios de 0,37+0,02 pg/g, apdés um més de maturacdo (T1)
uma concentracao média de 0,37+0,02 pg/g e ao fim de trés meses de maturacao (T3)
um valor médio de 0,36+0,03 pg/g.

As amostras apresentaram concentracdes médias de B-caroteno de 0,36+0,01
Hg/g, no entanto as concentragbes deste antioxidante nos peixes variam consoante a

dieta, o tamanho e o sexo do peixe (Hatlen et al., 1995).
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Tabela 13 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interages consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de B-caroteno nas diferentes amostras do Ensaio 1.

Fator F
Antioxidante 4,75
Tempo 94,75

Antioxidante*Tempo 41

4.5.10 Colesterol

p
0,0391
<0,0001
<0,0001

Nivel de significancia
*
*k*k

*kk

Na Figura 34 encontram-se representados os valores obtidos de colesterol para

cada amostra.
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Figura 34 - Influéncia dos antioxidantes ao longo do tempo de maturagéo, no teor de colesterol. Valores
das médias com letras iguais ndo séo significativamente diferentes.

A analise de variancia efetuada para os valores obtidos de colesterol (Tabela 14)

revelou uma influéncia significativa do fator tempo (F=26,19; p=0,0002) havendo um

aumento da concentracdo com o tempo de maturacdo, sendo que o produto no TO

apresentou valores médios de 0,62+0,03 mg/g, no T1 0,79+0,05 mg/g e no T3 atingiu

valores médios de 0,83+0,04 mg/g.

As amostras apresentaram em média, concentracées de colesterol (0,75+0,04

mg/g) bastante inferiores ao limite de 300 mg recomendado pela FAO (1994).

Tabela 14 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interag6es consideradas no
modelo de analise de variancia para o teor de colesterol nas diferentes amostras do Ensaio 1.

Fator F
Antioxidante 0,111
Tempo 26,19
Antioxidante*Tempo 4,245
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4.5.11 Aminas Biogénicas

As aminas biogénicas sdo compostos produzidos a partir da descarboxilagéo

enzimatica dos aminoacidos livres, a cargo de microrganismos presentes no musculo

do peixe. A ingestdo de elevadas gquantidades destes compostos, nomeadamente

histamina e tiramina, estd normalmente associada a varios problemas alérgicos. Os

peixes da familia Scombridae apresentam teores mais elevados de histidina livre

(aminoacido percursor da histamina), apresentando uma maior probabilidade de

provocar intoxicacdo histaminica, caso se estabelecam as condicBes apropriadas.

Assim, foi também obijetivo deste estudo avaliar a propenséo para a formacao de aminas

biogénicas na muxama em funcao de diferentes fatores tecnoldgicos.

Na Figura 35 encontram-se representados os resultados obtidos para o teor das

aminas biogénicas nas diferentes amostras ao longo do tempo de maturacao.
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Figura 35 - Influéncia dos antioxidantes ao longo do tempo de maturagao, no teor das diferentes aminas
biogénicas. Valores das médias com letras iguais ndo séo significativamente diferentes.

Através da analise de variancia efetuada aos valores obtidos (Tabela 15) foi
possivel verificar que o fator antioxidante revelou uma influéncia significativa no teor de
todas as aminas biogénicas. A amostra com Eritorbato apresentou um teor médio
superior de cadaverina (52,44+5,07 mg/kg), tiramina (61,15+35,15 mg/kg) e de
espermidina (20,70+6,44 mg/kg) relativamente as outras amostras. Os produtos com
alecrim apresentaram valores superiores para o teor de histamina, sendo a
concentracdo média de 755,50+278,30 mg/kg. Por seu lado os produtos com salvia
apresentaram, relativamente as restantes amostras, uma concentragdo superior de
feniletilamina (27,85+5,06 mg/kg), de putrescina (51,09+13,56 mg/kg) e de espermina
(33,95+0,76 mg/kg).

O fator tempo também revelou uma influéncia significativa nos teores de todas
as aminas biogénicas, verificando-se apenas um aumento nos teores de cadaverina e
de histamina ao longo do tempo de maturagéo, tendo a cadaverina e a histamina
apresentado um teor médio de 37,96+3,21 mg/kg e 100,38+55,53 mg/kg nas amostras
avaliadas ap6s processo de secagem (T0) e um teor médio de 50,47+10,94 mg/kg e
422,59+321,26 mg/kg, nas amostras com 3 meses de maturacdo. As restantes aminas
apresentaram uma diminuicdo na concentragdo ao longo do tempo de maturacgao:
feniletilamina (TO: 29,55+16,42 mg/kg para T3: 13,62+4,93 mg/kg), putrescina (TO:
55,0148,11 mg/kg para T3: 27,94+2,34 mg/kg), tiramina (TO: 69,19+16,83 mg/kg para
T3: 55,73+8,95 mg/kg), espermidina (T0: 17,83+2,19 mg/kg para T3: 10,85+1,86 mg/kg)
e a espermina (TO: 32,49+3,65 mg/kg para T3: 26,18+5,58 mg/kg).

Uma grande quantidade de aminas biogénicas presentes em qualquer alimento,
em geral, indica que houve condicdes favoraveis para a proliferagdo de microrganismos
com a capacidade de descarboxilar os aminoacidos livres, resultantes de uma
protedlise. O teor de aminas biogénicas aumenta apés a captura do peixe devido a

elevada quantidade de enzimas proteoliticas presentes no seu trato intestinal,
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combinada com o rapido processo autolitico que se desenvolve post-mortem, podendo,

assim o teor de aminas biogénicas servir como um indicador da qualidade do pescado.

Os teores de histamina encontrados neste ensaio (300,77+139,82 mg/kg)
ultrapassam o limite de 200 mg/kg estabelecido pelo regulamento (CE) N° 1441/2007
da Comissédo de 5 de Dezembro de 2007 para os produtos da pesca submetidos a um
tratamento de maturacdo enzimatica em salmoura, fabricados a partir de espécies de
peixe associados a um elevado teor de histidina. Pela anélise dos indices de aminas
biogénicas apresentados na Tabela 16 é possivel verificar que todas as amostras
revelaram uma qualidade impropria para consumo humano. Esta concentracdo
excessiva de aminas biogénicas deve-se a uma possivel contaminacdo inicial da
matéria-prima e tendo em conta que neste ensaio foram utilizados diferentes atuns,
podem existir diferentes concentragcdes no mesmo tipo de condig&do imposta.

Tabela 15 - SignificAncia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interagbes consideradas no

modelo de andlise de variancia para o teor das diferentes aminas biogénicas nas diferentes amostras do
Ensaio 1.

Composto Fator F p Nivel de significancia
Feniletilamina Antioxidante 484,063 <0,0001 rrx
Tempo 335,238 @ <0,0001 ek
Antioxidante*Tempo 760,6696 <0,0001 *kx
Putrescina Antioxidante 50,2128 <0,0001 rrx
Tempo 469,1172 <0,0001 *kx
Antioxidante*Tempo 50,3276 <0,0001 *hx
Cadaverina Antioxidante 513,7609 <0,0001 Frx
Tempo 114,5891 <0,0001 *hx
Antioxidante*Tempo 64,5803 <0,0001 *kk
Histamina Antioxidante 212942,9 <0,0001 ok
Tempo 41564,39 <0,0001 ok
Antioxidante*Tempo 32164,3 <0,0001 *hx
Tiramina Antioxidante 133,5084 <0,0001 Frx
Tempo 759,254  <0,0001 *kx
Antioxidante*Tempo 2303,684 <0,0001 *kx
Espermidina Antioxidante 8,1383 0,0096 **
Tempo 93,9444  <0,0001 ok
Antioxidante*Tempo 47,6026 = <0,0001 ok
Espermina Antioxidante 52,5336  <0,0001 ol
Tempo 25,149 0,0002 *hx
Antioxidante*Tempo 39,2154  <0,0001 *kx

-67 -



Qualidade Nutracéutica, Suscetibilidade Oxidativa e Formacéo de Aminas Biogénicas na Muxama

Tabela 16 - indice de aminas biogénicas para cada amostra do Ensaio 1.

Amostra IAB Qualidade
Eritorbato TO 5,8 Impréprio
T1 83,9 Improprio

T2 5,2 Impréprio

Alecrim TO 5,2 Impréprio
T1 36,1 Impréprio

T2 63,6 Improéprio

Salvia TO 2,3 Impréprio
T1 2,2 Improéprio

T2 2,6 Improprio

4.6 Ensaio 2 — Influéncia da salga a vacuo e ao ar, com e sem adi¢cdo de
nitrito ao longo do tempo de maturacéao

No Ensaio 2 utilizou-se o musculo da 12 categoria, tendo sido analisado o tipo de
salga (a vacuo e ao ar) e a adi¢ao de nitrito no ptoduto final (TO), apés um periodo de

maturacdo de 1 més (T1) e ao fim de trés meses de maturagéo (T3).

4.6.1 Cloretos

Na Figura 36 encontram-se representados os valores obtidos para o teor de

cloretos presente nas diferentes amostras ao longo do tempo de maturagao.
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Figura 36 - Influéncia do tipo de salga (vacuo vs. ar) e da adicao de nitrito ao longo do tempo de
maturacao, no teor de cloretos. Valores das médias com letras iguais ndo séo significativamente
diferentes.

Neste ensaio a adicdo de sal foi efetuada de modo a que o produto final
contivesse cerca de 4% de teor de cloretos. Na verdade a média obtida para os produtos
produzidos neste ensaio foi de 3,25+0,24%. No entanto, pela andlise do grafico da
Figura 36 é possivel verificar-se uma variagdo dos teores de sal entre 1,93% na amostra
cuja salga foi efetuada ao ar ap6s secagem e 5,02% para a amostra cuja salga foi

efetuada ao ar com trés meses de maturacdo. Esta variagdo no teor de cloretos, tal
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como no Ensaio 1 podera ser explicada pela variagcao existente na difusdo do aditivo

nas diferentes partes do musculo.

Tabela 17 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interages consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de cloretos nas diferentes amostras do Ensaio 2.

Fator F p Nivel de significancia
Salga 9,0036 0,0062
Nitrito 28,7468 <0,0001 ek
Tempo 167,664 <0,0001 ek
Salga*Nitrito 12,3001 0,0018
Salga*Tempo 52,1765 <0,0001 ok
Nitrito*Tempo 16,7513 <0,0001 ok
Salga*Nitrito*Tempo 49,8138 <0,0001 ok

4.6.2 Azoto dos Aminoéacidos livres

Na figura 37 estdo representados os valores médios obtidos deste parametro
indicador do nivel de protedlise, para as diferentes condi¢cdes tecnoldgicas e tempos de

maturacdo ensaiados.
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Figura 37 - Influéncia do tipo de salga (vacuo vs. ar) e da adi¢éo de nitrito ao longo do tempo de
maturacao, no teor de aminodcidos livres. Valores das médias com letras iguais ndo séo
significativamente diferentes.

Através da analise de variancia efetuada (Tabela 18) sdo evidenciadas
influéncias significativas para todos os fatores estudados considerados de forma isolada
ou como resultado da respetiva interacdo (p<0,0001). Porém o nivel de afetacdo dos
resultados revelou-se, como era expectavel, consideravelmente superior para o tempo
de maturacéo (F=172,42), seguindo-se a interagéo entre o tipo de salga e a adicdo de
nitrito (F=102,09).

Apesar da tendéncia para uma reducao dos valores médios com o tempo de
maturacao, este registo s6 se expressa para a condi¢do de salga sob vacuo sem adicao
de nitrito e para a realizada ao ar, independentemente da adi¢do ou ndo de nitrito. Para

a salga a vacuo com adicdo de nitrito verifica-se, pelo contrario, um aumento do teor
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médio entre o produto analisado no fim do processamento (T0) (0,17+0,02 mg/100g) e
ap6s um més de maturacédo (0,23+0,01 mg/100g), registando-se ao fim de trés meses
de maturacéo (T3) uma queda ligeira mas significativa dos valores obtidos (0,19+0,01
mg/100g).

No que respeita ao tipo de salga, as amostras obtidas do processo sob vacuo
apresentaram um teor médio superior (0,17+0,02 mg/100g) ao das amostras realizadas
ao ar (0,15+0,02 mg/100g). As amostras as quais foram adicionadas nitrito
demonstraram também um teor superior (0,17+£0,02 mg/100g) comparativamente as

amostras processadas sem recurso ao nitrito (0,15+0,02 mg/100g).

A fragdo azotada dos acidos aminados livres esta relacionada com a atividade
dos agentes enzimaticos intrinsecos (protéases musculares) e extrinsecos (protéases e

descarboxilases microbianas) (Raemaekers & Demeyer, 1996).

Os resultados obtidos neste estudo refletem uma perda progressiva da atividade
proteolitica dos principais agentes envolvidos, ao longo do tempo de maturacao,
associada provavelmente ao aumento da forga i6nica do meio. Outro dos mecanismos
possivelmente envolvidos nesta reducdo esta relacionada com a atividade microbiana
da microbiota de contaminagdo, nomeadamente no que diz respeito a formacao de
aminas biogénicas, utilizando para este efeito os aminoacidos acumulados pela

atividade proteolitica.

Tabela 18 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interagfes consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de aminoécidos livres nas diferentes amostras do Ensaio 2.

Fator F p Nivel de significancia
Tipo de Salga 40,9553 <0,0001 ok
Adicdo de Nitrito 49,8403 <0,0001 ok
Tempo 172,4206 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 102,0851 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Tempo 29,8995 <0,0001 *kk
Adic&o de Nitrito*Tempo 37,1301 <0,0001 ok
Salga*Nitrito*Tempo 17,8853 <0,0001 ok

4.6.3 Gordura

Na Figura 38 encontram-se representados os valores obtidos de gordura para as

amostras produzidas nas diferentes condicbes em estudo ao longo do tempo de

maturacao.
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Figura 38 - Influéncia do tipo de salga (vacuo vs. ar) e da adigdo de nitrito ao longo do tempo de
maturacdo, no teor de gordura. Valores das médias com letras iguais ndo séo significativamente
diferentes.

Tal como no ensaio 1, também no musculo da 12 categoria é possivel
verificarem-se variagdes nos teores de gordura, variando este entre 0,59% na amostra
cuja salga foi efetuada a vacuo e com a adigéo de nitrito, e 5,31% na amostra cuja salga
foi efetuada ao ar e sem a adic¢do de nitrito. Tal como foi ja explicado anteriormente na
analise dos dados do ensaio 1 e demonstrado por Katikou et al. (2001) existe uma
grande variacao nos teores de gordura em funcdo do tipo de musculo e da regido dentro
do préprio musculo. O valor médio de gordura obtido para as diferentes amostras
utilizadas neste ensaio foi de 2,48+0,39%.

Tabela 19 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interages consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de gordura nas diferentes amostras do Ensaio 2.

Fator F p Nivel de significancia

Salga 127,4004 <0,0001 *kk

Nitrito 91,017 <0,0001 ok

Tempo 20,3552 <0,0001 *kk
Salga*Nitrito 3,4905 0,074 n.s
Salga*Tempo 38,0342 <0,0001 ok
Nitrito*Tempo 20,4964 <0,0001 ok
Salga*Nitrito*Tempo 23,6372 <0,0001 *kk

4.6.4 Acidez

O teor de acidez obtido para as diferentes amostras apds a secagem e as

mantidas durante 1 e 3 meses de maturacao esta apresentado na Figura 39.
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Figura 39 - Influéncia do tipo de salga (vacuo vs. ar) e da adicéo de nitrito ao longo do tempo de
maturacgdo, no teor de acidez. Valores das médias com letras iguais ndo séo significativamente diferentes.

O teor de acidez das amostras foi significativamente influenciado pelo tipo de
salga (F=442,296, p<0,0001) (Tabela 20), tendo-se verificado um teor de acidez superior
para as amostras cuja salga foi efetuada a vacuo, (7,30+1,95 ¢/100q),
comparativamente as amostras cuja salga foi efetuada ao ar que apresentou valores de
3,97+1,11 g/100g (Figura 34).

Apesar do fator tempo néo ser significativo nos teores de acidez, a interacao
entre o fator tipo de salga e o fator tempo mostrou uma influéncia significativa, havendo
uma diminuicéo nos teores de acidez ao longo do tempo de maturacéo para as amostras
salgadas sob vacuo (TO: 7,71+0,06 g/100g para T3: 3,04+1,58 g/100g) e um aumento
nesses teores para as amostras salgadas ao ar (TO: 2,27+0,34 g/100g para T3:
5,19+2,99 g/100g). Estes dados apontam para o facto da salga efetuada a vacuo inibir

a lipdlise ao longo do tempo de maturacao, diminuindo os teores de acidez.

Tabela 20 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interagfes consideradas no
modelo de analise de variancia para o teor de acidez nas diferentes amostras do Ensaio 2.

Fator F p Nivel de significancia
Tipo de Salga 442,296 <0,0001 rkk
Adicao de Nitrito 1,1511 0,294 n.s
Tempo 196,7432 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 493,6327 <0,0001 Fkk
Tipo de Salga*Tempo 304,022 <0,0001 *rk
Adic&o de Nitrito*Tempo 104,1279 <0,0001 Fkk
Salga*Nitrito*Tempo 157,6722 <0,0001 *kk
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4.6.5 Aldeido Malbnico

Na Figura 40 encontram-se representados os valores obtidos para o teor de

aldeido maldnico presente nas diferentes amostras ao longo do tempo.
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Figura 40 - Influéncia do tipo de salga (vacuo vs. ar) e da adigdo de nitrito ao longo do tempo de
maturacao, no teor de aldeido maldnico. Valores das médias com letras iguais ndo séo significativamente
diferentes.

A analise de variancia efetuada (Tabela 21) nas diferentes amostras revelou
efeitos altamente significativos para todos os fatores e respetivas interagdes (p<0,0001),
sendo o impacto associado ao fator nitrito consideravelmente mais elevado (F=217,86)
comparativamente aos restantes. Esta relevancia da presenca do nitrito na evolugéo do
processo oxidativo expressa-se por uma reducdo dos teores de aldeido maldnico nas
amostras com nitrito (11,05+£3,36 mg/kg) comparativamente com as que nao tém nitrito
(17,19+4,19 mg/kg). Esta reducdo nos teores de aldeido malénico devem-se
fundamentalmente ao facto crucial deste aditivo estabilizar o pigmento hémico
(mioglobina e hemoglobina) das amostras através da formag&o de nitrosomioglobina,

minimizando a libertacdo do ferro incluso de caracter extremamente oxidante.

A menor prevaléncia de aldeido malénico nas amostras processadas sob vacuo
(12,03+2,50 mg/kg) comparativamente as salgadas ao ar (17,19+4,19 mg/kg) confirma
a importancia das substancias reativas ao oxigénio, no desenvolvimento do processo

oxidativo.

A maior concentracdo deste produto da oxidacao lipidica em funcdo do tempo
de maturacéo ensaiado (TO: 11,54+4,55 mg/kg, T1: 12,56+4,61 mg/kg e T3: 19,7445,34
mg/kg) confirma o caracter acumulativo destes compostos secundarios do processo
oxidativo, apesar da possibilidade da respetiva conjugacdo com elementos resultantes

da protedlise, tornando-se indetetavel pelo método utilizado para este efeito.
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Tabela 21 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interagdes consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de aldeido maldnico nas diferentes amostras do Ensaio 2.

Fator F p Nivel de significancia
Tipo de Salga 114,88 <0,0001 rxk
Adicédo de Nitrito 217,86 <0,0001 ok
Tempo 114,46 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 104,19 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Tempo 35,52 <0,0001 ok
Adic&o de Nitrito*Tempo 36,736 <0,0001 ok
Salga*Nitrito*Tempo 130,99 <0,0001 ok

4.6.6 Coenzimas

Na Figura 41 encontram-se representados os valores obtidos para o teor de
coenzimas presente nas diferentes amostras ao longo do tempo.
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Figura 41 - Influéncia do tipo de salga (vacuo vs. ar) e da adigdo de nitrito ao longo do tempo de
maturacao, no teor de conzimas. Valores das médias com letras iguais ndo sdo significativamente
diferentes.

De entre os fatores analisados (Tabela 22), apenas o tempo de maturacéo
tafetou significativamente (F=6,4973, p=0,0122) os teores de coenzima Q9, tendo-se
verificado um aumento dos teores com o tempo de maturacdo apresentando o produto
no TO valores médios de 0,66+0,15 mg/100g, no T1 valores médios de 0,87+0,14
mg/100g e no T3 atingiu um valor médio de 1,07+0,10 mg/100g. Registou-se uma
influéncia significativa das interac@es tipo de salga com tempo e da adi¢éo de nitrito com
o tempo.

Na analise de variancia realizada aos teores de coenzima Q10 foi possivel
verificar-se uma influéncia significativa da adig&o de nitrito (F=105,38, p<0,0001) tendo
este fator apresentado valores mais elevados para as amostras contendo nitrito
(1,28+0,12 mg/100g) do que para as que néo foi adicionado nitrito (0,86+0,08 mg/100g).
Outro fator que também apresentou influéncia nos teores de coenzima Q10 foi o tipo de

salga, revelando uma maior quantidade desta coenzima nas amostras cuja salga foi
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efetuada a vacuo, com valores médios de 1,15+0,18 mg/100g do que nas amostras cuja

salga foi realizada ao ar, apresentando estas um valor médio de 0,99+0,06 mg/100g.

Os valores médios de Q10 registados em atum por Kamei et al. (1986) (2,07
mg/100g) bem como os verificados por Weber et al. (1997) em diferentes espécies de
peixe (entre 4 e 27 mg/100g) ndo se confirmaram neste estudo, que se apresentaram
consideravelmente mais baixos (1,07+0,09 mg/100g na muxama, correspondendo a

0,642 mg/100g na matéria-prima).

Tabela 22 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interagées consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de coenzimas nas diferentes amostras do Ensaio 2.

Composto Fator F p Nivel de
significancia
Q9 Tipo de Salga 1,3236 0,2724 n.s
Adicao de Nitrito 0,1611 0,6952 n.s
Tempo 6,4973 0,0122 *
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 1,8428 0,2005 n.s
Tipo de Salga*Tempo 5,4338 0,0209 *
Adicao de Nitrito*Tempo 5,7553 0,0336 *
Salga*Nitrito*Tempo 1,0576 0,3775 n.s
Q10 Tipo de Salga 15,514 0,002 *
Adicéo de Nitrito 105,38 <0,0001 ok
Tempo 2,339 0,1387 n.s
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 9,6277 0,0032 *x
Tipo de Salga*Tempo 2,2007 0,1534 n.s
Adicao de Nitrito*Tempo 71,731 <,0001 ok
Salga*Nitrito*Tempo 0,2466 0,7853 n.s

4.6.7 Péptidos de cadeia curta

Na Figura 42 encontram-se representados os valores médios de anserina e
creatina na muxama, em funcdo dos fatores tecnolégicos e do tempo de maturacao

considerados no ambito do presente estudo.
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Figura 42 - Influéncia do tipo de salga (vacuo vs. ar) e da adi¢éo de nitrito ao longo do tempo de
maturacao, no teor de péptidos bioativos. Valores das médias com letras iguais ndo sédo
significativamente diferentes.
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Todos os fatores estudados (Tabela 23) tiveram influéncia significativa nos
resultados obtidos para a anserina, com particular destaque para o tipo de salga
(F=62,19, p<0,0001) sendo superior aos efeitos registados para o tempo de maturacéo
(F=7,9503, p=0,0063) e adi¢&o de nitrito (F=7,6736, p=0,017). As amostras processadas
por salga a vacuo apresentaram um valor médio ligeiramente inferior (789,75+108,99
mg/100g) ao verificado para as processadas ao ar (884,36+95,26 mg/100g).

Independentemente das condi¢des utilizadas no processamento e do tempo de
maturacao o valor médio global de anserina na muxama foi de 837,06+1,19 mg/100g,
no entanto, tendo em conta a quebra de peso registada durante o fabrico da muxama,
este valor refletiu um teor na matéria-prima fresca superior (502,240,714 mg/100g) ao
observado por lkeda (1980) no atum albacora (Thunnus albacares) (234 mg/100g).

Para a creatina apenas o tempo de maturagdo contribuiu significativamente
(F=104,2, p<0,0001), tendo-se verificado uma diminuicdo ao longo do tempo de
maturacdo apresentando o produto apds o processamento (T0) valores médios de
978,57+60,48 mg/100g, com 1 més de maturacdo (T1) os valores médios foram de
918,89+66,96 mg/100g e apos trés meses de maturacdo (T3) o valor médio foi de
829,8+66,02 mg/100g. A concentragdo média de creatina obtida nas amostras
analisadas foi de 909,08+38,42 mg/100g.

A carnosina presente nas amostras encontrava-se numa concentragao inferior

ao limite de quantificagdo do método de andlise utilizado.

Tabela 23 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interagfes consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor dos dipéptidos nas diferentes amostras do Ensaio 2.

Composto Fator F p Nivel de
significancia
Anserina Tipo de Salga 62,187 <0,0001 rrx
Adicao de Nitrito 7,6736 0,017 *
Tempo 7,9503 0,0063 o
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 139,15 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Tempo 405,55 <0,0001 ok
Adicao de Nitrito*Tempo 23,274 0,0004 ok
Salga*Nitrito*Tempo 159,62 <0,0001 ok
Creatina Tipo de Salga 0,905 0,36 n.s
Adicdo de Nitrito 2,396 0,148 n.s
Tempo 104,2 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 92,07 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Tempo 162,8 <0,0001 ok
Adicéo de Nitrito*Tempo 1,182 0,298 n.s
Salga*Nitrito*Tempo 91,42 <0,0001 ok
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4.6.8 a-Tocoferol

Na Figura 43 encontram-se representados os valores obtidos para o teor de a-

tocoferol presente nas diferentes amostras ao longo do tempo.
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Figura 43 - Influéncia do tipo de salga (vacuo vs. ar) e da adi¢éo de nitrito ao longo do tempo de
maturacao, no teor de a-tocoferol. Valores das médias com letras iguais ndo sdo significativamente
diferentes.

Pela analise de variancia efetuada aos teores de a-tocoferol (Tabela 24) foi
possivel constatar-se uma influéncia significativa do tipo de salga (F=244,48, p<0,0001),
em que os teores médios de a-tocoferol foram superiores nas amostras cuja salga foi
realizada a vacuo (3,68+0,72 pg/g) do que na amostras cuja salga foi efetuada ao ar
(4,69+0,25 pg/qg).

A adicdo de nitrito também se revelou um fator significativo na determinagéo dos
teores de a-tocoferol (F=628,33, p<0,0001), havendo uma maior concentracdo deste
nas amostras que contém nitrito (4,99+0,23 pg/g) do que nas amostras sem nitrito cujo

valor médio é 3,38+0,61 ug/g.

Outro fator que também revelou influéncia nos teores de a-tocoferol foi o fator
tempo (F=116,0, p<0,0001) havendo um aumento deste com o tempo de maturagéo,
apresentando o produto no TO valores médios de 3,59+0,92 pg/g, no T1 valores médios
de 4,79£0,29 ug/g e no T3 o valor médio foi de 4,18+1,01 ug/g.

Neste ensaio, a concentracdo média de a-tocoferol obtida foi de 4,19+0,39 pg/g,
e de gordura foi de 2,48+0,39%, tendo por isso um racio de tocoferol:gordura de 50,79
g/kg. Tal como verificado no ensaio 1, também neste ensaio os valores obtidos foram
inferiores aos encontrados por Syvaoja & Salminen (1985), em que a concentracdo
média de a-tocoferol nos peixes magros foi de 1100 mg/kg de gordura e 160 mg/kg de

gordura nos peixes gordos.
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Tabela 24 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interagées consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de a-tocoferol nas diferentes amostras do Ensaio 2.

Fator F p Nivel de significancia
Tipo de Salga 244,4788 <0,0001 ok
Adicao de Nitrito 628,3311 <0,0001 ok
Tempo 116,0008 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 121,2054 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Tempo 58,6593 <0,0001 ok
Adicao de Nitrito*Tempo 73,3212 <0,0001 ek
Salga*Nitrito*Tempo 56,7681 <0,0001 ek

4.6.9 B-Caroteno

Na Figura 44 encontram-se representados os valores obtidos para o teor de B-

caroteno presente nas diferentes amostras ao longo do tempo.
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Figura 44 - Influéncia do tipo de salga (vacuo vs. ar) e da adigdo de nitrito ao longo do tempo de
maturacao, no teor de B-caroteno. Valores das médias com letras iguais ndo séo significativamente
diferentes.

Pela analise de variancia realizada aos teores de B-caroteno (Tabela 25) pode-
se verificar uma influéncia significativa do tipo de salga (F=363, p<0,0001) revelando
uma maior concentracdo média de B-caroteno nas amostras cujo processo de salga foi
realizado ao ar (0,37+0,02 pg/g) do que nas amostras salgadas sob vacuo,
apresentando estas teores médios de 0,35+0,00 pg/g.

Outro fator que também mostrou uma influéncia altamente significativa nos
teores de B-caroteno foi a adicdo de nitrito (F=243, p<0,0001), tendo-se verificado uma
maior concentracdo deste nas amostras sem nitrito (0,37+0,02 pg/g) do que nas

amostras com nitrito (0,35+0,01 pg/qg).

Neste ensaio as amostras revelaram uma concentracdo média de 3-caroteno de
0,36%0,01 pg/g. No entanto, tal como referido no ensaio 1, as concentracfes deste
antioxidante nos peixes variam consoante a dieta, o tamanho e o sexo do peixe (Hatlen
et al., 1995).
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Tabela 25 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interagées consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de B-caroteno nas diferentes amostras do Ensaio 2.

Fator F p Nivel de significancia
Tipo de Salga 363 <0,0001 ok
Adicao de Nitrito 243 <0,0001 ok
Tempo 2,3333 0,1393 n.s
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 127 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Tempo 189 <0,0001 ok
Adicao de Nitrito*Tempo 96,3333 <0,0001 ek
Salga*Nitrito*Tempo 104,3333  <0,0001 ek

4.6.10 Colesterol

Na Figura 45 encontram-se representados os valores obtidos para o teor de

colesterol presente nas diferentes amostras ao longo do tempo.
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Figura 45 - Influéncia do tipo de salga (vacuo vs. ar) e da adicao de nitrito ao longo do tempo de
maturacao, no teor de colesterol. Valores das médias com letras iguais ndo sdo significativamente
diferentes.

Pela analise de variancia efetuada aos teores de colesterol (Tabela 26) é
possivel verificar-se uma influéncia significativa da adicdo de nitrito (F=46,08,
p<0,0001), apresentando as amostras com nitrito um valor médio inferior (0,79+0,06

mg/g) ao das amostras sem nitrito (0,84+0,02 mg/q).

Outro fator que também exerceu influéncia nos teores de colesterol foi 0 tempo
(F=297,92, p<0,0001), verificando-se uma diminuicdo nos teores com o aumento do
tempo de maturagdo, de modo que no produto pos processamento (TO) os valores
médios foram de 0,89+0,01 mg/g, ap6s um més de maturagdo (T1) os valores médios
foram de 0,85+0,03 mg/g e no T3 o valor médio foi de 0,72+0,07 mg/g.

Neste ensaio foram obtidas concentracfes médias de colesterol de 0,81+0,03

mg/g.
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Tabela 26 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interagées consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de colesterol nas diferentes amostras do Ensaio 2.

Fator F p Nivel de significancia
Tipo de Salga 0,72 0,4128 n.s
Adicao de Nitrito 46,08 <0,0001 ok
Tempo 297,92 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 11,76 0,0015 *x
Tipo de Salga*Tempo 214,08 <0,0001 ok
Adigao de Nitrito*Tempo 3,92 0,0711 n.s
Salga*Nitrito*Tempo 2 0,178 n.s

4.6.11 Aminas Biogénicas

Na Figura 46 encontram-se representados os valores obtidos para o teor das

diferentes aminas biogénicas presentes nas diferentes amostras ao longo do tempo.
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Figura 46 - Influéncia da salga a vacuo e ao ar e da adi¢&o de nitrito ao longo do tempo de maturagdo, no
teor de aminas biogénicas. Valores das médias com letras iguais ndo sédo significativamente diferentes.

Pela analise de variancia efetuada para cada uma das aminas biogénicas
(Tabela 27) é possivel verificar uma influéncia significativa do tipo de salga, havendo
uma maior concentracgao de triptamina (81,71+14,28 mg/kg), feniletilamina (68,91+25,02
mg/kg), putrescina (78,04+42,06 mg/kg), tiramina (78,26+£32,60 mg/kg), espermidina
(14,390,68 mg/kg) e de espermina (43,47+7,84 mg/kg) nas amostras cuja salga foi
efetuada a vacuo, por outro lado as amostras cuja salga foi realizada ao ar apresentaram
concentragbes mais elevadas de cadaverina (7,42+3,79 mg/kg) e de histamina
(24,39+10,86 mg/kg).

Outro fator que também mostrou uma influéncia significativa nos teores de
aminas biogénicas foi a adigédo de nitrito, excetuando para o teor de cadaverina na qual
nao exerceu uma influéncia significativa. As amostras com nitrito apresentaram teores
mais elevados de feniletilamina (55,14+25,81 mg/kg), putrescina (63,78+44,07 mg/kg),
espermidina (14,64+0,72 mg/kg) e de espermina (44,28+8,07 mg/kg) comparativamente
as amostras sem nitrito. As amostras sem nitrito apresentaram concentracdes mais
elevadas de triptamina (82,07+14,55 mg/kg), histamina (29,45+12,94 mg/kg) e de
tiramina (57,06+13,84 mg/kg).

O tempo também foi um fator cuja influéncia foi significativa nos teores de aminas
biogénicas, havendo apenas uma diminuigcdo na concentracdo ao longo do tempo de
maturacdo da triptamina (TO: 86,74+22,54 mg/kg para T3: 71,72+3,94 mg/kg) e na
cadaverina (T0:8,26+5,73 mg/kg para T3: 4,41+3,36 mg/kg). Nas restantes aminas,
verificou-se um aumento das concentracdes médias com o tempo de maturagao:
feniletilamina (TO: 48,75+17,63 mg/kg para T3: 68,53+38,21 mg/kg), putrescina (TO:
37,00£14,54 mg/kg para 89,41+65,05 mg/kg) histamina (TO: 9,06+1,78 mg/kg para T3:
24,93+£12,36 mg/kg), tiramina (TO: 30,43+9,90 mg/kg para T3: 96,09+47,90 mg/kg),
espermidina (TO: 12,92+1,25 mg/kg para T3: 13,66+£0,55 mg/kg) e a espermina (TO:
29,78+7,98 mg/kg para T3: 43,99+3,99 mg/kQ).
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Os teores de histamina encontrados neste ensaio ndo ultrapassaramm o limite
de 200 mg/kg imposto para os produtos da pesca submetidos a um tratamento de
maturacao enzimatica em salmoura, fabricados a partir de espécies de peixe associados
a um elevado teor de histidina, no regulamento (CE) N° 1441/2007 da Comissédo de 5
de Dezembro de 2007. No entanto, pela analise dos indices de aminas biogénicas da
Tabela 28 é possivel verificar que algumas amostras ndo se encontram aptas para
consumo humano, como é o caso das amostras cuja salga foi efectuada a vacuo com
nitrito com trés meses de maturacdo (T3); das amostras sob vacuo sem nitrito apds o
processo de secagem (TO) e com trés meses de maturacdo (T3); e das amostras
salgadas ao ar sem nitrito apds o processo de salga (TO) e com 1 més de maturacdo
(T1).

As diferencas existentes nas concentracdes ho mesmo tipo de condi¢do imposta,
tal como no ensaio 1 podem dever-se ao facto de se ter utilizado atuns diferentes para

0 mesmo ensaio.

Tabela 27 - Significancia dos efeitos dos fatores principais e das respetivas interagfes consideradas no
modelo de andlise de variancia para o teor de aminas biogénicas nas diferentes amostras do Ensaio 2.

Composto Fator F p Nivel de
significancia
Triptamina Tipo de Salga 56,5397 <0,0001 rrx
Adicao de Nitrito 63,917 <0,0001 ok
Tempo 50,4788 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 77,0496 <0,0001 *kk
Tipo de Salga*Tempo 259,6781  <0,0001 ok
Adicao de Nitrito*Tempo 124,7298 @ <0,0001 ok
Salga*Nitrito*Tempo 29,7711 <0,0001 ok
Feniletilamina Tipo de Salga 3228,703 <0,0001 rrx
Adicéo de Nitrito 143,3518  <0,0001 ok
Tempo 892,1249  <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 1956,047 <0,0001 rrx
Tipo de Salga*Tempo 3591,966 @ <0,0001 ok
Adicao de Nitrito*Tempo 1319,387  <0,0001 ok
Salga*Nitrito*Tempo 1627,77 <0,0001 ok
Putrescina Tipo de Salga 10963,32  <0,0001 ok
Adicao de Nitrito 1877,589 = <0,0001 ok
Tempo 5909,548  <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicéo de Nitrito 12787,4 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Tempo 11292,2 <0,0001 ok
Adicao de Nitrito*Tempo 9772,826 = <0,0001 ok
Salga*Nitrito*Tempo 7011,651  <0,0001 ok
Cadaverina Tipo de Salga 146,6612  <0,0001 ok
Adicao de Nitrito 1,663 0,2215 n.s
Tempo 76,4868 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicédo de Nitrito 409,4709  <0,0001 b
Tipo de Salga*Tempo 256,3105 @ <0,0001 ek
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Adicao de Nitrito*Tempo 176,8238  <0,0001 ok
Salga*Nitrito*Tempo 117,558 <0,0001 ek
Histamina Tipo de Salga 507,854 <0,0001 ok
Adicao de Nitrito 4443,7 <0,0001 *hx
Tempo 3370,05 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicéao de Nitrito 6983,65 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Tempo 1911,08 <0,0001 ok
Adicao de Nitrito*Tempo 10,6949 0,0067 **
Salga*Nitrito*Tempo 3888,67 <0,0001 ok
Tiramina Tipo de Salga 3772,87 <0,0001 ok
Adicao de Nitrito 43,59 <0,0001 il
Tempo 2912,67 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicao de Nitrito 5043,63 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Tempo 625,665 <0,0001 *kk
Adicédo de Nitrito*Tempo 641,166 <0,0001 ok
Salga*Nitrito*Tempo 636,717 <0,0001 *kk
Espermidina Tipo de Salga 14,1334 0,0027 *k
Adicao de Nitrito 33,8008 <0,0001 ok
Tempo 33,3836 <0,0001 ok
Tipo de Salga*Adicédo de Nitrito 8,4462 0,0051 **
Tipo de Salga*Tempo 4,9211 0,0275 *
Adicao de Nitrito*Tempo 63,014 <0,0001 ok
Salga*Nitrito*Tempo 14,8705 0,0006 *kk
Espermina Tipo de Salga 6,7191 0,0236 *
Adic&o de Nitrito 10,7879 0,0065 *
Tempo 21,6502 0,0001 *hx
Tipo de Salga*Adicao de Nitrito 13,2031 0,0009 ok
Tipo de Salga*Tempo 19,587 0,0002 *kk
Adicao de Nitrito*Tempo 25,8611 0,0003 Fkk
Salga*Nitrito*Tempo 6,5331 0,012 *

Tabela 28 - indice de aminas biogénicas para cada amostra do ensaio 2.

Amostra IAB Qualidade
Véacuo com Nitrito TO 0,95 Préprio
T1 0,7 Préprio
T3 4,5 Impréprio
Vacuo sem Nitrito TO 1.4 Impréprio
T1 0,4 Proprio
T3 2,0 Impréprio
Ar com Nitrito TO 0,8 Préprio
T1 0,7 Proprio
T3 0,4 Préprio
Ar sem Nitrito TO 1,6 Impréprio
T1 4,2 Impréprio
T3 0,5 Proprio
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5 CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo o estudo da influéncia de diferentes
antioxidantes, do tipo de salga (a vacuo vs. ao ar) e da adicdo de nitrito nos compostos
bioativos naturais com capacidade antioxidante, na susceptibilidade & oxidacao lipidica

e na formacao de aminas biogénicas de muxama ao longo do tempo de maturacao.

Em ambos os ensaios realizados verificou-se uma variagdo significativa no teor
de gordura nas varias amostras de atum utilizadas, mostrando que existe uma grande
heterogeneidade na distribuicdo da gordura ndo sé entre midsculos mas também dentro

da propria musculatura.

No estudo da influéncia dos diferentes antioxidantes ao longo do tempo de
maturacao (Ensaio 1) um dos fatores que mais influéncia teve nos teores dos compostos
analisados foi o antioxidante. A amostra com eritorbato foi a que desenvolveu uma
menor oxidagao lipidica, relativamente as amostras com alecrim e com salvia. Para esta
ocorréncia pode também ter contribuido o facto de estas amostras apresentaram uma
maior composi¢cado em antioxidantes endégenos, como € o0 caso da anserina, coenzimas

Q9 e Q10 (ubiquinona) e a-tocoferol.

No estudo da influéncia do tipo de salga e da adicdo de nitrito (Ensaio 2)
verificou-se uma menor oxidacgado lipidica nas amostras cuja salga foi efetuada sob
vacuo e nas amostras adicionadas de nitrito. A remoc¢ao do oxigénio na embalagem a
vacuo e a acéo do nitrito em retardar a progresséo da oxidacao lipidica podem explicar
este facto. Estas amostras revelaram também um maior teor de compostos bioativos
com poder antioxidante naturalmente presentes no musculo, como € o caso do a-

tocoferol, do B-caroteno e da coenzima Q10.

Relativamente a formag&o de aminas biogénicas, os teores médios de histamina
presente em algumas amostras ultrapassaram o limite maximo de 200 mg/kg imposto
pelo regulamento (CE) N° 1441/2007 da Comissdo de 5 de Dezembro de 2007, ndo

sendo a maioria das amostras aptas para consumo humano.

Pode assim concluir-se que a utilizagdo do processo de salga sob vacuo, a adicdo
de nitrito e a adicdo de eritorbato como agente antioxidante conduziu a uma menor
oxidacéo lipidica da muxama. Por outro lado, os antioxidantes endégenos que se
encontram em maior quantidade no atum sdo a anserina, a coenzima Q10 (ubigquinona)

e o a-tocoferol.
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7 ANEXOS

7.1 Curvas padrao dos diferentes compostos analisados
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Figura 47 - Curva padrao do Aldeido Mal6nico
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Figura 48 - Curva padrdo da Coenzima Q9.
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Figura 49 - Curva padrédo da Coenzima Q10.

-94 -



Qualidade Nutracéutica, Suscetibilidade Oxidativa e Formacéo de Aminas Biogénicas na Muxama

140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

)

AU

y = 324983x + 1282,5
R*=0,9994

Altura do Pico (

0 0,1

0, 0, 0,4 0,5
Ansegina (mg;ml)
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Figura 62 - Curva padrao da Espermidina.
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