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Resumo

A cavala do atlantico, Scomber colias (Gmelin, 1789), é um dos principais recursos piscatorios do
mundo. E um peixe pelagico com um grande valor nutricional, devido ao elevado teor de gordura (n-3
PUFA), proteinas e vitaminas do complexo B. A andlise quimica (variacdo sazonal na composi¢do
quimica, lipidica e bioacessibilidade), foi efetuada em amostras de cavala adquiridas mensalmente no
mercado durante o periodo de um ano (marco de 2019-fevereiro de 2020). Entre o periodo de marco e
fevereiro foram registadas diferencas significativas em relagdo ao teor de gordura, apresentando o
minimo em fevereiro (1,3 g/100g) (periodo de desova) e 0 maximo em setembro (10,3 g/100g).

Em relacdo ao perfil de acidos gordos, os SFA registaram um maximo entre mar¢o (644,1 mg/100g) e
agosto (1184,9 mg/100g). No entanto, a fracdo dominante foram os PUFA, que entre abril e agosto
apresentou valores inferiores a 50%, mas entre setembro e margo foi sempre superior a 50 %. Em termos
absolutos, os PUFA atingiram o maximo em setembro (5352,6 mg/100g), onde 2473,8 mg/100g
correspondem ao &cido docosahexaendico (DHA) representando assim 46,2 % do total dos PUFA. Em
conjunto o EPA + DHA, representam 75 % do total de PUFA e 84 % dos n-3 PUFA. Tendo em atengéo
que a cavala é rica em PUFA, este peixe apresenta assim vantagens para a salde, uma vez que ja foi
reconhecido que o consumo de pelo menos 250 mg/100g dia de DHA conferem beneficios para a satde
mental, nomeadamente para a doenga de Alzheimer e na prevengdo de processos anti-inflamatdrios e
doencas cardiovasculares. Abordando a varia¢do sazonal das classes de lipidos, os triacilglicerdis (TAG)
foram a principal classe de lipidos com uma variacao entre 82,2 % (outubro) e 92,1 % (junho). A fragéo
lipidica polar (PL) é constituida principalmente por PUFA entre 68,6 % em outubro e 74,5 % em marco,
nomeadamente DHA, sendo que a maior percentagem foi obtida para a cavala magra (margo) com 55,1
%. Foram encontradas também elevadas quantidades de PUFA na fracdo de lipidos ndo polares (TAG).

Com o intuito de estudar a bioacessibilidade dos lipidos totais em particular dos acidos gordos na
amostra de cavala em diferentes épocas do ano e com diferentes percentagens de gordura (2,9 %, 6,2 %
e 9,8 %), utilizou-se 0 modelo de digestdo in vitro. Através da TLC analitica pode-se observar a hidrolise
total dos TAG nos diferentes meses. De real¢ar também que a fragdo maioritaria em todos 0os meses
analisados (marco, junho e outubro) foram os &cidos gordos livres (FFA) com um méximo de 67,2 %
em marco e 0 minimo de 65,8 % em outubro. Em relacdo ao perfil de &cidos gordos da fragcdo
bioacessivel esta apresenta, em geral, valores muito inferiores ao inicial (antes da digestdo) como era
previsivel. A totalidade de cada acido gordo ndo fica disponivel para absorcdo apds o processo de
digestdo. Em geral todos os FA apresentam uma bioacessibilidade superior a 50 %, sendo que 0s &cidos
gordos monoinsaturados (MUFA) totais contém as maiores percentagens com cerca de 77% de
bioacessibilidade, em média. Os SFA apresentam uma bioacessibilidade apenas 2 % inferior aos MUFA
que comparando com a bioacessibilidade média dos PUFA (57 %) evidencia a maior bioacessibilidade
para FA mais saturados. A bioacessibilidade dos PUFA varia entre 53 % e 74 %, em outubro e junho,
respetivamente. No caso do EPA e do DHA, a bioacessibilidade do EPA foi superior em 13 % em
relacdo ao DHA, mas ambos apresentam bioacessibilidade inferiores a 70 % nos meses de marco e
outubro. Apesar das diferencas na bioacessibilidade entre fracbes e FA, as quantidades finais
principalmente de EPA e DHA disponiveis para absorcdo sdo suficientes para consumir as doses diarias
recomendadas de 250 mg/100g dia de DHA e de 500 mg/100g dia de EPA + DHA para um normal
funcionamento do cérebro assim como para prevenir outras doencas, ditando uma vida saudavel.

Palavras-chave: Saude mental, cavala (Scomber colias), acidos gordos, Omega-3, 4cido
docosahexaendico (DHA), bioacessibilidade.
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Abstract

The Atlantic chub mackerel, Scomber colias (Gmelin, 1789), is one of the main fisheries resources in
the world. It"s a pelagic fish with a high nutritional interest due to its high fat content (n-3 PUFA) high
protein contents and vitamins from complex B. Chemical analysis (the seasonal variation in chemical
lipid composition and bioacessibility), was performed on samples of chub mackerel acquired monthly
in Portuguese market throughout a period of one year (March 2019-February 2020). In the period
between March and February significant seasonal changes regarding fat content were noticed, showing
a minimum in February (1.3 g /100g) (spawning season) and a maximum in September (10.3 g/100g).

Regarding the fatty acids (FA) profile, saturated fatty acids (SFA) recorded a maximum between March
(644.1 mg/100g) and August (1184.9 mg/100g). However, the dominant fraction was the
polyunsaturated fatty acids (PUFA), which between April and August presented values below 50 %, but
between September and march it was always higher than 50 %. In absolute terms, PUFA reached their
peak in September (5352.6 mg/100g) where 2473.8 mg/100g correspond to docosahexaenoic acid
(DHA), representing 46.2 % of total PUFA. Together EPA + DHA, represented 75 % of total PUFA and
84 % of n-3 PUFA. Considering that chub mackerel is rich in PUFA, this fish has health benefits, since
it has already been recognized that the intake of at least 250 mg/100g day of DHA bring benefits for
mental health, namely Alzheimer’s disease and in prevention of anti-inflammatory processes and
cardiovascular diseases.

Regarding the seasonal variation of lipid classes, triacylglycerols (TAG) was the main lipid class with
a variation between 82.2 % (October) and 92.1 % (June). Polar lipid fraction (phospholipids) was
predominantly constituted by PUFA between 68.6 % in October and 74.5 % in March, namely DHA,
the highest percentage was obtained for lean mackerel (march) with 55.1 %. High amounts of PUFA
were also found in the nonpolar lipids fraction (TAG).

To study the bioacessibility of total lipids in particular the fatty acids in the mackerel sample at different
times of the year and with different fat contents (2.9 %, 6.2 % and 9.8 %), the in vitro digestion model
was used. Through analytical thin layer chromatography (TLC), total hydrolysis of TAG can be
observed in the different months. It should also be noted that the majority fraction in all months (march,
June, October) were free fatty acids (FFA) with a maximum of 67.2 % in March and a minimum of 65.8
% in October. Regarding bioacessible fatty acids profile, it generally shows values much lower than the
initial (before digestion) as expected. The totality of each fatty acid is not available for absorption after
digestion process.

In general, all FA have a bioaccessibility of more than 50 %, and total monounsaturated fatty acids
(MUFA) contain the highest percentages with about 77 % of bioaccessibility, on average. SFA have a
bioaccessibility only 2 % lower than MUFA, which compared to bioaccessibility average of PUFA (57
%), evidences the higher bioaccessibility for more saturated fatty acids. The bioaccessibility of PUFA
varies between 53 % and 74 % in October and June, respectively. In the case of EPA and DHA, EPA
bioaccessibility was 13 % higher than DHA, but both have bioaccessibility below 70 % in March and
October. Despite the differences in bioaccessibility between fractions and FA, the final amounts of EPA
and DHA available for absorption are sufficient to intake the recommended daily doses of 250 mg/100g
day of DHA and 500 mg/100g day of EPA + DHA for a normal brain function as well as to prevent
other diseases, dictating a healthy life.

Keywords: Mental health, chub mackerel (Scomber colias), fatty acids, omega-3, docosahexaenoic acid
(DHA), bioaccessibility.
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1. Introducéo

1.1. Funcéo cognitiva em populacdo envelhecida

O aumento da esperanca média de vida, ao longo dos anos, resultou num aumento da populagdo idosa
no mundo. Neste sentido tornou-se importante entender as mudancas cognitivas ao longo da vida, sejam
estas normais ou patoldgicas. Murman (2015).

As mudancas cognitivas sdo um processo natural que ocorre com o avanco da idade. Estas podem incluir
perda de memoria tanto a longo termo como episddica, perda de rapidez de raciocinio, capacidade de
atencdo (inteligéncia fluida) e também fluidez verbal e acuidade visual, designados por inteligéncia
cristalizada por Cattell (1963). Como é possivel observar na Figura 1.1, hd uma diminui¢cdo muito mais
significativa na inteligéncia fluida do que na inteligéncia cristalizada com o envelhecimento.

Inteligéncia

Y

20 40 60

Idade (Anos)

Fluida ------- Cristalizada

Figura 1.1 Diferencas entre a inteligéncia fluida e cristalizada com o envelhecimento. (Fonte: Cattell
(1963)).

O tamanho do cérebro humano diminui com a idade, sendo que este se encontra dividido em matéria
cinzenta e branca. E comum a diminuicdo da massa cinzenta a partir dos 20 anos de idade sendo
predominante no cortex pré-frontal (

Figura 1.2), que esta associado aos pensamentos complexos, personalidade, tomada de decisdes e
também ao comportamento social.



Cortex pré-frontal

Figura 1.2 Cortex pré-frontal.

Alguns estudos indicam que 60 % da habilidade cognitiva geral estd associada a genética de cada
individuo, no entanto, as doencas, fatores psicologicos, deficiéncias sensoriais, como é o caso da visdo,
podem acelerar o processo de declinio cognitivo. Glisky (2007). Contudo, h& algumas atividades que
podem estar associadas ao retardamento do declinio cognitivo na populacgao idosa baseada em atividades
intelectuais como puzzles, tocar instrumentos musicais, discussdes de grupo, atividade fisica, como
exercicios que melhorem a satde cardiovascular, dangar ou compromissos sociais como viagens ou
eventos culturais. Harada et al. (2013).

Como ja foi referido anteriormente, 0 aumento de pessoas com mais de 65 anos de idade tem sido gradual
ao longo dos anos, o que demonstra a necessidade de se avaliar as alteragbes causadas pelo
envelhecimento que levam a uma maior propensdo de doencas neurodegenerativas.

1.1.1. Doencas associadas a idade e a cognicao

Existem muitos fatores que podem causar danos no cérebro entre eles a isquemia cerebral (diminuicdo
ou auséncia de fluxo sanguineo para o cérebro), trauma, toxinas ou doencas de deméncia degenerativa
(associada a uma perda de cerca de 40 % das sinapses neocorticais), sendo que a doenca de Alzheimer
(AD) representa entre 50 % a 70 % de todos os casos. Entre os fatores de risco associados & deméncia
estdo os fatores genéticos, doencas vasculares como a hipertensdo, diabetes, stress, abuso de &lcool ou
drogas.

A AD afeta cerca de 35 milhdes de individuos em todo 0 mundo, sendo que se torna imperativo encontrar
formas de prevencdo ou tratamento que terdo um impacto massivo na qualidade de vida da populagdo
idosa. Dias and Rauter (2015). Esta doenga cresce exponencialmente com a idade. Aos 65 anos apenas
se espera que cerca de 5 % da populacdo apresente sintomas, mas esta percentagem cresce para 40 % a
partir dos 85 anos e esta associada a uma grande perda de neurénios, em especifico no hipocampo e no
cértex entorrinal. Figura 1.3.Murman (2015).
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Figura 1.3 A) Degeneragdo de um cérebro saudavel para um cérebro com Alzheimer. B) Localizacéo do
hipocampo e do cortex entorrinal.

No entanto, existem outras doencas do foro psicolégico que afetam a populagdo mundial, entre elas a
esquizofrenia e problemas de doenca bipolar. Pusceddu et al. (2016).

1.1.2. Salde cognitiva

A cognicdo € a capacidade de pensar, aprender, resolver problemas, relembrar e utilizar a informagéo
armazenada no cérebro de uma forma correta. Além destas capacidades primordiais, uma boa salde
cognitiva inclui a funcdo motora, funcdo emocional e a fungéo sensorial.

O comprometimento cognitivo é principalmente relatado na populagdo mais idosa, sendo que a partir
dos 85 anos de idade o grau de deterioragdo cognitiva é superior, podendo variar de sintomas leves até
a deméncia. Rosano et al. (2005). Para manter uma boa salde cognitiva € necessaria uma dieta
equilibrada com frutas e vegetais, carnes magras, aves e peixes, produtos lacteos com baixo teor de
gordura e limitar as gorduras solidas, acUcar e sal e incluir uma elevada ingestdo de 4gua. Todos estes
cuidados ajudam a prevenir e a reduzir o risco de doencas como a AD, diabetes, depressao, derrames e
doencas cardiovasculares. Além do fator alimentacdo, existem muitos outros como a atividade fisica,
fatores genéticos, ambientais, estilo de vida que influenciam a saude cognitiva. Alguns exemplos
associados negativamente aos fatores referidos anteriormente séo os casos do alcoolismo, do tabagismo,
de uma dieta nutricionalmente pobre, o consumo de alguns medicamentos e o fator mais comum na
populagdo mais idosa o isolamento social e a solid&o. Jedrziewski et al. (2007).

Como foi descrito, a alimentagdo é um fator relevante que ajuda na salde cognitiva, neste sentido
diversos estudos apontam o pescado como um alimento importante por ser uma fonte de acidos gordos
polinsaturados émega-3 (n-3 PUFA), que tém um papel fundamental na diminuic&o do risco de declinio
cognitivo e AD. Lee et al. (2010).

1.2. Metabolismo lipidico

Os lipidos sdo considerados um dos nutrientes essenciais para 0s seres vivos. S80 compostos que
possuem uma cadeia alifatica (-CH>-), com pelo menos 8 4&tomos de carbono, sendo que existem algumas
excecBes como é o caso do &cido butirico (C4). Os lipidos sdo insollveis em agua, mas solUveis em
compostos organicos como é o caso do éter e do cloroférmio. Os lipidos estdo divididos em classes entre
elas os acidos gordos (FA), os esfingolipidos, esterdis, céridos, hidrocarbonetos, lipidos poli-isoprénicos
e em glicerolipidos. No caso dos glicerolipidos, estes estdo subdivididos em acilglicerois



(triacilglicerdis; diacilglicerdis; monoacilgliceréis), glicerofosfolipidos e glicoglicerolipidos. Campos
(2008).
Os acilglicerdis (Figura 1.4), sdo constituidos por uma molécula de glicerol e entre 1-3 &cidos

esterificados que podem ser denominados mono- (MAG), di- (DAG) ou triacilglicerois (TAG). Sao os
lipidos mais comuns nos seres vivos e desempenham a funcéo de reserva ou energética.
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Figura 1.4 Estrutura molecular do triacilglicerol

Os fosfolipidos (PL) ou glicerofosfolipidos (Figura 1.5), ttm uma estrutura idéntica aos TAG, com uma
molécula de glicerol, dois &cidos gordos e um fosfato. S&o os componentes mais abundantes das
membranas bioldgicas uma vez que desempenham uma funcgéo estrutural.
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Figura 1.5 Estrutura molecular dos fosfolipidos

Os esfingdlipidos (Figura 1.6), possuem uma regido hidrofébica que é constituida por uma cadeia longa,
uma base esfing6ide com 18 carbonos, ligada através de uma amida a um acido gordo e uma regiao
hidrofilica que é normalmente constituida por grupos hidroxilo e nos esfingolipidos mais complexos por
fosfatos e residuos de aglcares. Este grupo lipidico, tal como os PL, desempenham uma funcéo
importante nas estruturas membranares.
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/\/\/\/\/\/\/\)\(CHZO'R
0

Figura 1.6 Estrutura geral de um esfingolipido

Os esterdis sdo constituidos por guatro anéis de carbono, sendo que as cadeias ligadas aos carbonos Cs
e Cy7 definem o esterol. O colesterol (Figura 1.7), é o esterol mais abundante no corpo humano e define-
se por ter um grupo OH no Cs que Ihe confere um carécter anfipatico (possui caracteristicas hidrofilicas
e hidrofobicas) sendo que o sistema de anéis proporciona uma maior rigidez.
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Figura 1.7 Estrutura molecular do colesterol

O metabolismo lipidico desempenha vérias fungdes como armazenamento e transporte de energia, gera
moléculas bioativas que sdo indispensaveis para a composicdo das membranas celulares e que véo
mediar diversas vias de sinalizacdo, alem de serem importantes na manutencdo da estrutura e integridade
das mesmas, na sintese de prostaglandinas e no transporte de vitaminas lipossoltveis. Nunes et al.
(2010). Qualquer alteracdo neste metabolismo pode resultar numa modificagdo na composicéo
membranar, mudangas na permeabilidade e alteragdes nas vias de sinalizacdo que podem induzir o
organismo humano em erro provocando doengcas como o0 cancro, doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas ou inflamagdes. Os lipidos podem ser adquiridos por via exdgena a partir da dieta
ou por via endogena quando os lipidos sdo obtidos através da biossintese de outros compostos ndo
lipidicos como a glucose. Orsavova et al. (2015).

1.2.1.  Metabolismo dos lipidos de origem exdgena

A via exb6gena ou biossintese das lipoproteinas de densidade elevada (HDL), caracteriza-se pelo
transporte dos FA do intestino para o figado. Primeiramente, os alimentos sdo ingeridos, e normalmente
cerca de 95 % da gordura obtida da dieta é constituida por TAG sendo o restante colesterol, PL, FA
livres e esterdis. Apos a ingestdo, o processo de digestdo inicia-se no estbmago, seguindo depois para
o intestino delgado onde ocorre a absorcdo. No entanto, o processo de absorgdo varia consoante o
tamanho da cadeia carbonada. Apds a absor¢do os FA de cadeia média/curta sdo conduzidos pela
circulacdo sanguinea para o figado. Os FA de cadeia longa sdo sintetizados em TAG formando as
quilomicra. As quilomicra sdo lipoproteinas que contém um centro hidrofobico, constituido por lipidos
ndo polares (ésteres de colesterol e TAG), rodeado por uma parte proteica (apoproteinas) e por lipidos
polares (fosfolipidos e colesterol livre) e entram na circulagdo sanguinea atraves do sistema linfatico,
apenas apos a ingestdo alimentar transportando TAG, colesterol e PL desde o intestino até ao tecido
adiposo e figado. Estas macromoléculas (quilomicra, LDL, HDL, VLDL) possuem diferentes
densidades, inferiores as das proteinas, sendo que quanto menores mais ricas sdo em lipidos. Apés as
quilomicra atingirem a circulagdo sanguinea sofrem a acdo da lipoproteina-lipase, localizadas nos
capilares do tecido adiposo e outros tecidos periféricos e ativada pela apoproteina C-2 (sintetizada e
segregada pelo figado e intestino), que provoca a hidrélise dos TAG formando FFA e glicerdis e reduz
as quilomicra e as VLDL a fragmentos mais pequenos. Os FFA sdo posteriormente utilizados pelos
tecidos periféricos ou armazenados nos adipocitos. Campos (2008); Zhou et al. (2015).

1.2.2.  Metabolismo dos lipidos de origem endogena

A sintese dos acidos gordos enddgenos ou biossintese das lipoproteinas de densidade muito baixa
(VLDL), efetua-se essencialmente no figado, caracterizando-se pelo transporte das lipoproteinas
sintetizadas nos hepatocitos do figado para os tecidos periféricos ou dos adip6citos para os tecidos
periféricos.

Esta sintese acontece ap6s a chegada dos lipidos ao figado, processo explicado no capitulo 1.2.1. Neste
sentido o figado desempenha um papel fundamental na regulagdo do metabolismo lipidico uma vez que



guando ha abundancia de alimentos energéticos, estes alimentos sdo esterificados sob a forma de VLDL
que sdo encaminhadas através da corrente sanguinea para o tecido adiposo constituindo a principal fonte
de FA para a sintese de TAG. Os FFA provenientes do tecido adiposo representam o metabolismo em
situacdo de jejum onde os lipidos de reserva s&o mobilizados e s&o o principal substrato para oxidagdo
nos tecidos periféricos seja na forma de FFA ou corpos cetdnicos que sdo sintetizados no figado e
utilizados pelos musculos e pelo cérebro. Neste sentido o tecido adiposo sintetiza, armazena e mobiliza
0s TAG que constituem a maior reserva energética. Apés a ingestao de alimentos, quando consumidos
valores energéticos superiores aos necessarios no momento, estes sdo convertidos em glicogénio e
lipidos de reserva. Campos (2008); Vaz et al. (2006).

1.2.3.  Biossintese dos acidos gordos

Os n-3 e 0s n-6 sdo consumidos na forma de TAG e digeridos no intestino delgado o que permite o
transporte na corrente sanguinea e a consequente absorgdo pelo cérebro, retina, coragao e outros tecidos.
Estes acidos gordos podem sofrer B-oxidagdo que ocorre na matriz mitocondrial e que permite a
formagdo de acetil-coA que origina energia na forma de ATP (Figura 1.8), esterificacdo em lipidos
celulares (colesterol, fosfolipidos e triglicéridos) e podem ainda ser convertidos em cadeias longas e
produtos insaturados.

Acido palmitico (G,¢) activado

—+ 1Aceti-CoA + 1FADH, + 1 NADH + H* + Acil-CoA (Cy.)
. " n " v+ Acil-CoA (C,)
— " " " "+ Acil-CoA (Cy)
— M " " v+ Acil-CoA (Gg)
. " " u v+ Acil-CoA (Cg)
— " " n v+ Acil-GoA (C,)

— 2 Acetil-CoA -+ 1FADH, + 1 NADH + H-*
Hélice
de Lynen
1 Acido palmitico —» 8 Acetil-CoA + 7 FADH, + 7 (NADH + H')

Figura 1.8 Representacdo da B-oxidacdo, segundo Lynen, em que cada espira corresponde a um
encurtamento de 2 &tomos de carbono no FA.

Os &cidos gordos essenciais (EFA) que sdo assimilados principalmente em fosfolipidos sdo importantes
na estrutura e fungdo geral dos FA, uma vez que estes tém um papel importante na integridade e
funcionamento das membranas celulares do corpo.

O é&cido linoleico (LA) e o acido a-linolénico (ALA) séo obtidos através dos alimentos, uma vez que o
organismo humano ndo possui as enzimas para sintetizar estes dois EFA. O LA esta presente na maioria
dos lipidos celulares enquanto a maioria do ALA sofre B-oxida¢do na mitocdndria, diminuindo assim a

sua disponibilidade para a conversao no &cido eicosapentaendico (EPA) e no &cido docosa-hexaendico
(DHA). Kaur et al. (2014).

1.2.3.1. Descricao e nomenclatura dos &cidos gordos

Os 4acidos gordos sdo os principais constituintes dos lipidos e estdo presentes nas plantas, animais e
microrganismos. Pode ser atribuido a qualquer acido monocarboxilico alifatico que se liberte por
hidrolise de 6leos ou gorduras naturais.

Um FA geralmente possui uma cadeia linear com um niimero par ou impar de atomos de carbono, com
um grupo carboxilo (-COOH) numa das extremidades (carbono 1) que lhe confere a funcdo de éacido



carboxilico e na outra extremidade um grupo metilo (-CHs) hidrofébico, ndo funcional. A classificacéo
dos FA é feita consoante o comprimento da cadeia carbonada, o namero de atomos de carbono, a posicao
e a configuracdo das ligagdes duplas. A classificacdo dos FA é normalmente apresenta na forma de n-1;
n-2mon-3, em que o “n-1” representa o nUmero de dtomos de carbono, o “n-2” numero de liga¢des duplas
¢ 0 “n-3” o nimero de 4&tomos de carbono que se encontra mais proximo da extremidade do grupo metilo
e mais proximo da primeira ligagdo dupla. Assim a numeragdo dos carbonos pode ser apresentada
através da Figura 1.9. Leonard et al. (2004).

Figura 1.9 Numeracéo carbonica de um &cido gordo

Existem trés tipos de acidos gordos consoante o nimero de ligagBes duplas, os acidos gordos saturados
(SFA), os acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e os &cidos gordos polinsaturados (PUFA). Os SFA
ndo possuem nenhuma ligacdo dupla e sdo designados de acordo com o nimero de &tomos de carbono
e com o sufixo “-6ico” do 4cido carboxilico correspondente, com a férmula geral CHs-(CH.) n-COOH
em que “n” varia entre 2 e 22. Os MUFA apresentam apenas uma ligacao dupla e o nimero de atomos
de carbono varia entre 10 e 30. Os PUFA tém um namero par de dtomos de carbono,2 a 7 ligagdes duplas
separadas por uma ponte de metileno (-CHy) e apresentam normalmente uma configuracéo cis. Os SFA
mais comuns sdo o acido miristico (14:0), o palmitico (16:0) e o estearico (18:0), no caso dos MUFA o
acido oleico (18:1n-9) é o mais comum. Os PUFA estdo divididos em 3 familias em que a letra “n”
indica a distancia, em &tomos de carbono, da ligagao dupla ao metilo terminal. Assim, o “n-9” representa
a familia oleica, o “n-6 a familia linoleica e os “n-3" a familia linolénica. No caso dos n-3 PUFA os
mais abundantes sdo o EPA (20:5n-3) e o DHA (22:6n-3) e o &cido linoleico (18:2n-6) e o &cido
araquidonico (20:4n-6) no caso dos n-6 PUFA. Nunes et al. (2003).

O metabolismo humano, no entanto, ndo consegue sintetizar adequadamente niveis de PUFA com a
ligacdo dupla no Cs; (n-3 PUFA) ou no Cs (n-6 PUFA) a contar do Gltimo radical metilo, sendo de
extrema importancia obté-los através do consumo de gordura saudavel, como é o caso do pescado, e do
6leo de figado de peixes. Os MUFA e os PUFA podem apresentar duas formas estruturais diferentes, a
forma cis e a forma trans. Os FA trans podem formar-se, apesar de em quantidades diferentes, através
de trés processos distintos. Assim, pequenas quantidades de FA trans surgem ap0s a transformacéo
bacteriana dos FA no aparelho digestivo dos animais ruminantes que depois é consumido através da
carne, gordura e leite desses animas. Por outro lado, a hidrogenagdo industrial das gorduras e o
aquecimento/fritura dos Oleos vegetais a temperaturas elevadas formam grandes quantidades de FA
trans. Como foi descrito por Katan et al. (1995), em diversos estudos realizados, a ingestao de FA trans
promove a formag@o de colesterol LDL, conhecido por “mau colesterol” ¢ diminui o HDL “bom
colesterol”, aumentando assim o risco de doengas cardiacas e vasculares. Stanshy (1986).

1.2.3.2.  Acidos gordos essenciais

Os EFA tém sido considerados alimentos funcionais e nutracéuticos devido a sua importancia nas vias
bioquimicas, que resulta num efeito cardioprotetor devido as caracteristicas anti-aterogénicas, anti-
tromboticas, anti-inflamatorias e antiarritmicas que possibilitam a diminuicdo do risco de doengas
cardiovasculares, cancro, osteoporose, diabetes, entre outros. Todos estes beneficios advém da
intervencdo dos EFA na concentracdo das lipoproteinas, fluidez das membranas, fungbes das enzimas,
recetores membranares e regulacdo da pressdo arterial. O ser humano tem a capacidade de sintetizar



muitos compostos sendo que os SFA e os MUFA sdo obtidos pela dieta ou pela sintese completa via
acetil-coA. Kaur et al. (2014).

De modo a conhecer a qualidade dos lipidos é adequado realizar o célculo de dois pardmetros, o indice
de aterogenicidade (Al) e o indice de trombogenicidade (TI) proposto por Ulbricht and Southgate
(1991).0 Al (Equagéo 1.1) relaciona a soma dos principais acidos gordos que sdo considerados pro-
aterogenicos com as principais classes de FA insaturados considerados anti-aterogénico. Um &cido
gordo pro-aterogenico facilita a adesdo dos lipidos as células do sistema imunoldgico e circulatério
enguanto o anti-aterogénico ajuda a diminuir os niveis de &cidos gordos esterificados (acidos gordos
que reagem com &lcoois e formam ésteres), colesterol e PL impedindo assim o aparecimento de doengas
coronarias. O Tl (Equacédo 1.2) evidéncia a tendéncia para a formacéo de coagulos nos vasos sanguineos
através de uma relagdo entre os acidos gordos saturados que sdo considerados pré-trombogénicos e as
fracBes de acidos gordos como os MUFA, n-3 PUFA e n-6 PUFA, considerados neste caso anti-
trombogénicos. Considera-se que valores de Al <0,51 e Tl <0,30 serdo benéficos para a sade humana.
Garaffo et al. (2011); Luczynska et al. (2017); Truzzi et al. (2018).

Equacdo 1.1 Al = [C12:0 + (4 X C14:0) + C16:0]/(EMUFA + % n-6 PUFA + % n-3 PUFA)

I = C14:0+ C16:0 + C18:0

Equagio 1.2 S T
0,5 X MUFA + 0,5 X n-6 PUFA + 3 X n-3 PUFA + "= 5

1.2.4. Bioacessibilidade

Os lipidos representam uma grande percentagem da ingestdo energética diaria, sendo maioritariamente
constituidos por TAG. A bioacessibilidade corresponde a quantidade de contetdo inicial que é libertado
da matriz alimentar para o limen intestinal, ap6s a digestdo. No entanto, o conteldo presente no trato
intestinal pode ndo ser 100 % absorvido, contribuindo assim a bioacessibilidade para avaliar o possivel
potencial nutricional do alimento. Neste sentido, utilizar a digestdo in vitro para simular a digestdo
humana é um processo adequado para o estudo da bioacessibilidade. Costa et al. (2016); Garcia et al.
(2019).

Desde a ingestdo até ao intestino, os lipidos sofrem diversas transformacdes fisicas e quimicas que
permitem obter produtos absorviveis como FA livres, ndo esterificados e monoacilglicerdis (MAG).
Estes produtos sdo libertados das estruturas moleculares por lipases que permitem assim a quebra dos
mesmos e sdo incorporados em micelas que sdo absorvidas pelas células epiteliais do intestino. A esta
porcdo absorvida d&-se 0 nome de fracdo bioacessivel.

Para o alimento ser absorvido e se obter a fragdo bioacessivel, é necessario saber como funciona todo o
processo. Assim, para o pescado, como para todos os alimentos, a digestdo dos lipidos inicia-se na boca
onde os efeitos da mastigacédo e da saliva permitem diversas reagdes enziméticas em que as condigdes
de temperatura e pH séo especificas para esta zona do corpo humano. A mistura na boca com a saliva
permite 0 aumento da superficie de contacto dos lipidos para as etapas de digestdo seguintes. No
estbmago, a lipdlise é iniciada, o bolo alimentar € misturado com o suco gastrico (pH 1-3) que sofre a
acdo mecanica do estdmago devido aos movimentos peristalticos, a hidrélise dos hidratos de carbono
pelas pepsinas e amilases e a hidrélise parcial dos TAG pela lipase géastrica que é responsavel pela



maioria dos TAG ingeridos. Os lipidos restantes sdo emulsionados. A libertacdo final e a absorcéo dos
acidos gordos livres (FFA) e MAG e outras espécies oxidadas ocorre no duodeno. Os lipidos
hidrolisados e emulsionados sdo libertados no intestino delgado e misturados com sucos intestinais.
Genot et al. (2016).

1.3. Efeito benéfico dos n-3 PUFA na dieta

Uma dieta equilibrada pode ajudar a reduzir os riscos de doencas crénicas como a diabetes e doengas
cardiacas assim como ajudar a manter um cérebro saudavel. Ao longo dos anos, comegou a haver uma
consciencializacdo dos efeitos da nutricdo na saude fisica e mental. Este facto suscitou o inicio de
diversas pesquisas relacionadas com o beneficio dos n-3 PUFA na salde e no cérebro.

Os n-3 PUFA estdo associados a uma dieta que influencia positivamente o declinio cognitivo ao longo
dos anos, uma vez que possuem propriedades neuroprotetoras. Os n-3 PUFA de cadeia longa,
concretamente 0 DHA e o EPA, sdo essenciais para o normal funcionamento do cérebro humano assim
como para o seu desenvolvimento. O DHA tem um papel especialmente importante, porque afeta as
propriedades da membrana neuronal, que modula os sinais celulares. Danthiir et al. (2011). Os sinais
celulares, por sua vez sdo importantes nas respostas ao ambiente que nos rodeia, ou seja, na reparacdo
de tecidos, imunidade ou outras fungdes de equilibrio necessarias ao corpo humano. Quando ocorrem
erros no processamento de informacdo celular estes podem levar a doengas como cancro, diabetes ou
autoimunidade (respostas de imunidade contra tecidos do prdprio organismo). Kim et al. (2010). Assim,
0 consumo de n-3 presente em Gleos de peixe, no musculo de peixes gordos como a cavala, salméo ou
sardinha e ainda no figado de peixes magros como o bacalhau é essencial para aumentar os niveis de
DHA e EPA no organismo. Daiello et al. (2015); Dangour et al. (2009). Estes n-3 estdo também
presentes em sementes de linhaca, chia, soja ou nozes, mas numa quantidade muito reduzida. Martins
et al. (2019). Varios estudos indicam que um consumo superior a 250 mg/100g dia de DHA e 500
mg/100g dia de EPA + DHA pode ajudar no bom funcionamento, desenvolvimento e crescimento de
todos os tecidos e 6rgdos especialmente a retina, o coragéo e o cérebro contribuindo por exemplo para
a prevencdo doencas neurodegenerativas ou cardiovasculares. Avallone et al. (2019); Zhang et al.
(2018).

Além de um maior consumo de alimentos com elevadas percentagens de DHA e EPA é também
necessario recorrer a um estilo de vida saudavel, que inclua atividade fisica, controlar outro tipo de
doencas como a apneia do sono, diabetes e hipertensdo. Illario et al. (2016). Muitos estudos associam 0
consumo de pescado a diminuigdo do risco de declinio cognitivo e AD, pelo facto de serem uma fonte
de n-3 PUFA.

1.3.1. Funcgdes dos PUFA

O desenvolvimento humano tem por base uma dieta equilibrada no qual as gorduras tém um papel
importante como alimento energético. Os PUFA desempenham func¢des importantes no processo de
coagulacdo do sangue, nas inflamacGes e no funcionamento e desenvolvimento da retina e do cérebro.
Estas func¢Bes permitem que os PUFA sejam muito importantes no crescimento, desenvolvimento e bom
funcionamento do corpo humano.

As membranas celulares, sdo constituidas por proteinas e lipidos. Os FA saturados uma vez que ndo tém
ligagBes duplas e sdo estruturas compactas conferem rigidez as membranas, neste sentido a presenca de
PUFA que tém diversas ligacdes duplas permite obter uma estrutura mais flexivel e por consequéncia



0s PUFA afetam positivamente a fluidez, elasticidade membranar, a quantidade e a fungéo das proteinas
da membrana.

O facto dos PUFA incorporarem as membranas celulares, ajuda a que tenham um papel importante na
resposta inflamatdria, imunidade, aumento do nimero de plaquetas, crescimento celular, entre outros.
Os PUFA sdo libertados das membranas por fosfolipases e entram na sintese dos eicosanoides. Os n-3
PUFA tém uma resposta anti-inflamatéria e antialérgica, uma vez que inibem a resposta imune
excessiva, diminuindo a sintese de compostos pré-inflamatdrios. No entanto, é importante realcar que
0s n-6 e 0s n-3 tém respostas distintas, em relacdo a atividade anti-inflamatdria, que serd explicado
adiante. Doengas como a artrite reumatoide, asma e psoriase beneficiam com a ingestdo de alimentos
ou suplementos que contenham a presenca de n-3 PUFA. Segundo Bentsen (2017) um consumo de até
3 g por dia de EPA + DHA é o necessario para obter os efeitos positivos do consumo de n-3 PUFA.

Outra caracteristica importante dos n-3 PUFA prende-se com o facto de ajudarem a normalizar a pressao
arterial através do aumento de prostaciclinas (PGI2), que sdo sintetizadas nas células endoteliais pela
enzima ciclo-oxigenase na cascata do ARA. O PGI2 é assim um vasodilatador e ajuda também na
inibicdo da agregacdo das plaquetas funcionando como anti-trombdtico. A prevencdo da morte subita
em pessoas com doenca cardiaca isquémica € outro efeito benéfico dos n-3 PUFA. Estes védo atuar como
moduladores do fluxo de célcio, controlando a sua libertagéo no reticulo endoplasmatico.

A saude mental mundial tem sido um objeto de estudo ao longo dos Gltimos anos, sendo que 0s n-3
PUFA tém demonstrado ser importantes nas doencas associadas ao sistema nervoso. Como foi abordado,
o DHA ¢ essencial no bom funcionamento do cérebro dos adultos, assim como para o desenvolvimento
na infancia e na vida fetal uma vez que fazem parte da constituicdo dos fosfolipidos membranares,
especialmente das sinapses. Em geral, 0s n-3 PUFA estdo envolvidos na sintese de serotonina e
dopamina. A Serotonina em niveis baixos esta associada a sintomas de depressdo enquanto niveis
elevados de dopamina estd intrinsecamente ligado a esquizofrenia. Wiktorowska-Owczarek et al.
(2015).

No cérebro, os n-6 PUFA representam cerca de 10% do total de acidos gordos. Os n-6 PUFA tém duas
fungdes principais entre elas atuarem como precursores dos eicosandides e também funcionam como
componentes estruturais das membranas dos fosfolipidos, formando a base da bicamada lipidica das
membranas plasmaticas em todas as células. Neste sentido a saturacdo de n-6 afeta a fluidez das
membranas, transducao de sinal e a expressdo dos recetores celulares. Mori and Hodgson (2013). Tendo
em conta que a maioria dos n-6 PUFA tém propriedades pré-inflamatorias e sendo o0 ARA o n-6 PUFA
mais abundante no cérebro e estd envolvido em diversas funcbes como a neurotransmissao e a
neuroinflamacdo, uma redugdo deste acido gordo no cérebro diminui a probabilidade de doencas
psiquiatricas e neuroldgicas. Alashmali et al. (2019)

1.3.2. Associacdo entre os PUFA e a doenca de Alzheimer

A doenga de Alzheimer (AD) tem uma incidéncia de cerca de 60-80 % em relagdo a outras doencas do
foro psicologico. A idade é o fator mais comum, afetando uma em cada cinco pessoas com idades
superiores a 80 anos e uma em cada trés pessoas com idades superiores a 90 anos. Uma vez que a
esperanca média de vida estd a aumentar a nivel global, é de esperar que haja uma escalada de pessoas
com AD. A AD pode ter uma forma familiar que tem inicio normalmente aos 65 anos de idade e é
encontrada em cerca de 1 % da populacdo. Esta forma caracteriza-se por mutagfes autossémicas no
gene da proteina precursora amiloide (APP) e nos genes presenilina 1(PS1) e 2 (PS2). A forma mais
comum ¢é a forma esporadica em que o alelo apolipoproteina E4 (ApoE) tem uma elevada associa¢éo ao
risco de desenvolvimento de AD. Apesar das muitas ddvidas nas alteraces que promovem a AD e da
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ordem das mesmas sabe-se que estes sintomas tém inicio cerca de 20 anos antes desta se manifestar com
maior agressividade. A medida que a doenca progride, a capacidade das sinapses para transmitirem
informacdo diminui, ha também uma diminuicdo no nimero de sinapses e por consequéncia comega a
haver a morte dos neurdnios.

Como foi anteriormente referido os n-3 PUFA podem ser encontrados essencialmente nos peixes e nas
algas, principalmente na forma de DHA e EPA e em alguns frutos secos na forma de ALA. Os n-3 PUFA
sdo importantes na construgdo das membranas das células neuronais sendo que desempenham um papel
chave no desenvolvimento, transmissdo neuroldgica e na neuroprotec¢do. Com o avancar da idade, os
niveis de DHA no cérebro tendem a diminuir e especialmente em pacientes com a AD. Este facto sugere
gue esta diminuicdo pode contribuir para a deterioracdo das funcGes cognitivas e da memdria.

Os PUFA atuam no cérebro e no sistema vascular e protegem contra o declinio cognitivo e contra a
deméncia. Neste sentido, os PUFA ajudam na reducdo da producdo de amiloides, diminuindo a sua
agregacdo, promovendo o seu afastamento. Além desta func¢do, especificamente o DHA através da
neuroprotectina D1 (NPD1), uma via de oxigenacdo derivada do DHA, beneficia a sobrevivéncia e
reparacdo das células cerebrais atraves da sinalizacdo neurotrofica, anti-apoptotica e anti-inflamatdria.
Fotuhi et al. (2009).

1.3.3. DHA e EPA

O EPA e o DHA pertencem ao grupo dos n-3 PUFA e apresentam diversos beneficios para a salde.
Ambos desempenham diversas a¢des no corpo humano, entre elas um papel fundamental nos processos
anti-inflamatorios, na viscosidade das células membranares, no desenvolvimento fetal, na salide mental
e visdo sendo que se encontram em abundancia no cérebro e na retina.

O EPA e 0 DHA estédo presentes em algas, pescado e 6leo de peixe, sendo que a principal forma s&o os
triacilglicerdis (TAG) e fosfolipidos (PL). No entanto, a presenca de DHA e EPA nos TAG e PL varia
consoante a espécie. E importante realgar que os PL sdo importantes na manutencio e funcionamento
da estrutura celular, enquanto os TAG sao depdsitos de energia metabdlica. Zhang et al. (2019). O EPA
e o DHA também podem ser sintetizados através de reacdes de alongamento e dessaturacdo do acido
alfa-linolénico (ALA) (Figura 1.10), no entanto, a sintese do ALA ¢ limitada. A percentagem de
conversao de ALA em EPA e DHA pode variar entre individuos sendo que a taxa limite de producéo de
EPA de acordo com Welch et al. (2010) pode atingir os 5 % e apenas 0,5 % para o DHA, sendo que
estas taxas confirmam a importancia da incluséo destes n-3 PUFA na dieta.
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Figura 1.10 Converséo de ALA em DHA (Fonte: Lenihan-Geels et al. (2013)).

O Consumo de pescado uma a duas vezes por semana pode ajudar na prevencdo de algumas doencas
como doencas cardiovasculares, diabetes, cancro e doencas neurodegenerativas como a AD. Como foi
referido acima, o EPA e o DHA tém um papel importante nos processos anti-inflamatérios. Uma
inflamacdo é o mecanismo de defesa do organismo contra infegdes e pode surgir através de varios
sintomas como vermelhid&o, inchaco, calor e dor. Os eicosandides, que incluem as prostaglandinas
(PGs), sdo mediadores e reguladores das inflamacGes. O &cido araquiddnico (ARA) é o acido gordo
presente em maior quantidade na membrana dos fosfolipidos das células que contém a inflamacéo, sendo
assim o maior precursor dos eicosandéides, principalmente o PGE2, que normalmente atua como pré-
inflamatorio. O EPA e 0 DHA sdo ambos substratos para as enzimas cicloxigenase (COX) e lipoxigenase
(LOX). O EPA produz eicosandides com uma estrutura diferente dos produzidos pelo ARA e no caso
do DHA docosandides. Os eicosandides derivados do EPA s8o das séries 3 e 5 que, geralmente, séo
mediadores inflamatdrios menos potentes em comparacdo com os da série 2 e 4 produzidos pelo ARA.
Os docosandides derivados do DHA, como demonstrado na Figura 1.11, produzem protetinas e
resolvinas que atuam como anti-inflamatorias. Os eicosandides provenientes do ARA sdo também
responsaveis por efeitos de agregacdo, vasoconstri¢do e proliferacdo de células cancerigenas. Calder
(2010).
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Figura 1.11 Cascata de reacOes para 0 ARA, EPA e DHA e consequente resultado inflamatério (Calder,
2010).

Os n-3, como foi referido tém um papel importante na saide mental, em doengas como a AD € 0
Parkinson. Neste sentido, 0 DHA representa 90 % dos n-3 PUFA presentes no cérebro e representa cerca
de 20 % do total de FA no cérebro sendo que com a idade os niveis de DHA no cérebro tendem a
diminuir. O ARA representa cerca de 15 % do total de FA no cérebro. A doenca de Parkinson
caracteriza-se por ser uma doenca neurodegenerativa progressiva que provoca a perda de neurénios
dopaminérgicos e que pode ter diversas origens como toxinas ambientais, estilo de vida,
neuroinflamac@es entre outras. Diversos estudos indicam que os n-3 PUFA previnem o declinio
cognitivo e tendem a retardar os sintomas, mas que ainda ndo representam uma cura para este tipo de
doencas. Avallone et al. (2019); Thomas et al. (2015).

1.3.4. DHA e EPA na gravidez

O DHA e o EPA tém sido associados a varios efeitos benéficos, durante a gravidez, para as criancas.
Durante a gravidez a placenta transfere nutrientes da mée para o feto, sendo que ha uma correlagéo entre
a quantidade que é ingerida pela mée e a transferida para o feto. Segundo Cardoso et al. (2017), a dieta
da mée, em amamentagéo, deve incluir cerca de 200 a 300 mg de n-3 PUFA diariamente, para garantir
uma concentracdo suficiente de DHA pré-formado no leite. Aumentar o consumo de DHA entre 18 e 20
semanas de gestacao até ao parto ou até aos 3 meses apds o parto, promove uma melhor acuidade visual,
melhor coordenacdo motora nas criancas e uma melhor fungdo cognitiva. Rombaldi Bernardi et al.
(2012).. A acumulacdo de PUFA vai variando ao longo do tempo, sendo que durante o terceiro trimestre
de gravidez e até aos dois anos de idade da crianca esta acumulagdo é maior. Uma vez, que as criancas
nascem com apenas 25 % do volume de um cérebro adulto é necessario que haja uma dieta equilibrada
em PUFA de forma a estimular o crescimento saudavel de todas as estruturas cerebrais.

Durante a gravidez é essencial o transporte de DHA pela mée para o feto através da placenta para a
corrente sanguinea do feto, uma vez que o cérebro e o figado ndo produzem o DHA suficiente. Esta
deposicdo de PUFA no sistema nervoso central (CNS) é elevada no pré e pés-natal e depende, como foi
referido, da quantidade fornecida pela mée durante a gravidez e o periodo de lactacdo. Um fornecimento
desajustado de PUFA vai implicar problemas no desenvolvimento mental e na acuidade visual da
crianca. Borsonelo and Galdur6z (2008).

Como foi referido, os n-3 mais especificamente o EPA e o DHA séo benéficos no desenvolvimento do
cérebro e da retina, sendo que o DHA é mais importante neste processo. Baixos niveis de DHA,
representam um maior risco de atraso no desenvolvimento, défice de atencdo e distdrbio de
hiperatividade nas criangas. No entanto, ambos estdo associados a uma gestagdo mais longa, diminuindo
0 risco de um nascimento prematuro, causa de diversas doencas e 85 % dos 6bitos. O EPA e o DHA
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diminuem a producdo de prostaglandinas (PGs) pré-inflamatérias (E2 e E2a), diminuindo por
consequéncia a possibilidade de inflamagdo no Utero, que esta associada ao parto prematuro. Swanson
etal. (2012).

1.3.5. indice 6mega-3, fator de risco

A populacdo mundial tem vindo a alterar os habitos alimentares devido principalmente a industrializacéo
aumentando por consequéncia a ingestdo de alimentos menos saudaveis mais ricos em gorduras
saturadas, que aliado a outros problemas como o stress ou a falta de exercicio fisico tem contribuido
para 0 aumento de doencas cardiovasculares. Como é possivel observar pelo Esquema 1.1, 0 LA e o
ALA competem pela enzima A6-dessaturase, sendo que um elevado consumo desta enzima pelo LA
diminui a disponibilidade da mesma para o metabolismo do ALA, diminuindo a produ¢do de DHA que
como foi referido ajuda na diminuicdo do risco de doencas cardiovasculares e neurodegenerativas.
Assim, para que 0s 6megas possam ter um impacto positivo no organismo, é fundamental equilibrar o
consumo de ambos. Como referido o0 n-6 e 0 n-3 competem por algumas enzimas, logo o consumo deve
seguir um racio de 1:1 a 1:5 (n-3/n-6) para haver o equilibrio necessario, para um beneficio para a saude.

Acido linoleico Acido a-linolénico
18:2n-6 (LA) 18:3n-3 (ALA)
) <4—— A6-Dessaturacdo  — ”
Acido y-linolénico Acido esteariddnico
18:3n-6 18:4n-3
+—— Elongacgéo —>
Acido di-homo-y- Acido eicosatetraengico
linolénico 20:3n-6 20:4n-3
<4—— Ab5-Dessaturacdo — >
Acido araquidénico Acido eicosapentaenoico
20:4n-6 (ARA) 20:5n-3 (EPA)
~ -
D E— Elongacéo Acido
22:4n-6 docosapentaenoico
22:5n-3 (DPA)
D — Elongacdo —
24:4n-6 24:5n-3
<—— A6-Dessaturacio  — *
24:5n-6 24:6n-3
— B- oxidacdo —>
) Acido docosahexaendico
25:5n-6 22:6n-3 (DHA)

Esquema 1.1 Representa¢do esquematica da biossintese dos acidos gordos essenciais. (Adaptado de
Leonard et al. (2004)).

A abundancia de alimentos processados e pobres nutricionalmente, promove o desequilibrio uma vez
gue o consumo de n-6 atinge 15 vezes o consumo de alimentos ricos em n-3. O aumento do consumo
de n-6 leva a uma elevada producdo de substancias inflamatérias, a doengas como a obesidade, diabetes,
doencas cardiovasculares, entre outras. O indice de n-3, permite saber a percentagem destes 6megas na
membrana dos glébulos vermelhos, sendo um indicador de risco de doenca coronéria se este indice for
igual ou inferior a 4 %, uma vez que uma percentagem superior a 8 % € indicativa de um risco reduzido
de doenca coronéria. Para garantir um bom indice de n-3 deve-se privilegiar o consumo de peixes
gordos, utilizar o azeite como gordura preferencial e aumentar também o consumo de frutos oleaginosos.
E importante realcar que o consumo equilibrado destes 6megas contribuira para diversos beneficios para
a satde. Simopoulos (2004).
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1.4. Composicao quimica

Os principais constituintes da composi¢cdo quimica sdo a proteina, cinza, gordura, humidade, as
vitaminas e 0s minerais. A composi¢do quimica varia consoante a espécie, idade, maturacdo sexual,
ciclo de alimentacdo, comportamento migratério e variagdo sazonal. Normalmente, a variagdo entre
peixes estd principalmente ligada ao periodo da desova, a ingestdo de alimento uma vez que nédo é
constante devido & migragdo ou a escassez do mesmo. Nesta época de desova os peixes utilizam os
depdsitos de energia e as proteinas. Apés o periodo de desova o teor proteico e lipidico tende a aumentar
com o0 aumento da ingestdo de alimentos. Sendo assim, o teor lipidico apresenta normalmente um
minimo na época de desova de cada espécie enquanto o teor proteico, apesar de ser menor na época de
desova, apresenta um valor mais constante ao longo do ano. As proteinas do tecido muscular dos peixes,
estdo divididas em estruturais que representam cerca de 70-80 % do teor total de proteina, proteinas
sarcoplasmaticas que representam 25-30 % do total e proteinas do tecido conjuntivo (colagénio) que
representam cerca de 3 % do total de proteinas. No entanto, a quantidade de proteina no masculo é
aproximadamente de 15-20 %. A &gua € o principal constituinte do muasculo do pescado podendo variar
entre 50-85 % consoante a espécie e a época do ano, sendo que nas espécies magras € cerca de 80 % e
nas espécies gordas de 70 %. Esta humidade esta ligada as proteinas estruturais. No entanto o teor de
agua aumenta a medida que se aproxima a época da desova engquanto o teor de proteina diminui. A
guantidade de vitaminas e minerais tal como a maioria dos outros constituintes da composicao quimica
varia consoante a espécie e varia sazonalmente. As vitaminas podem ser divididas em solUveis em
gorduracomo a A, D, E e K e sollveis em agua como B e C. No caso do pescado as principais vitaminas
sdo a A, B, D. No caso dos minerais 0s peixes sdo uma importante fonte de fosforo e calcio, mas também
de ferro, cobre e selénio. A cinza constitui uma parte de outros minerais que nao excede 1-2 % da parte
edivel. Huss (1995).

Tal como a maioria dos organismos, o pescado contém a maioria dos elementos quimicos presentes na
natureza entre eles o potassio, fésforo, sodio, magnésio e calcio. O teor de minerais, situa-se
normalmente entre 0s 0,8 e 2,0 % sendo a ordem de concentracfes K > P > Na > Mg > Ca > Zn > Fe.
Nunes et al. (2008).

1.4.1. Mercurio e selénio

Uma das principais preocupacdes mundiais € o teor de mercurio (Hg) presente na parte edivel do
pescado. Os peixes tém a capacidade de acumular mercdrio, principalmente na forma de metilmercdrio
(forma mais toxica) em concentracdes relativamente elevadas. No entanto as concentracdes dependem
do local de captura, se 0 peixe é de grande porte e se representa o topo da cadeia alimentar. Além de
mercurio os peixes também acumulam selénio (Se), sendo este um elemento importante na alimentacao
dos mesmos. No pescado o teor de selénio situa-se entre os 10 e 100 ug/100g, valor este superior ao
encontrado nos animais terrestres. O teor de selénio esta, no entanto, relacionado com o teor de mercurio
e segundo Cappon and Smith (1981), o selénio neutraliza a toxicidade do mercurio. Assim, 0 aumento
em proporcao de Hg para o Se no sangue é sinénimo de aumento do risco de toxicidade. Yamashita et
al. (2011). E importante realcar que o mercurio nos peixes tem origem antropogénica, enquanto o selénio
€ um constituinte natural.

1.4.2. Aminoacidos

Nos Ultimos anos, o interesse nos aminoacidos (AA) no pescado aumentou devido a capacidade
demonstrada na resposta imunoldgica, reproducdo e resisténcia a doencas. Todas as proteinas sdo
cadeias de unidades quimicas ligadas para fazer uma molécula longa, sendo essas unidades os AA.
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Os AA podem ser classificados em essenciais (EAA) e ndo essenciais (NEAA). Os EAA sdo arginina,
glutamina, leucina, isoleucina, valina, histidina, metionina e o glutamato e a prolina no caso dos NEAA.
Os AA estdo associados a diversas fungdes entre elas a modulagéo das vias metabdlicas, reproducdo,
crescimento e sinalizagdo celular. Os aminoécidos sdo cruciais na alimentacdo dos peixes porque
funcionam como substratos de energia para a sintese de proteinas enddgenas e ajudam na regulagdo das
vias metabdlicas. A deficiéncia nos AA pode criar um desequilibrio no metabolismo e nas funcdes para
0 bom funcionamento do organismo. Kaushik and Seiliez (2010).

1.4.3. Vitamina B12

As vitaminas do grupo B sdo sollveis em agua das quais fazem parte a tiamina (B1), riboflavina (B2),
niacina (B3), acido pantoténico (B5), piridoxina (B6), biotina (B7), &cido félico (B9) e a cobalamina
(B12). Cada vitamina do complexo B, atua individualmente ou em conjunto nas células e sdo
extremamente importantes para o metabolismo das células. As vitaminas do complexo B,
nomeadamente a vitamina B12 também denominada cobalamina, € um importante constituinte da
cavala. Nos dltimos 50 anos esta vitamina tem sido associada ao declinio cognitivo. Pitzschke et al.
(2015).

A vitamina B12 é essencial para a sintese do DNA e para a producdo de energia celular. A deficiéncia
em vitamina B12 é normalmente causada pela ma absor¢do ou por uma dieta inadequada e pode ter
implicagbes na salde como a anemia megaloblastica ou doencas neurol6gicas como depressdo ou
psicose. Esta deficiéncia é mais comum nos idosos, vegans ou vegetarianos. A absorcdo da vitamina
B12 acontece apos a clivagem dos alimentos pelo &cido cloridrico produzido pela mucosa gastrica, a
formacdo de um complexo com proteinas R e a ligagdo a um fator intrinseco segregado pelo estdmago,
sendo que as taxas de absor¢do variam com a quantidade e o tipo de proteina consumida. Apds a
absorcdo, no intestino delgado a vitamina B12 € transferida pela transcobalamina I, I1 e 11 para os locais
onde € necesséria. As suas duas formas ativas sdo a adenosilcobalamina nos tecidos celulares e a
metilcobalamina no plasma. As perdas diarias de vitamina B12 sdo de aproximadamente de 0,1 %. Por
outro lado, a biodisponibilidade da vitamina B12 em humanos varia consoante a capacidade de absorcéao
gastrointestinal sendo que esta varia com a idade. O'Leary and Samman (2010); Wolffenbuttel et al.,
(2019). Segundo um artigo de Malouf and Areosa Sastre (2003) a prevaléncia de valores baixos de
vitamina B12 estdo associados a pessoas com AD. Este facto pode estar relacionado com a diminui¢édo
da transcobalamina Il que é responsavel por transportar cerca de 15 % a 20 % da vitamina B12.

A quantidade diéria recomendada nos adultos é de 2-5 microgramas, sendo que 0 seu armazenamento
no figado é de cerca de 2-5 mg. No entanto, uma vez gque a absorcao desta vitamina diminui com a idade
devido a perda do fator intrinseco, a diminuicdo da secrecdo de acido géstrico, & toma de alguns
medicamentos ou alcool, é recomendado a toma de suplementos.

A vitamina B12 é necesséria para a metilacdo da homocisteina (Figura 1.12), este ciclo uma vez
interrompido pode comprometer a integridade do sistema nervoso e hematopoiético além de poder
causar a acumulacdo de homocisteina, composto toxico para 0s neurénios. Os niveis sanguineos de
homocisteina por consequéncia também aumentam o que representa um fator de risco para doengas
vasculares e de declinio cognitivo. O'Leary et al. (2012).
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Figura 1.12 Ciclo da homaocisteina.

1.5. Lipidos no pescado

O contetdo lipidico no pescado encontra-se principalmente no figado, masculo, e zona visceral e
depende da espécie, da disponibilidade, época do ano e do ciclo de maturacdo sexual. Bandarra et al.
(2001). Segundo Ackman (1990), de acordo com os teores de gordura os peixes podem ser classificados
em quatro categorias. Tabela 1.1.

Tabela 1.1 Classificacao do pescado.Ackman (1990).

Classificacao Teor de gordura (%)
Magro <2%
Pouco gordo 2-4 %
Semi-gordo 4-8 %
Gordo >8 %

O teor de gordura varia assim consoante o peixe, por exemplo o bacalhau é considerado um peixe magro
enguanto o salmao é considerado um peixe gordo.

Os peixes possuem tecido muscular claro e tecido muscular escuro, sendo que a quantidade de ambos
varia consoante a atividade do peixe. No caso dos peixes pelagicos, como a cavala que nadam maior
parte do tempo, 0 misculo escuro representa cerca de 48 % do peso corporal enguanto nos peixes
demersais, espécies que se alimentam no fundo do mar e que nadam menos, tem menor quantidade de
musculo escuro. Neste sentido, o teor lipidico varia do musculo escuro para o musculo claro, sendo
maior no musculo escuro porque utiliza ndo s6 o glicogénio como é o caso do musculo claro, mas
também lipidos para gerar energia. O musculo claro € constituido por fibras do tipo Il (fibras brancas)
que sao utilizadas pelo peixe para movimentos bruscos, enquanto as fibras do musculo escuro sdo do
tipo | (fibras vermelhas) utilizadas para movimentos continuos e constantes, razdo pela qual os peixes
pelagicos possuem maior percentagem de musculo escuro na sua composi¢ao corporal que 0s peixes
demersais. As reservas de energia no musculo escuro sdo catabolizadas em CO; e 4gua, enquanto no
claro é formado &cido lactico. Apesar da mobilizacdo de energia ser muito mais eficaz no masculo claro
a formacdo de &cido lactico provoca fadiga, impedindo o musculo de trabalhar por longos periodos te
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tempo a uma velocidade consideravel. Em suma, as espécies constituidas maioritariamente por tecido
muscular claro sdo aquelas que ndo efetuam deslocacdes constantes tanto para se alimentar como
reproduzir o que implica assim um menor consumo de energia ao contrario das espécies pelagicas que
se encontram em constante movimento. Kotakowska and Sikorski (2002). Além do musculo, o figado
também acumula reservas lipidicas sendo esta fracdo muito maior nas espécies magras, pois as espécies
gordas acumulam preferencialmente no masculo.

Os lipidos existentes no musculo sdo compostos essencialmente por TAG que tém uma funcédo de
reserva energética e por PL, também denominados lipidos estruturais, por fazerem parte da estrutura das
membranas celulares. Neste sentido, 0s peixes magros possuem uma maior proporcao de PL (90 %) em
comparacdo com os TAG.

1.5.1. Cromatografia gasosa (GC)

A caraterizacdo da composicao das fracGes lipidicas abordadas no capitulo anterior e respetivos acidos
gordos em percentagem (%) é obtida pela técnica analitica de cromatografia gasosa.

Esta técnica é normalmente utilizada para isolamento, separacao e identificacdo de compostos. Nogueira
et al. (1995). Ao longo dos anos, a determinagdo dos FA tem conhecido avangos sendo que atualmente
a caracterizagdo da composicao dos FA por GC tornou-se a mais utilizada na pesquisa de lipidos, uma
vez que 0 GC é utilizado para compostos volateis ou semi-volateis, ndo termolabeis entre eles os ésteres.
Em termos de constituicdo o GC apresenta um injetor, coluna, o detetor e o software (Figura 1.13). No
caso dos lipidos, o detetor mais utilizado € o detetor de ionizacdo de chama (GC-FID). No entanto, este
detetor apresenta algumas limitacbes ao nivel da seletividade, que se representa através de dois
pardmetros, o tempo de retencdo (tr) e o fator de capacidade (k’) que relaciona o tempo que o analito
permanece na fase estacionaria em relacéo a fase movel. Dodds et al. (2005).

G3as de Injetor
carregamento i
9 i Detector
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fluxo

Software

Figura 1.13 Constitui¢do do GC.

1.6. Importancia do pescado na dieta

Atualmente, as pequenas espécies de peixes pelagicos que inclui sardinhas, cavala, arenque, entre outros
constituem o principal grupo de espécies pescadas tanto para alimentagdo humana como para a
alimentacdo direta de animais. No entanto, devido ao aumento populacional o consumo per capita
aumentou, e a pesca destas espécies ndo conseguiu acompanhar este aumento, levando ao crescimento
do fornecimento de pescado proveniente de aquacultura. Figura 1.14.
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Figura 1.14 Variacao da captura e aquacultura no pescado (FAO, 2020).

O pescado seja de captura ou de aquacultura, desempenha um papel importante na nutricdo humana,
como fonte de nutrientes essenciais na dieta e de proteina animal e apresenta diversos beneficios para a
salde. Neste sentido, o pescado contém um elevado teor de proteina, baixo teor de gordura,
essencialmente constituido por n-3, sdo uma fonte dos principais minerais como o célcio, fésforo,
magnésio e de vitaminas A, B12, D, entre outras e a prépria alimentacdo de cada espécie favorece o
aumento destes constituintes essenciais. Tacon and Metian (2013).

As espécies consideradas gordas como o salmdo, sardinha e a cavala, sdo também as mais saudaveis, ou
seja, as que ajudam a manter e proporcionam um bem-estar maior ao consumidor porque sdo mais ricas
em nutrientes que estdo presentes essencialmente na gordura. Inclui a vitamina D que é solGvel em
gordura, n-3 que é essencial para o 6timo funcionamento do organismo e do cérebro, ajuda na redugao
do risco de diversas doencas cardiovasculares, ajuda a reduzir o risco de doengas neurodegenerativas,
de doencas autoimunes, contem nutrientes que sdo importantes para o crescimento e desenvolvimento e
ajuda a melhorar a qualidade do sono. Raji et al. (2014)

1.6.1. Cavala

De acordo com o “Taxomic information system” a espécie em estudo neste trabalho, Scomber colias
(Gemlin, 1789), pertence ao reino Animalia, filo Chordata, classe Actinopterygii, ordem Perciformes,
familia Scombridae, género Scomber Linnaeus 1758, sendo que em Portugal é denominada de cavala.
A familia Scombridae que inclui as cavalas, 0 atum e os bonitos tem uma distribui¢do mundial e contém
cerca de 15 géneros e 51 espécies de peixes epipelagicos. O género Scomber é representativo desta
familia contendo trés espécies distintas a Scomber scombrus (sarda), Scomber australasicus (cavala
azul) e a Scomber japonicus (cavala). As diferencas destas espécies incidem sobretudo nas carateristicas
morfoldgicas, como o nimero de vertebras ou de espinhos dorsais. Inicialmente a espécie S. japonicus
era considerada a mais abundante geograficamente, mais precisamente em &guas quentes e temperadas
dos oceanos atlantico, indico e pacifico. No entanto, como referido por Infante et al. (2007), existem
variacOes fenotipicas entre as amostras do pacifico e do atlantico, nomeadamente na genética do DNA
mitocondrial e nuclear. Assim sendo, a cavala do atlantico foi atribuido o nome de Scomber colias. FAO
(2018).
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1.6.2. Caracteristicas gerais

A cavala (Figura 1.15) é uma espécie muito utilizada para a alimentagcdo humana em diversas partes do
mundo.

A cavala, no entanto, € o nome comum aplicado a mais de 30 espécies desta familia, consoante a zona
do globo a que pertencem ou as suas caracteristicas, diferem na familia e no género a que pertencem. A
Scomber colias tem uma cor ventral dorsal azulada e esverdeada. Possui duas barbatanas dorsais, uma
primeira com 19 ou 21 raios € 9 ou 10 espinhos e uma segunda com 11 ou 12 raios. Tem como principal
caracteristica, que a distingue da cavala do pacifico, a barriga marcada por linhas tracejadas ou
onduladas. Collete (1983). A cavala pode atingir um maximo de 50 cm e um tempo maximo de vida de
13 anos. No entanto na costa portuguesa esta espécie cresce até aos 20 cm no primeiro ano de vida e
atinge a maturidade nos primeiros dois anos de vida. Martins et al. (2013). E considerada um peixe
gordo e os lipidos musculares desta espécie tém um interesse especial uma vez que tanto o musculo
escuro como o claro podem ser utilizados como alimento. Ackman and Eaton (1971). Segundo um
estudo de Cikes Ke¢ (2012) efetuado na cavala do mar adriatico, a cavala apresenta um menor teor
lipidico (TL) nos meses mais quentes, entre marco e setembro. Por outro lado, existem algumas
diferengas no TL entre machos e fémeas, sendo que os machos sdo mais gordos nos meses de outubro,
dezembro e fevereiro. E um peixe oleoso que tem, como foi referido acima, uma camada externa de
musculo escuro e de musculo claro no interior. Esta proporcdo entre 0 misculo escuro e masculo claro
varia consoante as espécies, assim como a percentagem de gordura. No entanto, todas as espécies de
cavala tém um alto teor de gordura, sendo ricas principalmente em gorduras polinsaturadas saudaveis,
n-3 PUFA. Além disto, a cavala também é uma importante fonte de proteinas, de selénio, um mineral
que ajuda a proteger as células contra radicais livres prejudiciais e vitaminas do complexo B,
principalmente a vitamina B12. Dias et al. (2003).

O mercurio é um dos metais mais prejudiciais para a sade humana, devido a sua toxicidade. No caso
da concentracao de mercurio presentes no pescado, 0 maximo regulamentado em Portugal para consumo
humano é de 0,50 mg/kg (regulamento (CE) n° 1881/2006 da Comisséo, de 19 de dezembro de 2006)
de peso no pescado em geral. Segundo um estudo de Costa et al. (2020) a cavala, Scomber colias, tem
um maximo de 0,090 mg/kg. Este valor é mais de 5 vezes inferior ao permitido para consumo. O
consumo de peixe é muito recomendado devido as suas propriedades, que ajudam na prevengdo e
retardamento de diversas doencas além dos beneficios durante a gravidez e no desenvolvimento das
criancas.

Figura 1.15 Cavala (Scomber colias).
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1.6.3. Distribuicdo geografica e habitat

Esta espécie tem uma ampla distribuicdo geogréfica e habita aguas com temperaturas superiores a 10
°C no oceano atlantico, mar mediterraneo e negro, (Figura 1.16) e em zonas costeiras até 300 m de
profundidade. A oeste do atlantico a cavala habita toda a costa até a &frica do Sul, incluindo as ilhas
canarias, madeira, agores, assim como toda a costa do continente americano. Collete (1983).

E considerada uma espécie pelagica, uma vez que esta espécie habita as guas livres que ndo estdo em
contacto com o fundo do mar. Allaya et al. (2016). Reproduz-se entre fevereiro e abril, altura em que
ocorre a desova com cerca de 100.000 a 400.000 6vulos. Tecnoldgica (2014).

Figura 1.16 Distribuicdo geografica da cavala (fonte: http://www.fishbase.se/summary/Scomber-
colias.html).

Esta zona pelégica é, no entanto, subdividida em diversos dominios, entre eles, a zona epipelagica,
mesopelagica, batipelégica e abisopelagica, sendo que, a cavala habita essencialmente na zona
epipelagica e mesopelagica quando adulta. (Figura 1.17). Martins et al. (2013); Vasconcelos et al.
(2011).
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Figura 1.17 Representacao da diviséo peldgica do oceano.

1.6.4. Hébitos alimentares

A cavala é um peixe migrador, que se encontra em alto mar, exceto em época de reproducéo, entre
fevereiro e abril, que migra para aguas mais quentes junto a costa. Este peixe, permanece no fundo do
mar durante o dia, mas durante a noite sobe a superficie para cacar outros peixes pelégicos pequenos,
moluscos ou pequenos crustaceos, essencialmente na fase adulta. Jurado-Ruzafa et al. (2017). No
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entanto, como descrito por Cabral and Murta (2002) a dieta da cavala consiste principalmente em
zooplancton.

1.6.5. Importancia economica

A cavala é uma espécie importante para a atividade piscatéria em Portugal. Sendo que o0s portos
nacionais com maior descarga de cavala sdo Sesimbra, Olh&o, Sines, Porto e Figueira da Foz. DGRM
(2019). A pesca deste peixe tem vindo a aumentar ao longo dos anos (Figura 1.18), sendo que esta pode
ser pescada com cerco, arrasto ou redes de emalhar. Tecnoldgica (2014).
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Figura 1.18 Histograma da captura global da espécie Scomber colias em toneladas desde 1990 até 2014
baseado no FAO 2016.

2. Objetivo

Como foi referido no capitulo 1.6.2, a composicéo lipidica da cavala sofre alteracfes com as variacoes
sazonais, pelo que € importante conhecer essas alteracfes ao longo das vérias épocas do ano. Assim
sendo, o objetivo deste estudo consiste em caracterizar o perfil de &cidos gordos em valor relativo (%)
da cavala (Scomber colias) e das vitaminas da cavala e estudar a sua bioacessibilidade através de um
modelo in vitro do sistema digestivo humano de modo a conhecer a fracdo de acidos gordos essenciais
gue sdo absorvidos pelo organismo, focando nos seguintes aspetos:

e Conhecimento da composi¢do de acidos gordos mensal, sendo este um dos principais fatores
associados ao beneficio do consumo de pescado;

e Caracterizacdo mensal dos &cidos gordos da cavala;

e Comparacdo dos &cidos gordos das classes de lipidos entre trés meses em que as variagdes de
gordura séo evidentes, neste caso entre margo (magra), junho (meio-gorda) e outubro (gorda).

o Estudo da composicdo das fragdes polar e ndo polar;

e Determinacdo da composicéo lipidica na fracdo bioacessivel,

e Determinacdo da bioacessibilidade dos acidos gordos da cavala de forma a avaliar a diferenca
sazonal na composic¢éo de acidos gordos de modo a ajustar a formulagéo do produto nutracéutico
e usar este peixe para alimentacdo durante todo o ano.
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3. Materiais e métodos

3.1. Instrumentacéo, reagentes e solventes

Os reagentes utilizados para os métodos a seguir apresentados foram adquiridos na Roth, Merck e
Riedel-de Haen, assim como os solventes (p.a) com uma pureza superior a 98 %, sendo que nao foram
submetidos a nenhuma purificagdo antes do uso. Para pesar as amostras, foi utilizada uma balanca
analitica eletrénica (OHAUS, explorer EX224M) com uma preciséo de 10*“g.

Na amostragem, para homogeneizar a cavala utilizou-se o Grindomix (Retsh GM 200, Dusseldorf,
Germany). As TLC (thin layer chromatography), nome com origem em inglés para cromatografia
analitica de camada fina, foram realizadas em duas placas distintas, uma para as classes de lipidos (20
x 20 cm silica gel 60 F254, 0,25 mm, Merck, Germany), as quais foram posteriormente analisadas por
densitometria num densitometro (GS-800, Bio-Rad, USA) e outra para as TLC preparativas (20 x 20 cm
silica gel 60 F254, 2 mm, Merck, Germany), esta Ultima revelada no UV (CAMAG, Switzerland). Para
realizar a anélise dos “fatty acid methyl ester” (FAME) utilizou-se um GC (gas chromatograpy) (Scion
456-GC, West Lothian, UK) com um detetor de chama (FID) e uma coluna capilar de silica fundida DB-
WAX (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) (0,25 mm d.i x 30 m x 0,25 um), sendo o hélio o
gas de arraste. Os padrdes utilizados para preparar o padrdo misto! (PUFA-3, Menhaden oil, Sigma-
Aldrich) utilizados nas técnicas de TLC e FAME foram adquiridos na marca Sigma. No caso da
determinacdo do teor de fésforo o equipamento utilizado foi o espectrofotémetro UNICAM UV 5 220
(ATI UNICAM, Cambridge, UK).

Os reagentes utilizados para a preparacdao dos fluidos digestivos entre eles KCI, NaH2PO4, Na;SOs,
NaCl, NaHCOs, HCI, CaCl,+2H,0, KH,PO4 e 0 MgCl; no ensaio da bioacessibilidade in vitro foram
adquiridos na Merck (Germany). O NH4CI foi obtido na marca Fluka (Switzerland) e os restantes na
Sigma.

! TAG-trioleina; CH- colesterol; FFA- acido oleico; PL- L-a-fosfatidilcolina (PC)
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3.2.  Amostragem

A cavala utilizada neste trabalho foi obtida mensalmente no mercado, no periodo entre marco de 2019
e fevereiro de 2020, sendo 0 nimero de amostras utilizadas para cada més de n=10. Inicialmente, mediu-
se 0 comprimento total (CT) e o comprimento furcal (CF) (Figura 3.1) e pesou-se a cavala.

cT

V225550

e .

Figura 3.1 Pardmetros biométricas para a cavala.

A cada amostra composta (cavala) foram retiradas os 6rgdos viscerais, as espinhas e a pele. De seguida,
foi retirado o musculo, tanto o escuro como o claro (parte edivel). Apés a recolha da parte edivel das
amostras, estas foram homogeneizadas e guardadas com refrigeracdo a -80° C em sacos selados.
Nogueira et al. (2013).

Esta técnica foi utilizada para todas as amostras recolhidas mensalmente.

3.3. Extracdo de lipidos totais
Os lipidos totais presentes na parte edivel foram extraidos segundo o método de Bligh and Dyer (1959).

Pesou-se 1 g de amostra (Pa) homogeneizada para um tubo e para extrair a gordura adicionou-se 5 mL
de uma solug@o metanol: cloroférmio (2:1), homogeneizando no polytron durante 1 minuto. De seguida,
adicionou-se 1 mL de uma solugdo de NaCl concentrado, homogeneizou-se 30 segundos, 2 mL de
cloroférmio (30 segundos) e 2 mL de agua Mili-Q (1 minuto). Centrifugou-se 0 homogeneizado 10
minutos a 3900 g (4 °C). Retirou-se a fase aquosa (parte superior) e recolheu-se a fase organica para um
tudo com sulfato de sodio anidro de modo a eliminar a agua. A fase organica foi centrifugada durante 3
minutos a 3900 g (4 °C). A fase organica foi recolhida para um baldo de pera, pesado previamente (Mi),
filtrando-se através de uma coluna com algoddo e sulfato de sédio anidro. Para garantir que toda a fase
organica foi recolhida, adicionou-se novamente ao tubo 2 mL de cloroférmio, agitou-se no vortex e
centrifugou-se 3 minutos a 3900 g (4 °C), recolhendo-se a fase organica novamente para o baldo de pera.
Para recolher todos os possiveis residuos existentes na coluna adicionou-se 3x1 mL de cloroférmio. Para
evaporar o cloroférmio, colocou-se o baldo de pera no evaporador rotativo num banho (45 °C) a 9,4 g.
Colocou-se o baldo em corrente de azoto para garantir a evaporacéo de todo o cloroférmio. De forma a
calcular o teor de gordura, no final, pesou-se o baldo pera com a gordura (Mf).

Esta técnica foi utlizada para as amostras de cavala referentes aos meses de margo, junho e outubro que
foram representativos da cavala magra, meio-gorda e gorda, respetivamente. As amostras foram
armazenadas em conformidade com as concentragdes necessarias para realizar as técnicas seguintes.
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3.4. Quantificacédo de teor de gordura

Para quantificar o teor de gordura (%) obtido apds a extracdo dos lipidos totais utilizou-se a Equacéo
3.1.

Equaco 3.1. LT(%) = ((Mf — Mi) + Pa) x 100

3.5.  Classes de lipidos (TLC analitica)

Como referido anteriormente, os lipidos totais presentes na parte edivel foram extraidos através do
método de Bligh and Dyer (1959) e armazenadas a uma concentracéo de 10 mg/mL (cloroférmio p.a).

Para se proceder a determinacao das classes de lipidos presentes nos lipidos extraidos utilizou-se a TLC
e foi efetuado de acordo com o procedimento descrito em Bandarra et al. (2001).

Comecou-se por ativar a placa na estufa a 110 °C durante 1h (eliminar a humidade) e posteriormente
colocou-se no exsicador cerca de 30 minutos para arrefecer. Apos o arrefecimento, tragou-se uma linha
de corte na parte superior da placa e aplicou-se, na placa, 10 pul de amostra e 10 pl de padrdo misto na
concentragao de 5 mg/mL. Preparou-se a fase mdvel para determinar a fracdo apolar com hexano: éter
dietilico: &cido acético (65:35:1 v/v/v) que foi colocada numa camara de TLC de modo a obter-se uma
atmosfera saturada. Colocou-se a placa na mistura e deixou-se o solvente eluir até a parte superior (linha
de corte efetuada previamente). Depois de eluir, a placa foi derivatizada com éacido fosfomolibdico 10
% em etanol e colocou-se na estufa durante 1h para ativar a 110 °C. Para quantificar as fracbes
correspondente as diferentes classes de lipidos utilizou-se um scanner (Densitometer GS800) e a versao
2.4 do programa Quantity one (USA, New York).

Esta técnica foi utilizada nas amostras de cavala de margo, junho e outubro e foi realizada em triplicado
(n=3).

3.6. Determinacdo das classes de lipidos

3.6.1. TLC preparativa

Para realizar a TLC preparativa utilizou-se os lipidos extraidos pelo método Bligh and Dyer (1959) ,
com uma concentracdo inicial de 50 mg/mL. Este processo foi anteriormente descrito por Bandarra et
al. (2001).

Comecou-se por ativar a placa para TLC na estufa a 100 °C durante 20 minutos e colocou-se
posteriormente no exsicador 30 minutos para arrefecer. Aplicaram-se 25 pyL de amostra, com 0 maximo
de pontos possiveis (ca de 30 pontos) e 25 pL de padrdo misto em cloroférmio na concentragdo de 5
mg/mL. A seguir colocou-se a placa na cAmara de TLC com a fase mdvel hexano: éter dietilico: acido
acético (65:35:1 v/v/v) e deixou-se eluir até a parte superior da placa (linha de corte). Para revelar os
constituintes da placa, aplicou-se uniformemente uma solugéo de diclorofluoresceina 0,2 % em etanol,
previamente preparada, em toda a placa e deixou-se reagir durante 10 minutos e revelou-se no UV a 254
nm. As fracOes reveladas pelo UV, foram assinaladas na placa e cada fragdo foi raspada, separadamente,
para tubos.
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3.6.2. Transesterificacdo com catélise acida

Os FAME foram determinados por transesterificacdo com catalise cida como descrito por Bandarra et
al. (1997).

A cada tubo foi adicionado 5 mL da mistura cloreto de acetilo: metanol (1:19 v/v) e foram agitados no
vortex durante 1 minuto. Apds este processo, os tubos foram colocados num banho a 80 °C durante 1
hora e arrefeceram a temperatura ambiente. De seguida, adicionou-se aos tubos 1 mL de dgua Mili-Q e
2 mL de n-heptano e agitou-se 30 segundos no vortex. Centrifugou-se 3 minutos a 3000 g. Recolheu-se
a fase organica (parte superior) para um tubo, filtrando por uma coluna de algodao e sulfato de sédio
anidro para eliminar a agua. Lavou-se a coluna com 15 mL de n-heptano para limpar os possiveis
residuos ainda existentes na coluna. Todo o solvente foi evaporado sob corrente de azoto e
posteriormente pesou-se. As amostras foram analisadas por GC.

3.7. Determinacdo do perfil de acidos gordos

Para a determinacdo do perfil de &cidos gordos utilizou-se 0 método descrito por Lepage and Roy (1986)
e adaptado por Bandarra et al. (1997).

Para determinar o perfil de &cidos gordos comegou-se por pesar 300 mg de amostra na balanga analitica,
previamente liofilizada durante 48 horas. A cada tubo foi adicionado 5 mL de uma soluc¢éo de cloreto
de acetilo: metanol (1:19 v/v). Uma vez que esta reacdo € exotérmica, esta solucdo foi preparada na
hotte e em gelo, sendo que se adicionou o metanol e depois, com uma pipeta de Pasteur, adicionou-se
lentamente pelas paredes, gota-a-gota, o cloreto de acetilo. Apds se adicionar esta mistura, 0s tubos
foram agitados durante 30 segundos no vortex e colocou-se num banho a 80° C durante uma hora.
Deixou-se arrefecer os tubos a temperatura ambiente e adicionou-se 1 mL de agua mili-Q e 2 mL de n-
heptano. De seguida agitou-se os tubos durante 30 segundos no vortex, para homogeneizar, e
centrifugou-se a 3900 g, durante 3 minutos a 4 °C. Apds a centrifugagdo formaram-se duas fases (fase
aquosa e fase organica) e recolheu-se a parte superior (organica), onde estdo presentes os ésteres
metilicos, para um vial, filtrando através de uma coluna com algodéo e sulfato de sodio anidro. As
amostras foram analisadas por GC. Os resultados foram expressos tanto em contetdo relativo (%) como
em conteudo absoluto (mg/100g). Para avaliar a influencia do consumo de cavala em doencas coronarias
avaliou-se os indices Al e Tl como referenciado no capitulo 1.2.3.2.

3.8.  Analise cromatografica

A andlise dos esteres metilicos dos &cidos gordos foi efetuada através da injecéo de 2L do preparado
no GC.

A coluna foi sujeita a uma temperatura que comecou a 180 °C por 5 minutos, aquecendo 4 °C min-! até
aos 200 °C, ficando a esta temperatura por 10 minutos, aquecendo de seguida até aos 210 °C,
proporcionando assim uma separacao limpa. Cada anélise demorou cerca de 40 minutos.

Os cromatogramas obtidos fornecem a percentagem relativa dos acidos gordos presentes na amostra.
Cada &cido gordo foi identificado comparando o tempo de retencdo de cada um deles com os tempos de
retencdo de padrdes de FAME ja previamente analisados, aos quais foi aplicado posteriormente um fator
corretivo segundo a Equacéo 3.2.

Equacéo 3.2 F.correctivo = (0,933 — 0,143)/gordura (%)
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3.9. Composicdo quimica

3.9.1 Determinacéo do teor de cinza

O teor de cinza foi determinado gravimetricamente através da incinera¢do da amostra numa mufla a 500
°C, de acordo com a metodologia da NP 2032 de 2009. Pesou-se 5 g de amostra para cadinhos e secou-
se na estufa a 100 °C durante uma noite. As amostras secas foram transferidas para uma mufla a 200 °C,
aumentando-se progressivamente até aos 500 °C, ficando a esta temperatura durante uma noite. Apds
este processo, transferiram-se os cadinhos para um exsicador para arrefecerem até a temperatura
ambiente e pesou-se em conjunto o cadinho e a amostra incinerada. O procedimento (incineracao,
arrefecimento e pesagem) foi repetido até que os resultados das pesagens fossem semelhantes, ndo
diferindo em mais de 1 mg. Para determinar o teor de cinza utilizou-se a Equagdo 3.3.
__ m(cadinho+amostras incineradas (g)—m (cadinho)(g)

Equacéo 3.3 Teor de cinza(%) = x 100

m (amostra)(g)

3.9.2 Determinacéo do teor de humidade

O teor de humidade da cavala foi determinado segundo a Norma Portuguesa NP 2282 de 2009.

Pesou-se 10 g de amostra, para placas de Petri, previamente identificadas e secas em estufa a 105 + 2
°C, posteriormente arrefecidas no exsicador e pesadas. Colocou-se as placas de petri com a amostra na
estufa a temperatura de 105 + 2 °C, durante uma noite. De seguida, retirou-se as amostras da estufa,
colocando-as no exsicador até atingirem a temperatura ambiente e pesaram-se. Para garantir que a
amostra se encontrava totalmente seca, foram colocadas novamente durante 30 minutos na estufa,
arrefeceu-se até atingir a temperatura ambiente e pesou-se. Repetiu-se entre processo até que as
diferencas entre pesagens ndo diferenciassem entre si, mas do que 10 mg. Para determinar o teor de
humidade recorreu-se a Equacéo 3.4. Afonso et al. (2013).

m(c.petri+amostra seca)(g)—m(c.petri)(g)

Equacéo 3.4 Teor de humidade(%) = 100 — % 100]

m(amostra)(g)

3.9.3 Determinacéo do teor de proteina

Uma amostra com cerca de 1 g foi pesada e colocada em um cadinho de cerdmica. O cadinho por sua
vez é colocado num forno a 1050 °C com uma atmosfera de oxigénio. A amostra é queimada e 0s
elementos organicos sdo oxidados. Os gases provenientes da combustdo (O,, CO2, H,0, N2 e 6xidos de
azoto) sdo recolhidos e passam por vérias armadilhas sendo que todos sdo eliminados exceto o azoto e
0 Oxido de azoto. Uma vez que é produzido um elevado volume de gases de combustdo apenas uma
parte representativa (10 cm?) é transportada pelo Hélio (He) através de um catalisador de cobre para
converter os 6xidos de azoto em azoto. A mistura é depois transportada para uma célula de
condutividade térmica que emite um sinal elétrico, que € integrado durante 40 s, proporcional ao teor de
azoto. O teor de proteina é depois calculado através de uma curva de calibragdo que é tragada utilizando
padrdes de glicina conhecido e é expresso em percentagem. Figura 3.2.
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Figura 3.2 Diagrama do analisador de azoto LECO pelo método DUMAS ( Fonte : Saint-Denis and
Goupy (2004))

3.94 Determinacéo do teor de gordura

A determinacdo do teor de gordura é efetuada através da extra¢ao por Soxhlet. Nesta extracdo, o solvente
é destilado na camara de extra¢do enquanto o0 aguecimento superior esta ligado. A temperatura da cAmara
de extracdo depende da mistura de solventes sendo que por norma deve ser 20 °C inferior a temperatura
de ebulicdo da mistura. Neste sentido pesou-se 5 g de amostra que foi submetida a extragdo com 80 mL
de solvente. Apds a extracao e evaporacdo do solvente a amostra foi seca a 104 °C durante 30 min, apés
se obter um peso constante. Manirakiza et al. (2001); Maulvault et al. (2012)

3.95 Determinacéo do teor de fosforo

O teor de fosforo da cavala foi determinado espectrofotometricamente como descrito em I1SO (1996) e
adaptado de Cavell (1955).

Inicialmente, comegou-se por incinerar 5 g de amostra que foram posteriormente dissolvidas em HCI
(20 % p/v). Para determinar o teor de fdsforo realizaram-se medidas calorimétricas da absorvéncia de
um composto amarelo, resultante da reacdo do fosforo com uma mistura de vanadato de amonio e
molibdato de amonio.

3.10. Digestéo in vitro da cavala

Para determinar a composicdo lipidica da fracdo bioacessivel na cavala foi necessario inicialmente
simular in vitro o processo de digestdo gastrointestinal no ser humano. Este processo foi inicialmente
descrito por Versantvoort et al. (2005) e adaptado por Afonso et al. (2015). As solucdes e enzimas
utilizadas na preparacao dos sucos digestivos sdo apresentados na Tabela 3.1.

Inicialmente pesou-se 1,5 g de amostra para tubos de centrifuga e prepararam-se as solucdes de saliva,
suco gastrico, suco duodenal e suco biliar recorrendo as quantidades apresentadas na Tabela 3.1. Para
se iniciar o processo digestivo adicionou-se a cada tubo a 4 mL da solu¢éo de saliva (pH de 6,8 £ 0,2) e
deixou-se por 5 minutos a misturar e 8 mL da solucéo de suco gastrico (pH 1,3 + 0,02 a 37 £ 2 °C),
diminuindo o pH para 2,0 £ 0,1 (para simular uma situacdo de estbmago vazio) e colocaram-se os tubos
no agitador rotativo (28,9 g a 37 £ 2 °C), durante 2 horas de forma a simular a 12 digestéo (estdbmago).
Apbs este passo 0 pH dos tubos foi acertado para um pH=2 * 0,1. Posteriormente, adicionou-se 8 mL
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da solucéo de suco duodenal (pH 8,1 £ 0,2 a 37 £ 2 °C), 4 mL de solucéo de suco biliar (pH 8,2+ 0,2 a
37+£2°)e1,3mLde HCOs (1 M) aos tubos. O pH foi acertado para um pH=6,5 + 0,5 e colocaram-
se 0s tubos novamente no agitador rotativo (28,9 g a 37 + 2 °C), durante 2 horas para simular a 22
digestdo (intestinal). Os tubos foram centrifugados durante 5 minutos a 2750 g e separou-se 0
sobrenadante (fracdo bioacessivel) do pellet (fracdo ndo digerida). Recolher, se existir, a gordura da
parede dos tubos com algodédo e colocar num tubo. O processo é apresentado, em suma, pelo Esquema
3.1.

1,5 g amostra pH Tempo

4 mL saliva — pH6,8+0,2

» 5min

8mL Suco gastrico  +——» pH2,0£0,1

» 2h

8mL Suco duodenal + 4 mL | >
Suco biliar + 1,3 mL HCO; pPH6,5+0,5

Centrifugagdo

v

2h

pellet + matrix digerida

Bioacessibilidade

Esquema 3.1 Representagdo esquematica do modelo digestivo in vitro. Este processo desenvolve-se em
3 etapas, na boca, estbmago e no intestino delgado. Em todas as etapas a amostra deve manter-se por
volta dos 37 °C.

O ensaio foi efetuado para as amostras de cavala correspondentes aos meses de margo sendo realizado
em sextuplicado (n=6) e junho e outubro que foram realizados em triplicado (n=3). Foi realizado
também uma simulacéo do processo digestivo contendo apenas o0s sucos digestivos (controlo negativo)
em quintuplicado (n=5), tendo como objetivo final subtrair a quantidade de cada nutriente presente nos
sucos digestivos a quantidade desse mesmo nutriente na fracéo bioacessivel.

Tabela 3.1 Composigdo dos sucos digestivos utilizados na digestéo in vitro.

Saliva Suco géstrico Suco duodenal Suco biliar
Solugdes /Enzimas 100 mL 200 mL 200 mL 100 mL

mL mL mL mL

KCI (89,6 g/ L) 2 3,64 2,52 0,84
KSCN (20,0 g/ LY) 2 - ; .
NaH-PO, (88,8 g/ L?) 2 1,2 - -
NaS04 (57,0 g/ LY) 2 - - -
NaCl (175,3 g/ L% 0,34 6,28 16 6
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NaHCOs (84,7 g/ L) 4 - 16 12,76

CaCl2.2H20 (22,2 g/ LY) - 7.2 3,6 2
NH.CI (30,6 g/ LY - 4 - -
KH2PO4(8,0 g/ LY) - - 4 -

MgCl2 (5,0 ¢/ L) - - 4 -
HCI 37% (p/p) - 2,6 0,072 0,030
Ureia (25,0 g/ L) 1,6 1,36 1,6 2
Acido glucorénico (2,0 g/ L) - 4 - -
Glucose (65,0 g/ L) - 4 - -
Hidrocloreto de glucosamina i 4 i i
(33,09/L7)
mg g g g
a-Amilase 58 - - -
Acido urico 3 - - -
Mucina 3 1,2 - -
BSA - 04 0,4 0,36
Pepsina - 1,32 - -
Pancreatina - - 3,6 -
Lipase - - 0,6 -
Tripsina - - - 6
a-Quimotripsina - - 0,032 -
Bilis - - 0,348 -
pH 6,8+0,2 1,3+0,02 8,1+0,2 8,2+0,2

3.10.1.  Extracdo lipidica da fracdo bioacessivel

Apds se realizar o referido no capitulo 3.10, é necessario extrair os lipidos da fracdo bioacessivel.
Primeiramente, lavou-se o algoddo por 3 vezes com 2 mL de CHCl3, agitou-se no vortex e transferiu-se
para o tubo com a fracdo bioacessivel. A cada tubo adicionou-se 1 g de NaCl, agitou-se durante 1 minuto
no vortex e centrifugou-se durante 10 minutos a 3900 g a 4°C. Retirou-se a fase orgénica (inferior) para
tubos tarados com a pipeta de Pasteur filtrando por uma coluna de algodéo e sulfato de sédio anidro.
Extraiu-se novamente com 3 mL de CHCI; agitou-se no vortex e centrifugou-se com as mesmas
condicdes. Retirou-se a fase orgénica e filtrou-se. Repetiu-se este passo por 2 vezes.

Ap0s as extragdes os tubos foram evaporados a secura e pesados. Fez-se uma pool de cada més e do
controlo. Adicionou-se a cada tubo inicial 2 mL de CHCI; transferindo para o tubo da
pool,correspondente. Lavou-se cada tubo com 2 x 1 mL de CHCI; e evaporou-se o CHCIs dos tubos e
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pesou-se. Tendo em conta a massa inicial (antes da pool) adicionou-se CHCIs de forma a obter uma
concentracao final de 10 mg/mL e armazenou-se a -80 °C.

3.10.2.  Determinacao das classes de lipidos da fracéo bioacessivel por TLC

Colocou-se a placa analitica na estufa a 110 °C durante 1 hora para ativar e depois durante 30 minutos
no exsicador para arrefecer. Apds este processo tragou-se uma linha de corte na parte superior da placa
e na parte inferior aplicou-se 10 pl de amostra e 10 pl de padrdo misto e padrdo? com 1,3 DAG; 1,2
DAG e MAG. Entretanto, preparou-se a fase mdvel com hexano: éter dietilico: acido acético (50:50:2
v/viv), colocou-se na cdmara de TLC e deixou-se saturar durante 10 minutos. Colocou-se a placa dentro
da camara de TLC e deixou-se eluir até a linha de corte. Retirou-se a placa e derivatizou-se
uniformemente toda a placa com uma solugdo de acido fosfomolibdico a 10 % (p/v) em etanol. A placa
foi colocada na estufa durante 1 hora a 110 °C para ativar. Depois de se retirar da estufa quantificou-se
as fracGes das diferentes classes de lipidos no densitémetro.

O processo foi realizado para os meses de marco, junho e outubro e para o controlo negativo em
triplicado (n=3).

3.10.3.  Determinacao do perfil de acidos gordos da fracdo bioacessivel

Este passo realizou-se nas mesmas condicfes descritas no capitulo 3.7, sendo que a gordura utilizada
para os FAME foi toda a gordura obtida em 3.10.1.

A percentagem (%) de &cidos gordos na fracdo bioacessivel foi calculada através da Equagéo 3.5.

[C] Bioacessivel x 100
[S]

Sendo que, o “[C] Bioacessivel” consiste na concentracdo de gordura presente na fracdo bioacessivel e
“[S]” a concentracdo de gordura inicial da cavala antes da digestdo obtida no capitulo 4.1.

Equacdo 3.5 % C Bioacessivel (%) =

Para se obter a quantidade lipidica que é absorvida pelo organismo humano apds a digestdo foi
necessario calcular a bioacessibilidade de cada &cido gordo. Assim o0s resultados, vao representar a
guantidade que cada &cido gordo inicial apresenta, para ser assimilada, apés a digestdo. Esta quantidade
pode ser obtida através da Equacéo 3.6.

ac. gordo inicial (mg/g)x ac. gordo bioacessivel (%)
100

Equacéo 3.6 Acido gordo bioacessivel (mg/g) =

3.11. Tratamento estatistico dos dados

Todos os dados foram posteriormente analisados no software Statistica™ v.12 (statsoft, Inc., Tulsa
OK74104, USA). Inicialmente foi verificada a homogeneidade de variancias, seguiu-se a analise da
variancia unidirecional (one-Way ANOVA) e o teste de comparac¢do multipla “Tukey HSD test” que foi

2 padrdo — 1,2 DAG (gliceril 1,2 dipalmitato); 1,3 DAG (gliceril 1,3 dipalmitato); MAG (DL-a-monoleina)
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essencialmente para determinar as diferencas significativas (confiangca 95 %, p-value < 0,05) para 0s
diversos parametros analisados.

4. Resultados e discussao

4.1. Caracterizacdo biométrica

Procedeu-se a caracterizacdo biométrica da cavala para os meses de marco/19 até fevereiro/20 e os dados
obtidos sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Caracteristicas biométricas mensais da cavala.

Més Comprimento total (cm) Peso (g)
Margo 28,0+ 0,6° 189,1+ 10,1P¢
Abil 30,0%0,8% 227,0+17,6%¢
Maio 27,3+ 0,9°¢ 176,2 + 20, 63°
Junho 26,2+ 1,130 212,8+ 25,0°cd
Julho 29,5+ 0,9d%ef 246,8 + 21,44¢
Agosto 275+1,3%¢ 178,6 + 23,12P
Setembro 25,1+0,72 145,6 + 15,12
Outubro 27,6+ 1,1°°¢ 212,7 + 36,4°cd
Novembro 30,4+1,0f 266,1 + 42,2¢
Dezembro 29,2+ 1,0%ef 224,2 +30,1%¢
Janeiro 26,5+ 1,080 144,2 + 19,72
Fevereiro 28,6+ 1,20de 212,7 + 32,2bcd
Média 27,8+1,0 212,7£22,3

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Na
mesma linha, as diferentes letras representam médias aritméticas
significativamente diferentes (p < 0,05).

O comprimento médio das amostras compostas dos diversos meses variou entre 25,1 cm e 30,4 cm,
sendo que o peso médio variou entre 144,2 g e 266,1 g. Pela Tabela 4.1 é possivel observar semelhangas
no que diz respeito ao comprimento das amostras mensais. No caso do peso, este varia consoante 0 més,
no entanto os meses de marco, maio, agosto, setembro e janeiro apresentam um peso inferior em relacéo
aos restantes meses, facto também relatado por Cikes Ke¢ (2012). Os meses de julho e novembro
apresentaram um contetdo relativo significativo (p < 0,05) superior aos restantes meses.

Segundo Bandarra et al. (2004), a cavala apresenta um comprimento maximo de 60 cm e um
comprimento minimo de 20 cm, sendo que 0 comprimento mais usual varia entre 15-30 cm, o que vai
ao encontro com os comprimentos obtidos para as amostras em estudo. O peso também se encontra em
conformidade com um estudo realizado por Torres et al. (2012) que indica um peso entre 12,8-347,5 ¢
(min-méx).
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4.2. Composicdo quimica

A composic¢do quimica da cavala foi obtida num periodo de um ano (marco 2019 a fevereiro 2020) e 0s
resultados encontram-se na Figura 4.1.
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Figura 4.1 AlteracOes sazonais da composicao quimica (%) da cavala (A — cinza e proteina; B
— gordura e humidade).

Na Figura 4.1 é possivel observar que as maiores variagdes sazonais presentes no musculo da cavala
(parte edivel) estdo presentes na gordura e na humidade. Em relacéo a proteina tem a sua percentagem
minima em outubro (20,9 %) e a maxima em fevereiro (23,5 %), sendo que a cinza apenas varia entre
1,2 % e 1,4 % (outubro e maio, respetivamente). Os valores de proteina e cinza mantém-se relativamente
estaveis aos longo dos meses e estdo em conformidade com os valores apresentados por Bandarra et al.
(2004); Karakoltsidis et al. (1995).
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Na Figura 4.1 B) a percentagem de gordura variou entre 1,3 % e 10,5 %, sendo que os valores mais
elevados foram obtidos entre 0os meses de setembro e novembro e o minimo no més de fevereiro. De
acordo com Vasconcelos et al. (2012) a época de desova da cavala ocorre durante 0s meses de janeiro e
abril, mas o pico acontece no més de fevereiro o que pode explicar o valor minimo na percentagem de
gordura deste més. No entanto, a baixa percentagem de gordura permanece no més de maio, 0 que
segundo Martins (1996) pode acontecer devido a uma desova tardia observada na costa portuguesa. A
guebra na percentagem de gordura no més de agosto pode ser explicada segundo Romotowska et al.
(2016); Turchini et al. (2009) através de fatores externos como a disponibilidade de alimento, a
competicdo por alimento com outras espécies, salinidade ou temperatura da agua. Em relacdo a
humidade, esta variou entre 65,1 % e 76,1 % entre setembro e janeiro, respetivamente.

Os resultados observados na Figura 4.1 B) sdo consistentes com estudos realizados por Zotos and
Vouzanidou (2012), onde é reportado que a quantidade de lipidos acumulados variam ao longo do ano,
uma vez que dependem do equilibrio entre a alimentacdo e 0 consumo de energia do peixe. A menor
percentagem de gordura € também associada ao periodo de desova, sendo gque nesta altura 0s peixes
normalmente ndo se alimentam e as reservas sdo usadas no processo reprodutivo que se traduz na quebra
das reservas lipidicas, que pode ser observada entre os meses de janeiro e maio. Resultados similares
foram reportados para espécies pelagicas comuns na costa portuguesa como a sardinha (Sardina
pilchardus), carapau (Trachurus trachurus) e o peixe-espada-preto (Aphanopus carbo). Bandarra et al.
(2009); Bandarra et al. (1997); Bandarra et al. (2001). E importante realcar que a humidade e gordura
sdo inversamente proporcionais.

4.1. Perfil de &cidos gordos

O perfil de &cidos gordos no musculo (parte edivel) da cavala é apresentado na Tabela 4.2 ((contetdo
relativo (% &cidos gordos totais)) e na Tabela 4.3 (contetdo absoluto mg/100g ww, que foi estimado
através do fator corretivo proposto por Weihrauch et al. (1977)).A Figura 4.2 ¢ um exemplo dos
cromatogramas obtidos para o perfil de acidos gordos assim como para Composi¢do de acidos gordos
polares e ndo polares (4.3), Perfil de &cidos gordos da fracdo bioacessivel (4.6.2) e para a
Bioacessibilidade de cada acido gordo (4.6.3).
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Figura 4.2 Cromatograma do més de dezembro
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Tabela 4.2. Variacao sazonal do perfil de &cidos gordos na cavala na parte edivel, expressos em percentagem relativa.

14:0
16:0
18:0

X SFA
16:1n-9
16:1 n-7
18:1n-9
18:1 n-7
20:1n-9
22:1n-11
2 MUFA
18:2n-6
18:3n-3
18:4 n-3
20:4 n-6
20:5n-3
22:5n-6
22:5n-3
22:6 n-3
2 PUFA
2n-3
2'n-6
n-3/n-6
Al?

TI®

mar/19
1,6+0,1¢

131+0,7°
7,4+0,2¢
253+1,1¢
0,2+0,0°
2,6+0,1¢
10,4+£0,1°¢
3,4+0,19
1,7+0,0°
1,4+0,0°
21,1+0,2°
1,5+0,0f
1,3+0,0'
2,1+£0,0f
1,6+0,0%¢
10,0+0,1¢
0,9+0,0¢
2,6+0,1°
28,2+1,0°
515+1,2°
46,1+ 1,2¢
51+0,0%

9,1

0,3

0,0

abr/19
1,8+0,0¢

15,3+ 0,11
10,0 0,19
30,5+ 0,2°
ND!
2,2+0,0°
14,77£0,0
3,8+0,0%9
2,4+0,0¢
1,1+0,0°
26,8 +0,09¢
1,3+0,0¢
0,6+0,0°¢
0,9+ 0,0°
1,8+ 0,0°
7,1+ 0,07
1,1£0,1
2,3+ 0,0
21,5+ 0,2°¢
39,4+ 0,0
33,8+ 0,1°¢
5,3+ 0,2¢f
6,4
0,3
0,1

mai/19
2,6+0,1°

17,4 +0,19
84+00f
32,2+0,1°
ND
3,3+0,0°
12,0 +0,0%¢
2,7£0,0°
1,7+0,0°
0,6 +0,0?
22,6 £0,0°
1,4 +0,0%F
1,1+0,00"
2,3+0,09
1,4 +0,0%°
8,1+0,0°
1,1+0,0¢
1,6 £0,0%
21,4+0,2°¢
414+0,1°
36,0 £0,2°
50+0,1¢
7,2
0,4
0,1

jun/19
33+£0,1¢

19,0 £0,19"
6,1 +0,0°¢
31,5+0,1°
ND
5,2 0,09
13,1+0,0°
34+0,0%
28+0,0f
3,6+0,1°
30,4 0,09
1,2 +0,0¢
0,8 +0,0°¢
15+0,0¢
1,4 +0,0*°
9,7 +0,0%¢
0,7 0,0
1,8 £0,0°
15,4+ 0,12
35,3+0,1*
30,7+ 0,0*°
4,0+0,02
7,7
0,5
0,1

jul/19
3,0+0,0f

19,7+0,1"
6,5+ 0,0%¢
32,3+0,1°
ND
4,9+0,0f
15,9 +0,09"
3,9+0,09
2,3+0,0¢
1,6 £0,0%¢
30,4 0,09
1,3 +0,0%
0,8 +0,19¢f
1,3+£0,0°
1,4+0,0°
10,6 £0,1°
0,6 £0,0°
1,8 £0,0°
13,8 +0,0%
34,5+0,1°
29,8 +0,0*
4,1+ 0,12
72
0,5
0,1

ago/19
35+0,09

18,1 £0,1%"
6,7 +0,0¢
322+0,2

ND
5,1+0,0%

11,4 £0,1%¢
2,9+0,0°
1,5+0,0°
0,6 £0,0°
23,6 £0,0°
1,3+0,0%
1,0 £ 0,0
2,3+0,00
1,3+0,0°
9,2+0,0°
0,9+0,0°
1,7 +0,0°
195+0,3°
40,7+0,3°
35,5+ 0,2°
4,6£0,0°

7,7
0,5
0,1

set/19
0,7 £ 0,020

7,4 £0,20¢
4,9+0,0°
15,6 £0,2°
0,1+0,0%°
2,6+0,1¢
8,0+0,1°
3,1£0,0°
3,7£0,0"
6,7+0,2"
26,6 £ 0,0%¢
1,0 £0,0°¢
0,8 £0,1%"
1,8+0,0°
1,9+0,0°f
16,1 +0,1"
0,8+0,0°
3,8+0,1%
26,0 +0,7¢
56,3+ 0,9
50,8 £0,9°
5,0 0,0°
10,2
0,1
0,1

out/19
1,1+0,1¢

10,6 +0,4°
56+0,1°
19,5+ 0,5°
0,2+0,2
2,4%0,1¢
15,1+ 0,4%
3,8+0,1%
2,6 +£0,0°
1,7+0,1%¢
275+0,5°
1,3 £0,0%
1,1+0,0"
2,0+ 0,0
1,7+0,0¢
16,1 +0,2"
0,5+0,0°
32+0,1°
22,5+0,8°
52,1+1,0°
47,2 +1,0¢
4,4+ 0,0°¢
10,7
0,2
0,1

nov/19
0,6+ 0,12°

84+09°
59+0,2°
16,8+ 1,3°
0,2+0,0°
1,6+0,2°
16,9 +0,8"
3,6 £0,1°f
3,1+0,19
1,8+0,1¢
29,0+ 0,8
1,3+0,1%
1,0 0,059
1,6+0,1¢
1,6+0,0°
14,9 +0,29
0,6+ 0,0°
3,6+0,2¢¢
25,6+ 1,6
53,6 +2,0%¢
48,7 + 2,0%¢
4,5+0,0°
10,9
0,1
0,1

dez/19
0,5+ 0,0

57+0,3
45+0,3°
12,2401
0,2 40,0
1,1+0,0°
12,9403
29+0,0°
3,1£0,0°
2,8+0,1f
26,1+0,6°
11+0,1°
0,8+ 0,0%
13+0,1°
1,6+0,0°
14,2 +0,4f
0,8 +0,0°¢
4,6 +0,0°
333+04°
60,9 +0,9°
56,2 + 1,0'
45+0,0°
12,6
01
0,0

jan/20
0,9+0,1°¢

6,6 0,5
49+0,1°
14,4+0,0°
02£0,0°
1,2+0,1°
6,0+0,2°
2,2+0,1°
2,1£0,0°
3,7£0,10
20,3+0,2°
08+0,0°
040,10
0,8 +0,1°°
1,6+0,0°
8,6 +0,0°
1,3+0,0°
4201
43704
64,5 1,0°"
59,1+ 0,69
50%0,1¢
11,9
0,1
0,0

fev/20
0,9 +0,1°¢

8,0+0,4°
56+0,1°
16,7 +0,0°
0,2+0,0
0,9+0,0*
5,1+ 0,0
2,1+ 0,1°
1,5+0,1°
2,2+0,0°
16,0 £0,1%
0,9+0,1%°
0,5+0,0*°
0,7+£0,0*
1,9+0,0f
6,8+0,0°
1,5+0,0°
3,4+0,0%
48,6+ 0,99
66,9 + 1,0°
61,1+ 0,99
5,5+ 0,1f
11,1
0,1
0,0

Os valores séo apresentados como média + desvio padrdao. Namesma linha, as diferentes letras representam médias aritméticas significativamente diferentes (p
< 0,05). A soma destes valores ndo atinge os 100% porque 0s &cidos gordos em minoria ndo estdo aqui reportados.

IND- ndo detetados.
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Tabela 4.3. Variagdo sazonal do perfil de &cidos gordos na cavala na parte edivel, expressos mg/100g ww.

Mar/19 Abr/19 Mai/19 Jun/19 Jul/19 Ago/19 Set/19 Out/19 Nov/19 Dez/19 Jan/20 Fev/20

14:0 4144320 287:00° 511404 1885455 104414 127300  667+07° 1026466  568+6,6% 343404 153410 9,5 £0,0°
16:0 3330+17,8° 2485414  3491+1,0°¢ 12;?7'} 15?%90 6672432¢  707,0+10.8°  950,8+39,6°  7500+82,2¢ 367,292 1115480 859 +41t
18:0 1889451°  162,3+1,0° 1600404° 3450+0,6° 4236+24'  2466+11° 465103  507,4+89"  527,8+205" 2038499 838 +1 g8 59,7 1,4
T SFA 644,1+27,00° 49704330 6453 +2,8b¢ 1;;%} 210?’44? 1184,9+63'  14859237° 17559 +42,6' ilfllg'ge Zgg*éc 225+133 1787465
16:1n-9 | 60028 ND! ND ND ND ND 744018 21541459 21,0 +1500 iégigbvc 4,140,720 2,6 £0,42
16:1n-7 65335  350+00°  663:02°  2044+11" 3151+06" 18044011  2498+7.0 218348 14651647  66,6+08 203410 9,8 £0,5%
18:1n-9 | 2640+33°  2393+06°  239,9+05  739,6+11° 123367 4202423  7644+11,6° 13556355 1523147370 8171+90° 1022439 541405
18:1n-7 860+13"  61,6%01°  540+01°  1934+04' 251,4+119 1062:04°  2965+22" 3303456 32454110  1845+01'  380+L5° 22,4 £0,62
20:1n-9 431406°  384+01°  335+01°  1553+00° 150,712  56,1+00° 354907  2339409°  275762" 198021  361407°¢  155+0,6°
22:1n-11 | 366+11°  180+04%  120401%  2064+18 102,004° 212+01%  6381+1729 1554455  1657+9,7°  1739420° 625415 23803
IMUFA | 537,845 fg%f’ 452, +0,3°¢ 12%2 11917293 867,6+0,2°  25321+0,9" 24781 +40,6" 26086 +74,2 161‘;97? 34414410 1714 +10°
18:2n-6 371409°  21,8+02°  27,8401°  684+0,1° 835416 47,8402 956010 1174418 115553  673+L6° 14,4 +0,0° 9,8 £0,5°
18:3n-3 326408 10402  216+01°  430+12¢ 527438  355+03¢ 7994590  1011420" 8574249  507+1,04  7,6+1,2% 5,2 £0,12
18:4n-3 528+08°  147+00°  456+01°  849+05° 8530 8444068  1752+14° 183435 14274670  845+19° 136128 7,6 £0,12
20:4n-6 415405  301+00°  271403°  763+00° 091001  485+03' 181,320  1491+15"  147,6%36" 99,9402  26,6+02" 20,5 +0,18
20:55n-3 | 255423%  1161+01°  161,7+0,9° 544807 6898449  3399+02¢  ooMOI23 yup 04976 133924202 ff; *fh 1458 +0,75¢ 732 +0,1°
22:5n-6 2284010 187420  228409°  37607c 37,908 34409 79212 47,5424 54735 522:07%  216:02%  16,6+0,0°
22:5n-3 653+25°  370+04% 3184028  1037405° 1195:09°  62,6+06°°  364,1406° 2007497 32772000 292002  T05+L7° 364 0,0
22:6n-3 | 71774262° 3490425 42764328  8602434° 8964115 7165+1000¢ 2473,8+70,0' 20244 70,7 iﬁ(’?z’éz_f izllﬁ)f 7405+7,0° 519,849,180
TPUFA | 1310,1431,0°¢ 642,5+0,0° 8287 +2,3° 119%3 ng’%f 149721965 o020%824 46902 190,31 jfgg:éf f;‘;“‘éf 10936 £16,3°  716,0 +10,4°
n-3 e sS08me Tarimy LSS OO0 wseassr OGS ausgse0r MOORHEZO ase00ia0r 0021109 esatser
£n6 128905 86525  1004%20° 22624100 2680+379  1688+l1° 4751431  3968+l5  4008+l8  2856+14"  841+l5 59,1 1,12
n-3/n-6 9,1 6,4 72 77 7.2 77 10,2 10,7 10,9 125 11,9 111

Os valores séo apresentados como média * desvio padrdo. Na mesma linha, as diferentes letras representam médias aritméticas significativamente diferentes (p
< 0,05). A soma destes valores ndo atinge os 100% porque os &cidos gordos em minoria ndo estdo aqui reportados. ND*- ndo detetados.
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Os resultados apresentados nas tabelas Tabela 4.2 e Tabela 4.3 demonstram uma grande variedade no
perfil de acidos gordos dos lipidos totais da cavala ao longo do ano.

A fracdo de lipidos saturados (SFA) é mais abundante entre 0s meses de marco e agosto com 25,3 %
(644,1 mg/100g) e 32,2 % (1184,9 mg/100g), respetivamente. De todos os SFA, o acido palmitico (16:0)
é 0 acido gordo mais abundante nesta fracdo, seguido do &cido esteérico (18:0). Nos outros seis meses
(setembro a fevereiro) a percentagem de SFA foi significativamente mais baixa que nos meses de margo
a agosto, sendo que variou entre 12,2 % (1485,9 mg/100g) em setembro e 19,5 % (1755,9 mg/100g) em
outubro. Relativamente a fracéo de acidos gordos monoinsaturados (MUFA), o mais abundante é o &cido
oleico (18:1) mais especificamente o 18:1n-9, algo ja reportado anteriormente para a cavala por
Nogueira et al. (2013); Zotos and Vouzanidou (2012).

No entanto, o grupo dominante foi a fracdo de &cidos gordos polinsaturados (PUFA), que apresentou
valores inferiores a 50 % entre abril e agosto, sendo que atinge um minimo em julho e um méximo em
maio, com 34,5 % (2235,8 mg/100g) e 41,4 % (828,7 mg/100g), respetivamente. Por outro lado, entre
0s meses de setembro a marc¢o, o conteudo relativo significativo (p < 0,05) foi sempre superior a 50 %,
entre marco 51,5 % (1310,1 mg/100g) e fevereiro 66,9 % (716,0 mg/100g). Nesta fracdo, o0 DHA foi o
acido gordo mais abundancia ao longo do ano sendo que o valor mais baixo foi detetado em julho 13,8
% (896,4 mg/100g) e o mais elevado em fevereiro de 48,6 % (519,8 mg/100g), seguido do EPA com
valores entre 6,8 % (73,2 mg/100g) e 16,1 % (1534,5 mg/100g; 1451,3 mg/100g) em fevereiro e
setembro e outubro, respetivamente.

O DHA é também o principal acido gordo ao longo do ano, o que segundo Bandarra et al. (2001) sera
devido a alimentacdo desta espécie. A presenca mais elevada deste acido gordo em fevereiro, em que a
percentagem de lipidos totais é a mais baixa (Figura 4.1B), sendo a cavala considerada magra neste més,
deve-se ao facto do DHA ser principalmente encontrado na fragdo fosfolipidica (PL) que desempenha
um papel estrutural nas membranas celulares. Rainuzzo et al. (1997). Contudo, é nos meses de outono
(setembro a dezembro) que o DHA apresenta um valor absoluto mais elevado. Neste sentido, como
referido no capitulo 1.3, um consumo de pelo menos 250 mg/100g dia de DHA ajuda a prevenir doencas
neurodegenerativas, sendo que estas quantidades se podem alterar por exemplo no caso da gravidez,
sendo necessario uma dose maior. Hibbeln et al. (2007). Assim, os resultados obtidos indicam que seria
necessario consumir cerca de 10 g (setembro) a 71 g (abril) de cavala por dia, dependendo do més, para
se obter a dose diaria recomendada de DHA. A soma dos acidos gordos EPA + DHA representa um total
de 75 % do conteudo relativo dos PUFA e 84 % dos n-3. A dose diaria recomendada de EPA+ DHA é
500 mg/100g dia, o que segundo os resultados obtidos corresponderia a um consumo de cavala de cerca
de 12 g (setembro) e de 107 g (abril) por dia, dependendo do més do ano. Kris-Etherton et al. (2009).

Um pardmetro também importante é o elevado récio n-3/n-6 PUFA uma vez que quando maior o récio
menor € o risco de doencas cardiovasculares e inflamatérias como referido no capitulo1.3.5. No entanto,
nos Ultimos anos com as novas dietas (dieta ocidental) tem aumentado o consumo de n-6 PUFA que esta
essencialmente presente nos peixes pré-fritos e nos O6leos vegetais (essencialmente 18:2n-6)
desequilibrando assim o racio n-3/n-6 para 1:8 a 1:17. Strobel et al. (2012). Assim sendo, 0 pescado,
mais especificamente a cavala, seria uma boa alternativa para equilibrar o racio de n-3/n-6 PUFA, uma
vez que aumentaria o consumo de n-3 PUFA de forma a atingir valores recomendados por nutricionistas.
Simopoulos (2004).

Como foi referido no capitulo 1.3.5, o calculo do Al e do Tl € importante de forma a saber a influéncia
positiva da cavala para a prevencdo de doencas coronarias. Os resultados demonstram que os valores
obtidos para a cavala para o Al variam entre 0,1 - 0,5e 0 de Tl entre 0,0 - 0,1. Estes valores sdo inferiores
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guando comparados com outras espécies de peixes relatados por Bandarra et al. (2009); Luczynska et
al. (2017) e estéo entre os valores benéficos para a salide humana.

4.2. Classes de lipidos

Ap0s a extragdo de lipidos totais mensal, observou-se diferentes percentagens de gordura, sendo que
para estudar as classes de lipidos, optou-se por escolher trés meses em que estas varia¢des fossem mais
evidentes. A composicao das classes de lipidos da cavala magra, meio-gorda e gorda é apresentada na
Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Composic¢do das classes de lipidos (% lipidos totais) da cavala em diferentes meses do ano.

Magra Meio-gorda Gorda
(margo) (junho) (outubro)
LT 2,9+0,28 6,2 +0,4° 9,8+0,4°
Lipidos n&o polares®
CH 6,3+0,4° 3,5+0,1° 2,3+0,22
1,2 DAG ND? ND 0,6+0,2
FFA ND ND 6,4+0,5
TAG 87,6 £0,6° 92,1+0,3° 82,2 +0,8°
Lipidos polares?
PL 6,1+0,3 4,4 +0,28 8,4+0,9°

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Na mesma
linha, as diferentes letras representam medias aritméticas
significativamente diferentes (p < 0,05)

CHZ- colesterol; DAG- diacilgliceréis; FFA- acidos gordos livres; TAG-
triacilgliceréis

PL? — fosfolipidos

ND? — Néo detetado

OS fosfolipidos (PL), o colesterol (CH) e os triacilglicerdis (TAG) foram as principais classes de lipidos
identificadas, sendo que os acidos gordos livres (FFA) e os diacilglicerdis (DAG) apenas estao presentes
na cavala gorda, como mostra a Tabela 4.4.

Os compostos ndo polares apresentam-se em maior percentagem que 0s compostos polares, sendo 0s
TAG os que contém a maior percentagem. A percentagem de TAG é sempre superior a 80 % dos lipidos
totais sendo que apresenta 0 seu maximo nas amostras de junho (meio-gorda) com 92,1 %. Atraves da
literatura Bandarra et al. (1997) e recordando que nos peixes a energia € armazenada através da producao
e deposicdo de TAG, uma vez que estes possuem funcdes energéticas, como por exemplo reserva de
lipidos, era de esperar uma maior percentagem de TAG no més de outubro uma vez que possui a maior
percentagem de gordura, no entanto este facto ndo se verifica 0 que pode ser explicado através da
presenca de FFA e dos DAG, que ndo foram detetados nos outros meses. A presenca de FFA e de DAG
na cavala de outubro revela a possivel hidrélise dos TAG. Os FFA em outubro representam 6,4 % do
total de lipidos. Normalmente, os valores de FFA nos peixes sdo baixos, uma vez que quanto maior a
percentagem de FFA pior a qualidade do peixe. As percentagens encontradas nas amostras de cavala
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podem surgir da hidrélise dos TAG ( presenca de DAG) ou da hidrolise de PL. Bernardez et al. (205).
Estas hidrélises podem ter ocorrido durante o processo de armazenagem.

Em relagéo aos esterdis, o CH foi o Unico detetado. Os valores diminuiram com o aumento do teor de
gordura de 6,3 % para 2,3 %, em marco e outubro, respetivamente. Estas percentagens estdo acima dos
valores reportados para outros trabalhos com a cavala por Nogueira et al. (2013); Zotos and Vouzanidou
(2012), mas, no entanto, estes valores podem advir de uma quantificacdo por excesso do CH, uma vez
que a mistura de elui¢do ndo permitia uma separacao nitida do CH de outras estruturas como 1,2 DAG
ou 1,3 DAG, assim como para o método de quantificacdo utlizado, os valores destas estruturas estavam
abaixo do limite de quantificagéo.

O conteudo relativo dos PL variam menos que os TAG, e apresentam o valor mais alto (8,4 %) em
outubro (cavala gorda). E possivel observar uma quebra na percentagem de PL depois de marco. Este
facto pode sugerir a utilizacdo de alguns lipidos estruturais, além dos TAG, no processo de reproducéao
da cavala. Esta reducdo de PL no inverno foi também reportada por Colago et al. (2009) para os
mexilhdes, devido a escassez de alimento e a reproducéo.

4.3. Composicédo de &cidos gordos polares e ndo polares

A composicdo de acidos gordos presentes na fracdo polar (PL) e ndo polar (TAG) para a primavera
(cavala magra), verdo (meio gorda) e outono (gorda) € comparada na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 Variagdes sazonais do perfil de acidos gordos nos lipidos polares e ndo polares da cavala
magra, meio-gorda e gorda. ((conteudo relativo (% acidos gordos totais)).
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Cavala magra Cavala meio gorda Cavala gorda

Marco Junho Outubro
PL TAG PL TAG PL TAG
14:0 0,1+0,02 1,1+0,0 0,1+0,02 1,4+0,3°A 0,2+0,0° 3,0+0,28
16:0 6,7+0,3 9,8+0,08 7,8+0,5° 132+1,78 7,9 £0,4° 19,1 £0,4¢
18:0 8,4+0,12 6,5+0,1¢ 9,0+0,32 55+0,1~ 8,8+0,32 5,7+0,08
X SFA 16,5+0,42 20,9+0,3A 185+ 1,0° 22,3+2.24 18,4 +0,3° 30,3+0,68
16:1n-9 0,1+0,02 0,5+0,0~ 0,1+0,02 0,6 0,18 0,1+0,02 0,6 +0,08
16:1 n-7 0,3+0,0° 1,9+0,0 0,4 £0,0° 3,2+0,58 0,4+0,1° 46+0,1¢
18:1n-9 3,9+0,22 12,7+0,17 41+0,22 14,3 +0,68 48+0,3° 18,3 +0,2¢
18:1 n-7 24+0,1° 34+0,08 2,5+0,2¢ 35+0,14 2,7+0,1° 4,2+0,08
20:1 n-9 0,5+0,02 3,1+0,18 0,9+0,0° 3,8+0,2¢ 0,8+0,1° 2,1+£0,08
22:1n-11 0,1+0,0° 36+0,28 0,4 £0,0° 56+0,7¢ 0,4 £0,0° 1,1+0,07
2 MUFA 75+0,42 28,8+0,7A 10,6 +£0,5° 33,9+0,0¢ 11,6 £1,3° 32,3+0,38
18:2 n-6 0,8+0,0° 1,4+0,08 0,7+0,0° 1,2+0,14 0,8 £0,0° 1,5+0,08
18:3n-3 0,5+0,0° 1,2+0,18 0,3+0,02 0,8+0,0~ 0,4+0,0° 1,3+0,08
18:4 n-3 0,3+0,0° 2,1+0,28 0,1+0,02 1,7+0,14 0,3+0,1° 2,4+0,18
20:4 n-6 2,2 +£0,020 1,5+0,08 2,4+0,0° 15+0,18 2,2+0,12 1,2+0,04
20:5n-3 9,6 0,52 10,4 +0,64 9,7+0,12 12,7+0,58 11,8+0,5° 12,5+0,48
22:5n-6 16+0,12 0,9 +0,1¢ 1,7+0,02 0,5+0,18 1,8+0,22 0,3+0,08
22:5n-3 2,7+0,12 3,4+0,0¢ 3,0+0,1° 2,6+0,28 3,3+0,0° 1,9+0,14
22:6 n-3 55,1+0,8¢ 24,0 £0,4¢ 50,1 +1,4° 19,1+1,88 452 + 2,08 11,9+05%
2 PUFA 745+0,5° 49,1+1,3° 70,2 +1,52 433+2.28 68,6 £1,7° 36,6 +1,0°
Xn-3 69,0 £ 0,5 43,3+1,4° 64,2 +1,6% 385+2,38 62,7+1,72 318+1,08
Xn-6 5,2+ 0,0 50+0,1¢ 58+0,1° 4,1+0,08 57+0,3" 3,7+0,1A

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras mindsculas na mesma linha
representam médias significativamente diferentes (p < 0,05) entre &cidos gordos relativos (%) em
lipidos polares em diferentes estagfes do ano. Letras maitsculas na mesma linha representam médias
significativamente diferentes (p < 0,05) entre &cidos gordos relativos (%) entre lipidos ndo polares em
diferentes esta¢Ges do ano.

Os resultados mostram diferengas consideraveis na distribuicdo dos acidos saturados, monoendicos e
poliendicos tanto na fracdo lipidica polar (PL) como na fracdo lipidica ndo polar (TAG). Em relagdo a
fracdo PL, a quantidade de é&cidos gordos insaturados é superior a detetada na fracdo TAG
principalmente no que diz respeito aos &cidos gordos poliendicos, facto que esta de acordo com a
literatura para outras espécies marinhas. Bandarra et al. (2018); Bandarra et al. (2001). A fracdo PL
apresenta uma predominancia de PUFA sendo que corresponde a uma percentagem de 68,6 % e 74,5 %
do total de &cidos gordos nessa fragdo, na cavala gorda e na cavala magra, respetivamente. O DHA,
acido gordo maioritario, representa cerca 66 % na cavala gorda e cerca de 74 % na cavala magra dos

PUFA presentes nas amostras respetivas e em média o DHA contém 50 % do total de acidos gordos dos

40



trés meses e 70 % do total de PUFA presentes nos mesmos trés meses. Estes contelidos relativos
elevados devem-se ao facto de o DHA desempenhar um papel fundamental nos lipidos estruturais da
membrana e também representar uma fonte de energia metabdlica para a reproducdo. Hishikawa et al.
(2017); Huynh et al. (2007). Por outro lado, ndo séo observadas grandes diferencas nas percentagens de
EPA comparando ambas as fracdes (PL e TAG). Assim a distribuigdo varia em média 3 % sendo, no
entanto, sempre superior nos TAG. O EPA apresenta um aumento da primavera para o outono de 10,4
% e 12,7 %, respetivamente.

Em relacdo aos &cidos monoendicos, observa-se uma percentagem baixa, em que a cavala gorda
apresenta um contetdo relativo mais elevado. Estes factos, foram também observados por Bandarra et
al. (2001) para o carapau (Trachurus trachurus). O grupo 18:1 é o principal contribuinte para as
percentagens de MUFA tanto nos PL como nos TAG nas trés estacdes do ano estudadas estando assim
de acordo com dados obtidos por outros estudos. Bandarra et al. (1997); Bandarra et al. (2001). O 18:1
encontra-se em percentagens mais elevadas nos PL representado no minimo 62 % do total de MUFA.

Os SFA e os MUFA apresentam sempre uma percentagem mais elevada na fracdo TAG. Em média,
cerca de 58 % de SFA foram identificados na fracdo TAG, sendo que na fragdo PL esta percentagem foi
de 42 %. Nos MUFA a percentagem foi superior a 76 % na fracdo TAG e apenas 24 % na fracdo PL.
Segundo Colago et al. (2009), as reservas lipidicas sdo constituidas maioritariamente por acidos gordos
saturados e monoinsaturados o que é congruente com os resultados apresentados, uma vez que a fragdo
TAG que desempenha uma funcdo energética apresenta maior quantidade de SFA e MUFA que a fragdo
PL. Apenas o &cido estearico (18:0) apresenta uma percentagem superior na fracdo PL do que na fracao
TAG. A percentagem de 18:0 é superior & percentagem de 16:0 na fracdo PL, contrariamente ao
reportado para diversas espécies marinhas. Bandarra et al. (1997); Bandarra et al. (2001); Colaco et al.
(2009). Na primavera (cavala magra), os PUFA sdo os acidos gordos mais abundantes sendo que na
fracdo TAG apresentam uma percentagem de 49,1 %. Como foi referido para a fracdo PL, também na
fracdo TAG estes valores sdo devido aos niveis de DHA que representam nesta fracdo cerca de 49 %
dos PUFA. No entanto, apresenta percentagens relativamente mais baixas do que na fracdo PL, de 24 %
na cavala magra e 12 % na cavala gorda, enquanto na fracdo PL estes valores séo de 55,1 % e 45,2 %,
respetivamente. Os valores mais elevados de DHA para a fragdo PL estdo em concordancia com a
principal funcdo desempenhada por este acido gordo (estrutural) assim como a sua maior afinidade para
0s PL do que para os TAG. Liu et al. (2014); Calder (2016).

Na fracdo TAG, os SFA e MUFA tém valores de 20,9 % e 28,8 %, para a cavala magra, respetivamente.
Estas percentagens sdo relativamente mais baixas que os PUFA. Ao contrério do DHA que diminui os
seus valores no outono (cavala gorda), no caso do acido palmitico (16:0) e do acido oleico (18:1n-9) ha
um aumento significativo (p < 0,05) entre os meses de primavera (cavala magra) e outono (cavala gorda)
de 9,8 % para 19,1 % e de 12,7 % para 18,3 %, respetivamente. Estes factos, estdo também descritos
para outras espécies. Bandarra et al. (2001); Colaco et al. (2009). Na cavala gorda, as percentagens
relativas de PUFA, MUFA e SFA na fracdo TAG sdo 36,6 %, 32,3 % e 30,3 %, pela mesma ordem.
Como a fracdo TAG possui fungdes energéticas, é altamente influenciada pela disponibilidade de
alimento. Assim a elevada presenca de SFA e MUFA na fracdo TAG, que aumentam a medida que
aumenta o teor de gordura, assim como uma presenga equilibrada de EPA em ambas as fracOes
representam um regime alimentar equilibrado em termos de SFA, MUFA e PUFA, em detrimento do
zooplancton que esta associado a elevadas quantidades de EPA. Visentainer et al. (2007).

Assim comparando as fragdes TAG e PL, o aumento mensal dos SFA e MUFA é menos evidente nos
PL, sendo 0 aumento méaximo de 4 %, entre meses. Além disto, outros aspetos referentes a associacdo
entre diferentes acidos gordos nos TAG e o regime alimentar da cavala presentes nos resultados
apresentados devem ser referidos. Por exemplo, &cidos gordos como os 16:1n-7 e 18:1n-9 estdo
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presentes em diatoméceas (algas), que fazem parte da alimentagdo da cavala, o que pode justificar a sua
maior proporcédo na fracdo TAG, por possuir uma funcao energética. Dalsgaard et al. (2003).Nos PUFA,
0 18:3n-3 e 0 18:4n-3 sdo encontrados em maiores quantidades na fracdo TAG, representando em média
74 % e 90 % do total de ambas as fragOes, respetivamente. Estes valores podem resultar da ingestdo de
fitoplancton, regularmente presente nestes acidos gordos. Laakmann et al. (2009).

4.4. Determinacdo da composic¢do lipidica na fracdo bioacessivel

Para determinar a composicdo lipidica na fracdo bioacessivel da cavala foi necessério inicialmente
simular in vitro o processo de digestdo gastrointestinal no ser humano. Este processo pretendia
determinar qual a bioacessibilidade dos lipidos da cavala (capitulo 4.1) que apds a digestdo se encontra
bioacessivel. Este processo foi realizado para 0s meses de margo, junho e outubro.

4.6.1. Identificacdo das classes de lipidos na fracdo bioacessivel

A Figura 4.3 evidéncia a distribuicdo das diferentes classes de lipidos na fracdo bioacessivel nos meses
de marco, junho e outubro.

A B
Marco Junho PLTAGLL3
[ 2 3 1 2 3 DAGT 2DA Outubro Branco PLTAG S
pPM! G MAG 1 2 3 I 2 3 PM DAGI12DAG
. CMAG
W A
® 8 W a6

‘.‘ ..‘ $ FrA .‘. ..' & FFA

& 1.3 DAG
- ew - " » o w 1.2 DAG o |.3DAq
CH L I PR - » L2DAG
CH
s MAG
2 v e L . MAG
& 8 g & & & rc & " | i 4 " ® pe

PM?- Padrdo misto

P2 (Padrdo) — TAG (triacilglicerol); FFA (acidos gordos livres); 1,3 DAG e 1,2 DAG (diacilglicerol);
CH (colesterol); MAG (monoacilglicerol); PC (fosfatidilcolina)

Figura 4.3 A) TLC da fracdo bioacessivel de marco e junho. B) TLC da fragdo bioacessivel de outubro
e do controlo (branco)

E possivel verificar que os FFA sdo a fracio dominante ap6s a digestio e que acontece a hidrélise total
dos TAG principalmente no més de margo uma vez que representa a cavala magra onde a quantidade de
TAG inicial é significativamente menor e quase total nos meses de junho (meio-gorda) e outubro
(gorda), e por consequéncia fora do limite de dete¢do do aparelho. Contrariamente ao verificado na
amostra inicial (Tabela 4.4), a fracdo bioacessivel apresenta MAG e 1,2 DAG, este facto deve-se a
hidrolise dos TAG que na amostra inicial ndo se verifica. A Tabela 4.6 apresenta a percentagem total de
lipidos na fracdo bioacessivel, provenientes da digestdo in vitro da parte edivel da cavala.
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Tabela 4.6 Comparacdo da composicdo das classes de lipidos (% lipidos totais) inicial da cavala com a
fracdo bioacessivel em diferentes meses do ano.

Magra Meio-gorda Gorda
(marco) (junho) (outubro)
Inicial Pés-digestao Inicial Pds-Digestdo Inicial d.POS'~
igestdo
Lipidos ndo polares*
CH + 1,2 DAG 6,3+0,4° 12,3+0,84 3,540,1° 12,2 +0,1A 2,3+0,22 13,3 +0,54
1,2 DAG ND?3 - ND - 0,6+0,2 -
MAG ND 9,8+0,6~ ND 11,6 + 0,68 ND 12,7+1,28
FFA ND 67,2+1,6A ND 66,1+ 0,47 6,4+0,5 65,8 £1,7A
TAG 87,6+0,6° ND 92,1+0,3° ND 82,2+0,82 ND
Lipidos polares?
PL 6,1+0,3° 10,8 £0,98 4,4+0,28 10,1 £0,478 8,4+0,9¢ 8,1+1,3A

Os valores sdo apresentados como media + desvio padrdo. Letras mindsculas na mesma linha,
representam meédias significativamente diferentes (p < 0,05). Letras maidsculas na mesma linha
representam médias significativamente diferentes (p < 0,05).

CH*-colesterol; DAG-diacilglicerol; FFA- acidos gordos livres; MAG - monoacilglicerol
PL2-fosfolipidos
ND? — N&o detetado

Como é possivel observar tanto pela Figura 4.3 como pela Tabela 4.6, apds a digestdo ndo ha a presenca
de TAG em nenhum dos meses, uma vez que foram, hidrolisados em FFA, DAG e MAG. Assim, a
presenca de MAG acontece apenas ha fragdo bioacessivel uma vez que ocorre a hidrélise dos TAG e 0s
acidos gordos nas posigdes sn-1 e sn-3 sdo mais facilmente hidrolisados pela enzima lipase pancreética.
Néo tendo sido possivel obter uma separacdo entre CH e 1,2 DAG, é possivel, no entanto verificar que
a presenca de MAG é superior a presenca de CH + 1,2 DAG, o que comprova que as posi¢des sn-1 e
sn-3 sdo hidrolisadas com maior facilidade. Os MAG atingiram o seu méaximo no més da cavala mais
gorda (12,7 %), ou seja, onde esta apresenta as maiores reservas lipidicas (outubro) e 0 minimo em
marco (9,8 %). Em contraste, os PL tém o seu valor mais elevado em margo com 10,8 % e o seu valor
minimo em outubro com 8,1%. E possivel observar pela Figura 4.3 que o controlo (branco), apresenta
também duas manchas o que explica 0 aumento dos PL ap6s a digestdo principalmente nos meses de
marco e junho, revelando que contém produtos provenientes da digestdo. Em relacdo aos FFA,
comparando a amostra inicial com a fragao bioacessivel hd um aumento significativo em todos os meses
em relacdo a amostra inicial (antes da digestdo), atingindo o maximo no més de marco (cavala magra)
com 67,2 % e o minimo no més de outubro 65,8 % (cavala gorda). Estes valores, como foi explicado
para a Tabela 4.4, sdo coerentes com o facto de haver na amostra inicial alguma hidrélise dos TAG
sendo a percentagem de TAG menor do que era esperado e também como foi explicado para a hidrolise
dos TAG ndo ser completa no més de outubro. Este resultado também foi reportado por Garcia et al.
(2019). Os FFA sdo a principal classe de lipidos na fracdo bioacessivel. Este facto foi relatado também
para o linguado por Afonso et al. (2017), sardinha em conserva, cavala em conserva por Garcia et al.
(2019) e para o salmdo por Costa et al. (2015).A identificacdo das classes de lipidos da fracdo
bioacessivel pretendia essencialmente comprovar que apds o processo de digestdo em todas as amostras
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havia a hidrélise completa dos TAG, o que se verificou demonstrando assim que um resultado eficaz do
modelo in vitro utilizado, como ja tinha sido reportado por Gomes et al. (2019).

4.6.2. Perfil de acidos gordos da fracdo bioacessivel

Para posteriormente obter a quantidade de cada &cido gordo disponivel para ser absorvido apos a
digestdo foi necessario avaliar o perfil de acidos gordos da fracdo bioacessivel que é apresentado na
Tabela 4.7.

Tabela 4.7 Perfil de &cidos gordos da fracdo bioacessivel da cavala, na parte edivel, expressos em
percentagem relativa (% dos acidos gordos totais) e percentagem de lipidos totais bioacessivel.

Cavala magra Cavala meio gorda Cavala gorda
Marco Junho Outubro
LT 2,4 5,48 8,98

16:0 20,6 £0,1° 195+0,22 19,4 £0,02
18:0 9,9+0,1° 6,9 +0,0° 5,8+0,02
19:0 0,3+0,0¢ 0,3+0,0° 0,3+0,02
20:0 0,3+0,0° 0,3+0,0° 0,2+0,02
22:0 0,2+0,0° 0,1+0,02 0,1+0,02

2 SFA 31,3+£0,2° 27,1+0,2° 25,8 £0,0?
18:1n-9 159+0,1° 15,6 +0,0° 17,8+0,1°
18:1 n-7 3,2+0,02 3,4+0,0° 3,9+0,0°
20:1n-9 0,2£0,0? 0,3+0,0° 0,2 £0,02
20:1n-11 1,3+£0,02 2,6 £0,0° 1,8 +0,0°
20:1n-7 0,2£0,0? 0,3+0,0° 0,3+0,02
22:1n-11 1,1+0,0° 3,4+0,0° 0,9+0,02
2 MUFA 22,0 £0,02 25,8 +0,1° 25,0+0,0°
18:2 n-6 9,6+0,1° 50+0,0° 3,7+0,02
18:3n-3 1,1+0,0° 0,8+0,0 1,2+0,0°
18:4 n-3 1,4+0,0° 1,2+0,02 2,0+0,1°
20:2 n-6 0,3+0,02 0,4+0,0° 0,3+0,02
20:4 n-6 3,7x0,0° 2,4+0,0° 1,8+0,02
20:5n-3 0,5+0,02 0,6 +0,0° 0,6 £0,1°
20:4 n-3 52+0,02 7,9+0,1° 10,6 £0,0°
22:4 n-6 0,2+0,12 0,2+0,02 0,2+0,02
22:5n-6 0,4 £0,0¢ 0,4+0,0° 0,3+0,02
22:5n-3 15+0,12 16+0,02 1,8+0,0°
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22:6 n-3 11,1+£0,0° 11,9+0,2¢ 10,9+ 0,02
2 PUFA 35,1+£0,1° 325+0,3? 334+0,0°
2Zn3 20,8 £0,18 24,0 £0,2° 27,1 £0,0¢
2'n6 14,3 +0,0° 8,5+0,0° 6,3+0,02
n-3/n-6 15 2,8 4,3

Os valores séo apresentados como média + desvio padréo. Na mesma
linha, as diferentes letras representam médias aritméticas
significativamente diferentes (p < 0,05). A soma destes valores ndo
atinge os 100% porque os acidos gordos em minoria ndo estdo aqui
reportados.

Os valores de lipidos totais bioacessiveis (Tabela 4.7) em comparagdo com os valores de lipidos totais
iniciais apresentadas na Tabela 4.4, demonstram uma percentagem superior a 85 % em todos 0s meses
de LT que ap6s o processo digestivo in vitro estdo biodisponiveis para absorcdo. O més de outubro
apresenta a percentagem mais elevada com 93,0 % e 0 més de margo a mais baixa com 86,0 %.

A fracdo de SFA ¢é mais representada no més de marco com 31,3 % e tem 0 seu minimo no més de
outubro com 25,8 %. Claramente, entre os SFA o &cido palmitico (16:0) é o mais abundante seguido do
acido estearico (18:0). No caso dos MUFA, o FA mais abundante é o &cido oleico (18:1n-9), sendo o
FA maioritario, com o valor mais elevado em outubro de 17,8 %. Os PUFA apresentam os valores mais
altos sendo que o DHA é o FA mais representado com 0 maximo em junho com 11,9 %.

Assim em comparacdo com o perfil de FA inicial, ou seja, antes da digestdo (Tabela 4.2), a abundancia
relativa (p < 0,05) do SFA aumentou e tanto os MUFA como os PUFA diminuiram na fracéo
bioacessivel. O 16:0 e 0 18:0 tém valores mais elevados na fragéo bioacessivel do que na inicial, assim
como o 18:1n-9. No caso do EPA e do DHA ambos apresentam uma percentagem muito inferior a
observada na amostra inicial. Resultados concordantes foram referidos por Garcia et al. (2019) para a
cavala em conserva. Comparando a soma de n-3 e n-6 ha uma variagdo inversa em relacdo a amostra
inicial, ou seja, ha um aumento dos n-6 e uma diminuicdo consideravel dos n-3 que influencia a razéo
n-3/n-6. Assim, ha uma diminuicdo de 9,1 % para 1,5 % no més de marco e de 10,7 % para 4,3 % em
outubro.

4.6.3. Bioacessibilidade de cada acido gordo

Os valores calculados de bioacessibilidade para os FA dos meses de marco, junho e outubro em mg/
100g de parte edivel sdo apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 Comparacéao do teor de acidos gordos inicial e do teor de &cidos gordos disponiveis para ser
absorvidos apds a digestdo em mg/100g ww de parte edivel.
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Cavala magra Cavala meio gorda Cavala gorda

Marcgo Junho Outubro

Inicial Apos digestédo Inicial Apos digestdo Inicial Apos digestédo
16:0 3339+17,82 395,6 + 21,14 1075,1 £1,7° 842,7+2,78 950,8 + 39,6° 950,8 + 39,68
18:0 188,9 £ 5,12 142,7 + 3,8% 345,0+0,6° 2155+0,78 507,4 +8,9¢ 318,2 £ 5,6
19:0 9,7+0,1° 7,8+0,14 16,1+0,0° 12,8 +0,18 25,3+0,8¢ 19,0+ 0,6°
20:0 11,7+0,22 10,1+0,27A 17,9+0,1° 155+ 0,28 32,7+0,3° 18,9+0,2¢
22:0 500,02 2,6 +0,04 7,3+0,1° 3,7+0,18 18,2+0,7° 6,2+0,2C
2 SFA 644,1 + 27,0? 558,8 + 24,84 1776,1 +6,8° 1090,1 +1,78 1755,9 +42,6° 1313,1 £45,3¢
18:1n-9 264,0 + 3,32 259,1 + 3,24 7396 +1,1° 639,8 + 2,08 1355,6 + 35,5° 1294,9 + 33,9¢
18:1 n-7 86,0 +£1,32 81,8+1,2A 193,4 +0,4° 174,1+0,88 339,3+5,6° 322,3+5,3¢
20:1n-9 43,1+0,6° 435+0,74 155,3 £ 0,0° 152,5 + 0,08 2339+0,9¢ 160,8 + 0,6¢
20:1n-11 6,4 +0,22 52+0,2A 17,1+£0,3° 17,3+0,6¢ 21,3+£1,0° 149 +0,78
20:1 n-7 10,4 £0,22 8,5+0,1~ 20,1+0,3 19,4 £0,58 38,6 +0,9¢ 23,0+0,5°
22:1n-11 36,6 +£1,12 36,7117 2064 £1,8° 205,1 + 3,6¢ 1554 + 5,50 83,5+2,98
2 MUFA 537,8 +5,92 4349 +23A 17132 +£1,4° 1208,2 + 1,08 2478,1 +40,6° 1899,4 + 36,9¢
18:2 n-6 37,1+£0,92 12,4 +0,38 68,4 +0,1° 0,0+0,0~ 117,4+1,8° 0,0+0,0~
18:3 n-3 32,6+0,8° 30,5+0,74 430+1,2° 39,1+2,18 101,1 £2,0° 100,8 +2,0¢
18:4 n-3 52,8 £0,82 485 +0,8~ 84,9 +0,5° 72,3+0,98 183,4 + 3,5° 180,7 + 3,4¢
20:2 n-6 9,2+0,8° 9,9+0,94 17,5+0,0° 17,4+0,18 28,7+0,6° 24,8 £0,5¢
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20:4 n-6
20:5n-3
20:4 n-3
22:4n-6
22:5n-6
22:5n-3
22:6 n-3
2 PUFA
2n-3

2n-6

n-3/n-6

415+0,5%
2554 +23¢2
22,6 +0,42
10,3+0,62
22,8+0,12
65,3 +2,52
717,7 + 26,22
1310,1 + 31,02
1171,8 + 30,42
128,9 £ 0,52

14,4

10,7 +0,1A
177,0+ 1,64
16,0 £ 0,3
1,740,174
13,9£0,04
42,1+1,6°
380,6 + 13,94
7432 £ 16,77
694,6 + 15,94
48,5+0,8~

14,2

76,3 +0,0°
5448 +0,7°
350+0,3°
11,0 £ 0,02
37,6+0,7°
103,7 £ 0,5°
869,2 + 3,42
1992,9 +2,0°
1733,3+1,3°
226,2 +1,0°

18,8

26,5+0,08
467,6 +1,18
359+0,78
82+0,08
22,9 +0,98
84,5+0,88
702,8 +5,58
1477,3 £2,48
1402,3 + 1,58
75,0 £ 0,98

18,5

1491 +1,5°
1451,3 +17,6°
842+1,1°
30,7 £1,5
475 +24°
290,7 £9,7°¢
2024,4 £ 70,7°
4690,2 +90,3°
4245,4 £90,7¢
396,8 + 1,5¢

23,3

43,1+0,4¢
9419 +11,4¢
55,0 £0,7¢
11,1 +0,6¢
241+128
1489 +5,0¢
965,6 + 33,7¢
2495,9 +47,2¢
2392,9 £ 45,5C
103,0+1,7¢

23,2

Os valores sdo apresentados como média

desvio padrdo. Letras minGsculas na mesma linha representam médias

significativamente diferentes (p < 0,05) entre &cidos gordos relativos (%) em diferentes estacfes do ano. Letras mailsculas na
mesma linha representam médias significativamente diferentes (p < 0,05) entre &cidos gordos relativos (%) em diferentes estacdes

do ano.
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Em geral, todos os FA tém uma bioacessibilidade superior a 50 %, no entanto de uma forma geral quase
todos tém uma menor disponibilidade para absorcdo do organismo (ap6s a digestdo) do que o contetido
inicial apresentado. No entanto, ha diferencas entre acidos gordos e entre fragdes, sendo que os MUFA
contém os valores mais elevados de bioacessibilidade. Tendo em conta os principais SFA, é possivel
observar pela Tabela 4.8 que o &cido palmitico (16:0) teve uma bioacessibilidade total ou quase total.
No caso do més de margo, a percentagem bioacessivel foi ligeiramente superior a 100 %, no entanto,
este modelo considera um erro de 20 % para amostras bioldgicas, uma vez que nao se efetua um balanco
de massas. Apesar de ser um valor que levanta algumas ddvidas situa-se dentro do erro plausivel de um
méaximo de 120 %. Para o acido estearico (18:0) a bioacessibilidade manteve-se entre 0s 62,4 % e 0s
76,6 % sendo que o valor mais elevado € referente ao més de marco. Para o SFA ap0és a digestao obteve-
se um valor de 558,8 mg/100g que corresponde a um total de 85,8 % de bioacessibilidade em marco e
0 minimo em junho com 61,4 %. Estes valores estdo de acordo com a literatura e com o relatado para a
cavala em conserva. Garcia et al. (2019).

Os MUFA apresentam todos uma bioacessibilidade elevada, sendo que o &cido oleico apresenta valores
compreendidos entre os 86,4 % (639,8 mg/100g) e os 98,1 % (259,1 mg/100g). O EPA e o DHA
apresentam valores de bioacessibilidade entre 64,9 % (941,9 mg/100g) em outubro e os 85,8 % (467,6
mg/100g) em junho para o EPA e 47,7 % (965,6 mg/100g) e 81,1 % (702,8 mg/100g) em outubro e
junho, respetivamente, para o DHA.

Os PUFA apresentam uma percentagem de bioacessibilidade entre 74,1% (1477,3 mg/100g) e 53,2 %
(2495,9 mg/100g), referentes aos meses de junho e outubro, respetivamente. Comparando com 0s
valores dos SFA, os PUFA em media tém uma diferenga de 18 % de bioacessibilidade o que pode indicar
que os SFA estdo mais disponiveis para a absor¢do intestinal que os PUFA. Tendo em conta a
bioacessibilidade dos MUFA (70,5 % - 80,9 %) a bioacessibilidade é superior em FA mais saturados.
Este facto esta de acordo com o verificado para o salméo. Costa et al. (2015) .Por norma, para cadeias
com 0 mesmo nimero de atomos de carbono, quanto maior o nivel de insaturacdo (mais duplas ligacdes)
menor a percentagem de bioacessibilidade uma vez que as lipases sdo menos eficazes na hidrdlise de
FA mais insaturados e com um maior impedimento estereoquimico. Por exemplo, a bioacessibilidade
dos 20:1 é maior do que a bioacessibilidade do EPA (20:5 n-3) em todos os meses. A bioacessibilidade
também diminui com o aumento de ligacGes duplas, assim o EPA tem em média uma bioacessibilidade
13 % superior a bioacessibilidade do DHA (22:6 n-3). Outra explica¢do para este dois factos é que a
lipase pancredtica hidrolisa preferencialmente FA que possuam as insaturacdes mais afastadas do éster.
Estas observacdes foram também reportadas para o salméo (Costa et al. (2015)) para a cavala e sardinha
em conserva (Garcia et al. (2019) e para trés amostras distintas de peixe (Gomes et al. (2019)).

A baixa bioacessibilidade do EPA e do DHA pode estar associada também ao facto destes dois FA
estarem ligados a posi¢do sn-2 dos TAG, o que dificulta a acdo das lipases, tornando as posicdes sn-1 e
sn-3, que sdo ocupadas por FA de cadeia curta ou média, que sdo mais facilmente hidrolisaveis.

Apesar das diferengas de bioacessibilidade entre FA as quantidades finais de DHA disponiveis para
absor¢do apos a digestdo para 0 més de marco (380,6 mg/100g), junho (702,8 mg /100g) e outubro
(965,6 mg/100g) sdo suficientes para consumir as 250 mg/100g diarias que sdo recomendadas para um
efeito neuroprotector, prevencdo de doencas cardiovasculares e para processos anti-inflamatorios.
Assim, no caso do més de marco, em que a ingestdo de cavala teria de ser a maior apenas era necessario
consumir 66 g por dia para se obter as 250 mg/100g dia, sendo que em outubro consumir apenas 26
g/dia da parte edivel da cavala seria necessario para obter o DHA necessario.

48



Para 0 EPA + DHA é recomendado um consumo de 500 mg/100g dia em conjunto destes dois FA. No
més de marco seria necessario ingerir cerca de 126 g/dia, no més de junho 68 g/dia e em outubro cerca
de 50 g/dia seriam suficientes para fornecer ao organismo a quantidade necessario de DHA + EPA.
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5. Conclusao

A prevencdo do declinio cognitivo na populacdo em geral, e em especial na populagdo idosa tornou-se
uma preocupacdo a nivel mundial. O pescado, tem revelado através da literatura cientifica a sua
importancia no retardamento de doengas como a Alzheimer. No caso da cavala diversas caracteristicas
abordadas neste trabalho mostram a sua mais-valia para uma alimentacdo mentalmente saudavel.

A composicdo quimica e o teor de gordura variam ao longo do ano, como consequéncia dos ciclos
biolégicos, consumo de energia e do regime alimentar da cavala. No perfil de &cidos gordos, os SFA e
0s PUFA foram as fracGes que mais variaram, sendo que o maximo dos SFA foi entre abril e agosto e
no caso dos PUFA foi entre setembro e marco. Nos MUFA, o0 18:1 foi o FA mais afetado pelas variacGes
de gordura ao longo do ano. Os dados obtidos permitem afirmar que a cavala é um peixe rico em n-3
PUFA, em especial em DHA e EPA. Os valores indicam que a cavala pode fornecer as quantidades
necessarias dos FA, concedendo multiplos beneficios para a saude, nomeadamente na prevengdo de
doencas cardiovasculares, da AD, na neuroproteccao, nos processos anti-inflamatdrios, assim como para
um bom funcionamento cerebral. A avaliacdo da bioacessibilidade tornou possivel uma melhor perce¢édo
deste facto, ap6s a simulagdo in vitro da quantidade de cada acido gordo que fica disponivel para
absorcdo no corpo humano, apos a digestdo. A TLC analitica permitiu observar a auséncia dos TAG na
fracdo bioacessivel e comprovar a eficacia do modelo digestivo.

O é&cido palmitico e os SFA apresentam a maior percentagem bioacessivel em relagdo a todos os outros
FA. Em relacdo a bioacessibilidade, de uma forma geral todos os FA apresentam uma bioacessibilidade
superior a 50 %. Os SFA e os MUFA mostraram ser mais bioacessiveis para a absor¢do intestinal do
que os PUFA. Assim os resultados suportam a redugdo da bioacessibilidade para valores mais elevados
de insaturacdo de 4cidos gordos. Em comparacdo com a amostra inicial de cavala, ap6s a
bioacessibilidade a razdo de n-3/n-6 mantem-se elevada, e quanto mais elevada menor o rico de doencas
cardiovasculares. Assim, no caso especifico do EPA e do DHA, apesar de a bioacessibilidade ser em
norma inferior a 70 % exceto no més de junho, as quantidades disponiveis para absorcao sdo suficientes
para consumir a DDR para estes FA contribuirem para um efeito neuroprotector, para a preven¢do da
AD e para a prevencdo de doengas cardiovasculares, de 250 mg/100g dia de DHA e 500 mg/100g dia
de EPA + DHA sendo que um consumo de cavala no caso do més de marco (magra) deveria ser de 66
g/dia de DHA e 126 g/dia de EPA + DHA.

A quantidade deste peixe pelégico disponivel torna-o um recurso marinho sustentavel. Tendo em conta
os resultados obtidos, é importante continuar a realizacéo deste estudo com o intuito de avaliar o impacto
que o consumo de DHA e vitaminas do complexo B, em particular a B12 tém na manutencéo de uma
funcédo neuronal saudavel.
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6. Perspetivas Futuras

Esta tese teve como intuito contribuir para o desenvolvimento de um projeto que tem como objetivo
criar um produto neutracéutico que disponha de um elevado nivel de bioacessibilidade para o0 DHA,
vitamina B12 e vitamina B9, provenientes tanto da cavala como da quinoa.

Ap06s a andlise da bioacessibilidade da cavala os passos seguintes vao incluir a extracdo da vitamina B12
da cavala e a sua anélise por LC-MS e a especia¢do do Selénio. Tendo em conta o grande aumento na
popula¢do mundial da doenca de Alzheimer o objetivo final deste trabalho ser& obter uma dose adequada
do produto neutracéutico que possibilite o retardamento do aparecimento da doenca. Neste sentido os
préximos passos tém por base o uso de linhas celulares neuronais (SH-SY5Y) que sdo provenientes de
neuroblasto humano e utilizadas em ensaios in vitro.
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Anexos

Anexo |

Cromatograma mensal da cavala de outubro

Title : LabLipidos - Area laboratorial de Nutrigdo - Div AV - IPMA
Run File : c:\brukerws\data\ferreira\cavala_mensal 2019\cavala out 0l.run
Method File : cavala out Ol-front.mth
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Operator : JULIA Detector Type: 4XX-GC (10 Volts)
Workstation: DIVAVO01l7 Bus Address : 44

Instrument : 456GC Sample Rate : 2.00 Hz

Channel : Front = FID Run Time : 40.000 min
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Anexo 2

Cromatograma da fracéo polar (fosfolipidos) da cavala de outubro

Title : LabLipidos - Area laboratorial de Nutrigdo - Div AV - IPMA
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Anexo 3

Cromatograma da fracdo ndo polar (triacilgliceréis) da cavala de outubro
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Anexo 4

Cromatograma da fracdo bioacessivel da cavala de outubro
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Anexo 5

Poster para o XIX congresso de nutricao e alimentacdo e para o 1l congresso internacional de nutricdo e

alimentacéo.

Chub mackerel (Scomber colias):

a sustainable seafood and
a privileged source of DHA

Inés Ferreira®?, Ana Gomes-Bispo'3”, Joana Matos'?, Claudia Afonso*?3,
Carlos Cardoso!?3, Isabel Castanheira?, Carla Motta?, José Prates®,

Narcisa M. Bandarra?

*ana.bispo@ipma.pt

INTRODUCTION

The chub mackerel (Scomber colias) is a pelagic fish
with an high nutritional value. This fish is rich in
omega 3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA),
such as docosohexaenoic acid (DHA, 22:6w3) that
has already been recognized to have benefits
regarding with mental health, prevention of anti-

inflammatory processes and cardiovascular disease.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 — Fat content (%) determined in chub mackerel.

28+0.2e 6.2 £ 0.5° 9.6 £ 0.5¢

v n-3 PUFA as the globally most
abundant fatty acids

DHA accounted nearly half of the total
n-3 PUFA

v The DHA content ranged from 700 and
more 2000 mg/100 g found in March
and October, respectively

v The consumption of 12 to 35 g of chub
mackerel would be enough to deliver
the DHA recommended dose

associated with a normal brain function
(250 mg/day)

CONCLUSION

The great nutritional value of chub
mackerel lipid fraction, together with its
high abundance within the Portuguese
coast, makes this fish a sustainable

seafood, with a great valorisation
potential, as well as a good alternative to
other species whose fishery is facing
strong restrictions.
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METHODS

Bligh and Dyer method [1]

Acid-catalysed transesterification
and quantification by means of gas
chromatography [2]

Table 2 — Fatty acid (FA) determined in chub mackerel.
Results are expressed both in mg/100 g and in
percentage of total FA (inside the brackets).

3339 +17.8% 1075.1 £ 1.7° 950.8 + 39.6°

o (13.1 + 0.7°) (19.0 + 0.1°) (10.6 + 0.4%)
5 SFA 644.1 +£27.0° 1776.1 + 6.8° 1755.9 + 42.6°
(25.3 + 1.1%) (31.5 + 0.19) (19.5 + 0.5°)
18:1n-0 264.0 £3.3° 739.6 + 1.1° 1355.6 + 35.5¢
: (10.4 £ 0.12) (13.1 £ 0.0°) (15.1 £ 0.4°)
86.0 + 1.32 193.4 + 0.4° 339.3 + 5.6¢
18:1n-7
(3.4 +0.17) (3.4 + 0.0%) (3.8 +0.19
537.8 £+ 5.9 1713. 4> 478.1 + 40.6°
5 MUFA - 321 24781 =
(21.1 + 0.22) (30.4 + 0.0°) (27.5 + 0.5Y)
37.1 £ 0.9 68.4 + 0.1 117.4 + 1.8°
18:2n-6 (1.5 £ 0.09 (1.2 £ 0.0%) (1.3 £ 0.0%°)
a.b b c
18:3n-3 326+ 0.8 43.0+1.2 101.1 £ 2.0
(1.3 £ 0.09 (0.8 + 0.0%) (1.1 £ 0.0°)
255.4 + 2.3 544.8 + 0.7° 1451.3 + 17.6°
20:5n-3

(10.0 + 0.12) (9.7 £ 0.0%) (16.1 £ 0.2%)

46“3\ 717.7 £26.22>  869.2 + 3.4 2024.4 + 70.7¢
\i/ (28.2 + 1.0 (15.4 £ 0.1%) (22.5 + 0.8)

1310.1 +31.0°  1992.9 + 2.0° 4690.2 + 90.3¢

EPUFA (515112 (353017  (52.1%1.0%
s 1171.8 £30.4°  1733.3 £ 1.3°  4245.4 + 90.7°
(46.1+1.2%)  (30.7+0.0%9  (47.2+1.0%
S 128.9 +0.5° 226.2 + 1.0 396.8 + 1.5¢
n (5.1 +0.09 (4.0 £ 0.0%) (4.4 £ 0.0°)
n-3/n6 9.1 7.7 10.7

Values are presented as the average + standard deviation. In the same
line, different letters represent significantly different arithmetic means
(p < 0.05).

REFERENCES

[] Bligh, E.G., et al. (1959 ) Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, 37, 911-918.
[2) Bandarra, N.M., etal. (1997) Journal of Food Science, 62, 40-42.

Acknowledgements:

The experimental work and the contract of Ana Gomes-Bispo was funded by the project
NewFood4Thought (Ref.:PTDC/SAUNUT/30455/2017). This work was supported by the following
Post Doctoral Grants: 5FRH/BPD/102689/2014 (*Fundagao para a Ciéncia e a Tecnologia®, FCT) for
the author Carlos Cardoso and DIVERSIAQUA (MAR2020, Ref.: 16-02-01-FEAM-66) for the author
Cléudia Afonso. Doctoral grant awarded by FCT supported the work performed by Joana Matos
(SFRH/BD/129795/2017).

~ ACT FOR TOMORROW

5110 SETEMBRO'20

63



Anexo 6

Resumo/Abstract submetido para 0 XI1X congresso de nutricdo e alimentacdo e para o Il congresso

internacional de nutricdo e alimentacao.
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XIX Congress of Food and Nutrition
Il International Congress of Food and Nutrition
of Portuguese Association of Nutrition

Lisbon Congress Center

The chub mackerel (Scomber colias) is a pelagic fish with an high nutritional value due to its
composition with high protein contents and vitamins from complex B. Furthermore it is rich
in omega 3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA), mainly docosohexaenoic acid (DHA,
22:6w3) that has already been recognized to have benefits regarding with mental health,
namely Alzheimer’s disease, but also in the prevention of anti-inflammatory processes and
cardiovascular disease. Moreover, due to its biological cycles, chub mackerel composition,
namely its lipid fraction, can undergo important seasonal changes that have not been fully
documented so far, namely in what concerns to its fatty acid profile. Our research aimed to
study the chub mackerel fatty acids along the year. The chub mackerel fatty acid profile was
determined by Gas Chromatography (GC-FID). Our results highlighted n-3 PUFA as the
globally most abundant fatty acids, ranging from 37.3 up to 62.7% (Summer and Winter,
respectively) of total fatty acids. For these, DHA accounted nearly half of the total n-3 PUFA
with levels between 16.2 and 37.3% (Summer and Winter, respectively). The lowest DHA
content was found in Spring samples, where the detected level corresponded to

498.4 mg/100 g, and the highest occurred during Autumn reaching more than

2200 mg/100 g. Such contents become even more important if we consider that the intake
of > 250 mg/day of DHA was linked to a neuroprotective effect.

Our research, together with its high abundance within the Portuguese shore, indicates chub
mackerel as a sustainable seafood with a great potential. In this context, its consumption is

a good alternative to other species whose fishery is facing strong restrictions.
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