E Universidade de Aveiro Departamento de Quimica
2018

Sara Filipa da Rocha Oliveira Avaliacdo das caracteristicas organoléticas, quimicas e microbioldgicas
de carne de porco apdés suplementacao da dieta do animal

Evaluation of the organoleptic, chemical and microbiological
characteristics of pork meat after diet supplementation



a Universidade de Aveiro Departamento de Quimica
2018

Sara Filipa da Rocha Oliveira Avaliacdo das caracteristicas organoléticas, quimicas e microbioldgicas
de carne de porco ap6s suplementacdo da dieta do animal

Dissertacdo apresentada & Universidade de Aveiro para cumprimento dos
requisitos necessarios a obtencdo do grau de Mestre em Bioquimica,
realizada sob a orientag&o cientifica do Doutor José Antonio Lopes da Silva,
Professor Auxiliar no Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro
e co-orientacdo do Engenheiro Nuno Guedes, técnico comercial da D.I.N.
Desenvolvimento e Inovagdo Nutricional, SA.



Dedico o presente trabalho aos meus pais, irmdo e a Claudia, pela

forca e apoios incansaveis ao longo do meu percurso académico.



O JUri

Presidente

Orientador

Arguente

Prof. Doutor Francisco Manuel Lemos Amado

Professor associado com agregacdo do Departamento de Quimica da
Universidade de Aveiro

Prof. Doutor José Antonio Teixeira Lopes da Silva

Professor auxiliar do Departamento de Quimica da Universidade de
Aveiro

Prof. Doutora Ivonne Delgadillo Giraldo
Professora associada com agregacdo do Departamento de Quimica
da Universidade de Aveiro



Agradecimentos

O nervosismo que senti no dia em que pisei 0 campus da UA regressa
novamente a mim. A ansia pelo novo, pelo desconhecido, por aquilo
que me faz crescer comeca novamente. Contudo, sei que ndo estou
sozinha, comigo tenho 0s meus queridos pais e 0 meu fantastico
irmdo que, em rigorosamente tudo, me apoiam e, em tudo me

incentivam sempre a procurar o melhor de mim.

Jorge, a ti que és 0 meu idolo, a ti que és pessoa mais perfecionista
que conheco, a ti que me ouves, um enorme obrigada. A ti, com

especial carinho, dedico este trabalho.

Claudia, um obrigada muito especial a ti por seres esse ser humano
fantastico e que tanto me inspira. Quero também, agradecer ao meu
super padrinho que cuida de mim como ninguém cuida. Tia Lina,

Renato, obrigada!

Margarida, Joana e Fatima, as minhas engenheiras, a vocés nunca

serdo suficientes as palavras de gratiddo que poderei expressar.

Leandro, a ti, pela paciéncia e companheirismo, a ti, porque és de

verdade.

Ao Professor Doutor José Antonio Lopes da Silva deixo uma nota de
especial apreco. Agradeco-lhe o acompanhamento e dedicacéo,
agradeco-lhe a calma que me ensinou a ter e a forma como me fez

aprender.

Ao Engenheiro Nuno Guedes agradeco a fantastica oportunidade. A
si deixo um obrigada enorme pelas oportunidades, conversas e

conselhos, levarei todos comigo!



Palavras chave

Resumo

Mega Sense, qualidade organolética, oxidacdo, muasculo longissimus,
carne de porco

O presente trabalho teve como objetivo analisar o efeito do Mega
Sense, um produto tecnoldgico e inovador, na carne de porco fresca,
congelada e cozinhada e ainda em produtos que desta derivam, como
por exemplo, o lombo curado. O Mega Sense propde-se,
essencialmente, quando introduzido na dieta dos animais, a
antagonizar 0s processos oxidativos que decorrem na carne, apos
abate do animal, e que sdo prejudiciais a qualidade nutricional e
organolética. E esperada uma acdo direta do produto na carne de
porco, visto que o animal € monogastrico, logo, a dieta a que é
submetido reflete-se nas caracteristicas do musculo. Assim, em
costeletas do musculo longissimus, foram efetuados véarios ensaios,
mediante as normas em vigor no presente ano civil, de forma a
determinar o pH e atividade da agua. O perfil lipidico, avaliado
através de GC-FID, o grau oxidativo, determinado por TBARS, ¢ a
cor, avaliada através de colorimetria pelo método CIE L*a*b*, foram
também estudados. Estes ensaios foram efetuados na presenca e
auséncia do produto na alimentacdo, de forma a perceber se as
diferencas  desejadas sdo  estatisticamente  significativas.
Adicionalmente a este primeiro objetivo foi iniciado um outro que
visa a validacdo, para posterior acreditacdo do método aplicado para
a determinacdo do perfil lipidico através de cromatografia gasosa. O
pH, a aw € a humidade apresentaram valores superiores na presenga
do Mega Sense na dieta, porém, a diferenca ndo se verificou para as
amostras de lombo curado. O grau oxidativo, avaliado via TBARS,
foi menor na presenca deste suplemento alimentar, para todas as
amostras analisadas, evidenciando-se a atividade antioxidante do
produto. Relativamente ao perfil lipidico, o papel do suplemento
alimentar foi, em parte, concordante com os resultados obtidos na

avaliacdo do grau oxidativo. Quanto ao processo de validagdo foram



realizadas apenas as curvas de calibracbes e avaliada a sua
linearidade. No presente trabalho evidenciou-se a capacidade
antioxidante do Mega Sense, sobre alguns parametros qualitativos,
embora seja necessario o aprofundamento do seu estudo,
nomeadamente, quais 0s mecanismos de acdo responsaveis por esses
efeitos. Relativamente ao processo de validagao, encontra-se ainda
numa fase preliminar; realizaram-se ensaios preliminares que
envolveram a obtencdo de curvas de calibracdo e a andlise de

linearidade.
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The objective of the present work is to analyse the effect of Mega
Sense, a technological and innovative product, on fresh, frozen and
cooked pork and also, products derived from it, such as cured loin.
Mega Sense is mainly intended to antagonize the oxidative processes
that occur in the meat, after slaughtering the animal, and that are very
harmful to the nutritional quality and, especially to the organoleptic
quality. A direct action of the product on pork is expected since the
animal is monogastric soon, the diet to which it is subjected is
reflected in the characteristics of muscle. Thus, on longissimus
muscle ribs, several tests were carried out, in accordance with the
norms of the current calendar year, to determine the pH, water
activity. The lipid profile, evaluated by GC-FID, the oxidative
degree, determined by TBARS and color, evaluated by colorimetry
using the CIE method L* a* b *, were also studied. These tests were
carried out in the presence and absence of the product in the feed, to
see if the desired differences are statistically significant. In addition
to this first objective, a new study was initiated to achieve the
validation of the method used to determine the lipid profile through
gas chromatography. The pH, aw and humidity presented higher
values in the presence of Mega Sense in the diet, however, no
difference was observed for samples of cured loin. The oxidative
grade, evaluated via TBARS, was lower in the presence of this food
supplement, for all the analyzed samples, evidencing the antioxidant
activity of the product- Regarding the lipid profile, the role of the
dietary supplement was in part concordant with the results obtained
in the evaluation of the oxidative grade. As for the validation process,

only the calibration curves were performed and their linearity



evaluated. In the present work the antioxidant capacity of Mega
Sense was evidenced, on some qualitative parameters, although it is
necessary to deepen its study, namely, which mechanisms of action
are responsible for these effects. In relation to the validation process,
itis still at a preliminary stage; preliminary tests involving calibration

curves and linearity analysis were performed.
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Capitulo 1 e 2 - Introducéo




1. Empresa de acolhimento

A D.I.N., Desenvolvimento e Inovagdo Nutricional S.A., € uma empresa direcionada para
a nutricdo animal, cujo principal foco é o constante desenvolvimento de novas
metodologias, ideias e estratégias que proporcionem o progresso na area e o consequente
destaque da empresa. Recentemente, a semelhanca da Ibersan, passou a integrar o grupo
francés CCPA, Conseils et Compétences en Productions Animales, uma vasta empresa
com grande impacto a nivel europeu no setor da nutricdo animal, possuindo Vvérias

delegacgBes em diversos paises.

A sede da empresa situa-se no Parque Industrial da Catraia, freguesia do Couto do
Mosteiro no concelho de Santa Comba D&o. Aqui, as instalacbes dividem-se numa
unidade fabril que visa a producdo de alimentos para animais, nomeadamente, racgoes,
pré-misturas, alimentos de iniciacdo, matérias primas e diversas especialidades para
varias espécies animais e num laboratério de desenvolvimento e investigacédo, dedicado
a inovacao e crescimento em areas como a nutricdo animal, onde a atencdo € direcionada
para o desenvolvimento de formulagdes e farmacéuticos que solucionem exigéncias
bioldgicas durante o crescimento do animal. O L.I1.D., laboratério de inovacdo e
desenvolvimento, cuja competéncia técnica foi reconhecida pelo Instituto Portugués de
Acreditacdo (IPAC), segundo os requisitos da norma NP EN ISO/IEC 17025:2005, visa
uma alargada area de servicos de investigacdo e andlise direcionados sobretudo para a
alimentacdo animal, industria alimentar e farmacéutica e ainda a analise de aguas
residuais. Com equipamento atualizado este laboratorio consegue aliar-se a investigacao
cientifica promovendo o avancgo e expansdo de conhecimentos, fornecendo aos clientes a
alternativa que melhor se adequa as suas exigéncias, contribuindo deste modo, para o seu
crescimento. O dominio de diversas técnicas como o HPLC, GC-FID, absor¢do atomica,
NIR, ELISA, Duma, etc, permite o destaque e a disponibilizacdo da empresa para ensaios

fisico-quimicos e microbioldgicos.

2. Revisao Bibliografica

Atendendo aos objetivos e ao trabalho realizado durante o estagio na empresa DIN
S.A. no &mbito deste projeto de mestrado, os quais envolveram ndo s a avaliagcdo do
impacto de um aditivo alimentar na qualidade da carne de porco e derivados, mas
também, o processo de validagéo para posterior acreditacdo da metodologia usada para
determinacéo do perfil lipidico, via GC-FID. A reviséo bibliografica que se segue aborda
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a revisao do estado da arte relativamente as propriedades qualitativas da carne de porco e
as possiveis alteracfes provocadas por alteragdes na dieta e ainda, a cromatografia gasosa
com detetor por ionizacdo de chama e os requisitos imprescindiveis a validagdo da

metodologia aplicada.

2.1. Qualidade da carne - Contextualizacéo

A qualidade da carne €, atualmente, um conceito bastante amplo, que abrange um
complexo e alargado conjunto de critérios, tabela 1, que se inter-relacionam em varias
relacbes causa-efeito. Do ponto de vista quimico e bioquimico, este conceito implica
pardmetros como: valor nutricional, composi¢do, nomeadamente o teor lipidico e, ainda,
estabilidade oxidativa.! Quanto a vertente tecnoldgica, a qualidade inclui parametros
como o tempo de prateleira, a sua transformacao nos mais diversos derivados, textura e

capacidade de retencdo de agua.

Tabela 1 - Principais vertentes associadas a qualidade da carne

Vertente: Parametro:

e Fatores extrinsecos:
» Microrganismos patogénicos
» Contaminantes residuais
Fatores intrinsecos:
> aw
> pH
Valor nutricional
Composigéo:
Quimica e Bioquimica > Lipidica
» Muscular
Reservas energéticas.
Capacidade de retencdo de agua
Tempo de prateleira
Consisténcia e textura
e Aspeto fisico:
e Cor
e [Forma
Sensorial  Tamanho
e No momento de prova:
» Tenrura
» Suculéncia
» Sabor

Seguranca

Tecnolodgica




Porém, estas condicionantes da qualidade sdo também afetadas pelas
circunstancias em que a carne € produzida como sistemas de gestdo, raca, gendtipo,
alimentacdo, tratamento do animal antes, durante e apds o abate, onde se inclui a
metodologia usada, arrefecimento da carcaca e 0 seu consequente armazenamento.? A
progressdo da carne, incluindo as condi¢des que antecedem o processo de conversao
musculo-carne, na cadeia de distribui¢do cujo percurso se inicia nos processadores, passa
pelos retalhistas e termina nos consumidores, implica a garantia de qualidade em todas as
etapas, algo que apresenta custos associados que poderédo ser elevados. Uma vez que o
consumidor é cada vez mais informado e ativo exigindo ao mercado carnes, e respetivos
derivados, de qualidade superior.> A demanda do consumidor pela alta qualidade da carne
influencia a sua decisdo no momento de compra. Numa primeira fase de andlise o
consumidor avalia aspetos visuais como a cor e o nivel de gotejamento da peca que
pretende comprar. Apesar do comprador relacionar os parametros mencionados
anteriormente, com a frescura da carne, este s6 adquire o produto com maior frequéncia
se aspetos como sabor e suculéncia se destacarem dos demais produtos disponiveis no

mercado.*

Na indastria de producdo e processamento suina é cada vez mais assente a
necessidade de desenvolvimento de carne de qualidade superior, com valores nutricionais
melhorados, isto porque, existem alternativas viaveis ao seu consumo, como a carne de
frango ou recursos de origem vegetal que se encontram disponiveis em larga escala e de
forma mais econdmica.® Surge, deste modo, uma problematica em relagdo a manutencgao
da carne de porco num lugar de destaque no mercado, o que torna crucial o estudo e
desenvolvimento de metodologias alternativas que promovam uma carne de qualidade
quer organolética, quer nutricional.® No presente trabalho, é avaliada a manipulagio da
dieta como forma de melhoramento de varios parametros qualitativos na carne, através
de uma diminuicdo do ambiente oxidativo. Todavia, um conhecimento prévio da
composicdo muscular, da raca e dos acontecimentos durante 0 processo postmortem é

importante para uma melhor compreenséo do estudo realizado.

2.2. Carne de porco — uma visao geral

Atualmente, a carne desempenha um papel de relevo na dieta surgindo como uma
fonte de proteina de qualidade, minerais essenciais, como o ferro e o zinco e de vitaminas,

nomeadamente vitaminas do complexo B. A carne é a principal fonte de gordura da dieta,



sobretudo para a sociedade Ocidental, na qual se inclui Portugal, onde,
consequentemente, a ingestao de &cidos gordos saturados ocorre em elevada quantidade,
fator este que, se torna potencialmente prejudicial, podendo levar, por exemplo, ao
desenvolvimento de doengas cardio-vasculares.” Contudo, a preocupaco e procura do
consumidor por alimentos saudaveis e que contribuam favoravelmente para a sua saude
tem aumentado exponencialmente, revelando-se esta tendéncia comportamental, por
exemplo, através da procura pela ingestdo de carne com baixo teor de gordura saturada.®
Atualmente, em Portugal sdo escassas a tentativas para que a carne de porco se torne rica
nutricionalmente, assim, um dos principais objetivos a que o Mega Sense se propdem € o
de contrariar esta tendéncia, este que consiste numa formulacdo desenvolvida pelo grupo
francés CCPA e que conjuga trés grupos de compostos naturais, 0s taninos, compostos
fendlicos e a-tocoferol. Assim o designio deste produto é reduzir o ambiente oxidativo, e
aumentar o teor de acidos gordos em 6mega-3 e -6 ndo oxidados, através da protecao dos
acidos gordos polinsaturados (PUFAS) presentes na carne que, tendencionalmente,
sofrem oxidacg&o, acontecimento que resulta na sua degradacéo.

2.2.1. Aspetos estruturais do musculo da carne de porco

O musculo, presente no animal vivo, é constituido por fibras longas, paralelas e
cilindricas, como é possivel verificar na figura 1. Cada fibra é uma célula multinucleada,
constituida por miofibrilas, também com formato cilindrico, cuja constituicdo consiste
maioritariamente em proteinas, responsaveis pelos processos de contraco, e agua.® Cada
fibra esta rodeada por uma camada de tecido conjuntivo, o endomisio, o conjunto de fibras
musculares origina o fasciculo, rodeado pelo perimisio, e o conjunto de fasciculos resulta
no musculo, por exemplo, no musculo esquelético, sendo este também rodeado por uma
camada de tecido conjuntivo, o epimisio.® Assim, a maioria dos musculos consiste numa
mistura heterogénea de fibras, com tamanhos e cor variaveis, sendo este Gltimo parametro
dependente do contetdo de mioglobina presente. Os musculos podem similarmente,
diferir ao nivel do seu metabolismo energético, composicao lipidica e mitocondrial e
ainda na densidade capilar que apresentam.® As fibras podem ser classificadas mediante
alguns parametros, como: a cor ou a velocidade de contragdo, podendo ser denominadas
por vermelhas, brancas ou intermédias ou, fibras de contracdo lenta ou rapida,

respetivamente.®
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Figura 1 - Constituicdo detalhada da estrutura muscular. Cada fibra é uma célula
multinucleada, constituida por miofibrilas, com formato cilindrico, cuja constituicdo consiste
maioritariamente em proteinas contrateis, como a miosina e a actina que se encontram no
sarcomero, e agua.® Cada fibra é rodeada por uma camada de tecido conjuntivo, o endomisio, ¢
conjunto destas origina o fasciculo, que é rodeado pelo perimisio, e o conjunto de fasciculos
resulta no masculo. (imagem adaptada do livro 'Clinically Oriented Anatomy’)®

Relativamente a classificacdo das fibras face a rapidez com que contraem estas
sdo distinguidas entre si com base no seu metabolismo, existindo, deste modo, fibras de
contracdo lenta oxidativa e fibras de contracdo rapida glicolitica ou oxidativa. E ainda
possivel estabelecer uma relacdo entre a cor e 0 metabolismo que as fibras apresentam,
as vermelhas correspondem a fibras de contracdo lenta oxidativas, as brancas a fibras de
contracdo rapida glicolitica e as intermédias a fibras de contragdo rapida glicolitica ou

oxidativa.®

As fibras vermelhas, que se encontram em maior proporcdo na carne de porco,
sdo, tipicamente, as mais pequenas e vermelhas, estando esta Ultima caracteristica
relacionada com a maior concentragdo de mioglobina presente e com a elevada
predominancia mitocondrial, culminando assim, num metabolismo essencialmente
oxidativo. O processo metabdlico associado a estas fibras é aer6bico, o que torna a
presenca de oxigénio fundamental para a producdo de energia nestes locais.
Contrariamente, as fibras brancas sdo, comummente, mais largas, e possuem menor
abundancia de mioglobina, contetdo lipidico, capilares e mitocdndrias, estas ultimas que,
devido a sua baixa atividade conferem um metabolismo anaerdbico/glicolitico a este tipo
de fibras.!!



As diferencas na capacidade metabdlica dos dois tipos de fibras estdo
relacionadas, ndo s6 com a presenca de isoformas especificas de proteinas contrateis,
como por exemplo, cadeias leves e pesadas de miosina, proteinas reguladoras, mas
também com a velocidade de contracdo, anteriormente mencionada, padrées de enervagédo
do préprio musculo e propriedades mecanicas que este possui.? As fibras vermelhas
surgem com um turnover lento de ATP, conseguindo, portanto, permanecer ativas durante
longos periodos, j& as fibras brancas surgem com um turnover mais rapido, esgotando
rapidamente as suas reservas, 0 que leva a que a sua atividade prevaleca durante menores

periodos de tempo.®
2.2.2. Constituicao e caracteristicas do musculo longissimus

A carne de porco, como mencionado previamente, caracteriza-se pela sua cor
vermelha, devido ao elevado teor de mioglobina em conjunto com uma maior proporgao
de fibras vermelhas, ricas em mitocondrias, e, portanto, com um metabolismo aerébico
prevalecente, que podera manifestar-se em taxas oxidativas elevadas. Esta € detentora de
um perfil de &cidos gordos bastante caracteristico, que se mantém constante, mesmo com
a variacdo da raca e do sexo, possuindo quantidades substanciais de &cido palmitico
(16:0), estearico (18:0) e oleico (18:1).1* O centro do musculo longissimus, contém,
tipicamente, 1% do total de lipidos presentes no musculo do porco. Relativamente ao
acido linolénico (18:3), que é um &cido gordo dmega 3, este surge em pouquissimas
quantidades, quando comparado com o acido linoleico (18:2), o qual é o acido gordo
Omega 6 mais comum na carne de porco, o que resulta, tipicamente, numa razdo w-6/w-
3 bastante elevada, algo que n&o é favoravel a qualidade nutricional do alimento.!* O
acido linoleico deriva essencialmente da dieta do animal, percorre o seu sistema digestivo
e ja no intestino delgado € absorvido para a corrente sanguinea, onde é transportado para
os tecidos do animal, esta incorporacdo € maior nos animais monogastricos, como o
porco, do que em animais ruminantes, como a vaca.*® Ja o acido linolénico pode derivar
quer da dieta do animal, quer da acdo de elongases e dessaturases que atuam sobre o acido
linoleico, acrescentando-lhe uma insaturacdo. Esta atividade enzimética pode também
ocorrer em acidos gordos com 20 carbonos, onde, consequentemente se da a adigéo de
vérias insaturaces.’® A percentagem de &cido linoleico (18:2 ®-6) presente nos
fosfolipidos do muasculo longissimus é superior a percentagem dos triacilglicerideos, facto

que deriva da elevada presenca deste acido na dieta do animal. Os 6megas 3 de cadeia



longa (C20-C22) ocorrem em baixas concentracfes na gordura subcutanea, porém a sua
presenca no masculo de ruminantes é vestigial, o que reflete que a deposicao, ainda que
pequena, é favordvel nos TAG dos animais monogastricos. Relativamente a relacdo do
sexo com a quantidade dos PUFAs, os machos tendem a apresentar concentracdes
maiores do que as fémeas, isto porque apresentam menor quantidade de camada de

gordura fina das costas (P2).%®

2.2.3. Reac0Oes postmortem e a qualidade da carne

Ap0s o abate do animal, da-se a conversdo do musculo em carne, fenémeno este
que, resulta de um conjugar de reacdes que levam a alteracdo do musculo e s6 cessam, ou
se reduzem, quando o rigor mortis se instala. Inicialmente, e devido a paragem da corrente
sanguinea, ocorre um declinio abrupto do oxigénio que se encontra no musculo, o que
resulta numa diminuicdo do potencial redox para valores inferiores a -50 mV, no término
da atividade mitocondrial e na interrupcao da respiragdo celular.'? Os acontecimentos que
sucedem o sangramento, realizam-se em anaerobiose, sendo o glicogénio o principal
fornecedor de substrato as rea¢Bes que sdo caracteristicas ao postmortem. O metabolismo
anaerobico do glicogénio resulta, sobretudo, na formacéo de lactato, o que explica que a
taxa de metabolismo anaerdébico que acontece no postmortem tenha um impacto critico
nos atributos da qualidade da carne.® E por isso, fundamental, como veremos em seguida,
que o controlo dos niveis de glicogénio e de creatina fosfato no momento de abate seja
feito de forma adequada, permitindo a obtencdo de carnes com maior qualidade, pois
caracteristicas como a capacidade de retencdo de dgua melhoram, resultando em carne
mais tenra e com maior valor nutricional, dado que a perda de nutrientes hidrossollveis

é menos significativa.l’

Quer a diminuicdo do potencial redox, quer a paragem da respiracdo celular,
resultam num aumento da concentracdo e deposicdo de acido latico, uma vez que a
glicolise se da em maior escala, levando a uma consequente diminui¢do do pH, para
valores proximos de 5,6, resultando na desnaturacdo de proteinas, como a mioglobina, o
que leva a perda de cor vermelha. A desnaturacdo das proteinas também influencia a perda
de capacidade de retencdo de agua, levando a que a carne perca qualidade, quer
nutricional, quer organolética.’® Cerca de 12 horas depois da morte do animal, com o
aumento gradual de lactato e desenvolvimento de um ambiente acidico, a perda de agua

e amoniaco, NHs, aumenta progressivamente. Esta perda de agua provoca rapidamente



alteragBes na humidade que a peca de carne possa apresentar.t® Com a paragem da
atividade celular e com a diminuicdo do pH para valores acidicos, a formacéo de ATP, a
partir da glicolise é reduzida, no entanto, o seu consumo continua. Para que processos
como a contracéo-relaxacdo ocorram, 0 musculo recorre as reservas de creatina fosfato,
que permitem a ressintese de ATP através de ADP, nucledtidos estes que, demoram cerca
de 24 horas a desaparecer. Ja a inosina e a hipoxantina (produto final), que so indicadores
da perda total de qualidade, formam-se 7 dias ap0s o abate e sdo os produtos finais da
reagdo de quebra destes nucledtidos.*® Apos a formagdo do complexo actomiosina, que
se forma durante o processo de contracdo e que torna o musculo rigido, e com a
insuficiéncia de ATP, o masculo ndo consegue relaxar, ficando permanentemente
inflexivel, levando assim, ao desenvolvimento do estado rigor mortis, resultando numa
carne dura. O tempo postmortem necessario para que o rigor mortis se instale é variavel
e dependente de diversos fatores, como por exemplo: tamanho do animal e posteriormente
da carcaca, quantidade de gordura e condigfes ambientais em torno da carne,
nomeadamente, a temperatura de refrigeragdo.'? O processo de refrigeracdo, em que se
da o arrefecimento da carcaca, afeta o rendimento da glicélise, que consequentemente,
influencia a diminuicdo do pH e o tempo que demora até se atingir a condi¢do de rigidez.
Porém, este decréscimo da temperatura e a velocidade a que ocorre sdo, assim como o
tempo até ao rigor mortis, influenciados pelo tamanho da carcaca e a espécie do animal.
No entanto, também a localizacdo anatdbmica do mdsculo € determinante para o

arrefecimento, uma vez que musculos subcutineos, arrefecem mais rapidamente?.

A proteolise exerce um forte impacto na textura e na tenrura da carne, visto que
contribui para a quebra das proteinas miofibrilares, que sdo responsaveis pela estrutura
muscular. Este processo, que ocorre ap6s a instalacdo do rigor mortis, influencia
diretamente o sabor e aroma, dado que leva a producéo de aminoacidos livres e peptideos
que influenciam as caracteristicas organoléticas da carne ou dos produtos que dela possam

derivar.1°

Durante a maturacdo da carne, a proteolise da-se em proteinas miofibrilares de
importante relevo para a estrutura, como a troponina T, que sofre acdo das calpainas,
resultando na libertagéo de fragmentos, com cerca de 30 kDa, como a nebulina, desmina,
titina, entre outros, que se encontram associados com a tenrura da carne. Assim, a
fragmentacéo proteica determina a tenrura que a carne podera apresentar, sendo, portanto,

possivel avaliar a tenrura através do indice de fragmentacdo miofibrilar, IMF.?* O



processo de maturacdo é mais rapido na carne de aves seguindo-se a carne de porco, dado
que as miofibrilas musculares das aves sdo facilmente degradaveis, facto que resulta de
diferencas entre espécies, quer na atividade enzimatica, conteudo inibitorio, quer na
suscetibilidade a protedlise por parte da estrutura miofibrilar de cada animal. A taxa de
rendimento da protedlise ¢é afetada pela solubilidade das proteinas que,
consequentemente, sdo afetadas por pardmetros como o decréscimo do pH, a
concentracéo de &cido latico e a adigdo de sal que pode ser feita durante a maturagio.®
Todavia, com o aumento da idade do animal o processo de maturacdo € menor ja que,
com o avancar da idade a concentracdo de colagénio é maior e, portanto, 0 musculo é

mais estavel e mecanicamente mais resistente.!

2.2.4. Influéncia da raca na qualidade da carne

Racas ou variacdes genéticas com reduzidas concentracdes de lipidos totais no
mausculo, isto é, fosfolipidos e triacilglicerideos, nos quais os fosfolipidos se encontrem
em maior proporgdo, apresentario maiores quantidades de PUFAs.?? Entre ragas o
contetdo de fosfolipidos, no musculo longissimus, usualmente é semelhante, porém,
existem diferencas na quantidade de triacilglicerideos presentes nos lipidos totais.?* No
presente trabalho, as racas de porcos estudadas foram ndo sO, as provenientes do
cruzamento de um progenitor de raca pura, Pietran, e de progenitoras que resultam do
cruzamento: Landrace x Large White (Figura 2) como, a linha pura de porco bisaro
(Figura 3).

Figura 2 - Na imagem encontra-se um exemplar de cada uma das racas usadas para
cruzamento, Pietran, Landrace e Large White, respetivamente.*’

A racga Pietran caracteriza-se por um crescimento lento e uma proporc¢éo de fibras
musculares brancas superior as vermelhas, sendo por isso, uma carne menos suscetivel
aos efeitos prejudiciais da oxidacdo. A carne desta raca surge com baixos teores de
gordura, 0s animais sao mais musculados do que o comum, o que resulta numa qualidade

muscular elevada. Relativamente a camada de gordura fina das costas, comumente
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designada pela posic¢éo P2, estes animais, normalmente, apresentam uma média de 9,00
mm, valor que esta abaixo em relagdo as restantes ragas.?* O valor da posicdo Py, é
calculado a partir de uma distancia média de 6-8 cm da linha média dorsal na ultima curva
da costela, locais estes que, segundo inUmeras pesquisas, Sdo 0S mais apropriados para a
avaliacdo da profundidade da camada dérmica dos animais vivos.?® A raca Landrace, em
semelhanga a raga anterior, surge com uma carne magra, de baixo teor de gordura,
todavia, superior a da raga Pietran. S&o animais cujo P2 varia, normalmente, para valores
aproximados de 13 mm, surgem com boa capacidade proliferadora e com elevada
habilidade e desempenho materno, fatores que tornam este animal bastante frequente em
programas de producdo de hibridos.?* Ja os porcos Large White, que resultam do
cruzamento de racas geneticamente distantes, sdo animais precoces, de crescimento
rapido, estrutura fina e também com baixos teores de gordura, apresentando um P2 médio
de 12 mm; as fémeas desta raca caracterizam-se pela alta produtividade e por serem boas
leiteiras.!® Finalmente, O porco bisaro é um animal de grande porte (figura 3), podendo o
seu comprimento variar entre meio metro e um metro e meio, podem surgir com pelo
preto, branco ou malhado e apresentam elevada prolificidade. Apresentam um P, de 17
mm e a sua carcaca contém uma percentagem de musculo superior a de gordura, fator que
Ihe confere distincdo a nivel da qualidade organolética, ja que a quantidade de gordura

intramuscular é elevada.?®

Figura 3 - Exemplar da raca de porco bisaro numa producéo
em ambiente aberto.

Como existe um bom balango entre os &cidos gordos saturados e insaturados, com
predominancia do acido oleico, a qualidade organolética e tecnoldgica da carne é elevada,

fator que contribui para a producdo de processados de grande qualidade, da qual é
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exemplo o lombo curado, como serd apresentado em seguida. Em consonancia com as
caracteristicas relativas a cada raca abordadas até ao momento, torna-se importante
destacar que, nos altimos anos, tém ocorrido mudancas significativas no tipo de porco
que é produzido, principalmente no Reino Unido e mais alguns paises do norte da Europa.
Existe a preferéncia por modelos de crescimento rapido e com baixas percentagens de
gordura, em combinagdo com o0 uso de machos puros, o que resulta em carcacas com
baixo teor de gordura e consequentemente uma maior propenséo para a obtengédo de carne

com elevada qualidade, principalmente nutricional.?’

2.2.4.1. Lombo Curado — processo de cura: alteracdo de varios aspetos

bioquimicos

O lombo de porco bisaro, proveniente do musculo longissimus, sofre um processo de
cura seco com duracao de 5 meses, sob controlo da humidade e da temperatura, estes que
sdo fatores de risco para o crescimento microbiano e a consequente degradacdo do
produto. Este processo inicia-se com a cobertura da superficie da peca com sal, de forma
homogénea, para que ocorra uma penetracdo uniforme por toda a peca, seguida pelo
armazenamento do lombo em ambiente regulado permitindo a satura¢do da carne ao
longo do tempo.?® Aquando do término do processo € obtido um produto firme e com
uma camada de gordura superior de destaque, conferindo-lhe um sabor e tenrura

caracteristicos agradaveis ao consumidor.?

Como o pH durante o processo de cura é neutro, ou varia ligeiramente em torno de
pH 7, estimula a atividade proteolitica, principalmente das calpainas, das catepsinas B e
L e ainda de véarias aminopeptidases, o que permite inferir que neste processo existe
sobretudo uma ativacdo de proteinas miofibrilares. No final do processo verifica-se um
desvanecimento da linha Z e um enfraquecimento das fibras, dada a acdo enzimatica, ja
que as catepsinas D permanecem estaveis até 6 meses de processamento e as catepsinas
B, L e H permanecem ativas durante todo o processo de cura, originando varios
fragmentos peptidicos, 2700-4500 Da, varios aminoacidos livres como a valina, alanina
e lisina e ainda acidos gordos livres, todos estes responsaveis pelo desenvolvimento de
cor, sabor, textura e cheiros bastante apelativos.?® Com o desenrolar do processamento a
atividade das lipases, estimulada pelo sal, forma elevadas quantidades de acidos gordos
livres, oriundos dos fosfolipidos da membrana, sobretudo nas camadas mais a superficie,

onde a quantidade de sal € maior, o que resulta consequentemente, numa diminuicéo da
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quantidade de agua, dada a perda de fluido intramuscular. Assim, a carne é seca € a
probabilidade de contaminagdo microbioldgica é bastante reduzida, o que ird permitir o
aumento da validade do produto.®® A atividade das lipases é amplificada a pH neutro e a
aw baixa, levando ao aumento da deposicdo de &cido oleico, palmitico, estearico e
araquiddnico, responsaveis pelo sabor caracteristico do produto. Todavia, com 0 aumento
de &cidos gordos livres, aumenta o grau de insaturacdes disponiveis, 0 que resulta numa
maior propensdo oxidativa.3! As condi¢bes em que a cura é realizada promovem o
ambiente oxidativo o que ira resultar no desenvolvimento de cor, sabor e aromas

carateristicos, como sera abordado em seguida.

O processo de cura pode ser feito com recurso a sal, nitratos ou nitritos, responsaveis
pela alteracdo da cor (ja que complexam com a mioglobina levando ao desenvolvimento
de cores escuras), aclcar e condimentos, componentes que mediante as quantidades
utilizadas irdo originar diferentes caracteristicas no produto final.3> Como o processo de
salmoura é lento, o controlo da temperatura, com variacéo entre 2°C a 4°C, é fundamental
para a preservacgdo do lombo, ja que temperaturas inferiores a 4°C retardam o crescimento
de microrganismos. Como o sal reduz a atividade da &gua verifica-se um menor
crescimento bacteriano, sobressaindo apenas o crescimento de bactérias haléfilas, estas
que sdo tolerantes a elevadas quantidades de sal.?® Assim, para o lombo curado esperam-
se elevadas quantidades de acido oleico, taxas oxidativas ligeiramente elevadas, atividade
da agua e humidade reduzidas. Com base no processamento sofrido espera-se que o

lombo curado surja com elevada qualidade tecnolégica e organolética.
2.3. Processos oxidativos e a sua contribuicdo para a perda de qualidade

A concecdo de que a deterioracdo microbiana é o principal fator de perda no sector
de producdo e comercializacdo de carne suina e derivados é erronea, isto porque, a
degradacdo oxidativa dos constituintes da carne assume papel igualmente importante.
Esta é responsavel por elevadas perdas ja que induz diversos processos que resultam num
decréscimo de qualidade promovendo, consequentemente, uma rapida diminuicdo do
tempo de prateleira e por isso, prejuizos elevados.® Torna-se assim importante perceber
de que modo é que a oxidacdo afeta negativamente a qualidade da carne, em todas as suas
vertentes, e de que forma a solugé@o proposta neste trabalho, futuramente apresentada,

pretende antagonizar a sua acdo. Assim, de modo a facilitar a compreenséo dos assuntos
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abordados séo relembrados em seguida, alguns conceitos basicos relativos ao conceito de

oxidagao.
2.3.1. Reag0Oes Oxidativas — Mecanismo de agéo

As reacOes oxidativas, de origem quimica ou bioquimica, resultam da perda de
eletrbes ou a&tomos de hidrogénio por parte de uma determinada molécula. A existéncia
de um agente redutor, capaz de doar eletres, implica a existéncia agente oxidante, que
apresenta capacidade para aceitar o eletrdo doado, portanto, percebe-se que devera existir
um equilibrio controlado entre estes. A ocorréncia deste tipo de reacbes implica a
formacéo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio que sdo deveras prejudiciais
ao organismo.®* De modo a contrariar esta tendéncia existem compostos antioxidantes,
que sdo moléculas capazes de antagonizar as rea¢des oxidativas passiveis de acontecer no
organismo, promovendo a estabilidade oxidativa, este que € um acontecimento capaz de
minimizar possiveis lesdes em determinados constituintes da carne.®®. Em sistemas
bioldgicos, o termo pré-oxidante refere-se a espécies capazes de promover a oxidacao,
como as espécies reativas de oxigenio (ROS), espécies reativas de nitrogénio (RNS),
intermediarios das oxidacdes lipidicas e proteicas e ainda, metais de transicdo, como o
ido ferroso (Fe*). Assim, com o intuito de proteger o organismo do animal é imperativo
a presenca de moléculas com atividade antioxidante vigorosa, como a superoxido
dismutase ou a a-tocoferol, de modo a que ocorra uma inibi¢do da atividade de pro-
oxidantes.®® Na figura 4, é representada, de forma generalizada, a agdo protetora de
antioxidantes sobre células musculares. :

1 2 G\ )
-l L :
] \ @)

LQ e — : =
Figura 4 - Representacdo generalizada da acéo anti- e pro-oxidante sobre células do
musculo liso. 1 - Acdo de um pré-oxidante sobre a membrana celular, da qual resulta a
danificacdo da membrana, a qual pode ou ndo ser reversivel. 2 - A¢do antioxidante de um
determinado composto sob um pro-oxidante com a sua consequente inibi¢ao. Esta ocorre
através da cedéncia de um atomo de hidrogénio, com a sua consequente oxidagado, que €
aceite pela molécula oxidante, levando a que esta se reduza, estabilizando-a. Deste modo,
uma molécula antioxidante para além do seu papel no processo oxidativo protege também

as células, e portanto, o organismo do animal.
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2.3.2. Ambiente oxidativo na carne de porco

Quando as células do musculo de animais sofrem lesdo, devido, por exemplo, ao
processo de abate, o ambiente oxidativo é favorecido, afetando pigmentos, lipidos,
proteinas, hidratos de carbono e outros constituintes celulares e, consequentemente, uma
perda de qualidade geral.3” Monahan et al. (1994),% em concordancia com ensaios ja
realizados, verificaram através de um estudo em costeletas de porco, que as alteracdes
bioquimicas que acompanham o metabolismo do animal no desenrolar do processo
postmortem, onde se da a conversdo do masculo em carne, originam condi¢des nas quais
0s processos oxidativos deixam de ser fortemente controlados e deste modo, 0 balango
entre fatores pré-oxidativos e a capacidade antioxidante favorece a oxidaco.®® Apds o
abate, é improvavel que sistemas antioxidantes como a superéxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase, ceruplasmina e transferina, se encontrem disponiveis nas células
da mesma forma que acontecia no animal vivo, ja que cessa a entrada de alimentos e
diminui a quantidade de sistemas ou metabolitos antioxidantes que ndo sdo produzidos
pelas células do organismo e tém origem na dieta, como por exemplo o retinol, as
vitaminas E e C, carotenoides, cobre, manganés e selénio.®® A extensdo e a taxa de
oxidacdo sdo influenciadas por eventos que antecedem e precedem a morte do animal,
nomeadamente, 0 stress em que este se encontra, 0 pH do musculo e a temperatura da
carcaca.’® Apos o abate, a carcaca é submetida a acbes que alteram a integridade do
muasculo como o desmanche, a cozedura e/ou processamento, alteracdes estas que

também se verificam na compartimentacéo celular.*!

Todavia, a oxidacdo em sistemas bioldgicos, neste caso na carne suina, ndo
acontece num unico ato isolado, como apresentado de forma simplista anteriormente. Esta
resulta numa combinacgdo de reacdes que se poderdo influenciar mutuamente, tornando
as reacOes oxidativas verdadeiros ciclos viciosos, que na auséncia de um controlo
adequado levam a uma rapida degradacdo e consequente perda de qualidade da peca de
carne, ou de algum dos seus possiveis derivados.*? Posto isto, em sequida, é abordada de
que forma a oxidacdo e a sua desregulacdo promovem a perda de qualidade, atraves da

sua interagdo com Varios parametros associados a esta.
2.3.3. Impacto da oxidacao a nivel lipidico

Os acidos gordos polinsaturados encontram-se em baixas quantidades na carne,

pelo que as tentativas para aumentar a sua concentragdo apresentam um risco associado:
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o0 de originarem maiores quantidades de produtos de oxidacao lipidica, em consequéncia
da lipdlise que podera acontecer.®® Halliwell et al. (1993)*, através de métodos
experimentais como a determinacdo de espécies que reagem com o acido tiobarbiturico
realizados em fluidos e tecidos humanos, definiram a peroxidacdo lipidica como um
conjunto de reacdes/etapas resultante da interacdo de lipidos com pro-oxidantes, como
espécies reativas de oxigénio ou radicais livres. Este acontecimento resulta na formacéao
de hidroperoxidos, como 13-hidroperoxi-cis-9,trans-11-octadecadiendico, que deriva do
acido linoleico, ou 16-hidroperoxi-cis-9,cis-12,trans-14-octadecatriendico, com origem
no &cido linolénico, que se intitulam como os produtos primarios desta cadeia de
reages.** Como o porco é um animal cujo metabolismo e anatomia se assemelham
bastante com a fisionomia humana é possivel extrapolar e supor que no organismo do

animal a peroxidacéo lidica aconteca sob condigdes semelhantes.*?

A lipélise é um conjunto de reagfes que contribui para a qualidade da carne, dado
que resulta na formac&o de radicais livres e produtos primarios, alguns dos quais tém uma
influéncia direta no sabor, enquanto outros podem ser oxidados a compostos que, também
eles, sdo percursores de sabor, podendo neste caso, conferir um sabor agradavel ou
desagradavel.*® Como mencionado anteriormente, a carne de porco é rica em fibras
vermelhas e, portanto, possui ferro e fosfolipidos em elevadas quantidades, o que a torna
suscetivel a estas reacdes.'? A obtencdo de carne picada ou moida promove maiores taxas
oxidativas, uma vez que, com o0 aumento da area de superficie e com o processo de
trituracdo, a incorporacdo de oxigénio é maior. Os triacilglicerideos sdo os componentes
maioritarios, cerca de 90%, do tecido adiposo. A sua quebra, por acdo de varias lipases,
da qual resulta a formacéo de glicerol e AGs livres, afeta a textura do tecido adiposo, e,
qguando demasiado extensa, podera contribuir para o desenvolvimento de aromas
rancosos, devido a formacdo de hexanal, e de alteracBes na cor, surgindo uma gordura
com coloracdo amarelo-palido, ja que os radicais que se formam, fruto da oxidacao
lipidica, podem promover a oxidacdo do grupo ferroso (Fe?*) da oximioglobina.?* No
musculo, a classe de lipidos mais significativa sdo os fosfolipidos, que, normalmente,
surgem com &cidos gordos mono- e polinsaturados, estes Gltimos mais predominantes,
caracteristica que Ihes confere mobilidade, algo que é importante para a sua fungéo
enquanto constituintes da membrana celular, sendo a estrutura membranar altamente
suscetivel ao grau oxidativo a que o musculo possa estar sujeito.> O efeito dos AGs no

tempo de prateleira é explicado pela propenséo destes a sofrer oxidacéo, dado que o grau
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de insaturacdo influencia esta predisposi¢do, pois o caracter nucleofilico das duplas
ligagBes promove a sua reacdo com espécies reativas de oxigénio, que normalmente
possuem caracter eletrofilico, acontecimento este que pode culminar no desenvolvimento
de aromas rancosos a medida que o tempo de disposi¢io para venda avanca.*® N&o
obstante, € importante realcar que este processo é acelerado pelo aumento da temperatura
tornando-se assim responsavel pelo surgimento de sabor ap6s cozedura da carne e pela
deterioragdo da carne cozinhada, dada a elevada taxa de peroxidacéo lipidica. A carne
cozinhada é, deste modo, mais suscetivel a oxidacdo do que a carne fresca ou congelada

antes de qualquer processamento.*?

Fautsman et. al. (2010)*’ apresentam, com base na literatura antecedente, trés
passos essenciais e consecutivos na peroxidacdo lipidica (Figura 5), esta que € uma reacao
auto catalitica, ja que, ap0s a sua iniciacdo, tem capacidade para se auto propagar e auto
acelerar, todavia, esta cadeia reacional ndo é termodinamicamente espontanea,
necessitando por isso, a presenca de um catalisador.*” O primeiro passo, a iniciacéo,
consiste na formacédo de um radical livre, que resulta da reacdo de um pro-oxidante como
o radical hidroxilo, OHe, este que remove um atomo de hidrogénio da molécula, neste
caso os lipidos, originando um radical lipidico.*® Esta etapa pode ser catalisada
enzimaticamente pela lipoxigenase muscular ou quimicamente pela temperatura, catides
metalicos ou humidade. Assim, a presenca de metais de transicdo, como o ferro, que
podem atuar como catalisadores, promove a captacdo de um protdo de hidrogénio da
dupla ligacdo presente nos AGs insaturados, originando assim, os produtos radicalares,
estes que sdo prejudiciais para a manutencdo da homeostasia do animal.** Em seguida, na
etapa de propagacao, a partir do radical previamente formado em reacdo com oxigénio
da-se a formacdo de radicais perdxidos que reagem com insaturacdes, por exemplo,
presentes em 4&cidos gordos, originando os produtos de oxidacdo primarios, 0s
hidroperoxidos, que sdo altamente instaveis. Para a além da fase de iniciagdo, os metais
de transicdo também atuam na fase de propagacdo, catalisando a quebra de
hidroperdxidos.*® A (ltima fase desta cadeia reacional é a terminagéo, esta que se pode
tornar algo equivoca atendendo ao facto de que, a peroxidacdo lipidica € um
acontecimento ciclico, contudo, esta fase pode ocorrer sobre trés hipoteses, estas que
podem decorrer simultaneamente. A primeira acontece devido as elevadas quantidades
do radical peroxil, levando a que as reacdes entre estes compostos ocorram formando

produtos ndo radicalares, que se revelam estaveis. A segunda hipotese é colocada para
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possibilidade de qualquer um dos radicais, peroxil, alcoxil ou alquil, sofrer um processo
de condensacdo que resultam na formacdo de dimeros e de oxigénio, esta conjetura é
passivel de se verificar com maior incidéncia para menores temperaturas. Por ultimo, em
condicdes de baixa pressdo de oxigénio e elevadas temperaturas, os radicais podem
combinar-se originando também dimeros que, mediante as circunstancias sdo bastante
estaveis.**Usualmente, apenas estas trés hipoteses sio consideradas, porém, a fase de
terminacdo pode também ocorrer na presenca de um composto antioxidante, ja que a sua
atividade lhe permite converter estas espécies propicias a continuidade do processo
reacional em produtos nio radicalares de baixa reatividade.* Contudo, esta fase final
promove a formacdo de compostos volateis, como hidrocarbonetos alifaticos, alcoois,
aldeidos, coo o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), cetonas, que poderdo atuar como percursores
de sabor, que transmitem sabores desagradaveis na carne e derivados, principalmente

durante a faze de cozedura e armazenamento.>°
Re RH
LH > L-]' Iniciacdo

» |.OOe
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Figura 5 - Etapas da peroxidacao lipidica. Iniciacdo, consiste na formacao de um radical livre,
que resulta da reagdo de prooxidante Re, este que remove o radical o atomo de hidrogénio da
molécula, neste caso os lipidos. Esta etapa pode ser catalisada enzimaticamente pela
lipoxigenase muscular ou quimicamente pela temperatura, catides metalicos ou humidade. Em
seguida, a partir do radical previamente formado em reac@o com oxigénio da-se a formagéo de
radicais peroxidos, a propagacdo, que reagem com insaturagdes, por exemplo, presentas em
acidos gordos, originando os produtos primarios, os hidroperdxidos, que sdo altamente
instaveis. A Ultima fase desta cadeia reacional é a terminacdo, que pode ocorrer sobre trés
hipoteses, que podem decorrer em paralelo. A primeira resulta da reacdo entre os radicais
peroxil formando produtos ndo radicalares, que se revelam estaveis. A segunda hipotese é
colocada para possibilidade de qualquer um dos radicais, peroxil, alcoxil ou alquil, sofrer um
processo de condensacdo que resultam na formacao de dimeros e de oxigénio. Por ultimo, 0s
radicais podem combinar-se entre si originando também dimeros que, mediante as
circunstancias sdo bastante estaveis.**
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E importante ressalvar que, com o aumento do nivel de insaturacdes os &cidos
gordos tornam-se mais suscetiveis ao processo oxidativo, facto que nos leva a
compreender que os AGs Omegas-3 e -6 sdo bastante afetados. Do ponto de vista
nutricional, a perda de »-3 é desaconselhavel ja que estes contribuem de forma positiva
para a saude humana, atuando como percursores de diversos metabolitos necessarios ao
organismo.*® Assim, do processo de oxidacdo lipidica resulta a producdo de aromas
desagradaveis que afetam o odor e o sabor, e radicais livres que podem também contribuir
negativamente para outros parametros, como por exemplo, oxidacdo da oximioglobina e
a estabilidade e integridade da membrana, como analisaremos em seguida. Contudo, é
importante realcar, que para condi¢gdes devidamente controladas, o processo de oxidagao
lipidica pode ser favoravel ao desenvolvimento de caracteristicas agradaveis e apreciadas
pelo consumidor, por exemplo em produtos transformados, o aroma e sabores
ligeiramente rancosos podem ser associados a qualidade e considerados satisfatorios ao
paladar do provador, como é o caso do presunto ou carne fumada. Neste tipo de produtos
a cor escura é também apreciada, assim, deve haver um balango estritamente regulado
que permita o desenvolvimento destes atributos sem que ocorram processos deteriorativos
que impliquem perdas para as industrias, sobretudo de transformados, que detém especial
interesse na ocorréncia deste tipo de reagdes, na procura por sabores e aromas distintivos,

porém, dentro de ambientes equilibrados.?®

2.3.4. Cor: um parametro crucial na qualidade da carne

A decisdo de compra do consumidor, mais do qualquer outro parametro como o
aroma, textura ou sabor, fundamenta-se na cor que a carne apresenta, sendo a coloragéo
vermelha associada a frescura e, portanto, a procurada. Assim, esta torna-se a principal
condicionante de consumo, podendo resultar em elevadas perdas econémicas, uma vez
que, na presenca de um produto que ndo satisfaca as condi¢cbes mencionadas
anteriormente, o individuo ndo efetua a compra.>! A taxa de descoloragio tem sido
relacionada com alteracbes nos constituintes da carne provocadas por processos
oxidativos e com a capacidade de sistemas antioxidantes contrariarem a ocorréncia dessas
alteracBes.” A espécie do animal, o género, a idade aquando do abate e a localizacio
anatomica do masculo, sdo parametros que afetam a qualidade da carne no que se refere
a cor e as alteracbes que sofre, por exemplo, tipicamente, os machos tém maiores
concentragfes de mioglobina, pigmento responsavel pela cor da carne, do que as

fémeas.>?

19



2.3.4.1. Mioglobina

A mioglobina, que é o principal pigmento responsavel pela cor da carne, é uma
proteina solGvel constituida por 8 hélices alfa que se ligam através de pequenas sec¢des
ndo-helicoidais. Entre os varios aminodcidos que constituem esta proteina, a histidina é
um dos que mais se destaca ja que possui um importante papel quer estrutural quer
funcional.>® A mioglobina possui um anel heme, cujo centro se liga a um atomo de ferro,
o0 qual podera formar 6 ligagdes: quatro dessas ligaces estabelecem-se com nitrogénios
pirrélicos, a quinta coordena-se com a histidina, localizada na posigdo 93 da cadeia e a
sexta encontra-se disponivel para ligacdes que poderdo ou ndo ser reversiveis. Nesta
posicdo, o ligando que estabelece ligacdo ditara a cor do masculo em conjunto com a
valéncia da molécula de ferro.>

Quando a sexta ligagdo do ferro esté livre, a mioglobina é usualmente mencionada
como desoximioglobina, DMB, e surge com uma cor arroxeada; quando é estabelecida
uma ligacdo com oxigénio, é designada como oximioglobina, OMB, apresentando uma
cor cereja, vermelho vivo.>* Quando o estado de oxidagdo do ferro, passa da sua forma
ferrosa (Fe?*) para a sua forma férrica (Fe*"), a sexta posi¢do é ocupada por uma molécula
de 4gua, formando-se a metamioglobina (MMB), cuja cor é castanha. A sexta posi¢cdo
pode ainda estabelecer ligagdes com nitritos, e outros componentes, que Sao responsaveis

pelas cores caracteristicas de carnes curadas.’

Sen et al. (2011)* depreenderam que a resposta dos pigmentos ao calor determina
largamente a cor da carne cozinhada. A desnaturacdo da mioglobina e de outras proteinas
responsaveis pela cor da-se entre 50°C-80°C.> As isoformas da mioglobina diferem na
sua sensibilidade & temperatura, sendo a desoximioglobina a menos sensivel a
desnaturacdo por calor, seguida da oximioglobina, e por fim pela metamioglobina,
apresentando estas duas Ultimas sensibilidades muito semelhantes.> Quando sujeita ao
aumento da temperatura a metamioglobina forma um complexo castanho, o
ferrihemocromo, enquanto que as restantes, quando desnaturadas, originam um complexo
vermelho, o ferrohemocromo. A cor final depende da extensdo da formacgdo de
ferrihemocromo, cuja quantidade é proporcional a concentragdo de mioglobina inicial,
antes desta sofrer qualquer processo de convers3o.’

Para além do calor, a conversdo do ido ferro na sua forma ferrosa (Fe?*) para a
forma férrica (Fe®*) acontece através da acdo de pré-oxidantes. Na presenca de uma

molécula de oxigénio o atomo de ferro pode reagir levando a formagdo do anido
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superdxido, O2*, e a conversdo simultanea do ido para a sua forma férrica. Deste anido
superdxido que se forma pode surgir peroxido de hidrogénio, H>O;, através da reacéo de
dismutacéo, este que, por sua vez, podera também reagir com Fe?* promovendo a sua
oxidacdo e a producéo do radical hidroxilo, OHe. O processo de oxida¢do da mioglobina
é, como podemos assim verificar, descrito, mecanisticamente, através das reacdes de
Fenton (Figura 6)°.

Fe*+ O, —» Fe¥*+ O;"
207+ 2H" — 3 H202+ O
Fe?*+ H,0; > Fe** + OH™ + OH-

Figura 4 - Reagdo de Fenton. Reacao de espécies reativas de oxigenio
com o ido ferro, na sua forma ferrosa Fe?*, da oximioglobina, com a sua
consequente conversao em metamioglobina, devido a presencga Fe®*.*

O estado de oxidacdo da mioglobina e dos lipidos encontram-se fortemente
relacionados, uma vez que, 0 aumento de um, provoca 0 aumento do outro, e, por
exemplo, em carnes cruas, a oxidacao de lipidos polinsaturados tem um impacto de maior
destaque sobre a mioglobina.>! As reacdes oxidativas envolvidas na cozedura da carne,
por si s6, promovem o aumenta dos niveis de MMB e de ferrihemocromo, efeito que se
pode intensificar quando o contetido de gordura é elevado.* Pensa-se que esta relacéo
entre a oxidacao lipidica e a formacdo de MMB esteja relacionada com a formacéo de
radicais livres ou com a deplecio de oxigénio durante a oxidac&o lipidica. E de realcar,
no entanto, que embora o conteddo lipidico possa influenciar a cor da carne cozinhada,
este ndo tem um impacto téo significativo como outros fatores, nomeadamente, o pH ou

0 processo de congelagéo.®’
2.3.4.2. Influéncia da dieta na cor

Uma dieta rica em antioxidantes resulta numa reducéo das perdas de agua e numa
manutencdo estavel da cor, estes ajudam também a manter os gradientes intracelulares de
calcio e promovem a elevada energia dos fosfatos envolvidos na glicélise. O
desaparecimento da glucose livre esta relacionada com o escurecimento do musculo, um
aumento do potencial glicolitico promove a acidez, a palidez do musculo e a cor amarela
que a gordura apresentara, porém, o potencial glicolitico afeta sobretudo o pH, e ndo a
cor do musculo.” E devido a este fato, que, de forma estratégica, se alimenta os animais

com hidratos de carbono digestiveis no final do seu tempo de engorda, antes do abate,
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deste modo os niveis de glicogenio armazenado no musculo aumentam, o que resulta num

escurecimento do masculo sem afetar o pH.>’

2.3.4.3. Variagdes no pH e a qualidade da carne — influéncia na cor

Durante o sangramento do animal ndo ocorrem alterac6es significativas no pH do
masculo do animal, porém ap6s cerca de 40 minutos este diminui ligeiramente e 24 horas
depois verifica-se um decréscimo significativo do seu valor. Com a cesséo da glicolise
postmortem, ultimo fator influenciador das variacdes de pH, este surge com valores
médios de 5,75+0,55.%% Todavia, um decréscimo brusco do pH, para valores médios de
4,94+0,16, em conjunto com uma temperatura elevada do musculo e uma taxa glicolitica
elevada, com a extenséo e rapidez da quebra de ATP, pode resultar no desenvolvimento
de um tipo de carne mole, palida e exsudativa (PSE).%®

Lesiow et al. (2012)° descrevem carnes do tipo PSE como uma condicéo tipica
de carnes com valores de pH baixos, encontrada sobretudo em porcos, mas também em
aves e ruminantes.*® Este tipo de carnes forma-se quando o animal é submetido a um
stress elevado imediatamente antes do abate.'* O glicogénio, durante o postmortem, é
rapidamente consumido, e, portanto, o processo de acidificacao é acelerado levando a que
o pH decresca significativamente e de forma bastante rapida, enquanto o musculo ainda
esta quente.’® A combinagdo da temperatura elevada com um pH reduzido provoca a
desnaturacdo de proteinas, perda de agua e a abertura da estrutura muscular. O pH
reduzido tem tendéncia para promover a oxidacao da oximioglobina e desoximioglobina
a metamioglobina castanha, que quando combinada com a elevada dispersdo da luz na
superficie da carne, culmina na sua palidez. A glicolise postmortem provoca a diminuicao
do pH, tornando a superficie da carne mais brilhante e himida.2A As condigBes PSE e
DFD (carne dura, escura e seca) influenciam a cor da carne cozinhada. Através de um
estudo feito em musculos Longissimus de porcos, Christensen et al. (2010)5* verificaram
que a desnaturacdo da mioglobina é mais réapida nas carnes PSE de porco quando em
comparagao com a carne normal, principalmente a temperaturas abaixo de 71°C.5* Com
um pH reduzido a formacao de metamioglobina é favorecida e ocorre uma destabilizacdo
da DMB, estabelecendo-se, portanto, uma relagdo muito forte entre o pH da carne crua e

a cor que esta apresenta quando cozinhada.>!

Quando as reservas de glicogénio sdo baixas, mesmo antes do abate, o pH final da

carne é superior ao valor médio normal, anteriormente mencionado, e, portanto, acima do
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ponto isoelétrico, as proteinas tendem a associar-se com agua no mauasculo, 0 que,
consequentemente, resulta em fibras musculares fortemente empacotadas.'* Surge entdo,
a condicédo de carnes DFD, onde a escuriddo da carne deriva do facto da superficie ndo
dispersar a luz na mesma extensdo da carne mais aberta e com um pH final mais baixo.
Conclui-se, portanto, que o pH tem impacto na carne e na sua qualidade relativamente a
cor, retencgéo de agua e rendimento de cozedura.>® A carne com o pH acima de 6,2, carne
DFD, tende a apresentar fibras com elevada capacidade de retencdo de agua, o que
dificulta a penetracédo de oxigenio dada a sua estrutura fechada, fazendo com que qualquer
molécula de O2 que alcance o espago intracelular seja utilizada pelo citocromo C, este
que apresenta elevada atividade resultante do pH elevado. A mioglobina roxa-
avermelhada, que sucede o fendbmeno anteriormente descrito, combina-se com a estrutura
cerrada do musculo para absorver em vez de refletir luz, fazendo com a carne aparente
ser mais escura.’? E importante referir também que, como ocorre a promocéo de uma
maior estabilidade das enzimas antioxidantes, existe a protecdo da oximioglobina na sua
forma reduzida.%® Consequentemente, a carne DFD surge com uma taxa de desnaturagéo
da mioglobina lenta e a carne permanece cor de rosa, mesmo quando confecionada
mediante as recomendacdes, 0 que resulta num problema adicional para a qualidade da
carne, isto porque, os consumidores ficam com a percecdo de que a carne esta menos
cozinhada e continuam o processo a temperatura elevada durante algum tempo, com

subsequentes perdas na qualidade (ex: textura, suculéncia).®

2.3.5. Atividade da agua e a qualidade da carne

As membranas celulares atuam como barreiras protetoras, funcdo bioldgica que
Ihes é caracteristica, contra mudancas possivelmente deteorativas em alimentos quer de
origem vegetal, quer de origem animal.}* A diminuicio de fluidez, a disrupgdo da
estrutura com consequente perda de integridade da membrana, devido a oxidacdo dos
fosfolipidos ai presentes, afeta a sua capacidade para agir como barreira semipermeavel
0 que podera levar a perdas de qualidade organolética e nutricional, em consequéncia do
comportamento exsudativo que se estabelece.>® Segundo Sapirstein et al. (2000)%, as
fosfolipases A2, que sdo as enzimas responsaveis pela quebra dos fosfolipidos da
membrana e consequente formacéo de acidos gordos livres, podem ser ativadas em maior
escala na presenca de um ambiente oxidativo, 0 que resulta num ataque ainda mais
proeminente a estrutura celular.®* A perda de estrutura dos fosfolipidos leva & perda da

integridade da membrana celular e a perda de conteddo intracelular, levando a reducdes
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na qualidade nutricional, com perdas de metabolitos hidrossoluveis, e organolética, com
a ocorréncia da peroxidagéo lipica.® Contudo, é importante ter presente que as perdas
exsudativas ndo acontecem apenas através da deterioracdo da membrana, mas também
através das perdas de agua de carne PSE, cujo pH reduzido afeta a carga elétrica das
proteinas levando a que o ponto isoelétrico seja atingido e a que a dgua ndo consiga
estabelecer ligacdo, através de pontes de hidrogénio, levando ao consequente
gotejamento.>® Aspetos como a humidade e a atividade da agua tornam as carnes mais
suscetiveis a contaminagdo microbioldgica, ja que promovem um ambiente favoravel ao
crescimento e desenvolvimento de microrganismos, desse modo, a sua reducdo €

fundamental para a qualidade e seguranca alimentar.®®

2.3.6. Qualidade da carne: o sabor

Os sabores que a carne, processada ou ndo, exibe advém de reacdes entre hidratos
de carbono e proteinas, da degradacdo dos produtos destas reacdes, e também de produtos
da degradacdo lipidica (ex: aldeidos, alcoois e cetonas), estes que também poderdo
participar nas reacGes de Maillard.*® Compostos como a inosina, fosfato, ribose,
compostos fendlicos, heterociclicos e detentores de grupos sulfureto sdo notaveis

percursores do sabor.

Se nos momentos que antecedem o abate o animal for submetido a condi¢des de
stress, que conduzem a um consumo exarcebado de glicogénio e outros hidratos de
carbono presentes, promovendo a caréncia dos mesmos, é presumivel um aumento
anormal da incidéncia de sabores desagradaveis, ndo s6 em animais como 0s porcos, mas
também em vacas e cordeiros.®® A producio de compostos com grupos sulfureto, durante
0 processo de cozedura, é impulsionado pelo aumento de pH, com variacGes de valores
de 5,6 para 6,1, acontecimento que tem como origem as mas condi¢des de abate do
animal, como foi anteriormente referido, resultando na producdo de carne escura.’® N&o
obstante, também o elevado teor de 4gua, a maturacdo da carne, que resulta da quebra
gradual das estruturas das proteinas miofibrilares que termina na tenderizacdo da peca
ou carcaga, sao processos que a semelhancga dos anteriores, promovem alteragdes no sabor

através da formagcéo de peptideos e aminoécidos.5

Os compostos carbonilicos, como os aldeidos hexanal e 4-hidroxi-2-nonenal
(HNE), tém um forte impacto no desenvolvimento de sabor de carnes nao curadas, com

especial destaque para o hexanal, que é utilizado como marcador primario da deterioracéo
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do sabor da carne. Este € um componente presente na carne fresca, refrigerada ou
congelada, sendo portador de um odor caracteristico forte e penetrante. Quando a carne
ndo curada é armazenada ap0s cozedura o sabor altera-se rapidamente, desenvolvendo-se
um sabor oxidado proveniente da producdo de compostos como 0s ja mencionados,

fendmeno este que, € fortemente impulsionado com a exposicao ao calor.®’

2.3.7. Qualidade da carne: tenrura

A variacdo da tenrura da-se principalmente a partir de alteracdes na estrutura das
proteinas miofibrilares do mdsculo, no periodo entre o abate do animal e o consumo da
carne. Se a carcaca é refrigerada muito rapidamente apds o abate, as fibras musculares
vao contrair severamente e o resultado serd um ‘encurtamento frio’ no qual a forca
requerida para separar e fatiar as fibras apos cozedura aumenta drasticamente.® Alteracdes
nas proteinas miofibrilares do masculo sdo também causadas por enzimas proteoliticas,
por exemplo, o sistema enziméatico de calpainas (EC 3.4.22.17), m-, -, durante a
maturacdo e armazenamento, as quais promovem a fragmentacao da estrutura muscular,

o que enfraquece e facilita que a carne se desfaga na boca.??

A medida que a gordura no animal aumenta, isto é, o contetido lipido muscular,
esta aumenta em varios locais do corpo, o que podera surtir um efeito positivo para a
tenrura da carne.* Inicialmente, esta acumula-se em zonas subcutineas e em espagos
intermusculares, 0 que podera promover a insulacdo dos musculos contra os efeitos da
refrigeracdo. Em estagios mais tardios do crescimento do animal, a gordura acumula-se
no musculo, nomeadamente no tecido conjuntivo perimisial.*® A medida que a gordura
intramuscular aumenta é possivel que o musculo apresente uma menor resisténcia ao corte

devido a diluicéo das proteinas fibrosas na gordura.?°

O grau de saturacdo dos AGs presentes € importante para a textura, uma vez que,
qguanto maior for, mais rigida sera a peca, dado que a mobilidade celular sera reduzida.
Os 4cidos estearico e linoleico, carateristicos da carne de porco, sdo contribuidores

importantes para a firmeza do tecido adiposo, e, consequentemente, é-nos possivel fazer

uma boa previsao desta condicdo na carne atraves da razéo %.68 Carnes ricas em AG
polinsaturados como o acido linoleico podem a apresentar-se moles e de textura
desagradavel para o consumidor, e também com carateristicas de textura inapropriadas
para processamento.'® N&o obstante, tendo em conta o papel dos acidos gordos na tenrura

da carne, é de extrema importancia a manutengdo estavel da sua estrutura. Assim, um
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ambiente oxidativo exacerbado é bastante prejudicial para a manutencdo desta
caracteristica organolética. Mais uma vez, verifichimos a importancia da manutencgéo de

um ambiente de equilibrio redox para a manutencéo da qualidade em pardmetros ideiais.??

O tecido adiposo consiste ndo s6 na gordura contida nos adipocitos, mas também
na matriz de tecido conjuntivo em associagcdo com a agua. Nos porcos, a concentracdo de
agua na camada de gordura fina das costas € bastante elevada, assim como a concentragédo
de colageénio, sendo possivel a previsdo da firmeza que a carne podera apresentar com
base no teor destes dois constituintes.’* O problema da separac&o do tecido adiposo, isto
é, a falta de consisténcia, é desagradavel na carne de porco fresca, mas especialmente
desagradavel no bacon e fiambre, retirando ao produto a consisténcia desejada. Andersen
et al. (2005)® demonstraram que a coesividade da carne esta fortemente relacionada com
a quantidade de agua, com o colagénio e concentracdes dos acidos estearico e linoleico,
e que através da inclusdo de extratos de plantas na dieta é possivel alterar o teor de AGs
e deste modo provocar alteragdes quer a nivel do ponto de fusdo dos AGs quer na firmeza

da carne.®

A correlacdo feita entre a idade do animal e a tenrura que a carcaga podera
apresentar acontece devido as alteracGes que ocorrem no tecido conjuntivo a medida que
o animal envelhece. O tecido conjuntivo € composto por colagénio, tipo I, I, IV e V, e
por proteinas estromais como a elastina e reticulina. O colagénio tipo | é o componente
maioritario do epimisio e do perimisio, estes que envolvem o musculo. J& o colagénio
tipo 111, IV e V é encontrado no endomisio e providencia suporte as fibras musculares.
Na auséncia de ligacGes cruzadas o colagénio, independentemente do tipo, apresenta uma
estrutura flexivel, contudo, a medida que a idade do animal avanca o nimero de ligacdes
cruzadas aumenta.%® O aumento das ligagBes cruzadas no colagénio, torna-o numa malha
inflexivel que se reflete na carne através da dureza que esta apresenta. Assim, o animal
deve ser abatido antes que este processo ocorra, 0 que levou a que no presente trabalho
0s animais fossem abatidos entre os 3-4 meses, tendo em conta sempre o percentual de

gordura pretendido.
2.4. Manipulacéo da dieta: uma solugéo promissora?

Os suinos sdo animais com um aparelho digestivo tubular simples, semelhate ao
do ser humano, com apenas um estbmago e intestino delgado, local onde ocorre a

absorcdo da maioria dos nutrientes. Este 6rgdo € revestido por uma mucosa enrugada,
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onde ocorre a segregacao de inimeras enzimas digestivas que promovem a quebra de
varias moléculas facilitando a sua absor¢do. Como as vilosidades intestinais sdo altamente
irrigadas é previsivel que a absor¢do seja 6tima e ocorra de forma praticamente direta
para a corrente sanguinea. Deste modo, espera-se que uma manipulacdo adequada da dieta
resulte no melhoramento de caracteristicas da carne, quer organoléticas, quer nutricionais,

facto que foi verificado por Wenk et al (2003)°.

Animais monogastricos, como 0s porcos, sao animais cuja dieta a que sdo
submetidos se reflete diretamente no seu organismo e metabolismo, por exemplo, uma
dieta rica em cereais podera resultar numa maior quantidade de PUFAs, do tipo ®-3, nos
lipidos totais, algo que é benéfico para a salde. Por isso, estes tipos de animais sdo
facilmente manipulaveis relativamente a sua composicdo de AGs no tecido adiposo e no
musculo. A composicdo fosfolipidica € a menos influenciada pela dieta, dado que os
fosfolipidos (FL) sdo constituintes da membrana celular, o que os torna menos acessiveis
para possiveis alteracdes na sua conformacio.® Contudo, alteragdes drasticas no perfil de
AG das membranas celulares poderdo provocar alteracfes nas propriedades das
membranas e consequentemente alteracfes em varias func@es fisioldgicas. Posto isto, €
fundamental o controlo restrito da quantidade e tipos de PUFAs que constituem a
membrana celular, existindo assim, complexos enziméaticos compostos por elongases e
dessaturases, responsaveis pela formacdo de AGs de cadeias mais longa, que sdo depois

incorporados nos FL, ocorrendo, porém, competigdo entre o-3 € -6 neste processo.’*

As possiveis diferencas na razao m-6/m-3 estdo dependentes da suplementacéo na
dieta destes tipos de &cidos gordos, embora esta razdo seja também influenciada pela
espécie. A carne de animais monogastricos geralmente tem uma razao ®-6/w-3 superior
a dos ruminantes, mesmo quando estes sdo alimentados com elevadas quantidades destes
PUFAs, como o acido linolénico (C18:3) ou o &cido docosahexaendico (C22:6), isto
porque, devido a bioidrogenacdo, saturacdo dos AGs, que ocorre no rimen, acontecem
vérias alteragBes na composicdo do perfil lipidico do animal.”> A nivel da constituicdo
intramuscular, para além dos efeitos genéticos, a composi¢do lipidica também varia
através de fatores nutricionais, geralmente relacionados com um tipo alimentagdo em
particular. O enriquecimento em AGs démega 3 da carne, principalmente na dieta do
porco, é feito com o principal objetivo de fornecer ao consumidor uma fonte de ®-3

acessivel e que ndo implique muitas alteragdes na sua gastronomia tradicional >
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2.4.1. Efeitos de fontes da dieta de ®-3 nas razées m-6/®-3 e AGs
polinsaturados/AGs saturados (P/S)

As fontes de »-3 da dieta, como por exemplo, 6leos vegetais, de sementes e/ou de
peixe, ndo afetam diretamente a razéo entre acidos gordos polinsaturados e acidos gordos
saturados (P/S). Esta razdo é sim maioritariamente influenciada pela genética e em
particular pela gordura total do animal. Todavia, a razio ®-6/®w-3 é fortemente
influenciada pela composicdo de AGs da dieta, ja que a inclusdo de fontes de -3 na dieta
do animal aumenta o seu conteudo total, 0 que acontece em paralelo com a diminuigéo
da deposigdo de AG -6 intramuscular, uma vez que a suplementa¢do com w-6 € baixa
e, portanto, a razio w-6/w-3 também sera.* A medida que a idade do animal vai
avancando, dos 3 aos 30 meses, quer o acido palmitico, quer o estedrico diminuem em
proporc¢do e o acido linoleico aumenta, este Gltimo deriva exclusivamente da dieta, o que
resulta num aumento de acidos gordos 6mega 6 que deve ser contrariado. Em animais
novos e magros (magros porque ainda ndo tiveram tempo suficiente para acumular
gordura) ou animais alimentados com uma dieta baixa em energia, as concentracdes de
acido oleico e de acido linoleico presentes nos FL, diminuem e aumentam,
respetivamente, exercendo um forte impacto na composicdo dos AGs do musculo.*® A
medida que a gordura aumenta o papel dos FL é cada vez menos importante sendo o papel
dos TAG mais realcado, ja que, no porco o uptake de émegas é relativamente rapido e a
sua incorporagdo mais favoravel nos triacilglicerideos do que nos fosfolipidos.*! O uso
de o6leos vegetais ou de grdos integrais resulta num aumento limitado do acido
docosahexaenoico (DHA), um 6mega-3 com 22 carbonos, no tecido muscular, dado que
a formacdo de DHA ¢é estritamente regulada de forma metabdlica e ndo pode ser
substancialmente influenciada pela dieta, quer nos animais monogéstricos quer nos

ruminantes.’*

O consumo de AGs de cadeia longa, @3, por parte da populagdo humana, como
EPA e DHA é normalmente feito atraves da ingestdo de AGs dos peixes (como o salméo,
atum, etc). Nas sociedades do Ocidente, como por exemplo, na Europa, o consumo de
gordura proveniente do peixe é baixo e tradicionalmente os habitos alimentares sdo
dificeis de mudar na populag@o. O consumo de AGs m-3 a partir de animais terrestres, ou
produtos derivados, € limitado a ingestdo de acido linolénico e uma quantidade muito
pequena de EPA e DHA. Dai que estratégias de alimentacdo destes animais tém, cada vez

mais, sido adotadas de modo a alterar a sua composi¢cdo de AG, e dos seus derivados,
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para valores nutricionais proximos dos recomendados.’® Um elevado nivel de gordura
intramuscular, comummente designada por gordura marmore no musculo, tem sido
associado ao melhoramento da qualidade da carne, tornando-se o desafio, aumentar a
gordura intramuscular no masculo para um nivel que ira proporcionar maior satisfacdo

no momento de ingestio da peca de carne.’

Todavia, no presente trabalho, onde o principal objetivo se define pela avaliagcdo
da qualidade da carne de porco, fresca e transformada, apos introducdo de um aditivo
alimentar na dieta, ndo ¢é abrangida a suplementacdo da dieta do animal com acidos gordos
polinsaturados. Porém, dada a atividade antioxidante prevista para o produto, é esperada
uma manutencdo, resultado da protecao das insaturacdes, dos acidos gordos. Deste modo,
é expectavel que a quantidade de acidos gordos de cadeia longa seja maior na presenca
do Mega Sense pois, como 0 ambiente oxidativo esta controlado, a quebra destes acidos
gordos ndo sera tao vigorosa, e o valor nutricional da carne e a sua qualidade prevém-se

melhoradas.

2.4.2. Mega Sense: uma proposta para o aumento da qualidade da carne e
processados

De modo a contornar a perda de qualidade da carne, em consequéncia de processos
oxidativos e com o intuito de minimizar as perdas na indudstria de producéo e retalho de
carne, foi desenvolvido um produto cuja constituicdo visa a inibicdo ou reducdo da
atividade oxidante promovendo, deste modo, um aumento da qualidade. O Mega Sense
¢ um produto essencialmente natural, constituido por trés componentes maioritarios,
vitamina E, taninos e extratos de plantas, combinacdo que resulta numa capacidade
antioxidante elevada, que se espera ativa na carne de porco ap6s ingestdo do produto,
como aditivo na racdo.”2,"*Com a reducio da tendéncia oxidativa esperam-se diversas
alteracdes positivas na qualidade da carne, como é possivel verificar na Figura 7. A
formulacdo do Mega Sense visa, com uma reducdo do ambiente oxidativo, promover uma
melhoria da qualidade da carne e derivados, ja que surtira um efeito indireto em varios
fatores que a influenciam. Assim, na presenca do Mega Sense espera-se um abrandamento
da oxidacdo da mioglobina, o que ira resultar na cor vermelha desejada pelo consumidor.
Quanto & peroxidagdo lipidica, a capacidade antioxidante do produto permite a
manutencdo das insaturacGes de acidos gordos de cadeia longa, o que é benéfico para a
saude e contribui também, para uma reducdo do desenvolvimento de odores e aromas

rangosos.’* Como existe uma atenuagdo no grau oxidativo, 0 ambiente acidico néo é
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promovido e, deste modo, ocorre uma manutencdo benéfica do pH, acontecimento que

em conjunto com a peroxidacao lipidica, resulta na conservacgao da

integridade da membrana celular e, portanto, a retencdo de agua e metabolitos é maior,

havendo uma mitigagao na exsudacio que a carne podera apresentar.?

capacidade antioxidante

[ OXLdacao da mioglobina Q peroxidacdo lipidica ]—'[l{:j Integridade da biomembrana celular ]

[I::::ZI Retencdo de dgua e uumentes]

- I{:ZI Perfil lipidico — manutengio das insatura¢oes ]
C01

Dcscnvolvnmcnto de odores e aromas rang:osos

Figura 7 - Esquema representativo da acdo do Mega Sense em varios parametros
associados a qualidade da carne.

A manipulacdo da dieta do animal para consequente alteracdo das caracteristicas
da carcaca é uma ideia hd muito aplicada, tabela 2, pelo que torna 0 Mega Sense um
produto, numa primeira andlise, redundante e basico. No entanto, a utilizacdo deste
produto como aditivo nas racdes é uma estratégia inovadora, ja que a maior parte das
tentativas até agora utilizadas passaram pelo enriquecimento das dietas, com a introducao
de mais vegetais e sementes com o intuito de reduzir a atividade antioxidante. O
desenvolvimento de um produto com uma atividade antioxidante forte, capaz de resistir
ao processo digestivo (mecanico e quimico) e de absorcdo facilitada, destaca 0 Mega
Sense pela sua enorme potencialidade no combate oxidativo. E também importante
destacar que, € a primeira vez 0 Mega Sense esta a ser testado em ambiente de producéo,
onde a sua eficacia é condicionada, pela capacidade de ingestdo do animal e a frequéncia

com que a faz e pela dieta que o produtor aplica em simultdneo com o produto
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Tabela 2 — Suporte bibliografico que sustenta a potencialidade de extratos naturais de plantas enquanto antioxidantes.

Extratos Quantidade Tempo de administracao Efeitos Artigos
o ) = oxidagdo lipidica; ]
Lippia spp. 5 mg/kg Desde o desmame até ao abate ﬂ = odor e aromas rangosos. Rossi R. et al (2013)™
. . Para niveis elevados de vitamina E:
a-tocoferol 10 m%’gg’ nfo/?( mg/kg; ~ 14 semanas ﬂ = protegso a nivel da membrana; Asghar A. et al (1991)
9/kg. = carne ndo é suscetivel & oxidacao.
Humulus Lupulus L. 0 mg/kg; 120 mg/kg; 140 ~ 35 dias Q =  reducdo da oxidacdo lipidica sem afetar atributos Sbardella M. et al (2017)™

mg/kg; 360 mg/kg;

fisicos da carne.

Origanum vulgare L.

Mix de extratos

Cerca de 155 dias

oxidacdo lipidica;

Ranucci D. et al (2014)”

Lippia spp.

0 e 5 mg/kg

A partir do ltimo periodo de
engorda do animal.

Diminuicéo da suscetibilidade oxidativa;
Né&o se verificaram altera¢Ges na qualidade dos
produtos processados;

Pastorelli G. et al (2015)™

Salvia offinallis;
Urtica dioica; Melissa
officinallis; Echinacea

purpurea.

500 mg da mistura

Periodo da engorda dos 60+0,5kg
até aos 120+2,0kg

Aumento da estabilidade oxidativa;
Diminuicéo do colesterol;
Aumento do contetido de PUFAS.

Hanczakowska E. et al
(2015)™

Polpa de alfarroba

- 8% da totalidade do
mix administrado;
- 15 % da totalidade do
mix administrado.

120 dias antes do abate

Aumento do contelido de MUFAS e PUFAS;
Oxidacéo deteriorativa lenta durante 9 dias
de armazenamento.

Inserra L. et al (2015)%°

Aumento dos antioxidantes plasmaticos;

Moroney N. C. et al

cinemaldeido

kg

Diminuicao da perda de peso ap6s cozedura;

(2011)%

Laminaria digitata 500 mg/kg 21 dias antes do abate «  Diminuicio da oxidagio lipidica. (2012)75
=  Diminuicdo da perda de agua;
Origanum vulgare L e 80 mglkg Variagdo de peso: 30 kg até 100 = Diminuicéo da condutividade; Skalska K.A. et al

Aumento da capacidade de retencéo de &gua
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2.5 Validacao e acreditacdo do método de ensaio aplicado para a determinacao

de acidos gordos em matrizes alimentares variadas

Paraa DIN SA, a acreditacdo do método que permite a determinacao do perfil lipidico
em matrizes alimentares, através da norma NP EN ISO/IEC 17025:2017%2, é um processo
fundamental para o destaque da empresa no mundo empresarial. Com a credibilidade
associada a execucdo da metodologia aumentada é também importante a definicdo de
condicdes de medicéo favoraveis para que o método seja executado de forma aproximada
com o ideal. Este projeto surge assim em complementacdo do trabalho previamente
realizado, ja que ira permitir a determinacdo de &cidos gordos de cadeia maior. A
validacao e acreditacdo de uma metodologia sdo processos que implicam um elevado grau
de conhecimento acerca do fundamento, do procedimento, aparelhos usados e anélise dos
resultados. Para que estes sejam possiveis devem ser efetuados varios testes estatisticos
cujo principal objetivo é verificar a eficacia e o nivel de desempenho quer do método,
quer do analista. De modo a facilitar a compreensdo do projeto em redor da validacdo do
método mencionado, surge em seguida uma revisdo bibliografica onde se pretende ilustrar

0 conhecimento necessario para este caso em particular.

2.5.1. Cromatografia gasosa acoplada ao detetor por ionizacdo de chama

A cromatografia gasosa, GC, tem como principio a separacao e analise de misturas de
substancias volateis. Inicialmente a amostra é vaporizada, através de uma chama, e
transportada num fluxo promovido pelo géas de arraste, que pode ser hidrogénio, hélio ou
nitrogénio designado por fase mével.®® Esta corrente de fluxo permite que a amostra
atravesse uma coluna, cujo interior é revestido por determinado material de polaridade
variavel dependendo dos compostos a separar e das condi¢des de cromatografia a aplicar,
designado por fase estacionaria, sendo que, para os acidos gordos que séo os analitos que
se pretendem separar e estudar no presente trabalho, quanto menos polar for, melhor sera
0 grau de separacdo. Para além da composicdo da coluna, o grau de insaturacdo e o
tamanho da cadeia carbonada dos acidos gordos sdo cruciais para efeitos de separacao,
como veremos em seguida, jA que, acidos gordos menos saturados e com cadeia
carbonada mais curta eluem primeiro, surgindo com baixos tempos de retencdo no
cromatograma.?* Os componentes da mistura em analise, com diferentes tempos de
retencdo, atravessam a coluna transportadas pelo gas de arraste e alcangcam o detetor, que
consiste num dispositivo que gera um sinal elétrico proporcional a quantidade de

substancia eluida que chega até si. O registo deste sinal em funcéo do tempo de elui¢do
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acontece em cromatogramas, onde as substéncias devidamente separadas surgem com
picos cuja a area é proporcional a sua massa, possibilitando desta forma, uma anélise

quantitativa dos constituintes da mistura inicial &
2.5.1.1. Constituicdo do aparelho de GC-FID

O equipamento usado na analise cromatografica gasosa, comummente designado
por cromatografo, é constituido por trés componentes essenciais: o injetor, a coluna de
eluicdo e o detetor, estes que, serdo abordados com algum detalhe em seguida. O bom
funcionamento e a obtencdo de dados crediveis por parte deste aparelho exigem uma
coordenacado entre todos 0s componentes, assim como a otimizagdo do seu desempenho.
De modo a percecionar a estrutura de um cromatdgrafo seré feita uma descricéo detalhada
da sua composicdo geral, tendo como base o aparelho manipulado nos laboratorios da
DIN, SA.

2.5.1.1.1. Injetor split/splitless

A injecdo em modo split/splitless, largamente estudada por Grob et al (1969 a e
b)8 87 sendo por isso trivialmente designada por injecdo de Grob, divide-se em dois
momentos. Inicialmente, aquando da injecdo, a cAmara de entrada do injetor encontra-se
com a valvula de split fechada, isto €, em modo splitless, garantindo que toda a amostra
alcanca a coluna. Apés um periodo de tempo pré-estabelecido, o tempo de purga, da-se a
abertura da valvula, alterando-se 0 modo para split, 0 que promove a parti¢cao dos varios
componentes da amostra antes da sua entrada para a coluna e a limpeza da entrada do
injetor de possiveis residuos.® Todavia, é importante ter presente que deve existir um
compromisso no estabelecimento do tempo de purga, ja que, este ndo deve ser demasiado
curto pois poderia eliminar amostra, nem demasiado longo pois torna-se provavel a
passagem de solvente para a coluna. Assim, este deve ser suficiente de modo a permitir o
fluxo dos componentes para o interior da coluna, com a menor quantidade de volume
possivel, sendo a possibilidade deste ajuste a principal vantagem deste modo de inje¢do.8’
Em suma, a injecéo split leva a diminui¢do da amostra que entra na coluna, dado o fluxo
da coluna e o fluxo split, a injecdo splitless promove a entrada de toda a amostra assim
como do solvente, e a combinagdo de ambos, prevé a entrada de toda a amostra com um

volume irrisorio de solvente.?’

25.1.1.2. Coluna — Fase estacionaria
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A escolha da coluna em anélise por cromatografia gasosa € um passo crucial para
a maxima eficiéncia na execucdo, determinacdo e quantificacdo de um ou varios
componentes da amostra em estudo.® As colunas podem ser capilares ou compactadas,
sendo estas Ultimas recomendadas apenas para analises preliminares, ja que ndo possuem
uma resolucgéo elevada, isto é, sdo de baixa sensibilidade. Quanto as capilares, estas séo
de resolucéo superior pelo que se adequam ao estudo de amostras mais complexas, como
por exemplo, amostras cujo objetivo é a separacdo de acidos gordos, tendo por base o
tempo de retencdo.®® Portanto, existe um conjunto de caracteristicas a definir com base
no tipo de analise que se pretende fazer, nomeadamente, o comprimento da coluna e o
seu revestimento interno. Colunas que possuam um comprimento elevado sao,
usualmente, recomendadas para a analise de misturas complexas, uma vez que a resolucao
se prevé maior e a sua eficacia na separacdo de acidos gordos de cadeia carbonada longa
também.® Ainda assim, conjugada com o comprimento da coluna deve ter-se em atencéo
a polaridade do revestimento interno da coluna, j& que mediante a composicdo do
constituinte a analisar, cuja polaridade varia mediante a presenca e auséncia de grupos
funcionais, esta também devera variar. No presente estudo, pretende-se a analise de acidos
gordos pelo que, o uso de colunas de baixa polaridade sera o mais indicado, apesar de
associada a baixa polaridade da fase estacionaria poder ocorrer a co-eluicdo de &cidos
gordos, principalmente daqueles que possuem tamanho da cadeia carbonada semelhante
e que variam no ndmero de duplas ligacdes.”> A medida que o composto a analisar
atravessa a coluna, este vai estabelecendo vérias interacfes com a fase estacionaria,
nomeadamente, de Van Deer Waals, dipolo-dipolo e pontes de hidrogénio. A maior ou
menor retencdo, traduzida pelo tempo de retencdo, dependera da afinidade do composto
para a fase estacionaria, ou seja, do nimero e intensidade de interacGes que entre eles se
possam estabelecer. Porém, é relevante notar que a espessura do filme da fase estacionaria
é também importante para o tempo de retencdo de cada analito, ja que quanto maior for,

maior serd o tempo de retencéo, ja que as interacdes sdo maiores.*
2.5.1.1.3. Detetor por ioniza¢io da chama - FID

O FID tem a capacidade de detetar o analito num fluxo de gas, através da sua
devida ionizagdo na chama, usualmente de hidrogénio. Durante o processo de combustéo
dos compostos presentes na amostra de interesse, da-se a formacdo de particulas
eletricamente carregadas, ides e eletrdes livres, capazes de gerar um sinal elétrico que se

sobrepde ao produzido pela propria chama ou pelo gas de arraste responsavel pelo
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transporte dos componentes em analise.®* Este sinal elétrico é amplificado através de
elétrodos presentes no detetor, entre a chama e o coletor, resultando, posteriormente, num
cromatograma que ilustra a formacdo de ides por unidade de tempo. Assim, através do
tempo de retencdo, que se define como o tempo que um determinado analito levou a
alcancar o detetor, é possivel identificar o composto e através da area do pico avaliar
guantitativamente a sua presenca na amostra de analise. Porém, e modo a que a
identificacdo seja completamente confidvel devem utilizar-se padrbes de identificacao,
sendo possivel a sua aplicacdo através de duas formas distintas: o0 método do padrédo
interno, onde o padréo, que é um &cido gordo ausente da amostra, pode ser incluido na
mistura de andlise e, dessa forma, surge no cromatograma da matriz, permitindo a
quantificacdo dos AGs a partir do AGs padrdo; ou método do padréo externo, que implica
a execucdo de curvas de calibracdo para cada um dos acidos gordos que se pretende

quantificar.8

Em suma, é possivel inferir que a formacéo de ides é proporcional a concentragdo
do analito na amostra aquando da injecdo, assim o FID torna-se sensivel a massa do
composto, surgindo com um limite de detecdo superior a 5 carbonos. Este tipo de detecédo
é bastante recomendado e adequado para hidrocarbonetos, cujos fatores de resposta séo
dependentes do nimero de carbonos, sendo por isso, normalmente elevados. J& amostras

que possuam heteroatomos tém tendéncia a apresentar fatores de resposta inferiores.®®
2.5.1.2. Teoria dos pratos tedricos

A teoria dos pratos tedricos, proposta por Martin e Synger (1941)%, demonstra
que a eficicia da separacdo pode ser quantificada através de um prato teérico, mais
concretamente a partir da sua altura e da sua frequéncia numa coluna de analise
cromatografica. Se visualizarmos um processo de destilacdo fracionada, a coluna de
fracionamento no seu interior possui uma coluna em forma espiral, em que cada loop
corresponde a um prato, quanto maior for esta coluna e, portanto, quanto maior for o
nimero de pratos, maior eficacia se prevé obter no processo destilatorio.*® Por analogia,
no caso especifico da cromatografia divide-se a coluna em pratos tedricos, uma vez que
estes ndo sdo fisicamente visiveis, e prevé-se que a eficacia varie proporcionalmente com

0 numero de pratos de uma coluna e portanto, com o seu comprimento.

O comprimento da coluna permite a determinagéo da altura dos pratos, H, em cada

uma destas partes resultantes da particdo hipotética da fase estacionaria. Espera-se que
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seja atingido um equilibrio entre o analito e as fases estacionaria e movel.*® Assim, para
a determinacdo quantitativa da eficacia da separacdo de um determinado método
cromatografico e considerando que todo o processo de elui¢do do analito acontece sobre
uma distribuicdo gaussiana, € possivel calcular o nimero de pratos de uma coluna (N) e

consequentemente, classificar o desempenho da analise.

tp \2
E 301: N =16 X (—)
quagao W

b

onde, tr corresponde ao tempo de retencdo de um determinado analito e Ws

corresponde a metade da area do pico obtido deste mesmo analito no cromatograma.®
Adicionalmente ao célculo do nimero de pratos tedricos € possivel, como visto

anteriormente, delimitar a altura de cada um (H) através da seguinte equacao:
Eq ao2: H= —
uacao «:
¢ N

onde L corresponde ao comprimento da coluna e N ao nimero de pratos tedricos,
calculados na equacdo 1. Contudo, é importante ressalvar que este modelo tedrico ndo
identifica os diversos parametros que poderdo interferir prejudicialmente no desempenho
da coluna, definindo-se deste modo, como uma forma grosseira e simplista de avaliar a

performance da fase estacionaria no processo de elui¢io e consequente separagio.®
25.1.2.1. Equacéo de Van Deemter

Introduzida por Van Deemter em 1956, a equacdo 3 permite-nos avaliar a fase
movel, isto é, o papel do gas de arraste no processo de transporte da mistura desde o
momento de injecdo, passagem pela fase estacionaria e por fim, chegada ao detetor. Esta
férmula correlaciona a altura de um prato tedrico com a velocidade linear que o gas de
arraste podera assumir, permitindo, mais uma vez, a avaliacdo da eficacia do processo de

separacdo.®” Assim, segundo a equacio de Van Deemter (Eq. 3):
B
Equacdao3: H=A+ —+Csu+ Cpp
1]

Nesta equacdo, a variavel A, designada normalmente por difusdo de Eddy,

corresponde aos varios percursos que o0s constituintes da amostra em analise podem

. U ., B TP
realizar ao longo do seu percurso na fase estacionaria. A variavel — corresponde a difusdo
1l
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longitudinal, que ilustra a difusdo do analito na fase mdvel, que quanto maior for, maior
sera a largura do pico e, portanto, menor sera a eficacia do processo.*® Ja os parametros
Csp e Ct ilustram a transferéncia de massa passivel de ocorrer durante a analise, na fase
estacionaria e na fase mdvel, respetivamente. Estes exercem um grande impacto na forma
dos picos, j& que quanto mais longe se encontra o analito da fase estacionaria, menor sera
0 Seu contacto com esta e, consequentemente, menor serd o seu tempo de eluicdo e maior

seréa o alargamento do pico, o que reflete uma eficécia reduzida.®

Atraveés da andlise da Figura 8, é possivel verificar que a equacéo de Van Deemter,
conjuga 3 pardmetros que sao cruciais para a maxima eficacia ser alcancada, permitindo-
nos, com base no seu estudo, escolher o gas de arraste que melhor se adequa ao grau de

exigéncia que se pretende para 0 método cromatografico que se pretenda implementar.

1 | 2
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Figura 8- 1 - Representacdo grafica da equagdo de Van Deemter. Esta permite-nos fazer uma
previsdo realista da eficacia do processo, ermitindo a escolha do gas de arraste mediante a
exigéncia de separacao pretendida. 2 — Representacao grafica das equacdes de Van Deemter
para trés tipos de gas de arraste, 0 N2, 0 He e 0 H, Através de uma andlise cuidada é possivel
verificar que a curva que mais se assemelha ao ideal é a do Hélio, porém, é importante ter
presente outros aspetos para além daqueles avaliados pela equacao.

Para a escolha do gés de arraste que melhor se adequa as exigéncias de separagao
é importante ter presente as vantagens e desvantagens associadas a sua escolha, ja que as
necessidades dependem de varios parametros, como por exemplo, rapidez na obtencéo de
dados. Na tabela 2, sdo apresentadas algumas vantagens e desvantagens que devem ser

analisadas no momento da escolha do gas de arraste.
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Tabela 3 -Pros e contras na escolha do gas de arraste

Gas de Vantagens Desvantagens
arraste
Nitrogénio Acessivel economicamente; Elevados tempos de corrida

De fécil obtencéo.

Hélio Bom compromisso entre a velocidade e 0 Muito dispendioso
grau de separacéo.

Hidrogénio Acessivel economicamente; Explosivo, é necessario um

Baixos tempos de corrida. controlo rigoroso

2.5.2. Andlise de &cidos gordos

A anélise do perfil lipidico de matrizes alimentares através de cromatografia
gasosa é um processo bastante complexo ja que, implica varias etapas de preparacdo da
amostra que antecedem o momento de injecdo. Assim, apds esta abordagem que permitiu
perceber a constituicdo e principios de funcionamento do cromatégrafo torna-se
necessario perceber se a metodologia aplicada para preparacdo da amostra para futura
analise cromatografica € a mais adequada, tendo em conta parametros como
complexidade da matriz alimentar, custos associados ao uso de solventes e o grau de

toxicidade que estes podem apresentar.

Usualmente, o contetdo lipidico de uma qualquer matriz alimentar € determinado
com recursos a métodos gravimétricos, que visa a extracao destes compostos através de
solventes. A possibilidade de opcdo no que respeita a metodologia a aplicar condiciona
muitas vezes a decisdo no momento de escolha, contudo, € importante ter em atencao
sobretudo a tipologia da matriz alimentar que se pretende estudar, sendo, portanto, este o
parametro de selecdo principal. Os processos de extracdo que se destacam na literatura
quer pela eficacia, quer pela facil utilizacdo sdo: extracdo via Soxhlet, Método Bligh;
Dyer, Método de Gerber, Método de Foch e Roese-Goottlieb.® Estes métodos podem ser
separados em duas categorias, as extragcdes realizadas a quente, que englobam o
procedimento com recurso a Soxhlet e 0 método de Gerber, e as extracdes realizadas a
frio, que abrangem todos as restantes metodologias mencionadas. De modo, a simplificar
a comparacdo destes procedimentos extrativos o0 método de Gerber e o de Roese-
Goottlieb serdo desprezados visto que, sdo métodos referenciados para produtos liquidos,

nomeadamente leites, e produtos lacteos, segundo recomendacgdes da AOAC e o presente
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trabalho visa a validacdo da metodologia para aplicacdo em produtos soélidos,
principalmente produtos cérneos, j& que esta € a matriz alimentar de maior afluéncia no

laboratdrio da empresa.®

O método de Folch, desenvolvido por Jordin Folch e a sua equipa em 1956, é uma
metodologia padréo enquadrada nas normas recomendadas pela AOAC, ou pela 1SSO,
que tem como principio a extracdo do contetdo lipidico através de uma mistura de
cloroférmio e metanol, numa proporcao 2:1, recorrendo a varias lavagens de modo a
garantir a maxima eficacia. Contudo, este processo consome muito tempo e reagentes,
dado que séo utilizados elevados volumes, pelo que em ambiente empresarial se torna
inviavel a sua aplicacio.®® De modo, a contornar estas falacias Bligh e Dyer
desenvolveram uma metodologia simplificada, que utiliza os mesmos solventes que Folch
porém em menores quantidades e num menor espaco de tempo, viabilizando a sua
utilizacdo. Este procedimento é realizado a frio e prevé uma extracdo eficiente através de
uma mistura de cloroférmio, metanol e agua, ja que tem como principio, a formacéao de
uma solucao bifésica resultante da mistura de cloroférmio e metanol com dgua e a amostra
em analise. Na fase que contém apenas cloroférmio encontra-se o conteudo lipido
presente na matriz em estudo, e na fase composta por dgua, metanol encontram-se todos
0s compostos ndo lipidicos. Em seguida, estas fases sdo separadas, o cloroférmio é
evaporado e procede-se a esterificacdo, para posterior analise GC.!° Relativamente, ao
processo de extracdo via Soxhlet, este é feito a elevadas temperaturas e € um dos
processos mais antigos, cuja a utilizacdo é ja secular. O principio deste método visa 0
constante contacto da amostra com o solvente, no extrator de Soxlhet ap6s condensacgéo
do solvente no condensador, que como se encontra a altas temperaturas consegue extrair
da amostra o seu conteudo lipidico, este processo de interacdo solvente-amostra é
continuo e ocorre durante aproximadamente 6 horas, facto que promove a eficiéncia da
extracdo.*® Tipicamente, e de modo a otimizar este procedimento €, previamente feito,
uma hidrélise &cida da matriz em analise. Esta etapa acarreta consigo vantagens e
desvantagens, na medida em que torna a extracdo lipidica mais facil e eficaz pois, a
hidrolise, realizada a quente, com recurso a um &cido forte como o acido cloridrico,
promove a quebra e rutura celular libertando todos os acidos gordos que possam estar
aprisionados no espago intracelular, na membrana ou complexados com outros
compostos, tornando os acidos disponiveis para acdo do solvente, usualmente o éter de

petr6leo.'® Todavia, as perdas que podem acontecer com a aplicagio deste tratamento
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prévio podem ser significativas, principalmente de acidos gordos de cadeia curta que se
encontrem livres. Quando comparados os métodos Bligh, Dyer e Soxlhet assemelham-se
pela simplicidade de aplicacdo, contudo distinguem-se quer no tempo de execucdo, 0
primeiro é mais rapido, quer pelo tipo de solventes usados, o método de Soxlhet utiliza
éter de petroleo que é mais barato e menos nocivo que o metanol e o cloférmio, e pelo
tipo de matriz a que se adequa a sua aplicagdo. A extracdo Bligh, Dyer é recomendada
pelos autores para amostras que contenham cerca de 80%*1% de agua e
aproximadamente 1% de gordura, consideracdo que inviabiliza a sua aplicacdo para
produtos carneos cujo teor de matéria de gorda pode variar entre 5% até valores superiores
a30%, tendo em conta produtos transformados.1% Assim, 0 método que melhor se adequa
e permite a maior eficacia é o de Soxlhet, que apesar das contra-indicacdes mencionadas,
¢ iniciado com uma hidrdlise acida, pois na carne os acidos gordos esperados sdo o acido
palmitico, C16:0, estearico, C18:0, e oleico, C18:1, sendo desprezavel a presenca de
acidos gordos de cadeia curta, pelo que a contribuigdo da hidrélise para uma extracdo

eficaz é favoravel.1%?

Posto isto, é importante perceber a relagdo do solvente de extracdo com os &cidos
gordos. O éter de petrdleo apresenta caracter apolar apresentando afinidade para com a
cadeia carbonada, esta que também é apolar, no entanto, é importante ter presente que um
acido gordo apresente uma regido polar, grupo carboxilico, e uma regido apolar, cadeia
carbonada.'®! Porém a regio polar do &cido gordo normalmente encontra-se complexada
na forma de fosfolipido ou triacilglicerideos, pelo que a cadeia carbonada se encontra
livre e disponivel para interacdo com o solvente, mas mesmo na forma livre esta € eficaz.
A qualidade de um solvente esté relacionada com a sua eficacia de extracao, relacdo
qualidade-preco, baixa reatividade e nocividade, apenas este Gltimo ndo é verificavel para
0 éter de petroleo, contudo, é na mesma o preferencialmente usado, mediante o

rendimento de extrac&o.%

A preparacdo dos acidos gordos para analise, isto €, a esterificacdo destes, pode
ser feita com recurso a varias op¢des como o método KOH-HCI, que se baseia na
conversdo de lipidos em ésteres de metilo através da transesterificacdo através de
metoxido de potassio em metanol absoluto, os acidos gordos que se encontram livres sao
esterificados atraves de uma solucdo de acido cloridrico em metanol. Ou como 0 método
BF3 que, promove a saponificacdo dos lipidos através de uma solugdo metandlica de

hidroxido de sddio, cujos produtos obtidos sdo em seguida convertidos em ésteres de
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metilo através da reacdo com uma mistura de metanol com trifluoreto de Boro (BFs). A
preparacdo dos ésteres de metilo é uma etapa fundamental na anélise cromatogréfica, uma
vez que o processo de esterificacdo permite que no instante apds injecdo da solucao para
analise os acidos gordos ndo vaporizem, entrem na coluna e eluam com o gas de arraste.
Assim, para garantir a maxima eficacia no processo de esterificacdo, garantindo deste
modo que, até os &cidos gordos livres sdo esterificados € utilizado o método BFs, que
apesar de ser altamente toxico e perigoso € mais eficaz. O BFz é um &cido de Lewis forte,
que em conjunto com o metanol origina um complexo coordenado, que nas condicdes de
refluxo em que o método é realizado, promove a rapida metilacdo dos &cidos gordos, quer
na sua forma livre, que na sua forma esterificada, por exemplo, triacilglicerideos. E
recomendada, segundo as normas ISO 17764-1:2002, que a injecdo da amostra deve ser
feita com o solvente usado para extracdo. Apesar de a norma priorizar o uso de n-hexano,
no laboratério da DIN é utilizado o 2,2,4-trimetilpentano, comumente designado por isso-
octano, devido aos baixos custos associados. A relacdo deste solvente com os &cidos
gordos € semelhante a relacéo do éter de petroleo com estes, ou seja, ambos sdo apolares

e apresentam afinidade, e elevada solubilidade.

Os parametros estruturais relacionados com os acidos gordos e 0 processo de
separacdo sdo varios, por exemplo, quando estes sdo de cadeia curta, apresentam maior
volatilidade e, portanto, podem perder-se durante a sua preparacdo ou durante a analise.
Assim, para uma taxa de eficiéncia maior é recomendada a utilizagdo de colunas
especializadas para este tipo de determinacdes.®® Na separacéo de acidos gordos devemos
ter presente o grau de insaturacdo e o tamanho da cadeia, j& que ambos influenciam o
tempo de corrida. Contudo, deve existir um compromisso entre a polaridade da coluna,
que se adequa a separacdo de acidos gordos que diferem apenas pela quantidade de duplas
ligacGes, e o comprimento desta, que nos permite uma melhor separacdo das cadeias
carbonadas, porém, a co-eluicdo de isdmeros poderd acontecer.® Por vezes a
identificacdo total de um cromatograma € invidvel apenas atraves de cromatografia, pelo
que e aconselhado a complementacgéo da analise através de espetrometria de massa. Esta
ultima que separa os analitos mediante a sua carga, numa relacdo massa/carga, pois a
anélise é permitida através da formacgdo de ibes, esta técnica permite uma detecdo
qualitativa através da relagdo massa/carga (m/z) ou quantitativamente através da

abundancia.l®!
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2.5.3. Validagdo da analise cromatogréfica do perfil lipidico de vérias

matrizes alimentares

A validacdo de um processo de analise visa a uniformizacédo e a padronizacao de
todas as etapas que este envolve, promovendo a obtencdo de resultados fiaveis, podendo
desta forma, ser reproduzido sempre nestas mesmas condi¢des, correspondendo ao nivel
de qualidade exigido pela empresa. A validagcdo de um método de ensaio por parte de uma
empresa tem como principal objetivo a sua posterior acreditacdo, meta a que a DIN S.A.
se propde, relativamente a acreditacdo da analise do perfil lipidico por método
cromatogréafico, segundo os termos da norma NP EN ISSO/IEC 17025:2017.82

2.5.3.1. Descricdo do método interno de trabalho

A estipulacdo e descriminacdo de todas as etapas de trabalho é crucial para a sua
validacao assim, num documento elaborado pelo laboratoério, de caracter semelhante a
uma norma, devem estar presentes os requisitos minimos relativos a execucdo laboratorial
da metodologia, permitindo que qualquer pessoa, com a devida instrucdo, seja capaz de
reproduzir o ensaio. Mediante a tipologia de funcionamento e o grau de exigéncia
associado a cada laboratdrio, o processo de validacdo deve estar sempre associado a
execucdo de qualquer método interno, onde devem ser incluidos todos os resultados
obtidos com a aplicacdo do mesmo.® O processo de validagdo divide-se em duas etapas
fundamentais: (1) A avaliacdo direta, que engloba a determinacdo da gama de trabalho,
da especificidade e seletividade do método, da curva de calibracdo, da linearidade, dos
limites analiticos e da preciséo, e (2) a avaliacdo indireta, que abrange os parametros que
definem o grau de precisdo de um método, isto €, os materiais de referéncia certificados,

0s ensaios interlaboratoriais e os testes comparativos.
2.5.3.2. Determinacao da especificidade e seletividade

A especificidade de um método ilustra a capacidade deste para discriminar o
analito de interesse entre uma mistura complexa, sem que na andlise ocorram
interferéncias por parte dos restantes componentes.'® Esta capacidade de identificacéo
isolada de um determinado composto de interesse torna a analise seletiva, 0 que nos
permite assumir que a grandeza medida advém exclusivamente da medicdo do analito de

interesse. Por exemplo, para o presente trabalho, com o desenvolvimento de um método
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de elevada especificidade pretende-se garantir que para cada tempo de retencdo em
particular, o pico de eluigio corresponde ao acido gordo que Ihe é caracteristico.1%’

Com intuito de perceber a capacidade de selecdo de um método, isto &, perceber a
sua sensibilidade a possiveis interferéncias, sdo realizados testes de recuperacao,
recorrendo a pelo menos 5 amostras todas com a mesma matriz, mas com concentragdes
diferentes do analito em estudo.'®® Todo o processo do ensaio de recuperagio deve ser
feito em duplicado, de forma a avaliar a repetibilidade da experiéncia. Com recurso ao
ensaio de recuperacdo é possivel afirmar que um método € sensivel e especifico quando
se obtém taxas de recuperacdo proximas de 100 %, fator que torna o método passivel para

futura aplicacdo. A percentagem de recuperacdo é calculada segunda a seguinte formula:
. Cr + Cq
Equacao 4: n (%) = [C—] X 100
T

onde, Cf corresponde a concentracéo final, esta que engloba o volume da amostra
adicional que foi acrescentado no ensaio, Ca corresponde a concentracdo da amostra e

CT corresponde a concentracéo esperada de analito aquando do término do ensaio.%®
2.5.3.3. Curvade calibracéo

As curvas de calibracdo, aplicadas em metodologias quantitativas, permitem a
percecdo da resposta de uma determinada forma de medicdo em funcdo de uma
concentracdo ou volume de amostra conhecido, onde se espera uma resposta linear. Para
a determinacdo do perfil lipidico avalia-se a area do pico em relagdo a sua concentracdo
aquando da injecdo, sendo desenhada uma reta de calibracdo para cada um dos acidos

gordos, cuja quantificacio se pretende acreditar.%

O processo de calibracdo inicia-se com a preparacdo de uma série de solucdes,
cujas concentracOes sdo rigorosamente conhecidas, estas seguem para medicdo sob as
mesmas condigdes que as matrizes em estudo. O tragado gréfico do sinal do aparelho em
funcdo da concentragcdo do padrdo permite calcular a concentracdo das amostras em
andlise através de interpolacdo.®® A curva resultante deve ser linear de modo a que a
interpolacdo possa ser feita segundo o recomendado pela norma ISO 8466-1. A
regularidade da execucdo da curva de calibracdo é facultativa, podendo o laboratorio fazé-

la todas as vezes aquando da anélise ou esporadicamente. Como a regressao é uma funcgao
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polinomial de primeiro grau, espera-se que a distribuicdo de erros seja normal e que a

homogeneidade de variancias aconteca em toda a reta.’
2.5.3.4. Estabelecimento da gama de trabalho

Para a definicdo da gama de trabalho é importante ter presente qual o0 modelo em
que se pretende executar a calibracéo, isto €, se a calibracdo serd linear ou polinomial.
Para uma calibrag&o linear, como serd utilizada no presente método de avaliacéo do perfil
lipido, Segundo o aconselhado pela norma ISO 8466-1, devem ser realizados cerca de 10
pontos de calibracdo, ndo devendo este valor ser inferior a 5, com uma distribuicdo
homogénea pela gama de concentragdes.!® A avaliagdo da adequacio da gama de
trabalho pode ser feita com base na aplicacdo de um teste de linearidade e homogeneidade

da sua variancia.1®
2.5.3.5. Linearidade

A avaliacdo da linearidade pode ser feita através de um modelo estatistico,
segundo a norma ISO 8466-1, comummente designados por Teste de Mandel ou
Snedecor/Fisher que, com base num conjunto de pares ordenados, permite a determinacgéo
da funcéo de calibracdo linear assim como dos respetivos desvios padrdo residuais: Sy e
Sy2. A diferenca das variancias (DS?), que nos permite avaliar a linearidade, é calculada
segundo a equacdo:

Equacdo 5: DS?= (N-2).S%x- (N-3).5%,

onde N corresponde ao numero de padrbes de calibragdo.’®” Posto isto, é
determinado o valor de PG, que aquando da comparacdao com os valores tabelados pela
distribuicdo F de Snedecor/Fisher permite perceber se a calibracdo até entdo realizada é

linear. O célculo de PG é feito mediante a seguinte equacao:

DS?

Equagao 6: PG = —

Yy2

Se PG for inferior ou igual a F a funcdo de calibracéo é linear, se for superior esta sera
ndo linear.!1% Para a eventualidade de PG superior a F deve ponderar-se a redugdo da

gama de trabalho.
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A aplicacdo do teste de Rikilt permite também, uma avaliacéo da linearidade, uma
vez que este teste analisa este pardmetro para cada ponto da reta, ou seja, para cada pondo

da reta é calculado o Sy/x. Ao valor de Sy/x médio é atribuida a percentagem de 100% e,

a percentagem de cada desvio padréo residual calculadoa a partir deste valor médio. Na

presenca de uma condicdo de linearidade perfeita, o valor de cada percentagem de Sy/x

obtido para cada ponto deveria corresponder a 100%. Porém, para uma determinada gama
de trabalho estabeleceu-se como aceitdvel uma variacao de £10%, se os valores obtidos
apresentarem variacdes superiores a estabelecida, devem ser rejeitados e gama de trabalho
reduzida. A avaliacdo da linearidade pode ser realizada com base numa representacao
gréfica conjuntamente com a analise do coeficiente de correlacdo, contudo, é importante
ter presente que este é um bom indicador de correlacdo, mas ndo refletem com clareza a
linearidade. Quer a analise da gama de trabalho quer as analises da linearidade devem ser
feitas numa fase inicial no processo de calibracdo, sobretudo, quando néo € utilizada a
gama de concentracdo referida na norma de ensaio, ou sempre que este estudo se

verificar.1%’

2.5.3.6. Limites analiticos de um método de ensaio
2.5.3.6.1. Limite de detecédo (L.D.)

O limite de detecdo corresponde ao valor minimo para o qual ainda se deteta a
presenca do analito na amostra com algum rigor estatistico. Este fornece informacéao sobre
a menor concentracdo de analito que o método permite detetar na amostra, apesar de ndo
implicar, necessariamente, a sua quantificacdo com exatiddo satisfatoria.®? Esta variavel

pode ser determinada com base na seguinte equacao:
Equagao 7: L.D.= X, + 3,3 X 0y

onde, Xo corresponde @ média aritmética de padrGes com concentragdes vestigiais,
em namero entre 10 e 20, em que cada um deve ser cuidadosamente preparado, tendo em
conta a sua aproximacao com as condi¢des reais de preparacao da amostra, e a sua leitura
deve ser feita ao longo de um periodo de tempo consideravel.*% J oo representa o desvio

padréo de Xo.

Quando o meétodo implica a calibracdo linear, o limite de detecéo é calculado da

seguinte forma:
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N [33-57]
Equagao 8: L.D.= Y
onde, Sy /. epresenta o desvio padrdo residual da curva de calibracéo e b é o declive da

mesma. 10

2.5.3.6.2.  Limite de Quantificacdo

O limite de quantificacdo define a menor concentracdo que permite a
quantificacdo do analito em estudo, com uma precisdo e exatiddo satisfatorias.
Usualmente, esta concentracdo corresponde ao padrdo de menor concentracdo utilizado
na reta de calibracdo.®* A avaliacdo do limite de quantificacdo deve ser feita repetida e
regularmente e, entre cada verificacdo, a variacdo entre os padroes usados e o sinal obtido
ndo deve variar mais de 10%, mediante o recomendado pela IUPAC. O célculo do limite

de quantificacdo é obtido segundo:
Equacao 9: L.Q.= Xy + 100,

Do mesmo modo que no pardmetro anterior, na eventualidade da calibragéo ser
feita através de uma regressdo linear, o limite de quantificacdo € calculado da seguinte

férmula:

[10- 5y, |

Equagao 10: L.Q.= 5

2.5.3.7. Sensibilidade

A sensibilidade de um método de ensaio caracteriza-se pela sua capacidade para
verificar pequenas variacbes que possam ocorrer na concentracdo do analito. Este
parametro ndo depende apenas da natureza da amostra, nem se encontra intrinsecamente
relacionado com uma etapa especifica, a sensibilidade depende de um conjunto de fatores
e de todos os passos envolvidos na analise, desde a manipulacdo da amostra para extracao
do analito até a analise propriamente dita, nomeadamente das carateristicas do
equipamento utilizado, neste caso um cromatografo acoplado com um detetor de

ionizacgdo da chama. A sua quantificacéo pode ser feita segundo:

AL
Equagdo 11: Sensibilidade = AC
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onde, AL corresponde a variagdo do valor lido e AC a variacdo da concentragdo
responsavel por AC. A determinag&o do perfil lipidico, que é feita segundo uma calibragao
linear, prevé que a sensibilidade seja constante em toda a gama de trabalho e

numericamente igual ao declive da reta de calibragio.0® 11!

2.5.3.8. Precisado

A precisdo permite a estimativa da distribuicéo de resultados entre determinagdes
independentes. Esta pode ser executada para amostras iguais, semelhantes e até mesmo
para padrdes, contudo as condigdes de ensaio devem ser rigorosamente idénticas em
todos. Com intuito da minimizac&o dos erros que poderao estar associados a estes ensaios,
a precisdo deve ser determinada na matriz em analise, reduzindo deste modo, 0s seus
efeitos. A precisdo é definida com base em vérios pardmetros, nomeadamente, a

repetibilidade, a reprodutibilidade e a precisdo intermédia. 07112

2.5.3.8.1. Repetibilidade

A avaliacgdo da precisdo passa pela determinacéo da repetibilidade de um método
de ensaio, esta que se define como a precisdo da metodologia, quando esta é realizada em
condicdes analogas. Assim, e realcando a estabilidade de toda a execugdo experimental,
prevé-se que a repetibilidade seja determinada no mesmo laboratério, pelo mesmo
analista, com 0 mesmo equipamento, mesmo tipo de reagentes, com intervalos de tempo
semelhantes e com uma série de medicdes superior a 10.1% O limite de repetibilidade (r)
estabelece numericamente o valor abaixo do qual, com uma elevada probabilidade, cerca

de 95%, a variacao entre duas medicGes consecutivas pode ocorrer:

Equacio 12: r=t-v2-5,;, =1,96V2-S,; = 2,8 /Sfi

sendo S,; o desvio padrdo de repetibilidade. A ocorréncia de outliers, cuja
determinacdo € fundamental a avaliacdo da preciséo, pode ser determinada com base no
teste de Grubb’s. Para cada grupo de concentragdes ¢ possivel associar um coeficiente de

variagdo de repetibilidade (CV), expresso em percentagem:

S .
Equacio 13: CV,.(%) = % x 100
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onde S;i representa o desvio padrdo da repetibilidade e x a média aritmética da

repetibilidade obtida pela gama de trabalho escolhida. 82112
2.5.3.8.2. Reprodutibilidade

Ap0s a analise da repetibilidade é importante definir a reprodutibilidade de um
determinado método experimental, ja que esta define a precisdo dos resultados obtidos
sobre uma mesma amostra, porém, em condi¢des de ensaio distintas. Assim, para a
determinacdo deste pardmetro podem variar aspetos como: o laboratério, o analista, 0s
equipamentos usados em todas as etapas e ainda realizados de forma esporadica.'’’ Do
mesmo modo que a repetibilidade, o limite de reprodutibilidade (R), estabelece o valor
abaixo do qual, e com elevada certeza, cerca de 95%, a variacdo de duas medicOes

consecutivas pode ocorrer:
Equagio 14: R=1t-V2-5,;=196V2-5,; = 2,8- /53].

onde, Srzj representa a variancia entre os resultados obtidos pela gama de trabalho

definida.*®> A cada gama de trabalho é possivel a associacdo de um coeficiente de

variacdo da reprodutibilidade (CVR), expresso em percentagem:
~ Srj
Equagado 15: CV, = 3 x 100

onde Sy representa o desvio padrdo da reprodutibilidade e X a média aritmética da

reprodutibilidade obtida pelo conjunto de amostras escolhido.*'*
2.5.3.8.3. Precisdo intermedia

Para completar o conjunto dos trés parametros que definem e avaliam a preciséo
é importante perceber de que forma é que a precisdo intermédia interfere com esta. A
precisdo intermédia representa a verificagdo da precisdo, no mesmo laboratorio ou em
laboratorios distintos, utilizando 0 mesmo método, mas variando uma ou mais condi¢des
do método de ensaio. Portanto, é possivel mudancas do operador, do equipamento, do
tempo e do tipo de calibracédo, devendo ser realizadas pelo menos quinze medigdes sobre
um padrdo controlo. A variacdo da precisdo intermédia, expressa em percentagem, devera

ser inferior a 20,113 115
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2.5.3.9. Exatidao

A exatidao representa a consonancia de resultados obtidos para uma amostra, ou
série de amostras, e o valor de referéncia em vigor, para 0 mesmo ensaio e em condicdes
analogas. Na serie de resultados obtidos pressupde-se a combinacdo de erros sistematicos
e aleatorios, logo, a exatidao resulta da interligacdo do uso dos materiais de referéncia

certificados e ensaios interlaboratoriais.®
2.5.3.9.1. Materiais de referéncia certificados

Quando um laboratorio tem o propdsito de validar um determinado método, deve,
obrigatoriamente, recorrer ao uso de materiais de referéncia certificados (MRC), estes
que em conjunto com a medida de andlise apresentam uma incerteza associada. A
obtencdo dos materiais de referéncia certificados deve ser feita junto de um organismo
reconhecido e estes podem ser usados para a avaliacdo externa da qualidade de uma
determinada analise.'%” A utilizacéo deste tipo de materiais permite o reconhecimento do
desempenho do laborat6rio, onde o valor obtido deve ser interposto com o valor tabelado,
permitindo desta forma, a determinacdo do erro relativo associado e da exatiddo da
analise. O erro relativo € obtido a partir da seguinte equacéo:

~ _ Xigp — X
Equagio 16: E,.(%) = —x

= x 100

em que Xiap corresponde a média dos resultados obtidos experimentalmente e X¢
ao valor certificado, ou seja, ao valor aceite como verdadeiro. Mediante o grau de
exigéncia pretendido por cada laboratério este valor podera variar, contudo, é

recomendado pela IUPAC gue este ndo seja superior a 5%.

Como mencionado anteriormente, a utilizacdo de MRC permite a avaliacdo do
desempenho, Z:

Xlab - Xc

Equagao 17: Z = 5

onde, S representa a incerteza associada ao MRC utilizado. A regra para aceitagdo do

desempenho baseia-se na seguinte variacao de valores:
e Se |Z| <2 o desempenho do laboratorio ¢ aceite;
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e Se 2<|Z| <3 o desempenho do laboratorio torna-se questionavel e a sua
aceitacdo ird depender dos resultados obtidos nos ensaios
interlaboratoriais.

e Se|Z|>3 o desempenho do laboratdrio ndo é aceite e este requer mudancas
drésticas na execucdo e até mesmo nas metodologias aplicadas e que foram

alvo de avaliag&o.1%7 108

2.5.3.9.2. Ensaios interlaboratoriais

Os ensaios interlaboratoriais sdo realizados entre laboratorios distintos e fornecem
uma ferramenta adicional de controlo externo, podendo ser de varios tipos, mediante o
intuito do laboratério que os sugere. No caso especifico da validacdo da anélise do perfil
lipidico por cromatografia gasosa, irdo realizar-se ensaios de normalizacdo. Este tipo de
ensaio interlaboratorial permite a comparacdo de valores como a reprodutibilidade e a

repetibilidade, permitindo o seu controlo.!?
2.5.3.9.3. Controlo de rotina

Quando o processo de validacdo € dado como concluido, é prioritaria a definicdo
de algumas atividades de regulamentacdo e verificacdo do método sendo imperativo o
incremento de ensaios de rotina. Estes devem ser efetuados mediante uma periocidade
pré-estabelecida, por analistas devidamente preparados e os instrumentos de analise
rigorosamente calibrados, permitindo o acompanhamento do desempenho da analise cada
vez que esta é realizada, de forma a garantir que as condi¢Bes nas quais o processo foi

validado ainda se mantém.%7

O processo de validacdo e acreditacdo de um método é extremamente moroso,
perfecionista e detalhado, pelo que a sua execucdo requer tempo e disponibilidade quer
do analista quer do aparelho. Contudo, deve manter-se sempre 0s ensaios sobre o rigor
desejado e em condicGes que permitam a sua repeticdo em ambiente rotineiro, sem que a
analise se afaste da realidade acreditada. Assim, com a concluséo deste objetivo, uma das
caracteristicas exiguas do trabalho anterior, a falha na determinacéo de &cidos gordos de
cadeia longa, p6de ser entdo corrigida, permitindo ao laboratério a vantagem de conseguir

a determinacdo de &cidos gordos numa gama maior de comprimentos de onda.
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Capitulo 3 — Enquadramento do trabalho
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Objetivos do trabalho a realizar

Como o porco é um animal monogastrico, isto &, de digestao simples espera-se que a
alimentacdo a que este é submetido se reflita no seu metabolismo, nomeadamente, a nivel
muscular. Deste modo, é expectavel que uma manipulacdo adequada da dieta se manifeste
positivamente nas caracteristicas e composi¢cdo musculares. Posto isto, o presente
trabalho visa perceber qual o impacto do Mega Sense, ap6s a sua introducao na dieta, na
carne de porco ap6s o seu abate. O Mega Sense que se propGem a uma atividade
antioxidante elevada, foca-se exclusivamente nos processos oxidativos que acontecem no
musculo e que promovem a sua perda de qualidade. Assim, € imperativo perceber qual a
eficdcia do produto na reducdo oxidativa e como a sua acdo introduz melhorias
nutricionais e organoléticas na carne final que chega ao consumidor. Adicionalmente, é
importante compreender de que forma pardmetros como a cor, atividade da agua,
conteudo lipidico, entre outros, sdo afetados pela introducdo deste aditivo na dieta. Com
recurso a varias técnicas como GC-FID, TBARS, estudos microbioldgicos, medicdes de
pH, de aw e humidade pretende-se avaliar as caracteristicas organoléticas e nutricionais
do produto de carne final. Este estudo, que se direciona para a carne suina, sera aplicado
nas racas mais comercializadas em Portugal, neste caso os animais sob observacao
resultam do cruzamento Pietrain x Landrace+Large White e o lombo curado oriundo do

porco Bisaro.

Adicionalmente ao estudo do Mega Sense, pretende-se também durante este trabalho
iniciar a validacdo do método de analise do perfil lipidico com recurso a GC, para futura
acreditacdo. Este projeto adicional incorre pela necessidade de complementacdo do
projeto inicial, isto porque, a determinacgdo do perfil lipidico apresentava inimeras falhas
nomeadamente, a incapacidade de separacdo de acidos gordos de cadeia longa ou a méa
separacdo de &cidos gordos com tempos de retencdo muito préximos. Assim, serdo
obtidos de forma rigorosa &cidos gordos para uma maior gama de concentragdes, o que,
resultara num aperfeicoamento do método. O processo estatistico implicard o
desenvolvimento de curvas de calibragdo para cada um dos padrées de acidos gordos que
se pretendem determinar, onde se procurara a linearidade e os limites analiticos. A
precisdo e a exatiddo do metodo serdo também estabelecidas, estas visam ndo sé a
avaliacdo do método, demonstrando se este se enquadra segundo os parametros de
aceitacao de organismos como a IUPAC, como a percec¢do do desempenho do laboratorio

na execu¢do do metodo de andlise que se propdem para acreditacéo.
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Capitulo 4 — Material e métodos
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4.1 Processo de obtengdo das amostras

No presente trabalho as amostras de carne provenientes do musculo longissimus
foram fornecidas pela empresa Porminho, que num ambiente controlado, relativamente a
temperatura e quantidade de racdo fornecida aos porcos, submeteu 90 animais a ingestao
de Mega Sense e colocou outros 90 sob as mesmas condic¢des, porém, sem que houvesse
a ingestdo do produto. Este ultimo grupo sera, portanto, o grupo de controlo positivo.
Face a questdes de confidencialidade impostas pela empresa, ndo é possivel detalhar a
quantidade de Mega Sense administrada, contudo, este foi introduzido na dieta cerca de
um més antes do abate e em baixas quantidades quando comparado com a constituicdo

final da racéo.

Ja as amostras de lombo curado, foram fornecidas pela quinta do Porco Bisaro
onde, o procedimento relativo a alimentacdo dos animais foi semelhante, porém os
grupos, onde ocorreu a suplementagdo e o controlo, ndo foram alimentados ao mesmo
tempo. O conjunto de porcos onde existiu adi¢do do produto, para uma tonelada de racéo
ingeriu cerca de 3 quilogramas de produto, também, cerca de um més antes do abate.
Inicialmente, foi alimento o grupo de controlo e em seguida o suplementado com Mega
Sense, isto para garantir que, a carne que ird integrar o processo de transformacao deriva
exclusivamente do grupo que se pretende estudar. O processo de cura do lombo estendeu-
se por 5 meses e o detalhe com que este processo foi realizado ndo pode aqui ser exposto,
pois o lombo curado, assim como toda a carne de porco Bisaro, possui a denominacdo de
origem protegida (DOP), pelo que a empresa procura 0 maximo sigilo face a quaisquer

alteracdes que introduzem na carne.

4.2. Classificacdo e identificacdo de carnes e produtos carneos

O enquadramento de cada tipo de produto analisado na categoria adequada foi
realizado com base na norma NP 588:2008. Esta identificacdo, efetuada em ambiente
industrial, € determinante para as metodologias de analise que poder&o ser posteriormente

aplicadas.

No presente trabalho foram analisados dois tipos de amostras. O primeiro, a carne
fresca, recolhida 24 horas ap6s o abate do animal, insere-se no grupo das carnes picadas
ja que este foi o processo tecnoldgico predominante a que foi submetido, dado que a sua
trituracdo facilita a sua manipulacdo para analise. Para além da carne fresca, foram

também analisadas carne congelada, com uma semana de congelagéo, e carne cozida em
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agua fervente, estes dois grupos de amostras partiram da recolha da carne fresca. O
segundo grupo, o lombo curado, define-se, segundo a norma, como um produto a base de
carne, ja que este foi submetido a sucessivos processamentos que tornam inviavel a
identificacdo de carne fresca no momento de corte. A sua classificagdo como produto
curado resulta da salga da carne fresca, em condi¢cBes Otimas, que permitam uma
diminuigéo controlada e gradual da humidade e, a ocorréncia de processos fermentativos
e enzimaticos. Estes processos causam alteragdes suficientes no produto que lhe conferem
caracteristicas organoléticas distintivas e que permitem a garantia da sua preservacao e

salubridade a temperatura ambiente usual.
4.3. Preparacdo das amostras para posterior analise

Inicialmente, antes da aplicacdo de qualquer ensaio, as costeletas do lombo de
porco frescas, congeladas, previamente descongeladas, e cozinhadas e os lombos curados
foram devidamente triturados (triturador R-3-plus 3000, Robot Coupe®) e guardados

hermeticamente em frasco de plastico de 120 mL e refrigeradas a 5°C.
4.4. Medicéo do pH em carnes frescas e lombos curados

A medicdo do pH para ambas as amostras foi realizada segundo um método
potenciométrico de acordo com a norma NP 3441:2008. Apos calibracdo do medidor de
pH, recorrendo a duas solucdes tampdo padrdo de pH conhecido (Panreac AppliChem
ITW), com diferentes pH, previamente compradas. O pH de cada amostra triturada foi
medido utilizando um elétrodo sympHony-SB70P desenvolvido pela VWR™, medindo
diretamente o pH da amostra, com aproximacéo de 0,01 unidades. Os dados adquiridos

refletem a média de dois valores obtidos num mesmo ponto da amostra.
4.5. Determinacdo da atividade especifica da dgua (aw)

Para determinacdo da atividade especifica da agua, aw, segundo a metodologia
prevista no documento 978.18 definido e validado pela AOAC international, foi utilizado
um higrometro, o hycroPalm desenvolvido pela Rotronic. A amostra, previamente
triturada, foi colocada no recipiente de leitura do aparelho e, em seguida, colocada a
coluna de leitura da aw sobre o mesmo. Apds estabilizacdo do aparelho, realizaram-se

duas medi¢Oes por amostra.
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4.6. Determinacao do teor de humidade

De acordo com a norma NP 1614-1:2009, foi pesada uma massa de areia tratada,
trés ou quatro vezes superior a massa da amostra, para um cadinho de aluminio no qual
foi ainda adicionada uma vareta de vidro; este aparato foi colocado durante um periodo
de 30 minutos numa estufa (Binder) a 103°C £2°C e, em seguida, num exsicador a
arrefecer a temperatura ambiente. De seguida, foram pesadas cerca de 5 g de amostra
triturada para o cadinho, a qual foi intimamente misturada com a areia com auxilio da
vareta. Este foi colocado na mesma estufa, durante 2 horas, e, posteriormente, num
exsicador a temperatura ambiente. ApOs arrefecimento o cadinho foi pesado e o
procedimento de secagem e pesagem foi repetido até a diferenca entre duas pesagens
consecutivas, distanciadas por uma hora de aguecimento, ter sido inferior a 0,1% do valor

da amostra pesada.
4.7. Determinacdo do indice de acido tiobarbiturico (TBA)

A determinacdo do grau de oxidacdo presente nas amostras foi efetuada através
da determinacdo espetrofotométrica das espécies capazes de reagir com 0 acido
tiobarbiturico, de acordo com a Norma NP 3356:2009.

Para a realizacdo deste método prepararam-se as seguintes solugdes:

1) Solucdo de galato de propilo (98%, Acro Organics) a 5% (m/V) em alcool
etilico 96% (AGA);

2) Solucéo de acido tricloroacético (VWR BDH Chemicals) a 7,5% (m/V), com
EDTA (PanReac) a 0,1% (m/V), em agua destilada;

3) Solucdo de acido tiobarbitdrico (98%, Acro Organics) 0,02 mol/L em agua
destilada;

4) Solugdes padrdo de 1,1,3,3—Tetraetoxipropano a 10~ mol/L e 10® mol/L em

solucdo de &cido tricloroacético a 7,5% (m/V).

A preparacéo e extracdo da amostra foram realizadas do seguinte modo: para um
erlenmeyer de 200 mL foram pesadas cerca de 15 g da amostra devidamente triturada, e
adicionados 30 mL de solucdo de acido tricloroacético a 7,5% (m/V). De seguida, a
mistura foi homogeneizada durante 10 minutos, na posi¢do 4, num homogeneizador
orbital OS-500-VWR. Por fim, a amostra foi filtrada com recurso a papel de filtro para

um copo de vidro e utilizada nas analises sequentes.
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A determinagdo das espécies que reagem com o &cido tiobarbiturico foi feita

mediante o proximo procedimento:

Para um tubo de ensaio, foram pipetados 2,5 mL de extrato (filtrado da mistura
homogeneizada), acrescentado 2,5 mL de solucéo de &cido tricloroacético 7,5% (TCA) e
5,0 mL da solucéo de &cido tiobarbiturico 0,02 mol/L (TBA). A preparacdo do branco foi
semelhante a da amostra, porém, a quantidade que corresponde a amostra foi substituida
por TCA. Relativamente a curva de calibracdo, foram preparadas cinco concentracfes
padrdo, com 1,0 mL, 2,0 mL, 3,0 mL, 4,0 mL e 5,0 mL da solucdo TEP 10 mol/L,
preparada em (4). A cada um destes volumes foi adicionada a quantidade de TCA
necessaria para perfazer 5,0 mL e, por fim, acrescentados 5,0 mL da solucdo de TBA.
Posto isto, os tubos de ensaio, devidamente rolhados, foram colocados num banho, em
agua fervente, durante 40 minutos e, depois, em &gua tépida e regularmente agitados até
ao momento de leitura. A determinacédo da absorvancia, realizada quando as solugdes se
encontravam a temperatura ambiente, foi efetuada com recurso a um espetrofotémetro,
UV-3100PC VWR®, para um comprimento de onda de 530 nm.

5.6. Analise da cor através do método CIE L*a*b*

A cor das carnes frescas, congeladas e cozinhadas foi determinada com base no
sistema tricromatico L*a*b*, estabelecido pela Commission Internationale de
L'Eclairage, CIE, em 1986, com recurso a um colorimetro, Konica Minolta CM-700d,
cuja area de andlise € de aproximadamente 8 mm. Assim, inicialmente foi feita a
calibracdo do aparelho, através do branco de calibracdo e em seguida o auto-zero. Para
cada amostra foram realizadas trés medicGes em locais diferentes, cada uma destas
medicdes foi feita em triplicado e os valores obtidos para cada um dos parametros

resultam da média de trés valores determinados no mesmo local.
4.9. Anélise do perfil lipidico com recurso a GC-FID

A analise de acidos gordos foi realizada de acordo com as normas em vigor ISO
12966-1:2015, 1SO 12966-2:2015 e ISO 12966-4:2015.

4.9.1. Preparacdo dos ésteres de metilo para analise

49.1.1. Preparacdo da amostra para anélise — Hidrolise &cida

Para um copo de vidro de 200 mL foram pesadas 5 g+0,001 da amostra triturada,

este que é o peso da amostra utilizado para os calculos do teor de matéria gorda livre, e
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adicionados 100 mL de solucdo aquosa de HCI a 50% (V/V). De seguida, a mistura foi
aquecida em banho de areia, a 50°C, durante uma hora. Posto isto, a amostra foi filtrada
para um copo de 100 mL, com recurso a papel de filtro que no seu interior continha
Celite® 545 (VWR Chemicals) e bem lavada com agua destilada.

49.1.2. Determinagdo do teor de matéria gorda livre

Este processo foi iniciado com a pesagem do bal&do de fundo redondo, utilizado
para extracao, que havia sido previamente aquecido numa estufa (Binder) a 103°C+2°C,
durante aproximadamente 30 minutos. De seguinte, a amostra contida no papel de filtro,
devidamente seca, foi colocada dentro do cartucho e este colocado na coluna de extragédo
do aparelho de Soxhlet (Gerhart GmbH & Co. KG) e, pelo topo desta, adicionado éter de
petroleo, num volume correspondente ao dobro da capacidade da coluna de extracdo. O
aparato foi entdo submetido a aquecimento em refluxo durante 6 horas, a uma temperatura
constante. Posteriormente, o solvente foi eliminado em evaporador rotativo e, o baldo, ao
qual foram adicionados 2 mL de acetona, que promovem a secagem mais rapida do
extrato, nomeadamente exclusdo de residuos do solvente. Este foi depois colocado na
estufa a 103°C+2°C, durante uma hora. Apds arrefecimento este foi pesado, o
procedimento de secagem e pesagem foi repetido até a diferenca entre duas pesagens
consecutivas, distanciadas por uma hora de aquecimento, ter sido inferior a 0,1% da

massa de amostra pesada em 4.9.1.1.
4.9.1.3. Preparacao dos ésteres de metilo para analise GC-FID

Apos pesagem do baldo obtido em 4.9.1.2., foram adicionados 6 mL da solugdo
metanolica de hidroxido de potassio 0,5 M e, apds fervura, 7 mL da solucdo metandlica
de trifluoreto de boro (BFs,) 1,3 M. Foi montado um condensador e a mistura aquecida a
ebulicdo, sob refluxo, durante 3 minutos. Seguidamente, foram adicionados 5 mL de
isoctano e 20 mL de solucédo saturada de cloreto de sédio, cuja concentracdo podera ser
variavel, pois apenas se pretende a saturacdo da solugdo para que a separagdo de fases
seja ideal. A mistura foi transferida para um tubo de vidro onde foram acrescentados 10
mL de cloreto de sodio concentrado, verificando-se uma separagéo de fases. Com recurso
a uma pipeta de Pasteur, foi transferida a porcao pretendida, a superior, para um outro

tubo de plastico, com tampa.

4.9.1. Andlise por GC-FID
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Para a analise por GC-FID utilizou-se uma coluna ZB-FFAP de 30 metros, com
0,25 mm de didmetro (Zebron™), acoplada a um cromatdgrafo Clarus 500 (Perkin
Elmer).

A injecéo da amostra foi feita manualmente através de uma seringa de 1 uL (Hamilton
Co.). As condicbes cromatogréficas foram as seguintes: temperatura do injetor 270 °C,
temperatura do detetor 245 °C, com a temperatura do forno 1 minuto a 75 °C, aumentada
a 17 °C/min até 155 °C, mantida a esta temperatura durante 2 min, aumentada a 3 °C/min
até 180 °C, mantida a esta temperatura durante mais 4 min, aumentada até 220 °C a 40
°C/min e mantida a esta temperatura durante 18 min. Utilizou-se H2 como gés de arraste,
a uma presséo de 9,3 psi, com um fluxo de 0,69 mL/min, e um fluxo split de 1:100.

4.10. Avaliacdo microbioldgica do lombo curado

4.10.1. Preparagéo das amostras

A realizacdo desta etapa do procedimento de analise microbioldgica foi efetuada
com base na norma ISSO 6887-1: 2017 (E). Deste modo, para um saco de plastico
esterilizado foram pesadas 25g + 0,029 da amostra, ndo triturada, e acrescentado o meio
diluente APT (Anexo 1), num volume nove vezes superior a massa pesada. A solucdo foi
colocada num homogeneizador peristaltico, Seward-Stomach 400 — Lab system, e

deixada a repousar, a temperatura ambiente, até se iniciarem as analises seguintes.

De modo a preparar as dilui¢cbes subsequentes, foi pipetado 1 mL da solucdo da
amostra homogeneizada para um tubo de ensaio ja com 9 mL do diluente previamente
adicionado. Este processo de diluicdo foi realizado para todas as diluicdes que se

pretendiam analisar.
4.10.2. Contagem de Microrganismos totais

A execucdo desta metodologia teve como base a norma 1SO 4833-2:2013 (E).
Com uma pipeta esterilizada foram transferidos 0,1 mL da dilui¢do preparada em 5.9.1
para meio de PCA (Anexo 1-a) em placas de Petri. O in6culo foi cuidadosamente
espalhado por toda a superficie do meio, com o auxilio de um espalhador, e cada placa
foi incubada a 30°C+1°C durante 72h+3h (estufa Memmert). Com o auxilio de um leitor
de placas, Colony Counter (IUL Instrument), foi realizada as contagens dos

microrganismo, para cada placa a contagem foi feita para apenas um quadrante da placa
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pois, a quantidade de coldnias era elevada, e extrapolado este valor para 0s quatro

quadrantes da placa.
4.10.3. Detecdo, enumeracao e confirmacao de Listeria monocytogenes

Mediante o pressuposto pela norma ISSO 11290-1:2017, para um saco plastico
esterilizado foram pesadas 259+0,01 da amostra e adicionados 225 mL do meio half-
Fraser, Anexo 1-b, que se encontrava a temperatura ambiente. O saco contendo a amostra
e 0 meio foi homogeneizado e incubado a 30°C+1°C durante 24h+1h. Apds incubacéo, a
amostra foi inoculada em placas de Petri com meio PCA, com recurso a uma ansa de
repicagem, as placas foram incubadas invertidas, numa estufa, Memmert, a 37°C durante
48h+2h. Ap0ds 24 horas de incubacdo, as placas de petri foram analisadas, com o intuito
de verificar a presenca de L. monocytogenes, esta que se caracteriza pelo surgimento de
colonias azuis-esverdeadas com um halo opaco circundante. Posto isto, é feita a
enumeracdo das coldnias através de contagem, que pode ser efetuada sem recurso ao

contador.

Da placa, onde presumivelmente existiria L. monocytogenes, foram isoladas,
cuidadosamente, 2 coldnias, para a etapa da confirmacdo. De seguida, com recurso a uma
ansa de repicagem, foi tracado um risco, numa placa de agar enriquecida com peptonas
e fatores de crescimento especificos para a bactéria. No caso de se verificar a presenga
da L. monocytogenes, ocorrerd a mudanca de cor do meio, de vermelho para amarelo,
com desenvolvimento adicional de um halo opaco em redor do traco feito para cada

coldnia.
4.10.4. Detecdo e contagem de Staphylococcus aureus

O meio Baird Parker, (Anexo 1-c), foi transferido para placas de Petri que, em
seguida, foram incubadas durante 24htlh a 3°Cx2°C. A partir da dilui¢do inicial
preparada em 4.10.1 foram transferidos 0,1 mL para o meio de cultura anteriormente
preparado, distribuindo o inéculo por toda a superficie com auxilio de um espalhador.
Esta etapa foi repetida para mais 3 dilui¢Ges, partindo sempre da diluigdo anterior a que
se pretendia determinar. As placas foram colocadas a temperatura ambiente durante 15
minutos e, de seguida, invertidas e colocadas na estufa a 37°C+2°C durante 24h+2h. Com
0 auxilio de um leitor de placas, Colony Counter (IUL Instrument), foram marcadas as

colonias atipicas e voltadas a incubar nas mesmas condig¢fes durante 24h+1h.
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4.10.5. Quantificacdo de Bolores e Leveduras

Através da norma ISO 21527-2:2008 foi realizada a metodologia que permitiu
detetar a presenca destes microrganismos nas amostras para analise. Assim, para placas
de Petri preparadas com APT e DG18 (Anexo 1-¢), foram transferidos 0,3 mL da diluigéo
inicial, preparada em 4.10.1, para 3 placas, o procedimento foi repetido para todas as
diluicdes que se pretendiam avaliar. Por fim, as placas foram incubadas durante 72h+2h.
Posto isto, com o auxilio de um leitor de placas, Colony Counter (IUL Instrument), foram
contabilizados os bolores e leveduras em cada placa, esta distin¢do foi vidvel dada a
aparéncia dispar destes dois componentes.

4.10.6. Detecdo de Salmonella

Este procedimento foi realizado segundo a norma ISO 16140:2003. A amostra foi
preparada de forma semelhante a descrita em 4.10.1 e o saco foi colocado a incubar
durante 18h+2h a 41,5°C+1°C. Em seguida, transferiram-se 0,1mL da solugdo incubada
para uma placa de agar, preparada com PCA e com meio de enriquecimento MSRV
(Anexo 1-f), a qual foi novamente 24h+2h a 37°C+1°C. Apds 24 horas de incubacéo, a
detecdo da bactéria foi realizada com recurso a analise qualitativa das placas de petri,
onde foi verificada a sua auséncia ou presenca, esta acdo foi efetuada sem recurso ao

contador.
4.10.7. Detecdo e quantificacdo de Escherichia coli

Com base na norma I1SO 16649-2:2001 e partindo da dilui¢io feita em 4.10.1
foram pipetados 1 mL da amostra para placas de Petri e a inoculacdo foi feita em duas
placas para cada diluicdo. Seguidamente adicionaram-se cerca de 15 mL de meio TBX
(Anexo 1-g), corretamente qual foi homogeneizado com o inoculado. As placas
solidificaram & temperatura ambiente, e, de seguida, foram invertidas e colocadas a
incubar a 44°C durante 24h+2h. Posto isto, a detecdo da E.coli foi efetuada pela
verificacdo do crescimento de colonias na placa de petri, sempre que este crescimento
aconteceu as placas foram submetidas a contagem através do leitor de placas, Colony
Counter (UL Instrument).
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Capitulo 5 — Resultados e discussao
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5.1. Alimentagdo com o Mega Sense

O Mega Sense foi introduzido na dieta dos animais em estudo cerca de um més ou
trés semanas antes do abate, ja que a probabilidade da sua incorporacdo aumenta, dado o
desenvolvimento do sistema digestivo do animal. Este produto tecnoldgico foi integrado
na mistura que é administrada ao animal, esta que se apresentou rica em cereais como
trigo, cevada e soja. Face ao mencionado na revisao bibliografica este tipo de produtos
contribui sobretudo, para um aumento de acidos gordos polinsaturados, acontecimento
que podera ser mais ou menos favoravel a qualidade da carne. Isto é possivel, uma vez
que, existe a possibilidade de haver um aumento da concentracdo de 6megas-3 na carne,
surgindo assim melhorias nutricionais, relativamente a vertente menos favoravel, com o
aumento da propensdo oxidativa do musculo, o desequilibrio redox instala-se
promovendo a perda de atributos qualitativos desejaveis.*'’ Todavia, a presenca do Mega
Sense pretende antagonizar este processo oxidativo, promovendo a manutencdo da
qualidade como veremos em seguida, ja que se espera a absor¢cdo méaxima a nivel
intestinal pois, o produto é hidrossolUvel e resiste a todo o processo digestivo, e, portanto,

a sua incorporacio e transporte até ao musculo esperam-se facilitadas.!*8

5.2. Efeito da alimentagdo com Mega Sense sobre a cor da carne

A cor da carne de porco, um dos componentes sensoriais de maior destaque, € um dos
principais influenciadores de compra, dado que, é associada com a presenga ou auséncia

de frescura.

No presente trabalho, foram analisadas costeletas provenientes do masculo
longissimus, cujo metabolismo ndo pode ser determinado com exatidao ja que variages
como o peso do animal, grau de obesidade, genética restringem as quantidades quer de
fibras glicoliticas, quer de oxidativas e/ou intermediarias. Assim, com base na analise
rudimentar do seu aspeto, é possivel a afericdo ambigua do tipo de metabolismo que o
animal em analise apresenta. Neste caso, a carne fresca obtida pelo cruzamento Pietrain
x (Landrace x Large White), surge com uma cor vermelha carregada, pelo que se pode
assumir que o tipo prevalecente de fibras sdo as oxidativas de contragdo lenta. Deste
modo, o ambiente oxidativo é proeminente e a possibilidade de desregulacdes é elevada,
com forte tendéncia para o desenvolvimento de metamioglobina a partir de

oximioglobina.t*® Contudo, a constituicdo muscular nio permanece igual com o abate do
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animal, j& que, durante o processo postmortem sdo varias as altera¢fes bioquimicas a que
esta sujeita. O pH, com a morte do porco, inicia o seu declinio, cuja taxa e extenséao irdo
determinar a capacidade da carne para refletir e/ou absorver luz e, portanto, ird influenciar
a cor que esta apresenta.’?® Todavia, a variagio deste pardmetro ocorreu entre valores
considerados normais e aceitaveis, 5,6-5,8, e, portanto, ndo se identificou a presenca de
condigdes DFD nem PSE, estas que séo fortemente influenciadas pelo pH, como foi

mencionado anteriormente.>312!

A cor das amostras foi determinada com recurso ao metodo CIE L*a*b*, introduzida
pela comissdo internacional da cor em 1931, que perspetiva a cor como um sistema
tricromatico, composto por trés coordenadas: pela clareza, L*, variagdes entre o vermelho
e 0 verde, a*, e variagdes entre 0 azul e o amarelo, b*. As leituras foram efetuadas para
amostras com 24 h apds o abate (denominadas por amostras refrigeradas), para amostras
apo6s uma semana de congelacdo (amostras congeladas) e para amostras apos cozedura,

em agua fervente, a 110 °C durante cerca de 35 min.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados obtidos (valores médios de trés
determinacgOes para cada amostra) para a carne obtida de animais alimentados ou néo com
Mega Sense. Para cada gama de trabalho existiu um grupo controlo, onde os animais
abatidos ndo ingeriram Mega Sense em qualquer fase de crescimento, permitindo que

mediante os resultados possa ser percetivel o efeito deste produto.

Com a presenca do Mega Sense espera-se que a manutencao da cor seja maior, ou seja
que a carne permaneca vermelha durante mais tempo, com a mioglobina na forma de
oximioglobina (MbO.). Na figura 9, sdo comparados os valores do pardmetro a*, na
presenca e auséncia do produto. Estes valores foram submetidos a uma analise estatistica
t-student para amostras ndo emparelhadas, com um intervalo de confianca de 95%. Na
figura 9, existe uma tendéncia positiva, para valores de a* na presenca do produto,
nomeadamente quando estas foram cozinhadas ou congeladas, p<0,05, o que pode ser
indicador do efeito do Mega Sense. Para as amostras refrigeradas esta tendéncia ndo se
verificou, o que podera ser reflexo da frescura da carne no momento de analise, dado que,
0 tempo postmortem ainda néo era suficiente para que as taxas oxidativas sejam tais que

promovam alteracdes a nivel da mioglobina e outros constituintes musculares.??,
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Figura 9 - Comparacdo do parametro a* na
auséncia e na presenca do Mega Sense entre
varias amostras. Através da analise estatistica,
t-student para um intervalo de confianca de
95%, é possivel verificar que apenas para as
amostras refrigeradas a diferenca entre o
parametro a* ndo € estatisticamente
significativa. Ja para as amostras congeladas e
cozinhadas existe uma diferenca significativa,
p<0,05, entre a presenca e auséncia do Mega
Sense, sendo tendencionalmente positiva para a
acao esperada do produto.

A acdo protetora do produto é
corroborada por varios autores isto porque,
a sua constituicdo a base de vitamina E,
taninos e compostos fendlicos, se
assemelha aos compostos avaliados por
estes. Contudo, é importante ter presente
que, a quantidade de amostras nao permite
uma conclusdo estruturada acerca da acao
do produto, no entanto, € visivel a tendéncia

positiva para tal.

O parametro a* relaciona-se com
variagdes de cor entre 0 vermelho e o verde,
sendo a cor vermelha a procurada pelo
consumidor e que € representada por
valores de a* ligeiramente elevados,
superiores a 5. Phillips et al. (2001)*
relacionou o estado de oxidacdo da
mioglobina com a variacao do critério a*,
tendo verificado que para diferentes taxas
oxidativas, a mudanca na conformacéo
deste pigmento resultava em variagdes nos
valores de a*, onde 0 seu aumento era
promovido por baixas taxas oxidativas e a
sua diminuicdo por valores oxidativos
elevados. Neste estudo, a presenca de
oximioglobina foi associada a valores de a*
superiores a 5, enquanto que valores baixos
foram relacionados com a auséncia de
de

metamioglobina ou com a ligacdo da

oximioglobina e  prevaléncia

mioglobina a compostos como nitratos e/ou
nitritos que tornam a carne esverdeada.

Este estudo encontra-se em concordancia
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Figura 10 - Comparacdo do parametro L* na
auséncia e na presenca do Mega Sense entre
varias amostras. Através da analise estatistica, t-
student para um intervalo de confianca de 95%, é
possivel verificar que para as amostras
refrigeradas e congeladas a diferenca entre o
pardmetro L* ndo é  estatisticamente
significativa. J4 para as amostras cozinhadas
existe uma diferenca significativa, p<0,05, entre
a presenca e auséncia do Mega Sense, sendo
tendencionalmente positiva para a agdo esperada
do produto.

com os resultados que obtidos para a
atividade do Mega Sense, pois em ambos
se verificaram baixas taxas oxidativas,
que parecem promover valores de a*

desejaveis.

O parametro L*, que quantifica a
luminosidade da peca de carne, permite
perceber o estado qualitativo da mesma,
ja que as variagdes dos seus valores estdo
associadas com o desenvolvimento de
carnes DFD e PSE. A conjugacdo dos
e L*

avaliacdo da qualidade da carne, pois,

parametros a* permite uma
através do parametro a* conseguimos
avaliar o aspeto e com o L* perceber se
alguma situacdo extrema se estabeleceu.
Usualmente, os valores de L* surgem
com uma faixa de variacdo que delimita
as caracteristicas do musculo apés o
abate. Assim, para valores de L* muito
superiores a 50 a carne é considerada
PSE, onde se espera uma luminosidade
excessiva dada a palidez adquirida,
valores muito inferiores a 44 resultam de
carne DFD, com luminosidade baixa dada
a escuridao que a carne adquire, enquanto
idealmente os valores de L* devem situar-

se entre 0s 44 e 50,1233

Na Figura 10 sdo apresentados 0s
valores obtidos para o parametro L*, para
as amostras de carne em estudo. Os
valores obtidos para este parametro em

todas as gamas de amostra € superior a 50,
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Figura 11 - Comparacao do parametro b* na
auséncia e na presenca do Mega Sense entre
varias amostras. Através da andlise estatistica,
t-student para um intervalo de confianca de
95%, é possivel verificar que para as amostras
refrigeradas e cozinhadas a diferenca entre o
parametro b* ndo é estatisticamente
significativa. Ja para as amostras congeladas
existe uma diferenca significativa, p<0,05,
entre a presenca e auséncia do Mega Sense,
sendo tendencionalmente positiva para a agao
esperada do produto.

porém os valores apresentados previamente
como padrdo representam uma média
baseada na literatura. Deste modo, embora
superiores os valores de L* nédo refletem a
presenca de carne PSE, pois a esta
superioridade numérica ndo é substancial.
Verifica-se que a variacdo de L* sO ¢é
relevante nas amostras cozinhadas, p<0,05,
aumentando para a carne dos animais
alimentados com Mega Sense. Contudo, este
critério de analise ndo esta diretamente
relacionado com o ambiente oxidativo que
pode ocorrer na carne, ja que este depende
sobretudo do potencial glicolitico que se
instala  no processo postmortem,
dependendo, essencialmente, do pH, como

sera abordado em diante.

Do mesmo modo que o L*, também o0s
valores de b* ndo se encontram diretamente
relacionados com as taxas oxidativas que
possam estar a ocorrer na carne, em
qualquer que seja a fase de anélise a que esta
esteja submetida. Com base na observacédo
dafigura 11 verifica-se que em nenhuma das
amostras os valores médios de b* sdo
significativamente superiores na presenca
de Mega Sense na dieta, porém, em todas as
amostras existe uma tendéncia positiva para
estes valores serem mais elevados, quando
comparados com os valores médios
calculados para as amostras obtidas na
auséncia do produto na dieta. A variagédo

positiva dos valores de a*, nas carnes
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congeladas e cozinhadas podera ser reflexo da acdo antioxidante do Mega Sense, ja que,
na sua presenca se espera uma protecdo aumentada ao grupo hémico desta proteina.

O parametro b*, que descreve a variacdo entre 0 azul e amarelo, promove uma
percecdo visual da variacdo de pH, j& que se encontra diretamente relacionado com este.
Apesar dos parametros L* e b* ndo se relacionarem diretamente com o0 ambiente
oxidativo a que a carne possa estar submetida, podem ser influenciados por produtos e
intermediarios desses processos.'?* Comumente, estes critérios de analise de cor
relacionam-se sobretudo com o pH e as caracteristicas metabdlicas do muasculo. Porém,
0 pH, como serd analisado em seguida, quando elevado, promove a auto-oxidacdo da
mioglobina e a consequente alteracio da cor.> Assim, estes pardmetros apesar de ndo nos
permitirem perceber a eficacia do Mega Sense enquanto antioxidante e promotor da

qualidade da carne, permitem uma previsao do estado qualitativo da carne.

Em suma, o sistema tricromatico L*a*b* permite-nos uma avaliacdo quantitativa da
cor, 0 que é util na medida em que permite percecionar varia¢oes que, até para avaliadores
sensoriais experientes e especializados sdo dificeis de percecionar. O parametro a* é, de
entre os trés, aquele que se relaciona diretamente com a oxidacdo a que musculo possa
ser sujeito, uma vez que reflete o estado oxidativo da mioglobina, o principal pigmento
responsavel pela cor.'® A figura 10 permite perceber que na presenca do Mega Sense na
dieta, a variacdo de a* foi sempre favoravel, o que demonstra a possivel eficacia deste
como agente antioxidante e como agente protetor da mioglobina. O facto de este
parametro se manter elevado para amostras congeladas e cozinhadas, torna o produto
interessante para industrias de processamento ja que a carne se mantém apelativa durante
mais tempo. Todavia, é importante ter presente que um aspeto demasiado vermelho na
carne cozinhada pode induzir o consumidor em erro e fazer com que este cozinhe a carne
durante mais tempo, podendo colocar em causa toda a qualidade da carne. Deste modo, é
possivel concluir que o Mega Sense exerce uma acdo positiva na cor da carne,

promovendo a sua boa aparéncia, com potencial para prolongar o tempo de prateleira.
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Tabela 4 - Parametros L*, a*, b* obtidos através do método CIE para amostras de carne refrigerada, congelada e cozinhada, obtidas

a partir de animais alimentados ou ndo com Mega Sense

Carne refrigerada?

Carne congelada®

Carne cozinhada®

L* ax b* L* ax b* L* ax b*
SM_1d 54,86 6,83 14,37 49,18 8,66 11,14 56,25 3,57 14,78
SM 2 52,62 8,90 13,35 55,54 5,02 12,90 62,67 3,88 17,10
SM 3 51,38 9,83 14,67 56,33 4,94 11,97 61,26 4,42 17,25
SM 4 53,11 5,20 12,79 57,89 6,26 13,56 55,88 5,54 17,47
Média 52,99 7,59 13,79 54,73 6,18 12,39 59,01 4,35 16,65
s 1,44 2,08 0,88 3,83 1,74 1,06 3,46 0,86 1,25
CM_1 59,45 5,18 15,30 54,66 8,19 14,12 53,31 6,57 19,36
CM_2 54,62 7,54 14,06 62,42 8,57 13,22 54,98 5,06 17,32
CM_3 60,54 6,35 15,42 52,49 9,17 13,37 53,67 5,94 17,30
CM 4 51,76 9,54 14,66 49,74 12,19 14,15 56,55 5,46 17,16
Média 56,59 7,15 14,86 54,83 9,53 13,71 54,63 5,76 17,78
s 412 1,86 0,63 5,45 1,82 0,49 1,47 0,65 1,05
SE® NS NS NS NS p<0,059 NS p<0,05 p<0,05 NS

& — A carne refrigerada foi analisada 24 horas ap6s o abate podendo assim, ser considerada como carne fresca;
b _ A carne congelada foi analisada apds uma semana de congelacio, tendo sido congelada imediatamente depois do abate e descongelada a T ambiente;
¢ — A carne cozinhada resultou de um processo de congelacdo paralelo ao da carne congelada onde, em seguida a um processo de descongelacdo a T ambiente, esta foi cozinhada a 110°C

durante ~ 35 minutos;

d_ Cada um dos valores discriminados resulta da média de 3 medic@es, em que cada resulta de uma andlise triplicada efetuada pelo aparelho;

¢ — SE - Significancia estatistica;

f— NS — N4o significativo, p>0,05, para a analise estatistica t-student, num intervalo de confianga de 95%;
9 — p<0,05, estatisticamente significativo, para a analise estatistica t-student, num intervalo de confianca de 95%.
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5.3. Efeito da incorporacdo do Mega Sense na dieta sobre o pH da carne

Variaciio do pH para amostras refrigeradas

6.00 4
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% 3.00
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0.00-
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Variacdo do pH para amostras congeladas
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= 3.00+
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Variagao do pH para amostras cozinhadas

Sem_MegaSense Com_MegaSense

Figura 12 - Variacdo do pH na presenc¢a e auséncia de
Mega Sense da dieta, para (a) amostras de carne
refrigeradas, (b) amostras de carne congelada e (c)
amostras de carne cozinhada.  Através da analise
estatistica, t-student para um intervalo de confianca de 95%,
é possivel verificar que para as amostras congeladas a
diferenca entre o pH ndo é estatisticamente significativa. Ja
para as amostras refrigeradas e cozinhadas existe uma
diferenca significativa, p<0,05, entre a presenca e auséncia
do Mega Sense, sendo tendencionalmente positiva para a
acdo esperada do produto

Como ja discutido na revisdo
bibliogréfica, a variacdo do pH e a taxa ou
velocidade do seu declinio sdo acontec
imentos fundamentais para a qualidade da
carne, estes encontram-se intrinsecamente
relacionados com o  metabolismo
postmortem. O valor que o pH atinge,
durante 0 processo poOs-abate, em
conjugacdo com a temperatura da carcaga
sdo determinantes para o desenvolvimento
positivo de parametros qualitativos como o
gotejamento da peca de carne, a cor e
textura.'?!Neste trabalho, a determinagéo
do pH foi realizada para carnes de animais
alimentados com e sem 0 Mega Sense, este
pardmetro foi também determinado para o
lombo curado obtido a partir de porcos em
condicbes semelhantes aos anteriores,
existindo, portanto, sempre um grupo
controlo, onde ndo ocorreu a ingestdo do
produto. Através da analise da figura 12,
onde sdo expostos os resultados obtidos, é
possivel verificar que a inclusdo do Mega
Sense na dieta promoveu um aumento
significativo do pH (p<0,05) para as carnes
refrigeradas e cozinhadas, enquanto que
para as carnes congeladas ndo se um efeito
significativo (p>0,05). Apesar de nas
amostras congeladas ndo existir uma
significancia estatistica, verifica-se uma
tendéncia positiva na presenca do Mega

Sense. A conjugacdo dos valores de pH
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obtidos com os valores de L* discriminados na sec¢do anterior permite concluir que em
nenhum dos grupos se verificou a ocorréncia de carnes DFD ou PSE, e, portanto, a carne
avaliada encontrava-se dentro dos parametros qualitativos recomendados, ndo havendo
conclusdes erroneas influenciadas por estas condigdes.*?® Direcionando o foco para as
amostras sujeitas a refrigeracédo, a diferenca de pH na auséncia e na presenca de Mega
Sense, 5,67+0,01 e 5,83+0,01, respetivamente, onde estes valores representam a media
obtida a partir de todas as amostras analisadas, em cada uma das gamas, permite que
sejam retiradas algumas elacGes relativamente a influéncia do produto na qualidade da

carne fresca.

Pardmetros como a cor ou a capacidade de retencdo de agua sdo, fortemente
influenciados pelo pH, como foi abordado ao longo da introducédo, porém, € importante
perceber qual o papel do Mega Sense sobre o pH e 0 seu impacto a nivel qualitativo. Na
presenca do produto o pH é superior, facto que ira dificultar a oxidacdo da mioglobina,
pois a penetragdo do oxigénio na superficie é dificultada pela compactacéo das fibras
musculares, resultado do pH final que a carne atingiu.*?® Os valores b* e L* s&o
superiores, p<0,05, para os valores de pH mais elevados, algo gque se revela concordante
com o estudo realizado por Brewer et al (2001)?’ onde este compara varios sistemas de
mediacdo da cor e os relaciona com variagdes de varios parametros qualitativos, incluindo
0 pH. Assim, no presente trabalho verifica-se uma correlacédo positiva e expectavel entre
0 parametro L*, que evidencia a luminosidade da carne, e o pH, j& que para valores mais
elevados se espera uma refletdncia maior, dada a organizagéo fibrilar.’?® Do mesmo
modo, para o parametro b* que permite a previsdo dos valores de pH, se verifica esta
correlacdo, uma vez que estes valores, ainda que ndo significativamente estatisticos,
apresentam uma tendéncia positiva, demonstrando-se superiores. Contudo, apesar da
relacdo entre estes dois parametros, é importante realcar que o Mega Sense nado contribui,
pelo menos em primeira instancia para os valores de pH, porém, este podera exercer uma
acdo protetora sobre a mioglobina, pois, a promog¢do de um pH acidico resultado da
producdo de &cido latico culmina num ambiente oxidativo mais rigoroso, podendo ser
despoletada a oxidacdo da mioglobina, figura 13. E importante ressalvar que, embora 0
pH influencie indiretamente as taxas oxidativas da carne, ja que a protonacdo da
oximioglobina, promovida sobretudo por variagdes associadas a este aspeto tecnoldgico,
leva a producdo de espécies reativas de oxigénios, o seu contributo para o impacto da

oxidacédo na qualidade da carne ndo é consideravel. No entanto, o decréscimo de pH néo
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foi suficiente para que estes tipos de conjeturas possam ser verdadeiras, ja que este foi
analisado 24 horas apds o abate e se revelou, para ambas as gamas, dentro dos valores
considerados padrdo.'?® Deste modo, ndo podem ser feitas conclusdes sobre 0 mecanismo
de acdo do produto e as alteracGes da cor que poderdo ter sido provocadas por influéncia
do pH.

() () g

B MbFe(I11)OH
MbFe(11)02 MbFe(II1)O™

Figura 13 - Oxidac&o da oximioglobina. Para pH baixos existe uma propenséo substancial
para a oxidacdo da mioglobina, um processo que podera, contudo, ser reversivel. Todavia, se
0 processo prosseguir ocorre a formacdo de metamioglobina e do anido superdxido,
aumentando as taxas oxidativas. Consequentemente, a carne escurece e perda visivelmente a
gualidade. (Imagem adaptada: Arcon J.P. et al. (2015)).

Relativamente as amostras congeladas, é possivel verificar que, apesar de p=>0,05,
as amostras provenientes de animais cuja a alimentacdo inclui o Mega Sense, revelam
valores superiores aquelas que advém de porcos com dietas ndo suplementadas,
5,77£0,01 e 5,71+0,01, respetivamente. Para os valores de pH superiores verificaram-se
a*, b* e L* também superiores. Conquanto, os valores de L* ndo sdo explicados
exclusivamente por variacfes na luminosidade, resultado da variacdo do pH, ou por
variacdes no estado de oxidacdo da mioglobina, resultado quer do pH final quer do
ambiente oxidativo a que este pigmento possa estar exposto. Do processo de congelagédo
resulta, normalmente, um acastanhamento ténue da carne, resultado da evaporacdo dos
cristais de gelo que se formam a superficie da peca, durante o armazenamento, e que ddo
lugar a pequenas bolhas de ar que dispersam a luz resultando, sobretudo, num valor de
L* maior.*?® Nio obstante, se este tempo de armazenamento for muito prolongado, mais
de duas semanas, 0 escurecimento da peca acontecera com maior impacto e ndo so devido
a evaporacao dos cristais como & oxidagdo da mioglobina, que ap0s este periodo acontece

em elevada escala.’?’

Quando submetidas ao calor a mioglobina sofre, assim como todas as proteinas, um
processo de desnaturagdo, onde, acaba por perder os seus atributos e fungdes. Assim,

carnes submetidas a processos de aquecimento, como a cozedura em agua realizada no
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presente trabalho, apresentaram valores de a* mais baixos, facto que verificou nos dois
grupos, com e sem aditivo, mas que apresentou maior impacto na sua auséncia.> A carne
cozinhada surge com um pH final superior na presenca do Mega Sense, 6,28+0,01,
qguando comparado com o obtido na sua auséncia, 6,08+0,01, e para os quais, p<0,05,
valores que revelam concordancia quer com b* quer L* obtidos para cada um dos grupos.
As carnes com valores de pH mais elevados, apresentam a* superiores, ocorréncia que
mais uma vez pode derivar quer do impedimento da penetracdo do oxigénio quer da
atividade antioxidante do produto, mas que, também pode ser explicada com base na
protecdo da mioglobina ao processo de desnaturacédo resultado de pH superiores a 6,1.
Posto isto, é possivel concluir que, existe uma relagdo entre o pH e a cor, que se verifica
através da andlise destes parametros obtidos na realizacdo experimental do presente
trabalho, porém, nada se pode concluir sobre o efeito do Mega Sense no pH. O Mega
Sense pode, de forma indireta, atenuar os efeitos do pH que poderdo promover um
ambiente oxidativo, contudo, ndo exerce qualquer impacto na forma como este podera

variar.

A capacidade de retencdo da agua, parametro que serad discutido em seguida, ndo é
exclusivamente, influenciado pelas modificagdes que o pH poderé sofrer. A capacidade
de retencdo de 4gua aumenta com o aumento do pH, principalmente quando este varia
para valores superiores a 5,5, mediante a seguinte possibilidade: a medida que este valor
aumenta, afasta-se do ponto isoelétrico das proteinas e, portanto, a capacidade destas para
complexarem com a &gua nao € afetada, reduzindo o gotejamento. Porém, a medida que
este valor diminui, para além da desnaturacdo proteica, da-se o compactacao fibrilar que
resulta numa reducio de espaco, promovendo o gotejamento.>® Assim, analisando o
gréfico da figura 13 é espectavel que para os grupos de carnes de animais alimentados
com Mega Sense, em qualquer uma das condi¢des, a capacidade de retencdo de gua seja
superior, ainda que, como discutido ainda nesta secgdo, ndo se preveja qualquer impacto

do produto na variagdo do pH.

Em suma, para valores de pH menos acidicos, que variem entre 5,0-6,0, segundo,
Pulkrabek J. et al. (2004)'%, espera-se uma qualidade da carne superior, facto verificado
para todos os grupos em estudo no presente trabalho, contudo na presenca do produto
espera-se uma qualidade superior. Esta expectativa é baseada na suposi¢do de que, para
valores de pH ligeiramente mais elevados, atributos como a cor ou gotejamento se

consigam manter estaveis e 6timos durante um periodo de tempo superior, fator bastante
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vantajoso para a industria de retalho e processamento de derivados. Portanto, para as
amostras que derivam de animais que ingeriram o Mega Sense, espera-se uma qualidade
superior, tendo por base os valores de pH, que se verificaram favoraveis na sua presenca,
que ao promoverem um ambiente favoravel para que haja maior controlo metabdlico da
qualidade e conjugarem a sua acdo com a do Mega Sense, propiciam o surgimento de

carne de alta qualidade.

5.4. Efeito da integracdo do Mega Sense na dieta sobre a atividade da agua e a

humidade

A humidade e a atividade da &gua, como abordado na revisdo bibliografica, sdo
parametros que ilustram a presenca de agua na carne. A humidade, no presente trabalho,
é considerada a quantidade de &gua total presente na amostra, € a sua determinagdo
consiste na variacdo de peso apOs secagem, ou seja, quanto maior este valor maior a
guantidade de &gua presente que acaba perdida para a atmosfera. Relativamente a
atividade da &gua esta representa a agua que ndo se encontra quimicamente ligada a
nenhum composto ou adsorvida a algum componente e que, se pode considerar livre
encontrando-se disponivel para participar em varios processos quimicos e bioldgicos,
incluindo reagBes quimicas, enzimaticas e crescimento microbioldgico.*®® A variacio
destes parametros, que poderao revelar-se prejudiciais para a qualidade, pode resultar de
alteracdes de outros parametros qualitativos como o pH e taxas oxidativas, como sera

discutido em seguida.

Na Figura 14 apresentam-se os valores calculados de aw € teor de humidade para as
amostras de carne em estudo. Como se pode apurar na Figura 14 (A), a atividade da dgua
ndo apresentou variacOes estatisticamente significativas, p>0,05, em nenhum dos grupos
estudados, independentemente da incorporacdo do Mega Sense na dieta. as amostras
refrigeradas, surgem com valores médios de 0,97+0,01 e 0,99+0,01, na auséncia e
presenca de produto, as amostras congeladas apresentam valores de 0,95+0,01 e
0,98+0,01 e as cozinhadas 0,96+0,01 e 0,98+0,01. A anélise destes valores permite
verificar que para além das variagdes na presenca e auséncia do aditivo alimentar néo
terem sido significativas, a comparacdo entre grupos também ndo apresenta diferencas
substanciais. Como referido anteriormente, a atividade da agua reflete toda a agua no
estado livre, que se encontra aprisionada na estrutura muscular, nomeadamente a nivel
miofibrilar, assim, apenas as variacdes a nivel estrutural poderdo surtir efeito neste

critério qualitativo. A partir dos dados para a cor e pH foi possivel determinar a
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inexisténcia das condicbes PSE e DFD e, portanto, concluir que a integridade e

coesividade muscular permaneceu em todos os grupos, incluindo ap6s o processo de

Comparacio dos valores de aw Comparacio dos valores de humidade
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Figura 14- Comparacao dos resultados adquiridos quer para a atividade da dgua quer para a
humidade, para grupos de amostras obtidos a partir de dietas ndo suplementadas e
suplementadas com Mega Sense. Através da andlise dos graficos é possivel verificar que, nas
amostras onde ocorreu a adicdo do produto, existe uma tendéncia para os valores de aw e da
humidade serem superiores, com a exce¢do das amostras congeladas relativamente a humidade.
Quando submetidos ao teste estatistico t-student, com um intervalo de 95% de confianga, estes
grupos de amostras ndo apresentaram relevancia estatistica, p>0,05 para os valores de aw. Para
a humidade existe significAncia em todas as comparagdes entre grupos.

congelacdo e cozedura, onde as variagdes rigorosas de temperatura, poderiam causar
impactos negativos sobretudo na organizacdo das fibras, que poderiam culminar numa
movimentacao da agua ai existente. A presenca do Mega Sense ndo parece surtir qualquer
efeito significativo sobre este parametro, verifica-se uma tendéncia para os valores de
atividade da dgua serem superiores, algo que pode revelar a sua acdo na manutencdo da
integridade das fibras, porém nada fortemente relevante, que permita uma conclusao

segura sobre o verdadeiro papel do produto em possiveis alteracdes do pardmetro.*!

Os valores de humidade obtidos (Figura 14(B)) revelam que 0s grupos de carnes
provenientes de animais, cuja a alimentacdo inclui o Mega Sense, tendem a apresentar
valores de percentagem inferiores, com a exce¢do das amostras congeladas que na
presenca do produto apresentou valores superiores, relativamente aos controlos, grupos
onde ndo ocorreu a ingestdo de produto, com significancia estatistica, p<0,05. As
amostras refrigeradas surgem com valores médios de humidade de 75,51%z+0,01% e
73,25%+0,01%, onde p<0,05, para dietas ausentes de suplementacdo e dietas
suplementadas, respetivamente. Leygonie C. et al (2012)'%° constatou que as perdas de
agua, atraves de humidade, durante processos de cozedura aconteciam de forma

semelhante & refrigeracao e congelacdo, porém estas perdas eram superiores face ao efeito
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que a temperatura exerce sobre 0s constituintes musculares, nomeadamente, proteinas,
fibras, membranas. No presente trabalho, os valores de humidade obtidos para as
amostras cozinhadas foram inferiores aos restantes, 63,27%+0,01% e 57,02%+0,01%
para o controlo e animais suplementados, respetivamente, onde p<0,05, facto que se
encontra concordante com a literatura. A determinacdo da humidade permite uma
aproximacéo da capacidade de retencéo, ja que esta avalia a perda de agua por secagem,
e, portanto, a agua que foi perdida.?® Fatores como o pH influenciam fortemente a
capacidade de retencdo de &gua ja que estes promovem a desnaturacdo proteica, quer
através do alcance do seu ponto isoelétrico, quer pelo desenvolvimento de um ambiente
acidico severo, comprometendo a capacidade das proteinas para complexarem com a
agua, através de ligacdes eletrostaticas, por exemplo. E importante ressalvar que, a
temperatura a que as amostras sdo submetidas promove também a desnaturacéo proteica,
o0 grau em que acontece depende do estado dos pardmetros qualitativos da carne.'® Assim,
valores de pH mais elevados estdo associados a uma maior capacidade de retencéo e,
consequentemente, a valores de humidade maiores, acontecimento, que néo se verifica,
quer para as amostras refrigeradas, quer para as cozinhadas, onde no grupo alimentado
com o produto, o pH surge superior ao grupo controlo.®*® A presenca do Mega Sense, néo
se revela vantajosa para a diminui¢do das perdas de &gua por gotejamento, ja que 0s
valores de humidade ndo refletem o comportamento esperado. Isto porque, em ambientes
oxidativos, a propensdo para a perda de estrutura membrana é elevada pois, a
possibilidade de ataque por parte de agentes oxidantes aos fosfolipidos de membrana é
iminente o que, resultara, consequentemente, na perda de fluido membranar ocorrendo, o
desenvolvimento de exsudado. Assim, na presenca deste produto tecnoldgico deveria
ocorrer a protecdo membranar, advinda da sua acdo antioxidante, acontecimento que,
através da analise dos valores de humidade ndo se comprovou. A acédo a que o produto se
propdem ndo protege a carne do impacto temperatura de cozedura, nomeadamente, a nivel
da desnaturacgdo proteica ou perda de estrutura membranar face ao calor, porém podera
protegé-la das taxas oxidativas exorbitantes que se podem estabelecer, acontecimento que

podera explicar os valores obtidos para a humidade. 52

Com o processo de congelacdo o desenvolvimento de cristais de gelo ocupa mais
espaco e, portanto, a havera adgua que sera expulso, o que resulta numa maior perda de
agua por gotejamento, do mesmo modo, o processo de descongelacdo também afeta a

producdo de exsudato, contudo se este for realizado rapidamente esta perda nao é tdo
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substancial. Assim, para as amostras congeladas os valores de humidade obtidos foram
de 73,77%=0,01 e 75,22%+0,01, onde, p<0,05, na auséncia e presenca do produto na
dieta. Era expectavel que o valor obtido para o grupo onde ocorreu a alimentagdo com o
Mega Sense fosse superior ao do grupo controlo, grupo onde ndo ocorreu a ingestdo do
produto. Estes valores correspondem a uma capacidade de retencdo de agua superior, ja
que apds secagem, a diferenca de peso se revelou maior, o0 que revela que, no momento
antes da analise a carne proveniente de uma alimenta¢do com Mega Sense detinha maior

teor de agua.'?’

Apesar de a analise microbioldgica das amostras de carne fresca, congelada e
cozinhada n&o ter sido realizada é importante ter presente que para uma atividade da dgua
elevada, a contaminagao microbioldgica torna-se mais suscetivel de acontecer.'®2 A perda
de carne ou derivados por contamina¢do microbioldgica é bastante recorrente ja que o
crescimento destes microrganismos acontece numa gama alargada de pH e para valores
de aw proximos de 1,00.)2° N&o obstante, a humidade e a atividade da &gua sdo
fundamentais para a avaliacdo da qualidade da carne pois permitem a previsdo, por
exemplo, do tempo de prateleira de uma determinada peca de carne, da sua estabilidade
metabolica, ja que com o aumento do gotejamento aumentam os niveis de oxidacao
lipidica e proteica e da adequacdo da embalagem. No presente trabalho, o estudo destes
dois parametros foi inconclusivo relativamente a afirmacdo de que: qualidade da carne,
onde esta se verifica superior na presenca do Mega Sense. Porém, a conclusdo de que a
presenca do produto na dieta do animal é responsavel pela melhoria de algumas
caracteristicas face a variacdo da humidade e atividade da &gua ndo é correta. Para existir
total veracidade nesta afirmacdo seria necessaria uma avaliacdo especifica e direcionada

da acdo do produto sobre estes parametros.

5.5. Andlise microbioldgica e efeito da incorporacédo do Mega Sense na dieta

A andlise microbiologica, no presente trabalho, foi realizada exclusivamente para as
amostras de lombo curado provenientes de dois conjuntos de animais, correspondendo
um dos grupos ao controlo, onde ndo existiu a suplementacdo da dieta com Mega Sense,
e 0 restante ao grupo de estudo que foi submetido a uma dieta suplementada com o
produto, permitindo-se assim, a comparacdo do efeito deste aditivo. O crescimento

microbioldgico, em qualquer alimento, é condicionado por pardmetros como a
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temperatura, atividade da agua, humidade e pH, assim, de modo a permitir uma

sustentacdo dos resultados obtidos, estes foram apresentados nesta sec¢éo (Tabela 5).

Com o intuito de facilitar a compreenséo da tabela e a discussdo em torno da mesma,
as amostras provenientes do grupo, cuja a alimentacéo do animal n&o inclui o Mega Sense,
surgem com a sigla LSM seguidas pelo nimero de amostra, e as que advém do grupo,
onde o produto foi incluido na dieta, identificam-se por LCM com o numero da amostra
em seguida. O comportamento microbiologico apresenta-se bastante semelhante nos dois
grupos de amostras existindo, contudo, algumas diferencas nomeadamente, a presenca de
Listeria monocytogenes em alguns dos lombos da gama de controlo, particularmente:
LSM-3, -5, -8, -10, -11, -15 e -19, o que reprova a possibilidade da sua exposi¢éo para
venda, uma vez que, segundo o Regulamento N° 2073/ 2005 da Comissdo Europeia, a
existéncia deste microrganismo deve ser nula ou inferior a 100 UFC/g em determinados
alimentos, nomeadamente carneos, impossibilitando o seu consumo sobretudo por
lactantes ou gestantes. Relativamente a Salmonella spp, que se encontra ausente nos dois
grupos, a E. coli, que se encontra dentro dos limites previstos pela lei, <1,0¥10' UFC/qg,
e a Staphylococcus aureus, cujos valores sdo semelhantes aos das bactérias coliformes,
néo se verificam diferengas substanciais entre as duas gamas em comparacao, assim, de
acordo com o regulamento, estas amostras, com a exce¢do das que contém Listeria
monocytogenes, sdo presumiveis para venda, ja que os valores se encontram dentro dos
limites legislados. E importante atribuir especial destaque aos bolores e leveduras, uma
vez que, apesar de os valores obtidos serem elevados, ndo sdo absurdos, pois € comum
neste tipo de produtos a utilizacdo de culturas de arranque, como diversas leveduras, cuja
discriminacdo ndo pode ser feita dada a protecdo do processo de cura, e bolores que
providenciam caracteristicas organoléticas tnicas ao produto.'®? A presenca de leveduras
e bolores promove a lipdlise originando varios &cidos gordos livres que devido a sua
volatilidade, contribuem para o desenvolvimento de aromas e sabores caracteristicos no
lombo.%3 Estas culturas sdo adicionadas com o intuito de melhorar aspetos como o sabor,

aroma e textura do produto tornando a sua ingestdo bastante agradavel ao consumidor.

O processo de cura do lombo, independentemente da origem da carne, isto &, se 0
animal foi ou ndo alimentado com Mega Sense, promove fortes alteracfes em Vvarios
pardmetros qualitativos, acontecimento este que podera justificar a verosimilhanca de
resultados obtidos para os grupos de amostras.>® Atentando no pH, que varia para valores

mais acidicos devido a adicdo de hidratos de carbono, como a sacarose e/ou frutose, ja
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que estes promovem uma maior producdo de acido latico, que se revela promotor de
sabores e tenrura caracteristicos, a presenca do aditivo alimentar a esta altura do
processamento pode, com grande probabilidade, ndo surtir qualquer efeito na amostra.®
Posto isto, em analise a tabela 6, verifica-se um pH médio, para as amostras da gama
LCM, de 5,35+0,01, este que € ligeiramente inferior ao obtido para a gama LSM:
5,42+0,01, diferenca para a qual, p>0,05, e, portanto, ndo existe significancia estatistica.
Relembrando as elacdes presentes na sec¢do correspondente a avaliacdo do efeito do
Mega Sense, enquanto complemento da dieta, no pH, ndo se espera uma acdo do produto
sobre este. Este suplemento apresenta como foco a protecdo antioxidante por isso, este
podera revelar efeito positivo relativamente ao ambiente oxidativo promovido pelo
decréscimo do pH. Todavia, esta possivel frente de acdo do Mega Sense, até ao momento
trata-se apenas de uma conjetura, pois no presente trabalho, apesar de ter sido avaliado o
efeito antioxidante do produto, nédo foi especificado o seu centro de atividade. Assim, esta
pequena variacdo pode resultar da utilizacdo de maiores quantidades de aditivos
alimentares, como por exemplo, aglcares ou, até mesmo, do processamento a que o lombo
é submetido. Deste modo, a aproximacao de resultados, relativos a microbiologia, que se
verifica para as duas gamas de amostras pode refletir a diferenca minima de pH entre os
dois grupos.?” Porém, é necesséria a avaliagdo dos parametros como a atividade da agua
e a humidade, pois o crescimento microbiano é, também, condicionado por estes
parametros. O crescimento microbiol6gico é influenciado pela humidade e, sobretudo,
pela atividade da agua. Os valores de aw € humidade, presentes na tabela 5 e, para quais
se verifica significancia estatistica, p>0,05, foram para LSM: 0,978+0,001 e
45,16%+0,01% e para LCM: 0,949+0,001 e 46,67%=0,01%. As amostras da gama LCM
apresentam um aw médio inferior ao obtido para a gama LSM, porém valores de humidade
superiores, 0 que significa que as perdas de agua foram superiores. Contudo, seria
expectavel que para este grupo de amostras, cuja a suplementacdo da dieta ocorreu, 0s
valores de aw fossem dada a sua atividade, espera-se uma maior capacidade de retencéo

de 4gua por parte da peca.t®*
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Tabela 5 — Analise microbiolégica do lombo curado na presenca e auséncia do Mega Sense, com comparacao dos valores de pH, a, e humidade,

para um intervalo de 95% de confianca

wicorgani | Seonl | Bores | Loveuas| CuE | e S| LSy | g, P
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)

Amostra

LSM_1° Ausente 3,0*%101 >1,5%104 >3,0%10° <1,0*10! <1,0*10! Ausente 572 | 0,981 36,49
LSM_2 Ausente 1,6*102 >1,5%10* >3,0%105 <1,0*10* <1,0*10! Ausente 532 | 0,958 46,05
LSM_3 Ausente 6,0%102 >1,5%10* >3,0%10° <1,0*10! <1,0*10! Presente 523 | 0,982 45,62
LSM_4 Ausente >1,5%10* | >1,5*10% >3,0%10° <1,0*10! <1,0*10! Ausente 548 | 0,979 50,42
LSM_5 Ausente >1,5%101 | >1,5%10* >3,0%10° <1,0*101 <1,0*10! Presente 554 | 0,979 50,42
LSM_6 Ausente >1,5%10¢ | >15%10* | >3,0*10° <1,0*10 <1,0*10! Ausente 537 | 0,979 48,75
LSM_7 Ausente >1,5%10¢ | >15%10* | >3,0*10° <1,0*10 <1,0%10! Ausente 574 | 0,979 40,89
LSM_8 Ausente >1,5%104 | >15*10* | >3,0*10° <1,0*10 <1,0%10! Presente 539 | 0,979 47,37
LSM_9 Ausente >1,5%10¢ | >15*10* | >3,0*10° <1,0*10 <1,0%10! Ausente 530 | 0,979 49,81
LSM_10 Ausente 1,0*102 >1,5*10* >3,0%10° <1,0*10! <1,0*10* Presente 554 | 0,979 39,04
LSM_11 Ausente | <1,0¢10° | >15*10* | >3,0*10° <1,0*10 <1,0%10! Presente 542 | 0,979 37,00
LSM_12 Ausente 3,010t | >1,5*10° >3,0%10° <1,0*10! <1,0*10! Ausente 531 | 0,979 45,08
LSM_13 Ausente 1,6*102 | >15*10° >3,0%10° <1,0*10! <1,0*10! Ausente 550 | 0,979 48,81
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LSM_14 Ausente 6,0%102 >1,5%10* >3,0*10° <1,0*10! <1,0*10! Ausente 540 | 0,979 48,51
LSM_15 Ausente | >15*10% | >1,5*10° >3,0%10° <1,0%10* <1,0%10! Presente 535 | 0,979 49,87
LSM_16 Ausente | >1,5%10% | >15*10* | >3,0*10° <1,0*10 <1,0*10! Ausente 526 | 0,979 36,22
LSM_17 Ausente >1,5%104 | >1,5%10° >3,0%10° <1,0%10* <1,0%10* Ausente 555 | 0,979 39,17
LSM_18 Ausente >1,5%104 | >1,5%10° >3,0%10° <1,0%10* <1,0%10t Ausente 528 | 0,979 45,00
LSM_19 Ausente >1,5%10¢ | >15%10* | >3,0*10° <1,0*10 <1,0%10! Presente 523 | 0,979 46,44
LSM_20 Ausente >1,5%10¢ | >15%10* | >3,0*10° <1,0*10 <1,0%10! Ausente 550 | 0,979 47,91
MédiaP ] - - - - - - 542 | 0,978 45,16
s° - - - - - - - 0,14 | 0,005 4,83
LCM_1 Ausente 2,1*103 2,8*10° 6,0%107 <1,0*10* <1,0*10! Ausente 534 | 0,948 45,12
LCM_2 Ausente 2,9*10% 1,1%10° 5,3*107 <1,0*10! <1,0*10! Ausente 541 | 0,946 43,63
LCM_3 Ausente 3,2*103 2,6*10° 1,2*108 <1,0*10! <1,0*10! Ausente 544 | 0,947 44,32
LCM_4 Ausente 2,0*103 3,5%108 1,1%108 <1,0*10! <1,0*10! Ausente 540 | 0,954 48,27
LCM_5 Ausente 8,0%10° 4,9%10° 1,0%108 <1,0*10 <1,0*10! Ausente 540 | 0,949 52,23
LCM_6 Ausente 1,0*10* 5,1*102 9,1*107 <1,0*10* <1,0*10* Ausente 533 | 0,949 51,39
LCM_7 Ausente 1,3*10° 7,6*10 9,0*107 <1,0*10! <1,0*101 Ausente 523 | 0,945 46,96
LCM_8 Ausente 2,0*10* 7,8%10° 1,0*108 <1,0*10* <1,0*10* Ausente 519 | 0,951 47,63
LCM_9 Ausente 1,9*10 6,1*10° 8,7*108 <1,0*10! <1,0*101 Ausente 524 | 0,946 45,33
LCM_10 Ausente 8,0%10° 5,1*102 5,2*108 <1,0*10* <1,0*10! Ausente 529 | 0,953 45,64
LCM_11 Ausente 1,0*10* 7,8%10° 9,1*107 <1,0*10* <1,0*10* Ausente 5,16 | 0,948 47,52
LCM_12 Ausente 1,3*10° 6,1*10° 9,7*107 <1,0*10! <1,0*101 Ausente 530 | 0,946 48,72
LCM_13 Ausente 2,0%10* 4,9%10° 1,1*108 <1,0*101 <1,0*10! Ausente 5,33 | 0,947 49,77
LCM_14 Ausente 1,9%10* 5,1*102 8,9%108 <1,0*101 <1,0*10! Ausente 543 | 0,954 49,68
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LCM_15 Ausente 1,3*103 7,610 1,4*108 <1,0*10* <1,0*10! Ausente 544 | 0,949 40,72
LCM_16 Ausente 2,0*10* 7,8%10° 9,1*107 <1,0*10* <1,0*10* Ausente 5,40 | 0,949 41,90
LCM_17 Ausente 1,9*10* 6,1*10° 9,4*107 <1,0*10! <1,0*10! Ausente 547 | 0,945 40,12
LCM_18 Ausente 8,0%103 6,3*10° 1,3*108 <1,0*10! <1,0*10! Ausente 534 | 0,951 48,14
LCM_19 Ausente 1,0*10* 4,9%10° 8,7*108 <1,0*10! <1,0*10! Ausente 547 | 0,946 49,60
LCM_20 Ausente 2,0%10* 5,1*10° 7,4*108 <1,0*10! <1,0*10! Ausente 529 | 0,953 46,96
Media® - - - - - - - 535 | 0,949 46,67
s - i - - - - - 0,09 | 0,003 3,43
SE¢ - - - - - - - NS | p<0,05 p<0,05

@ Designagdes para as amostras, LSM refere-se a auséncia do produto e o nimero seguinte a série e LCM refere-se & presenca do produto com o nimero de série em seguida
b¢. Os valores da média e do desvio padrdo foram calculados com base nos resultados obtidos para a totalidade das amostras, em cada grupo;

4 p>0,05, estatisticamente ndo significativo, para a analise estatistica t-student, num intervalo de confianca de 95.
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Assim, verificam-se sinais da sua atividade, pelo menos, relacionados com a
manutencdo do aprisionamento da &gua, seria, portanto, crucial a determinacdo da
durabilidade da atividade do Mega Sense na carne e a sua capacidade de permanecer ativo

durante todo o processamento da carne, ou parte deste.
5.6. Efeito da integracéo do Mega Sense na dieta sobre o ambiente oxidativo

Para avaliacdo do grau de oxidacdo presente nas amostras de carne, obtidas a partir
de animais sujeitos a uma dieta com e sem Mega Sense, utilizou-se o ensaio TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbiturico) que tem como fundamento a determinacgéo
espetrofotométrica das espécies capazes de reagir com o acido tiobarbiturico, espécies
essas que resultam essencialmente do processo de peroxidacdo lipidica. O TBARS
quantifica a presenca de malondialdeido no mdsculo, porém esta determinacdo é
presuntiva, ja que a origem do malondialdeido ndo é exclusiva do processo de oxidagao
lipidica, nomeadamente, em consequéncia da quebra dos hidroperdxidos resultantes da
fase de propagacdo, nem este composto é o nico que deriva deste processo oxidativo.®
No entanto, esta metodologia permite-nos abrir uma pequena janela sobre a ocorréncia
do processo peroxidativo e do seu possivel impacto no muisculo do animal. A
quantificacdo do malondialdeido é realizada a partir da sua complexacdo com o acido
tiobarbitarico, originando um complexo rosa (Figura 15), que a um comprimento de onda
de 530 nm, apresenta uma absorvancia que varia proporcionalmente a quantidade de

malondialdeido presente.

Figura 15 - Avaliacdo da incidéncia da peroxidacéo lipidica no musculo
longissimus de carne de porca, através do método TBARS. — Esta
determinacdo é feita com base na formacéo de um complexo rosa que resulta
da reacdo do &cido tiobarbitdrico com o malondialdeido presente na amostra,
cuja absorvancia pode ser determinada a 530 nm.
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A determinacéo da oxidacgéo foi realizada para as amostras refrigeradas, congeladas,
com varios tempos de congelagdo, cozinhadas e para os lombos curados, existindo para
gama de amostra sempre um grupo controlo onde n&o existiu a administracdo de Mega
Sense na dieta do animal e um grupo de estudo onde existiu a inclusdo do produto na
racao animal. Na tabela 5 encontram-se detalhados os valores obtidos para a concentracao
de malondialdeido (mg de malondialdeido/ kg de amostra) para cada um dos grupos de
cada gama de amostras, discriminados anteriormente. Relativamente ao processo de
congelacdo, na tabela 6, encontram-se presentes os valores correspondentes a uma
semana de execucdo do mesmo. Como é possivel verificar, para as carnes obtidas de
animais alimentados com Mega Sense, independentemente da gama de amostra, 0s
valores para a concentracdo de malondialdeido s&o sempre inferiores aos obtidos na
auséncia do produto, e para todos os grupos de amostras a diferenca verificou-se
estatisticamente significativa (p<0,05).

Para as amostras refrigeradas, cujas analises se iniciaram 24 horas ap6s o abate, 0s
valores da concentragdo de malondialdeido obtidos foram muito baixos, praticamente
nulos (as amostras apresentaram valores de absorvancia da mesma ordem de grandeza
que o branco). Todavia, estes valores ndo significam a inexisténcia deste composto, uma
vez que, este pode ocorrer em concentragdes tdo baixas que ndo sejam abrangidas pelo
limite de detecdo do aparelho. Para esta gama de amostra ndo sdo possiveis concluses
sustentadas relativamente a acdo do Mega Sense, ja que, quer para as amostras obtidas de
animais alimentados com o produto, quer para amostras onde esta suplementacdo nédo
ocorreu, os valores sdo muito baixos ou nulos, impossibilitando, qualquer comparacéo.
Contudo, o processo oxidativo, nomeadamente a peroxidacdo lipidica, apesar dos
resultados obtidos, ndo deixou de ocorrer, porém esta cadeia reacional podera ndo ter
ocorrido com impacto suficiente, no espaco de 24 horas, capazes de originar
malondialdeido em concentragdes passiveis de serem determinadas, algo que poderia ter
acontecido, se 0 método aplicado fosse mais sensivel para pequenas concentragdes.'!®
Todavia, é importante ter presente que existe a possibilidade de o processo de extracao,
associado a primeira etapa do trabalho, ter sido deficiente, o que poderia ter como
consequéncia os resultados obtidos.

A analise da tabela 6, cuja a continuacdo para o lombo curado surge no anexo 2,
permite verificar numa primeira instancia que, os valores obtidos, por parte das amostras
cozinhadas, para a concentracdo de malondialdeido sdo altamente elevados quando

comparados com as restantes gamas de amostras. Este acontecimento deve-se ao facto de
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as amostras cozinhadas terem sido submetidas a um processo de cozedura, que implicou
que estivessem sobre temperaturas elevadas, 110°C+5°C, durante aproximadamente 35
minutos, processo este, que implicou vérias alteragdes estruturais e quimicas na pega de
carne, que influenciaram diretamente as taxas oxidativas e o grau e impacto com que
aconteceram. Assim, para as amostras, cujos animais ingeriram Mega Sense, submetidas
ao processo de cozedura a concentragdo de malondialdeido foi: 17,9+0,1(mg de
malondialdeido/ kg de amostra) j& & concentragao obtida para o grupo controlo foi de: 22,5+0,1(mg
de malondialdeido/ kg de amostra), @ aplica¢do da analise estatistica t-student resulta em p<0,05,
ou seja, a diferenca entre os valores obtidos € estatisticamente positiva. Através da
comparacdo destes valores depreende-se que o ambiente oxidativo para as amostras,
oriundas de uma alimentacdo suplementada com produto, € menor, pelo menos, a
concentracdo de malondialdeido é inferior e, portanto, pode deduzir-se que a peroxidagédo
lipidica apesar de ocorrer ndo é tdo severa. O resultado de uma taxa oxidativa menor pode
advir da acdo antioxidante a que o Mega Sense se propde, ja& que, os dois grupos de
amostras foram manipulados de forma semelhante desde do abate até a0 momento de
analise, inclusive, destacando-se como a Unica diferente significativa a presenca do
produto.t® Assim, pode assumir-se uma ac¢éo do produto, que para esta gama de amostras
se revelou bastante eficaz, tendo ocorrido 0 processo de cozedura para baixas taxas
oxidativas, e, portanto, alteracbes desejadas na carne, nomeadamente a nivel
organolético. De uma carne cozida espera-se a cor castanha, ndo muito demarcada, mas
suficiente para demonstrar ao consumidor que, visualmente, a sua carne se encontra
devidamente cozinhada.'®” Comparando os valores obtidos para a concentragdo de
malondialdeido com o pardmetro a* determinado na analise da cor, verifica-se uma
concordancia de resultados. Uma vez que, para as amostras, cuja a alimentacdo animal
inclui o produto, os valores de a* sdo superiores e 0s da concentracdo de malondialdeido
sdo inferiores, com significancia estatistica, relativamente aos valores obtidos a partir de
amostras da mesma gama, porém oriundas de uma alimentacdo animal néo

suplementada.®®
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Tabela 6 — Determinagio da concentracio de malondialdeido (mg de malondialdeido/ 1000 g de amostra) paras as diferentes amostras na presenca e
auséncia do Mega Sense, para um intervalo de 95% de confianca.

Carne refrigerada

Carne congelada

Carne cozinhada

Lombo Curado?

(mg de malondialdeido/ kg de amostra)

[malondialdeido]

[malondialdeido]

(mg de malondialdeido/ kg de amostra)

[malondialdeido]

(mg de malondialdeido/ kg de amostra)

[malondialdeido]

(mg de malondialdeido/ kg de amostra)

SM_ld 0 8,42x107 22,8 1,72
SM_2 SR 0,033 21,32 1,72
SM_3 SR 0,014 22,54 1,74
SM_4 SR 0,056 23,12 1,72
Média P 0,028 22,5 1,85
sb 0,02 0,8 0,13
CM_1 18,25 1,02
CM_2 SR VN¢ 18,01 0,77
CM_3 SR VN 17,79 1,22
CM_4 SR VN 17,48 0,90
Média P SR VN 17,9 0,8591
X SR VN 0,3 0,1240
SE° SR p<0,05 p<0,05 p<0,05

@ O ensaio TBARS foi realizado para 20 amostras em cada um dos grupos em andlise (presenca e auséncia de Mega Sense), na tabela surgem apenas 0s primeiros quatro valores obtidos;

b _ Os valores da média e do desvio padrdo foram calculados com base nos resultados obtidos para a totalidade das amostras, em cada grupo;

¢ — SE - significancia estatistica;p<0,05, estatisticamente significativo, para a andlise estatistica t-Student, num intervalo de confianga de 95%.

d_ VN —valor nulo
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Assim, a conjugacdo dos valores obtidos para as quantidades de malondialdeido
presentes nos dois grupos de amostras com a* permite concluir que, realmente existiu um
impacto positivo e significativo na presenca do Mega Sense, relativamente a sua
capacidade para diminuir o ambiente oxidativo, esta que pode exercer efeito antes do
processo de cozedura, durante e no final, caso a acdo do produto se mantenha, mesmo a
altas temperaturas.'3” Deste modo, espera-se uma carne com mais qualidade, ja que a
extensdo das reacGes oxidativas ndo sera tdo forte e processos como a desnaturacdo
proteica ndo aconteceram de foram tdo austera. A carne podera assim, adquirir
caracteristicas organoléticas desejadas como a tenrura, que resulta do processo de
tenderizacdo, que é mais estimulado pela temperatura, o0 aroma, cor e sabor como vimos
anteriormente.*’

Como o processo de congelacéo visa sobretudo a conservacdo da amostra, a avaliacao
oxidativa das amostras foi realizada para o tempo inicial t0, considerando os valores
obtidos para as amostras refrigeradas, presentes na tabela 16, para carnes ap6s uma
semana de congelagéo (t2), um més (t3), e dois meses de congelacéo (t4).

Niveis oxidativos da carne congelada ao longo do tempo

I
(o]

1,47

Lol
N b

1,09

o
(oo B

= Sem_Megasense

ndice TBA

0,6
04

Com_Megasense
0,47

N

0,2

t0 t1 2 t3
Variacao temporal

Figura 16 — Variacdo do ambiente oxidativo ao longo do tempo. A avaliacdo oxidativa das
amostras foi realizada em t0, considerando os valores obtidos para as amostras refrigeradas,

t2, uma semana, t3, um més e t4, dois meses de congelacéo, figura 17, e em todas andlises a
gama com Mega Sense demonstrou valores oxidativos menores, estatisticamente significativos,

p<0,05.

A Figura 16 apresenta os resultados obtidos para os niveis de malondialdeido das
amostras congeladas, para diferentes tempos de congelagéo. Pode observar-se para toda
a faixa temporal analisada que a presenca de Mega Sense na dieta do animal origina

valores oxidativos menores, estatisticamente significativos (p<0,05). Este
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comportamento oxidativo reduzido é, do mesmo modo que para as amostras cozinhadas,
suportado pelos valores de a*, concluindo-se que durante o processo de
congelacao/descongelacdo o Mega Sense pode revelar-se bastante vantajoso. A a¢ao deste
suplemento antioxidante nas amostras congeladas, principalmente para tempos alargados
de congelacdo, € de grande interesse por parte de empresas retalhistas que direcionam as
suas atencOes para a manufatura de transformados, isto porque, o produto revela uma
atividade antioxidante que se mantém até dois meses de congelacdo, e, quigd, mais
tempo.*?* Ao analisarmos os valores obtidos para o lombo que resulta de um processo de
cura, onde por si s0, sdo esperadas elevadas taxas oxidativas, resultado por exemplo, da
adicdo de sal e outros aditivos na sua manufatura, verificamos uma tendéncia positiva na
presenca do produto. Ou seja, na presenca do Mega Sense, fruto da suplementacdo
alimentar do animal, verifica-se uma tendéncia para 0s niveis oxidativos serem mais
baixos, 0 que revela uma permanéncia da acdo antioxidante, mesmo durante todo o
processamento da carne. Com base nas analises realizadas, e dado o controlo oxidativo,
prevé-se uma longa duracdo na funcdo do produto, a nivel oxidativo, sendo, portanto,
muito vantajosa a sua introducdo na dieta do animal.'*® N&o obstante os resultados
obtidos, é importante perceber que esta acdo potencialmente duradoura do produto, pode,
assim como na carne cozinhada, resultar da sua atividade inicial que promove baixa taxa
oxidativa, pois ndo foi controlado, em momento algum, o grau de oxidacéo a que a carne
estava submetida, apenas foi feita uma medicdo grosseira da quantidade de
malondialdeido que nos permite assumir empiricamente as possiveis varia¢es oxidativas
que possam ter ocorrido. Estes resultados, contudo, revelam-se contraditérios com 0s
obtidos para o estudo do efeito do produto em parametros qualitativos como a atividade
da dgua e humidade, em produtos transformados, nomeadamente, o lombo curado. Assim,
é possivel concluir que esta a¢do antioxidante ndo abrange a protecdo indireta de alguns
parametros ao longo de todo o processo de transformago. 4

Diversos estudos corroboram a eficacia do Mega Sense contra a oxidacgdo. Por
exemplo, Buckly et al (1989)'* reportou pela primeira vez os efeitos de suplementagio
da dieta de porcos com a-tocoferol. Com a avaliacdo da oxidagdo, via TBARS, e da
estabilidade da membrana celular, esta equipa verificou que quanto maiores as
quantidades de a-tocoferol, maior estabilidade se espera no ambiente celular'#?, Em suma,
a presenca do Mega Sense na dieta do animal, pode realmente ser significado de uma

qualidade da carne melhorada, dado o seu impacto no processo oxidativo.

88



5.7. Efeito da suplementacdo do Mega Sense na dieta sobre o perfil lipidico

A carne de porco apresenta um perfil lipidico composto essencialmente por acido
palmitico, estearico, oleico e linoleico, composicdo que se mantém semelhante em
produtos transformados.** Com recurso a analise cromatografica gasosa acoplada com
detetor por ionizacdo de chama foi possivel determinar o perfil lipidico de cada amostra.
Assim deste modo, na figura 17 encontram dois cromatogramas a titulo de exemplo,
LSM_18'e LCM_18?, respetivamente, que ilustram todos os cromatogramas obtidos. Em
anexo, (anexo 3) surgem 0s restantes cromatogramas obtidos para as amostras de lombo
curado provenientes de uma dieta ndo suplementada e, que, permitem observar a
verosimilhanca entre cromatogramas de diferentes amostras. Contudo, deve estar
presente que entre cromatogramas existem pequenas diferencas relativamente a area dos
picos e ligeiras variacOes relativamente ao tempo de retencdo. A partir do valor das areas
obtidas em cada um dos cromatogramas, de todas as amostras obtidas, foi efetuada a
avaliacdo presuntiva do impacto oxidativo nos &cidos gordos relativamente, a presenca
e/ou auséncia de insaturacGes e de determinados acidos gordos que sdo cruciais para a

qualidade da carne, quer organolética quer nutricional.

Mediante a informag&o presente na monografia face ao efeito da oxidacéo sobre os &cidos
gordos e a sua propensdo para sofrerem acdo de destrutiva de ROS, sabe-se que esta
aumenta com a presenca de insaturacdes.'® Na figura 18, sdo apresentados os graficos da
razdo AG saturados/insaturados, para cada uma das gamas de amostras, oriundas de dietas
onde ocorreu suplementacdo com Mega Sense e onde esta a¢cdo nédo teve lugar. Quanto
menor esta razdo maior a quantidade de AG mono- e polinsaturados em relagdo aos AG
saturados, variacao esta, que é pretendida com a introducdo do Mega Sense na dieta do
animal. Para a determinacdo desta razéo, os acidos palmitico (C16:0), estearico (C17:0)
compuseram 0 grupo dos saturados, ja os acidos oleico (C18:1) linoleico (C18:2) e
linolénico (C18:3) integraram o grupo do insaturados. Este ultimo acido gordo ndo
integra, tipicamente, os calculos para a determinacéo desta razdo, uma vez que, a presenga
deste 6mega-3 € reduzida na carne de porco e, face ao ambiente oxidativo a que a carne

pode estar sujeita, a sua concentragcdo € muitas vezes vestigial.

1 LSM — Lombo Curado oriundo de uma dieta sem suplementagdo com Mega Sense
2 L.CM - Lombo Curado oriundo de uma dieta com suplementagdo de Mega Sense
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Figura 17 - Cromatogramas obtidos na andlise do perfil lipidico para amostras de lombo
curado. O perfil lipidico é semelhante em para todas as amostras, assim, 0s cromatogramas
acima apresentados surgem como exemplo dos cromatogramas obtidos. A figura 19 (1)
corresponde a amostras resultantes de dietas ndo suplementadas e a figura 19 (2) a amostras
resultantes de dietas suplementadas.

A andlise da figura 18, permite visualizar que apenas para o lombo curado existe uma
relacdo saturados-insaturados favoravel, para o grupo obtido a partir da suplementacao
da dieta com Mega Sense. O aumento das duplas ligagcdes nos &cidos gordos deveria ser
sustentado pela existéncia do Mega Sense na carne porque, conforme aquilo que foi
averiguado na seccdo relativa a avaliacdo da oxidacao, onde o produto exerce um impacto
ativo e benéfico contra o desenvolvimento do ambiente oxidativo, promovendo assim, a

homeostasia do mesmo.
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Razio saturados/insaturados para as amostras refrigeradas ~ Razdio saturados/insaturados para as amostras congeladas

2.00- 2.004
1.50- 1.504
= 1.00 7 1.00-
0.50 0.504
0.00- 0.00-
Sem_MegaSense Com_MegaSense Sem_MegaSense Com_MegaSense
Razdo saturados/insaturados para as amostras cozinhadas Raziio saturados/insaturados para o lombo curado
2.00+ 2.00+
1.50 1.50+
7 1.00 1.0
0.50- 0.50+
0.00- 0.00-
Sem_MegaSense Com_MegaSense Sem_MegaSense Com_MegaSense

Figura 18 -Andlise comparativa da razdo de saturados/insaturados. Os acidos gordos
palmitico e estedrico compuseram o grupo dos saturados e os acidos oleico, linoleico e algumas
vezes o linolénico, compuseram o grupo dos insaturados. Quanto maior for a razdo, maior é a
prevaléncia de saturacGes, porém, o indicado, sobretudo para a saude é a prevaléncia de
insaturacdes, preferencialmente de varias. A comparacdo estatistica dos resultados foi realizada
com base na analise t-student para um intervalo de 95%, verificando-se que apenas para as
amostras de lombo curado existem insaturacGes em maior quantidade, do ponto de vista da
significancia estatistica.

Porém, tal ndo se verifica, para todas as amostras de carne nao transformada a razdo
saturados/insaturados é superior na presenca de dietas suplementadas. Apesar de ndo ser
um comportamento estatisticamente significativo, com a excecdo das amostras
congeladas, onde existe significancia, verifica-se uma ligeira tendéncia para a razdo
saturados/insaturados ser superior para amostras que apresentam Mega Sense na dieta.
Assim, ainda que de forma especulativa, é possivel afirmar que a capacidade antioxidante
deste aditivo alimentar podera nao exercer qualquer papel a nivel da peroxidacdo lipidica,
como anteriormente foi inferido.!*> No entanto, este tipo de informagbes s6 sera
sustentada com um estudo detalhado do efeito do produto sobre este acontecimento
oxidativo. O lombo curado surge valores que contrastam com os obtidos para as restantes
amostras, acontecimento este, que pode ter origem em todo o processamento ao qual é
submetido, ja que as amostras do grupo controlo podem ter sido submetidas a mais
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concentracOes de sal e/ou aglcares durante o processo de transformacéo resultando numa
maior taxa degradativa dos lipidos, consequéncia da diminui¢do de pH, o que resulta

numa menor quantidade de insaturados no produto final.14

O é&cido linoleico, que é um Omega-6, € bastante abundante na carne, surgindo
normalmente, em elevadas quantidades. Na figura 19 encontram-se discriminadas as

percentagens deste dmega nas amostras estudadas. Nos grupos das amostras ndo

Presenca de acido linoleico em amostras refrigeradas Presenca de acido linoleico em amostras congeladas
z 1.00+ = 1.00-
z E
£ 0.801 £ 0.804
< =
< <
= =
g 0.60- g 0.604
2 2
=] =]
£ 0.404 £ 0.404
=] =)
= =
2 0.20] = 0.20
= <
£ .00 = 0.004
Sem_MegaSense Com_MegaSense Sem_MegaSense Com_MegaSense
Presenca de acido linoleico em amostras cozinhadas Presenca de acido linoleico no lombo curado
z 3.00+ 214'00'
2 550l Z 12.00-
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Figura 19 - Quantidade de &cido linoleico em todas as gamas de amostras. As percentagens de
acido linoleico apresentadas representam a média obtida para cada grupo de amostras,
provenientes de dietas com e sem 0 Mega Sense, tendencialmente o linoleico surge em
quantidades superiores na presenca do produto, com excecdo das amostras de lombo curado,
onde a quantidade de linoleico € inferior na presenga do produto, para um p<0,05.

transformadas, cuja alimentagdo animal inclui 0 Mega Sense, existe uma tendéncia
positiva para os valores de correspondentes a este cido serem superiores, as obtidas para
0 grupo controlo de todas as gamas.

As amostras refrigeradas apresentam valores de 0,65%20,01% e 0,87%+0,01%, para
0s grupos controlo e resultantes da suplementagdo, respetivamente, esta diferenca é
significativa estatisticamente, p<0,05, assim como para as amostras cozinhadas (SM*:
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2,22%+0,01% e CM?: 2,50%=+0,01%). Ja as amostras congeladas (SM2: 0,31%20,01% e
CM3: 0,32%=0,01%) nédo se verifica significancia estatistica, porém, existe apenas uma
tendéncia positiva para os valores de linoleico serem superiores nos grupos referentes a
dieta aditivada. Os resultados obtidos para a percentagem de acido linoleico nao suportam
as conclusdes retiradas para a avaliagdo da razdo de acidos gordos saturados/insaturados.
Todavia, é importante ter presente que, esta razdo ndo espelha o real impacto do produto
no perfil, permite-nos sim, fazer uma primeira analise genérica daquela que sera a sua
tendéncia. Isto porque, a razdo engloba acidos gordos que naturalmente se encontram em
quantidades superiores a outros na carne de porco, por exemplo, o acido palmitico surge
sempre em quantidades muito superiores ao &cido linoleico, o que por si sé, fard com que
os valores da razdo calculada sejam elevados. Este calculo, permite no entanto, perceber
se a proporcao saturados:insaturados se encontra muito dispar, facto que se verifica para
todas as amostras ndo processadas provenientes da suplementacdo quando em
comparagao com o seu controlo. Nao obstante, com a andlise deste acido verifica-se uma
possivel acdo positiva por parte do Mega Sense, ja que parece haver a propensdo para
que, na presenca do produto, haja maior quantidade de C18:2. A atividade antioxidante
podera ser responsavel por esta manutencdo da quantidade de acido linoleico na carne de
porco estudada, porém, esta manutencdo do ambiente oxidativo controlado, parece exibir
também uma protecao sobre os &cidos gordos saturados, facto que podera culminar com
0 aumento da razdo saturados/insaturados para as amostras suplementadas ndo

transformadas.'*®

Relativamente ao acido linolénico, a sua presenca foi também determinada, contudo,
nas amostras resultantes do grupo controlado a sua presenca ndo foi detetada por GC-

FID, como € possivel verificar através da analise da tabela 7.

Tabela 7 — Comparacdo da quantidade de &cido linolénico para todos os grupos de
amostras, na presenca e auséncia de Mega sense, para um intervalo de confianga de 95%
na andlise t-student.

% &cido linolénico na amostra?

Amostras “Sem” Mega Sense “Com”_Mega Sense p
Refrigeradas - 0,117 0<0,05
Congeladas - 0,018 p<0,05

2SM: Sem Mega Sense
3 CM: Com Mega Sense

93



Cozinhadas . . -

LLombo curado - 0,569 p<0,05

2 _A percentagem de acido linolénico apresentada representa a média (+0,001) obtida para todas as amostras
analisadas;

b p>0,05, estatisticamente néo significativo, para a analise estatistica t-student, num intervalo de confianca de
95%.

Com a anélise desta tabela é possivel averiguar que a percentagem de acido linolénico,
nas amostras resultantes da suplementacdo com Mega Sense, ainda que em valores
baixissimos, & maior do que a obtida para as amostras controlo. A inclusdo do Mega Sense
na dieta do animal, de entre muitos objetivos, destaca a protecdo dos acidos gordos
insaturados contra processos de degradacdo oxidativa, fazendo com que a sua quantidade
inicial tenda a permanecer no masculo, porém esta acdo nao é especifica, ja que, também

parece existir a protecao de &cidos gordos saturados.

No presente trabalho, foi dado especial destaque aos &cidos linoleico (C18:2) e
linolénico (C18:3) pois, para a carne de porco o acido linoleico é o polinsaturado mais
comum e o &cido linolénico é aquele, cuja concentracdo se pretende aumentar. Atraves
destes ¢ possivel determinar as percentagens da razdo w-3/w-6, que se revela benéfica
para a satide, quando é superior a 2, revelando maior quantidades de acido linolénico.4
Adicionalmente, é possivel relacionar os resultados obtidos para o perfil lipidico com as
conclusdes retiradas para a humidade e atividade da agua, ja que, para uma dieta aditivada
se verificou que, as percentagens de humidade menores, comportamento que pode ser
explicado devido a menor taxa oxidativa que afeta a membrana, esta que é essencialmente
constituida por &cidos gordos polinsaturados e, que, provoca 0 processo de exsudacao.
Com a protecdo do perfil, prevé-se uma possivel protecdo da membrana e,
consequentemente, uma melhoria na qualidade da carne relativamente a estes parametros
e um possivel aumento do tempo de prateleira. Contudo, a acdo do produto é incompleta
quando o foco é a avaliacdo da razdo saturados/insaturados, pois, com uma protecao dos
acidos gordos ao ambiente oxidativo, a razdo tenderé a ser sempre elevada. Ja que, apesar
dos &cidos insaturados apresentarem maior propensao oxidativa, os acidos saturados
também sdo atacados por ROS e sofrem degradagdo. Assim, a acdo do Mega Sense podera
ser reforcada, com a adicdo de 6megas-3 a dieta do animal que j& é suplementada com o
produto, esta acdo ira contrariar a tendéncia verificada na figura 18 e melhorar portanto,
a qualidade final da carne.4
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5.8. Validacao preliminar com vista a acreditacdo do método de ensaio aplicado

para a determinacao de acidos gordos em matrizes alimentares variadas

5.8.1. Caracterizacdo do cromatograma do FAME Mix utilizado como

padrao de identificacdo para as analises cromatograficas

O processo de validacdo e acreditacdo de analise de FAMESs via GC-FID deve iniciar-
se pela caracterizacdo de um cromatograma padrdo cuja utilizagcdo, com base nos tempos
de retencdo, permite a identificacdo dos picos obtidos para cada amostra em analise.
Assim, com base no procedimento descrito em 8 4.8, foi analisada a mistura certificada
(ISO Guide 34:2009 e ISO/IEC 17025:2005) de ésteres de metilo de acidos gordos
(Supelco 37 Component FAME mix, Sigma-Aldrich), de concentragdes conhecidas em
diclorometano, que serviu como padrédo para identificacdo dos ésteres de metilo obtidos
nas amostras em analise. Na figura 20 apresenta-se a identificacdo de cada um dos picos,
mediante a sua estrutura e tempo de retencdo caracteristicos, permitindo a sua correta

determinacdo, a concentracdo do mix padrdo injetada foi de 0,02 pg/uL, porém, é
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Figura 20 — Identificacdo dos picos obtidos para o mix padrdo com 37 &cidos gordos, numa
concentracédo de 0,02 pg/uL. (1 — C4:0; 2- C6:0; 3-C8:0; 4 — C10:0; 5 - C11:0; 6 - C12:0; 7 -C13:0; 8
— C14:0; 9 — C14:1 cis-9; 10 — C15:0; 11 — C15:1 cis-10; 12 — C16:0; 13 — C16:1 cis-9; 14 — C17:0; 15 -
C17:1 cis-10; 16 — C18:0; 17 — C18:1 trans-9; 18 — C18:1 cis-9; 19 — C18:2 trans-9,12; 20 — C18:2 cis-
9,12; 21 - C18:3 cis-6,9,12; 22 — C20:0; 23 — C18:3 cis-9,12,15; 24 — C20:1 cis-11; 25 - C21:0; 26 — C20:2
cis-11,14; 27 — C22:0; 28 — C20:3 cis-8,11,14; 29 — C20:3 cis-11,14,17; 30 — C22:1 cis-13; 31 — C20:4 cis-
5,8,11,14; 32 — C23:0; 33 — C22:2 cis-13,16; 34 — C20:5 cis-5,8,11,14,17; 35 — C24:0; 36 — C24:1 cis-15;
37 — C22:6 cis-4,7,10,13,16,19.
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importante ter presente que, os diferentes esteres de metilo presente nesta mistura se

encontram em diferentes concentragdes, como surge em seguida.

Na tabela 8 apresenta-se a identificagdo dos picos obtidos no cromatograma, mediante

a sua posicdo no cromatograma, cadeia carbonada e respetivo tempo de retencéo,

permitindo um correto cruzamento de dados e, consequentemente, uma identificacdo

adequada dos picos obtidos, futuramente, nos cromatogramas para as diversas matrizes

que sao submetidas a analise

Tabela 8 — Acidos gordos correspondentes aos ésteres metilicos dos AGs presentes no FAME
Mix analisado, com discriminacdo da cadeia carbonada, nomenclatura e tempo de retencédo

(minutos) respetivos.

Cadeia carbonada | Nomenclatura sistematica | Tempo de retencéo (minutos)
1 C4.0 Butirico 1,970
2 C6:0 Caproico 2,418
3 C8:0 Caprilico 3,391
4 C10:0 Céprico 4,960
5 C11:0 Undecandico 5,859
6 C12:0 Laurico 6,814
7 C13:0 Tridecandico 7,895
8 C14:0 Miristico 9,124
9 C14:1 cis-9 Miristoleico 9,902
10 C15:0 Pentadecandico 10,517
11 C15:1 cis-10 cis-10- Pentadecenodico 11,374
12 C16:0 Palmitico 12,072
13 C16:1 cis-9 Palmitoleico 12,771
14 C17:0 Margarico 13,767
15 C17:1 cis-10 Margaroleico 14,492
16 C18:0 Estearico 15,567
17 C18:1 trans-9 Elaidico 15,952
18 C18:1 cis-9 Oleico 16,146
19 C18:2 trans-9,12 Linolelaidico 16,862
20 C18:2 cis-9,12 Linoleico 17,353
21 C18:3 cis-6,9,12 gama-Linolénico 18,206
22 C20:0 Araquidico 18,886
23 C18:3 cis-9,12,15 Linolénico 19,358
24 C20:1 cis-11 Gadoleico 19,892
25 C21:0 Heneicosanoico 21,098
26 C20:2 cis-11,14 cis-11,14-Eicosadiendico 21,285
27 C22:0 Beénico 21,894
28 C20:3 cis-8,11,14 cis-8,11,14-Eicosatriendico 22,491
29 | C20:3cis-11,14,17 cis-11,14,17-Eicosatriendico 22,604
30 C22:1 cis-13 Erucico 23,095
31| C20:4cis-5,8,11,14 Araquidonico 23,385
32 C23:0 Tricosanoico 23,611
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33 C22:2 cis-13,16 cis-13-16-Docosadiendico 23,930
34 | C20:5 cis-5,8,11,14,15 EPA 24,028
35 C24.0 Linhocérico 24,652
36 C24:1 cis-15 Nervoénico 24,782
37 | C22:6 cis-4,7,10,13,16,19 DHA 25,710

Posto isto, torna-se importante iniciar o processo de validacdo partindo pela
quantificacdo que, como abordado anteriormente, engloba as curvas de calibracéo, limites

analiticos e a sensibilidade relativamente a metodologia de analise.
5.8.2. Quantificacéo

5.8.2.1. Curvas de calibracgio e avaliacdo da linearidade

Devem estabelecer-se curvas de calibracdo para cada um dos 37 acidos que se
pretendem analisar, nas mais diversas matrizes alimentares. Assim, e tendo em conta que,
na mistura padrdo utilizada os ésteres de metilo dos acidos gordos se encontram em

diferentes concentra¢fes 200 pg/mL, 400 pg/mL e 600 pg/mL foram estabelecidas 5
1,1,1.1

concentracgdes, cujos fatores de diluicdo foram: —; —; —;
20" 15 10 5

e 1 para estabelecimento da

curva de calibracdo para cada um dos acidos. Em paralelo com esta determinacao e em
conjugacdo com a avaliagdo dos coeficientes de correlagdo e de determinagéo, r e r?,
respetivamente, foram aplicados os testes de Rikilt e Mandel que nos permitem uma
avaliacdo assertiva relativamente a linearidade, pois, os coeficientes, sobretudo o de
correlacdo, € um bom indicador da correlacdo entre 0s pontos das retas de calibracao para
cada dos acidos gordos, 0 que nem sempre podera significar linearidade.*° Posto isto, na
tabela 9 sdo apresentadas as retas de calibragdo obtidas para cada um dos acidos gordos,
os coeficientes de correlacdo e determinacdo e ainda os resultados qualitativos obtidos

apos aplicacdo dos testes de verificacao estatistica.

Tabela 9 — Equacéo da reta de calibracdo obtida para cada um dos acidos gordos
assim como, os r e r? e ainda o teste de Rikilt.
Acido gordo Equacéo (y=ax+b) r r Teste de

Rikilt

1 Butirico y=1,91*108-10,0*108 0,994 | 0,99 Linear

2 Caproico y=3,1*10%-2,6*10° 1,00 1,00 Linear

3 Caprilico y=3,6%10%-2,5*10° 1,00 1,00 Linear

4 Céprico y=3,9%10%-2,4*10° 1,00 1,00 Linear

5 Undecandico y=1,9*10%-1,0*10° 1,00 1,00 Linear

6 Laurico y=4,1*10*-1,9*10° 1,00 1,00 Linear
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7 Tridecandico y=2,0%10%-6,2*102 1,00 1,00 Linear
8 Miristico y=4,2*10%-1,0*10° 1,00 1,00 Linear
9 Miristoleico y=2,0%10%-4,9*10° 1,00 1,00 Linear
10 Pentadecanoico y=2,1*10%-2,0*102 1,00 1,00 Linear
11 cis-10- Pentadecendico y=2,1*10%-1,7*102 1,00 1,00 Linear
12 Palmitico y=6,5*10%-2,4*102 1,00 1,00 Linear
13 Palmitoleico y=2,1*10%-2,3*10? 1,00 1,00 Linear
14 Margarico y=1,4*10%-1,0*10? 1,00 1,00 Linear
15 Margaroleico y=2,1*10%-1,1*102 1,00 1,00 Linear
16 Estearico y=4,3*10%-5,3*10° 1,00 1,00 Linear
17 Elaidico y=2,1*10%-2,5*102 1,00 1,00 Linear
18 Oleico y=4,4*10%-4,2*10? 1,00 1,00 Linear
19 Linolelaidico y=1,8*10%+3,0*10? 1,00 1,00 Linear
20 Linoleico y=2,1*10*+3,4*10? 1,00 1,00 Linear
21 gama-Linolénico y=2,1*10%+3,2*10? 1,00 1,00 Linear
22 Araquidico y=4,5*10%+6,3*102 1,00 1,00 Linear
23 Linolénico y=2,1*10%+3,2*10? 1,00 1,00 Linear
24 Gadoleico y=2,2*10%+4,1*10? 1,00 1,00 Linear
25 Heneicosanoico y=2,2*10%+3,0*10? 1,00 1,00 Linear
26 cis-11,14-Eicosadienoico y=2,2*10%+4,2*10? 1,00 1,00 Linear
27 Beénico y=4,5%10%+3,3*10? 1,00 1,00 Linear
28 cis-8,11,14-Eicosatriendico y:2'0*104+4'3*102 1,00 1,00 Linear
29 cis-11,14,17-Eicosatrientico - - - -

30 Erdcico y=2,2*10*+1,6*102 1,00 1,00 Linear
31 Araquiddnico y=2,1*10%+1,2*102 1,00 1,00 Linear
32 Tricosanoico y=2,1*10%+1,2*102 1,00 1,00 Linear
33 cis-13-16-Docosadiendico y:1'7*104+2'2*102 1,00 1,00 Linear
34 EPA y=1,9%10*+2,7*10? 1,00 1,00 Linear
35 Linhocérico y=4,6%10%-5,8*102 1,00 1,00 Linear
36 Nervonico y=2,1*10%-2,3*102 1,00 1,00 Linear
37 DHA y=1,3*10*+2,8*10? 1,00 1,00 Linear

As retas de calibracdo foram tracadas mediante as areas dos picos obtidas para
cada uma das concentragdes aplicadas. Contudo apenas 3 foram utilizadas para
calibracéo, correspondentes aos fatores de dilui¢cdo 1/20; 1/15 e 1. A execucgdo de curvas
de calibracdo com apenas 3 pontos é aceitavel, porém, torna a validacdo em torno destas
pobre, pois testes como 0 Mandel, ndo pode ser aplicado para uma gama de trabalho t&o
reduzida, uma vez que sdo necessarios mais de 4 pontos para que os calculos a efetuar
sejam possiveis.''® Com a andlise da tabela 9, verificam-se valores de r e r? bastante
proximos 1,00, comportamento que € reflexo da insuficiéncia de pontos que permitam a

existéncia de qualquer variagdo, pois 0 ajuste da reta para apenas 3 pontos torna-se
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facilitada e, portanto, os valores do coeficiente de correlagéo e determinacgéo séo elevados
demonstrando um ajuste que para mais concentragdes pode néo se verificar.* Contudo, a
realizacdo de curvas com apenas 3 pontos é aceitavel para a empresa, numa fase inicial,
dada a elevada carga laboral e falta de tempo para conjugar mais ensaios que permitam o
alargamento da gama de concentragcdes para cada um dos acidos gordos. Este processo,
terd, todavia, de ser realizado se o processo de calibragdo progredir, pois é necessaria uma
analise completa e robusta da linearidade. A escassez de pontos torna assim as curvas de
calibracdo fracas, no entanto, é possivel verificar uma tendéncia positiva para a
linearidade nomeadamente através da observacao dos valores obtidos para os coeficientes
de correlagdo e determinagdo.'** Apesar da caréncia de pontos foi possivel a aplicacio do
teste de Rilkit que, resumidamente enuncia o seguinte: a reta é considerada linear se
(yi/xi)/(yi/xi)m (%)= 100 + 10%, facto que foi comprovado para cada ponto de cada reta
de calibracdo obtida para cada um dos acidos gordos em estudo. Deste modo, apesar das
limitacGes referidas, é possivel inferir que todas as curvas obtidas se apresentam lineares.
O estudo sera continuado e melhorado futuramente, através do estabelecimento de curvas
de calibracdo utilizando maior nimero de concentracGes para cada padrdo, permitindo o
aumento da gama de trabalho, de modo a que o teste de Mandel possa ser executado e,
deste modo, corroborar os resultados obtidos quer para os coeficientes quer para o teste
de Rilkit.
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Capitulo 6 — Conclusdo e diretrizes futuras
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A DIN foca a sua atividade no desenvolvimento de ra¢fes que promovam o bem-
estar animal e, consequentemente, resultem numa carne de qualidade superior,
procurando sempre inovar no campo da nutricdo animal. Deste modo, surgiu o0 estagio
que integrei e, cuja finalidade, foi avaliar o impacto que o Mega Sense, um suplemento
alimentar, exerce sobre a carne de porco a nivel qualitativo. E, assim, contribuir através
da execucéo deste projeto, para o desenvolvimento do conhecimento da empresa sobre o
produto, alcancando assim as suas potencialidades e possiveis aplicacdes.

O Mega Sense é introduzido na dieta do animal na fase final do seu crescimento,
cerca de um més antes do abate, e, integra uma pequena parte daquele que é o volume
total de racdo aplicado. Ao longo do presente trabalho, 0 comportamento ou a a¢éo deste
suplemento alimentar nem sempre foi concordante com as expectativas. Estas
discrepancias poderdo ser reflexo de uma introducdo tardia na dieta do animal, o que
resulta numa incorporagdo mais baixa deste produto a nivel muscular por parte do animal,
ou a falta de especificidade de a¢do do produto, ja que este apenas protege a carne contra
a oxidacdo de uma forma muito global, ndo existindo especificidade de ac¢do. Todavia,
numa analise global, verifica-se um efeito positivo por parte do Mega Sense,
nomeadamente, a nivel oxidativo, com especial destaque para os resultados obtidos para
a cor, determinacdo das espécies reativos com o acido tiobarbitirico onde, € possivel

destacar o impacto que o produto provoca nas amostras em analise.

Em suma, o Mega Sense provoca alteragdes qualitativas positivas, porém, podera
reforcar este efeito se 0 tempo da sua inclusdo na dieta do animal for aumentado, quatro
meses, ou até mesmo para todo o periodo de vida do animal desde o desmame até ao
abate, contudo, isto traz custos associados que terdo de ser balanceados pelas empresas
que detenham interesse no mesmo. Assim, com maior tempo de ingestdo, prevé-se a
incorporacdo em quantidades superiores do produto, e, portanto, uma maior protecao
antioxidante. A possibilidade de aplicacdo do produto para melhoria da qualidade de
outras carnes, como a de coelho, frangos, bois e vacas é plausivel. No entanto, o sistema
digestivo do animal condiciona a incorporagdo do suplemento, por exemplo, para 0s
ruminantes, prevé-se que sejam necessarias maiores quantidades de produto uma vez que,
0 processo de bioidrogenagdo poderd comprometer a sua absorcao a nivel intestinal. O
estudo realizado acerca do Mega Sense foi muito abrangente, de modo, a perceber quais

as frentes de atividade do mesmo, sugere-se um estudo mais detalhado, como por
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exemplo, em que fase da peroxidacdo lipidica é que o impacto do produto € mais

significativo, qual o efeito, se existir, do produto antes e durante o abate.

Relativamente, ao processo de validacdo, este ainda se encontra numa fase muito
inicial pelo que, as conclusfes que se poderdo retirar S&0 muito poucas, uma vez que,
apenas que uma das etapas iniciais se encontra realizada e, necessita de melhorias. As
curvas de calibracdo obtidas foram lineares, porém a veracidade desta afirmacao pode ser
comprometida, ja que quaisquer alteracbes podem afetar a linearidade e, além disso esta

gama de trabalho é demasiado curta, e, portanto, pouco abrangente.
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Anexo 1 — Composicdo dos meios utilizados para as analises microbiologicas

a) Tabela 10 — Constituicdo do meio de cultura PSA

PCA - Buffered Peptone Water
Tecido animal digerido enzimaticamente: | 5,0g
Extrato fermentativo: | 2,59
Glucose anidrica (C¢H120s): | 1,09
Agar: | 9g a 18¢g
Agua: | 1000 mL

b) Tabela 11 — Constituicdo do meio de cultura Half-Fraser

c) Tabel

Half - Fraser
Tecido animal digerido enzimaticamente: | 5,09
Substrato enzimatico de caseina: | 5,09
Extrato fermentativo: | 5,09
Extrato de carne: | 5,09
Cloreto de sédio: | 20,0g
Fosfato dissddico hidrogenado desidratado: | 12,0g
Fosfato de potéssio dihidrogenado: | 1,359
Esculina: | 1,09
Agua: | 1000 mL
a 12 — Constituicdo do meio de cultura Baird — Parker
Baird - Parker
Substrato enzimatico de caseina: | 10,0g
Extrato fermentativo: | 1,0g
Extrato de carne: | 5,09
Piruvato de sodio: | 10,0g
L-Glicina: | 12,0g
Cloreto de litio: | 5,09
Agar: | 12,0g a 22,0g
Agua: | 1000 mL
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d) Tabelal3 — Constituicdo do meio de cultura Brain — Heart

Brain - Heart

Tecido animal digerido enzimaticamente: | 10,0g

Infusdo desidratada de cérebro de vitela: | 12,5¢

Infusdo desidratada de coracéo de vaca: | 5,09

Glucose: | 2,0g

Cloreto de sodio: | 5,0g

Hidrogenofosfato dissédico anidrico (NazHPO4): | 2,5¢g
Agua: | 1000 mL

e) Tabela 14 — Constituicdo do meio de cultura DG18

DG18 — Dichloran 18% glycerol agar

Substrato enzimatico de caseina: | 5,0g
D-Glucose (CsH1206): | 10,09

Dihidrogenofosfato de potéassio (KH2PO4) : | 1,09

Sulfato de magnésio (MgSO4+H,0): | 0,59

Diclorano (2,6 — dicloro-4-nitroanilina): | 0,002g

Glicerol anidrico | 220g
Agar: | 12g a 159

Clorofenicol: | 0,19
Agua: | 1000 mL

f. Tabela 15 — Constituicdo do meio de cultura MSRV

MSRYV — Modified semi-solid rappaport-vassiliadis agar

Tecido animal e vegetal digerido enzimaticamente: | 4,69

Hidrolisado acido de caseina: | 4,69

Fosfato de monopotassio: | 1,59

Cloreto de magnésio anidrico: | 10,9g

Cloreto de sodio: | 7,3g
Oxalato: | 0,04g

Novobiocina: | 0,01g
Agar: | 2,709
Agua: | 1000 mL
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g. Tabela 16 - Constituicdo do meio de cultura TBX

TBX - Tryptone — Bile — X - Glucuronate

Triptona: | 20,09
Sais biliares: | 1,5¢
BCIG (5-bromo-4-cloro-3-indol — B-D-glucuronato : | 75,0 mg
Agar: | 12g a 159
Agua: | 1000 mL
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Anexo 2 — Lombo curado: concentracdo de malondialdeido — continuacéo da

tabela de resultados 4.

Tabela 17— Tabela complemento dos valores obtidos na determinagio da concentrag&o

de malondialdeido (mg de malondialdeido/ 1000 g de amostra) para as amostras de lombo curado

na presenca e auséncia do Mega Sense, para um intervalo de 95% de confianga.

Lombo Curado?
[malondialdeido]
(mg de malondialdeido/ 1000 g de amostra)
SM_5 1,7913 0,8321 CM 5
SM_6 1,7513 0,9385 CM_6
SM_7 1,8154 1,0758 CM_7
SM_8 1,7374 0,7923 CM_8
SM_9 1,8697 0,8891 CM_9
SM_10 1,7504 0,7501 CM_10
SM_11 1,7172 0,7493 CM_11
SM_12 1,9100 0,8187 CM_12
SM_13 2,0394 0,8086 CM_13
SM_14 1,8850 0,8769 CM_14
SM_15 1,9297 0,7578 CM_15
SM_16 1,9876 0,7761 CM_16
SM_17 2,1556 0,8117 CM_17
SM_18 2,0137 0,7830 CM 18
SM_19 1,9309 0,8516 CM_19
SM_20 1,9188 0,7584 CM_20
Média 1,8480 0,8591 Média
s 0,1275 0,1240 s
SE® p<0,05¢

ab_ Os valores da média e do desvio padrdo foram calculados com base nos resultados obtidos para a totalidade das

amostras, em cada grupo;

¢ — SE - significancia estatistica;

d. p<0,05, estatisticamente significativo, para a analise estatistica t-student, num intervalo de confianca de 95.
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Anexo 3 — Cromatogramas obtidos para todas as amostras de lombo curado
analisadas na auséncia de Mega Sense
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Figura 23 — Perfil lipidico obtido por analise GC-FID das amostras LSM_3.
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Figura 24 — Perfil lipidico obtido por analise GC-FID das amostras LSM_4.
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Figura 25 — Perfil lipidico obtido por analise GC-FID das amostras LSM_5.
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Figura 26 — Perfil lipidico obtido por analise GC-FID das amostras LSM_6.
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Figura 27 — Perfil lipidico obtido por analise GC-FID das amostras LSM_7.
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Figura 28 — Perfil lipidico obtido por anélise GC-FID das amostras LSM_8.
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Figura 29 — Perfil lipidico obtido por anélise GC-FID das amostras LSM_9.
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Figura 30 — Perfil lipidico obtido por analise GC-FID das amostras LSM_10.
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Figura 31 — Perfil lipidico obtido por analise GC-FID das amostras LSM_11.
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Figura 32 — Perfil lipidico obtido por analise GC-FID das amostras LSM_12.
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Figura 33 — Perfil lipidico obtido por analise GC-FID das amostras LSM_13.
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Figura 34 — Perfil lipidico obtido por anéalise GC-FID das amostras LSM_14.
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Figura 35 — Perfil lipidico obtido por analise GC-FID das amostras LSM_15.
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Figura 36 — Perfil lipidico obtido por anélise GC-FID das amostras LSM_16.
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Figura 37 — Perfil lipidico obtido por analise GC-FID das amostras LSM_17.
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