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Resumo

Embora haja um claro crescimento no sector das pescas, com maior nimero
de espécies transacionadas em lota e em maior quantidade, o consumo do pescado
nao apresenta um aumento na mesma proporcdo. Durante alguns meses do ano, a
sardinha existe em maior oferta do que procura por parte do consumidor. Como tal, o
aproveitamento desta espécie, através de diversas tecnologias/processamentos
proporciona diferentes beneficios. Ao aproveitar esta espécie, preparando-a,
produzindo filetes e armazenando a baixas temperaturas, consegue-se disponibiliza-la
durante todo o ano. Deste modo, é possivel que ndo haja desperdicios e ainda

aumentar o seu valor comercial (filetagem), visto ser um produto de baixo custo.

Neste trabalho efetuou-se a otimizacdo do processo de adicdo de antioxidantes
naturais aos filetes de sardinha congelados/refrigerados e avaliou-se o efeito da
adicdo de dois antioxidantes naturais no processo de oxidacao lipidica em filetes de
sardinha, durante o seu armazenamento a -20°C/4°C. Para a otimizacdo do processo
de adicdo de antioxidantes, avaliou-se a forma mais eficiente de adicionar os
antioxidantes aos filetes de sardinha através de varios métodos e equipamentos, com
0 proposito de obter melhores resultados e economicamente, menos perdas. Para
avaliar o efeito da adicdo dos antioxidantes nos filetes de sardinha, comegou-se por
conhecer a matriz do produto através da caracterizacdo quimica dos filetes de
sardinha e da andlise ao perfil de acidos gordos (apenas em filetes congelados).
Depois, para avaliar o processo de oxidacao lipidica efetuou-se andlises aos produtos
primarios (indice de peroxidos — apenas em filetes congelados) e aos produtos
secundarios (TBARS), e ainda analise as altera¢cfes sensoriais (avaliacdo instrumental
de cor). Por fim, realizou-se um teste hedoénico de preferéncia para conhecer a opiniao

do consumidor sobre o produto com e sem antioxidante, aos filetes congelados.

Os antioxidantes naturais utilizados, tocoferois (54 mg/0,10 miffilete) e tocoferdis
(15 mg/0,10 mlffilete) com extrato de rosmaninho (6,5 mg/ 0,10 mlffilete),
demonstraram que exerceram atividade inibindo/retardando o processo oxidativo ao
longo do tempo de armazenamento a baixas temperaturas. Em relacdo as amostras
controlo, que apresentaram avancado processo de oxidacdo. Apesar de ndo existirem
diferencas estatisticamente significativas entre os filetes tratados com tocoferéis na
presenca e na auséncia de extrato de rosmaninho, pela observagdo tendencial dos
resultados das analises e pelo teste hedonico de preferéncia dos consumidores
verificou-se que os tocoferdis e extrato de rosmaninho promoveram um maior efeito

sob a estabilidade oxidativa dos filetes.



Resumo

O uso de antioxidantes naturais é uma solu¢do pouco dispendiosa, que permite
o aproveitamento total de produtos com menores desperdicios de produtos de pesca,
com grande necessidade de escoamento. Em simulténeo, satisfaz as necessidades

dos consumidores.

Palavras-chave: Sardinha, Sardina pilchardus, oxidacao lipidica, analise

sensorial.
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Abstract

Although there is a clear growth in the fisheries sector, with the largest number
of species traded on auction and in greater quantity, fish consumption has not
increased proportionately. During some months of the year there are sardines in larger
supply than demand by consumers. As such, the use of this species by various
technologies / processes provides different benefits. By taking advantage of this
species, preparing it, producing fillets and storing at low temperatures, can it be
available throughout the year. Thus, it is possible that is no waste and increases their

commercial value (filleting), since it is a low cost product.

In this work we performed the optimization of the process of adding natural
antioxidants for sardine fillets frozen / chilled and evaluated the effect of addition of two
natural antioxidants in the process of lipid oxidation in fillets of sardines during storage
at -20°C /4°C. For the optimization of the addition of antioxidants, we evaluated the
most efficient way to add antioxidants to sardine fillets through various methods and
equipment for the purpose of obtaining better results and cost less losses. To evaluate
the effect of the addition of antioxidants in sardine fillets, it began to know the product
matrix through chemical characterization of sardine fillets and analyzing the fatty acid
profile (only in frozen fillets). Then, to follow the process of lipid oxidation was carried
out analyzes of the primary products (peroxide value - only in frozen fillets) and
secondary products (TBARS), and also analysis of the sensory changes (instrumental
assessment of color). Finally, there was a test of hedonic preference to know the

opinion of consumers about the product with and without antioxidant, the frozen fillets.

The natural antioxidants used, tocopherol (54 mg / 0.10 ml / fillet) and
tocopherols (15 mg / 0.10 ml / fillet) with rosemary extract (6.5 mg / 0,10 ml / fillet)
inhibited or retarded the oxidation over time of storage at low temperatures when
compared with the control samples, that had advanced oxidation process. There was
not statistically differences among the fillets treated with tocopherol in the presence
and absence of rosemary extract. However, our laboratorial results shown slight
tendency for the view that the antioxidant tocopherols and rosemary extract had a
greater effect on the oxidative stability of fillets. This observation is in line with the

hedonic test consumer preference.

The use of natural antioxidants is an inexpensive solution which allows the
complete use of products with less waste of fish products and with a great need for

disposal. At the same time meets the consumer’s requirements.

Keywords: Sardine, Sardina pilchardus, lipid oxidation, sensory analysis.
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1.1. Pesca e processamento dos produtos de pesca

O ato de pescar surgiu quando o0 Homem procurava alimento para se alimentar,
comecando com a captura manual de moluscos bivalves. Esta atividade contribuiu
para a sedentarizagdo junto dos cursos de agua, o que possibilitou a evolucdo de
técnicas de captura através de instrumentos como o anzol. Com o avancar dos
tempos, a atividade da pesca tornou-se um modo de vida, que moldou culturas e deu
origem a varias tradicbes. Em Portugal, a pesca tornou-se de grande importancia
econdmica, pois devido aos seus vastos quilometros de costa maritima abundante em
peixe, possibilitou e potenciou o comércio e as artes relacionadas (Nunes, et al. 2008).

No final do século XIX, o setor das pescas sofreu algumas alteragbes com o
desenvolvimento tecnoldgico nas embarcacdes e com a introducdo do frio como
técnica de conservacao nas industrias alimentares, 0 que por consequéncia causou
preocupacdes no que respeita a gestdo de recursos pesqueiros. Mais tarde, com a
globalizagdo dos mercados e com o desenvolvimento de novos produtos e
tecnologias, os padrdes de consumo alteraram-se e a procura de novos produtos
aumentou. Em Portugal, os produtos de pesca mais procurados foram evoluindo em
funcdo dos habitos alimentares, acessos as zonas pesqueiras, abundancia de
recursos e métodos de conservacdo. Tem-se como exemplo, a populagéo litoral que
tinha acesso ao peixe fresco capturado na zona, mas no interior do pais o peixe s se
consumia salgado ou salgado seco. As principais alteracbes no consumo surgiram em
1960, quando o namero de espécies disponiveis aumentou e se comegou a consumir
peixe congelado (Nunes, et al. 2008; Monteiro, E. 2009).

Os portugueses com a longa tradicdo de apreciadores de pescado tém um
consumo per capita aproximado de 57 kg/ano/habitante, representando cerca de 25%
da dieta alimentar. SAo os maiores consumidores da Europa, o que leva ao aumento
da procura por informacgdo sobre os beneficios do consumo dos produtos da pesca
para a salude e bem-estar. As espécies transacionadas em lota em maior nimero séo
a sardinha, a cavala, o carapau e 0 peixe-espada preto, como se pode observar na
tabela 1 (Gomes, A. 2012; FAO, 2004-2012; INE, 2012).
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Tabela 1 — Quantidade das espécies mais transacionadas em lota, descarregadas em
Portugal e, em especifico, no porto de Peniche, em 2011 (INE, 2012).

Toneladas descarregadas em  Toneladas descarregadas no

Espécies
Portugal Porto de Peniche
Peixes Marinhos 147 971 14 927
Sardinha 55222 4 454
Cavala 31089 3198
Atum 13 877 778
Carapau 10 024 1359
Peixe-espada preto 5 556 5

Os avancos cientificos e tecnolégicos que ocorreram nos Ultimos anos
propiciaram o surgimento de novos produtos, produtos retransformados e também
produtos funcionais, destinados a um publico consumidor cada vez mais esclarecido e
interessado em alimentos saudaveis, procurando que o seu consumo seja benéfico
para a saude e para o bom funcionamento do organismo. Esta procura de alimentos
mais saudaveis esta relacionada ao facto da atual geracdo estar mais atenta a
guestdes como alimentacdo vs salde e bem-estar, estar tecnologicamente favorecida
e com mais confianca na qualidade e seguranca dos produtos. Aliado a estes fatores,
por outro lado esta a falta de tempo e uma vida muito agitada, que leva a necessidade
de compra de produtos pré-cozinhados (Passador, et al. 2006).

Embora haja um claro crescimento no sector das pescas, com maior numero
de espécies transacionadas em lota e em maior quantidade (figura 1), o consumo do
pescado ndo apresenta um aumento ha mesma proporcdo (INE, 2012). Como tal, é
importante estabelecer estratégias que consigam o aproveitamento dos produtos de
pesca, com o minimo de percas possivel, a nivel econémico e de desperdicios, e
ainda acrescentar valor aos produtos melhorando a rentabilidade das empresas. Em
simultdneo, completar as necessidades do consumidor, como anteriormente referido,
em produtos previamente preparados. Para tal, deve-se dar enfase nos métodos de
processamento de produtos de pesca, como produtos preparados/eviscerados,
filetados, defumados, salgados, enlatados, embutidos e reestruturados. E ainda fazer
um correto aproveitamento dos residuos gerados para a producgéo de farinhas e 6leos
de peixe (Bombardelli, R., Syperreck, M. e Sanches, E., 2005). Atualmente, j4 se
utiliza peixes inteiros para o desenvolvimento de produtos de pescado transformados e
reestruturados e ndo apenas 0 uso de matéria-prima subvalorizada. Este facto esta

relacionado com a situacdo do mercado de peixe inteiro de varias espécies se
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encontrar um pouco saturado (Cardoso, et al. 2010). Para contrariar esta tendéncia,
desenvolveram-se novos produtos que satisfacam o consumidor em termos de
gualidade, conveniéncia, preco e atributos nutricionais e benéficos para a saude. Este
tipo de produtos permite reformular, eliminar constituintes e adicionar outros
compostos que aumentem a qualidade do produto (Borderias, et al. 2005).

107 10# Euros
210 300
180 ————— 210
240
150 210
120 180
150
&0 90
a0 50
a0
(i .y 4 { 0
2008 2010 2011
I Quanlidade Valor

Figura 1 - Capturas nominais de pescado fresco ou refrigerado, em portos nacionais
(2009-2011). Do total capturado, 164 236 toneladas corresponderam a pescado fresco ou
refrigerado, transacionado em lota, no valor de 285 880 mil euros o que representa um
decréscimo de 1,2% em volume e um aumento de 5,1% em valor, relativamente ao ano 2010
(INE, 2012).

1.2. Sardinha (Sardina pilchardus)

1.2.1. Caracterizacao fisico-quimica e nutricional

A composicao bioguimica dos peixes € constituida por 50 a 85% de agua, 12 a
24% proteinas, 0,1 a 22% de lipidos e 2% de sais minerais, vitaminas e hidratos de
carbono. De acordo com o teor de gordura, 0s peixes sdo qualificados em magros,
semi-gordos e gordos, como € o caso da sardinha. Os lipidos tém como funcdo
biolégica servirem como reserva energética, formagéo de membranas celulares e sua
manutencéo, sinalizadores intra e intercelulares e de isoladores térmicos (Nunes, et al.
2008; Ogawa, M. e Maia, E. 1999).

O peixe é um alimento de facil digestdo e rico nutricionalmente. O consumo de
pescado devido a sua composigéo rica em acidos gordos insaturados, como 0s acidos
gordos da familia do O6mega 3, tem sido associado a reducdo do risco do
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e cerebrovasculares (Dias, D. 2012;
Torpy, J. 2006).
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A sardinha é um peixe pelagico abundante em zonas de afloramento,
suportando importantes pescarias costeiras. Em aguas portuguesas, a sardinha
sobrevive durante 8 anos, conseguindo ao fim de um ano atingir 15-16 cm de
comprimento e reproduzir pela primeira vez. A sardinha, capturada em Portugal, tem
uma variacao anual no teor de gordura de aproximadamente 16%, evidenciando-se os
meses de Fevereiro e Marco com um teor de gordura proximo dos 2% e 0s meses de
Agosto, Setembro e Outubro com teores proximos de 18%. Esta variacdo da-se devido
a influéncia de fatores bidticos como a disponibilidade de alimentos, grau de
maturacao sexual, idade e sexo, e fatores abibticos como a zona geografica, época do
ano e a salinidade da agua (Bandarra, et al.1997; Nunes, et al. 2008).

Os acidos gordos sao compostos organicos simples e sao classificados por
saturados quando ndo possuem ligacBes duplas e por insaturados quando possuem
uma ou mais ligacdes duplas (monoinsaturados ou polinsaturados (PUFA),
respetivamente). A quantidade e o perfil de acidos gordos variam de espécie para
espécie. Nos peixes, 0s acidos gordos saturados mais comuns sdo o0 acido miristico
(14:0), palmitico (16:0) e o esteéarico (18:0), e os acidos gordos insaturados mais
comuns sdo o 4cido oleico (18:1 w9) e as familias do dmega 6 (ex: acido linoleico) e
Omega 3 (ex: &cido linolénico). Na familia do 6mega 3 os mais abundantes sdo o acido
eicosapentaendico (EPA, 20:5 w3) e o acido docosahexaendico (DHA, 22:6 w3). Na
familia do dmega 6, € abundante o acido linoleico (LA, 18:2 w6) e o araquiddnico
(ARA, 20:4 w6) (Nunes, et al. 2008; Ogawa, M. e Maia, E. 1999; Ordoéfiez, et al. 2005,
aeb).

E pela composicdo de acidos gordos insaturados, principalmente PUFA da
familia 6mega 3, que a carne de peixe se distingue da carne dos animais terrestres,
sendo considerado um alimento mais saudavel do ponto de vista nutritivo, por isso o
seu consumo tem vindo a aumentar (Ogawa, M. e Maia, E. 1999).

Os &cidos gordos da familia do Omega 6 s&do muito importantes no
desempenho do desenvolvimento cerebral, na estrutura e tempo de vida das células e
também na protecdo da pele. No entanto, quando consumidos em excesso podem
causar envelhecimento celular precoce, alteracdes na estrutura das membranas
celulares, anomalias na multiplicacdo celular e indugcdo do aparecimento de
carcinomas e formacdo abundante de compostos que podem causar 0 entupimento
dos vasos sanguineos (Candeias, et al. 2005). Os &cidos gordos da familia do 6mega
3 estéo associados ao melhor funcionamento e protecdo do sistema cardiovascular, ao

desenvolvimento do cértex cerebral e das capacidades cognitivas das criangas. Por



introducdo

outro lado, alimentagdes pobres em acidos gordos da familia do 6mega 3 aumentam o
risco da ocorréncia de tromboses, aterosclerose, doencgas cardiacas, alteracdes
neuroldgicas, dificuldades de aprendizagem e dificuldades na visdo. No entanto, o
excesso de consumo destes &cidos gordos pode causar dificuldades de resposta a
infecdo e alteracbes da coagulacdo sanguinea com tendéncia para a hemorragia
(Candeias, et al. 2005). Segundo Shahidi (2000), os éacidos gordos da familia do
omega 3 tém capacidade para reduzir os niveis de colesterol e de triglicéridos no
sangue. A familia do 6mega 3 e do 6mega 6 competem pelas mesmas enzimas, que
guando degradadas formam eicosandides. Os eicosandides provenientes da familia do
omega 3 tém uma atividade vasodilatadora, causam menor agregacéo de plaquetas e
menores respostas inflamatoérias, quando comparados com os acidos gordos
provenientes da familia do 6mega 6 (Uauy, R e Valenzuela, A. 2000). Atuando estes,
também na expressdo genética e na comunicacdo intercelular. E necessario
considerar as quantidades recomendadas de consumo diario dos mesmos, consumido
em equilibrio para que haja o desenvolvimento normal do organismo (Simopoulos, A.
2000). Como tal, alguns autores e 6rgdos de saude, em diferentes paises,
estabeleceram recomendacfes sobre o consumo da razdo entre dmega 6 e dmega 3,
tabela 2 (Martin, et al. 2006).

Tabela 2 - Valores recomendados para a razdo entre os &cidos gordos émega 6 e

Omega 3 na dieta. Fonte: Martin, et al. 2006.

Pais ou instituicdo | w6/ w3 Referéncias

Canada 4:1 - 10:1 | Scientific Review Committee;
EUA 2.1-4:1 Simopoulos; Schaefer
Franca 5:1 Chardigny et al.
Japéo 2.1-4:1 Kris-Etherton et al.
Suécia - Nordic Council
of Ministeers
WHO/FAO 5:1-10:1 | World Health Organization

1.2.2. Consumo de sardinha em Portugal

Em Portugal, a sardinha é um dos recursos pesqueiros mais importantes, pois
€ a principal espécie capturada, representando cerca de 40% das capturas totais do
ano. Como tal, devido & importancia socio--econdmica e da necessidade de apoiar a
administracdo na gestao do recurso, a investigacao cientifica sobre as sardinhas tem
aumentado (Stratoudakis, Y. e Silva, A. 2001).

7
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A sardinha € uma espécie muito abundante na nossa zona pesqueira,
principalmente durante alguns meses do ano e € nesses precisos meses que nem
toda a sardinha capturada pode ser aproveitada, devido ao excesso do produto no
mercado que posteriormente, ndo consegue ser totalmente escoado. Para resolver
esta questdo, o Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas,
garante que existem apoios a retirada de sardinha do mercado com objetivo de
posterior transformacdo em novos produtos para venda, com uma garantia de preco
na ordem dos 50% do preco médio de venda em lota. O que promove a elaboracéo de
produtos reestruturados ou filetados, que sdo tdo procurados pelo consumidor (Bexiga,
2005).

1.2.3. Alterac¢des qualitativas da sardinha

A sardinha sendo um peixe gordo com elevado teor lipidico, composto
principalmente por acidos gordos insaturados, e com um elevado teor em proteinas,
faz com que seja um produto de pesca muito suscetivel a deterioragdo. O estado de
deterioracdo € evidente em produtos de pesca através de detecdo de cheiros e
sabores desagradaveis, formacdo de muco, producdo de gés, coloracdo anormal e
alteracBes na textura. Estas alteracdes que ocorrem nos produtos de pesca resultam
de um conjunto de reac¢des microbioldgicas, quimicas e autoliticas, e sdo detetadas
através de uma avaliacdo sensorial da frescura do peixe, uma propriedade dificil de
definir e como tal, percecionada pelos sentidos de quem avalia (Huss, H.H. 1997).

Os peixes contém uma flora muito diversa, onde as bactérias Gram negativas
psicotréficas sejam frequentemente, dominantes. Mas durante a armazenagem,
desenvolve flora caracteristica que contribui para a deterioracao através da formacéao
de metabolitos (como trimetilamina e sulfureto de hidrogénio) que desenvolvem
cheiros e sabores desagradaveis (Huss, H.H. 1997).

E na fracéo lipidica do peixe que ocorrem as principais alteragdes quimicas,
como 0s processos de oxidagdo. Este processo como consequéncia da formagdo de
compostos primarios de oxidag&o, ndo causa sabores desagraveis no peixe mas faz
com que surjam coloracdes castanhas ou amareladas no tecido de peixe. Mas na
formacdo de compostos secundarios, confere ao peixe um sabor forte a rango (Huss,
H.H. 1997).

Os processos autoliticos séo responsaveis pela perda de qualidade inicial do
peixe fresco, contribuindo em parte para a deterioracdo do peixe (figura 2). Quando o
peixe se encontra congelado, enzimas autoliticas convertem 6xido de trimetilamina em

dimetilamina e em formaldeido. O formaldeido formado provoca um aumento na
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desnaturacdo do musculo do peixe, conseguindo assim, alterar a textura do peixe e
diminuir a sua capacidade de retencao de agua (Huss, H.H. 1997).

Pontuacao
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Figura 2 - Alteracfes na qualidade sensorial do bacalhau conservado em gelo (0°C).

Fonte: Huss, H.H. (1997).

1.3. Oxidacéo lipidica

1.3.1. Mecanismos e fatores

A sardinha sendo um peixe com elevado teor lipidico, composto por muitos
acidos gordos insaturados, quando exposta a fatores favoraveis, torna-se muito
suscetivel e perecivel aos processos de oxidacdo. Nesta espécie, os lipidos da
epiderme sdo mais oxidaveis do que os lipidos presentes no musculo. Os fatores
impulsionadores do processo de oxidacdo lipidica sdo a presenga de luz UV, o
aumento da temperatura, catalisadores metdlicos (ferro e cobre), catalisadores
organicos férricos (hemoglobina) e enzimas lipoliticas (Huss, H.H., 1997; Shahidi, F. e
Wanasundara, U. 2002).

O processo de oxidagdo nos lipidos resulta de varias reagcdes em cadeia de
radicais livres, nos alimentos, designado por auto-oxidagcdo que, quando iniciadas, a
sua velocidade esta em constante incremento. Estas reacdes dividem-se por trés

fases, a iniciacdo, a propagacao e a terminacéo (figura 3) (Hamilton, et al. 1997).
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Terminacdo
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Mivel de oxidagdo

Iniciagdo
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Figura 3 — Nivel de oxidacdo lipidica consoante a fase do processo, iniciacao,

propagacao e terminacao. Fonte: Koleva, 1. (2007).

A fase da iniciacdo ocorre quando, na presenca de agentes iniciadores (IN),
como luz, calor ou iBes metélicos, os acidos gordos insaturados (RH) perdem um

atomo de hidrogénio instavel, formando radicais livres (R") (equacéo 1).
Equacéo 1.

RH — R*+H°*

Na fase de propagacao, os radicais livres provenientes das rea¢fes da fase de
iniciacdo, quando sujeitos a presenca de oxigénio, sdo convertidos em outros radicais
instaveis, os radicais peréxidos (ROQO®). Estes logo interagem com um &atomo de
hidrogénio de outro acido gordo insaturado, dando origem aos produtos primarios da
oxidacao (peréxidos e hidroperéxidos) (ROOH) e outros radicais livres (equacédo 2).
Estes produtos primarios ndo alteram o sabor do produto, mas possibilitam o
surgimento de pigmentag¢des castanhas ou amareladas no tecido do peixe (Hamilton,
et al. 1997; Koleva, I. 2007; Shahidi, F. e Wanasundara, U. 2002).

Equacéo 2.

— > R*+ 0, —* ROO°

ROO*+RH —* ROOH +R®

Durante a ultima fase, a terminagdo, ocorre compatibilidade entre radicais,
formando assim, compostos estaveis, o0os produtos secundarios da oxidacao

(compostos volateis e ndo volateis) (equacdo 3). Sdo estes produtos secundarios, 0s
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responséveis por causar odores e off-flavors (sabores desagradaveis) nos produtos,
designado por ranco, e por vezes pigmentacdes de cor amarela (Hamilton, et al. 1997;
Koleva, I. 2007; Shahidi, F. e Wanasundara, U. 2002).

Equacéo 3.
R*+R*— RR
R®*+ ROO®* —» ROOR

ROO®* + ROO* —» ROOR + O,

1.3.2. Métodos de avaliacdo do processo de oxidagao
indice de peroxidos

Os hidroperéxidos e os peréxidos sdo os produtos primarios resultantes do
processo de oxidacdo mais importantes, mas a sua quantificacdo € limitada pela sua
natureza instavel. Durante a fase de inducdo, a taxa inicial de formacdo de
hidroperéxidos é transcendida pela sua taxa de decomposicdo, 0 que se inverte nas
fases posteriores, quando ocorre reagcdo com outros componentes alimentares ou o
desenvolvimento em produtos secundarios de oxidacdo. Quando a decomposicdo de
hidroperéxidos € igual ou superior a sua formacao, estes ndo sao bons indicadores do
processo de oxidacao (Shahidi, F. e Wanasundara, U. 2002). Como tal, quando existe
uma quantificacdo baixa de peréxidos pode representar uma avaliacdo precoce de
estado de oxidacdo avancado. Por esta razdo, quando se compila esta analise com a
guantificacdo de produtos secundarios de oxidacdo, como TBARS, alguns resultados
podem ser contraditérios. Mas como ndo existe nenhum método quimico Unico para
analisar a correlacdo entre o processo de oxidacéo e as alteragbes nas propriedades
sensoriais dos lipidos oxidados, é fundamental recorrer a métodos que quantifiquem e
analisem os produtos priméarios e secundarios, resultantes do processo de oxidagéo,
ao longo do tempo. A quantificacdo de perdoxidos em peixes implica uma extracéo de
lipidos com solventes antes de efetuar a analise. Esta deve ser feita de forma a evitar
maior decomposi¢cdo de perdxidos ou perda dos mesmos durante a evaporacdo do
solvente. Foram executados e aperfeicoados varios procedimentos e combinac¢des de
solventes para extrair os lipidos. Frequentemente, a extragdo é executada com uma
mistura de solventes polares e ndo polares, como descrito, por exemplo, por Bligh &
Dyer (1959), que recorrem ao uso de uma mistura de cloroférmio com metanol numa

propor¢do de 1:2 (v/v). Existem varios procedimentos e equipamentos para a
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guantificacdo de peroxidos, designado por indice de Peroxidos (IP): o método
iodométrico que se baseia numa titulacdo de iodo libertado do iodeto de potassio por
perdxidos; o método de oxidacao ferrosa com indicador laranja de xilenol — FOX — é
baseado na capacidade dos perdoxidos em oxidar os ides ferrosos a ides férricos, a pH
baixo, e € um método analisado por espectrofotometria; o equipamento de
cromatografia gasosa — espectrofotometria de massa (GC-MS); o equipamento de
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) acoplado de um detetor de fluorescéncia
(Nollet, Leo M. L. e Toldra, Fidel 2008; 2010; Huss, H.H., 1997; Shahidi, F. e
Wanasundara, U. 2002).

indice de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

A andlise e quantificacdo de produtos secundarios resultantes do processo de
oxidacdo é mais apropriada que a quantificacdo de produtos primarios, pois sao
compostos estaveis e de odor ativo. Estes compostos estaveis sdo os aldeidos,
cetonas, alcanos, hidrocarboxilos e alcoois, estes sdo mais facilmente detetaveis e
quantificaveis, para além de refletirem melhor o estado de deterioragdo do produto

(figura 4).

HH HHHH Acidogordo
-C-C=C-C-C=C- polinsaturado
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C-C=C-C=C- c-Cc-C
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(o] OHO
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(Sabor forte i Acido tiobarbitarico
¢ reactivo) Indice de TBA

Figura 4 - Processos bésicos envolvidos na oxidagdo dos &cidos gordos polinsaturados

que se encontram no tecido do peixe. Fonte: Huss, H.H., (1997).

O 1,3-propanedial (MDA) é um dialdeido de trés carbonos com grupos
carbonilo nas posi¢cfes C-1 e C-3. O MDA é um produto secundario, muito reativo que
permanece ligado a outros ingredientes alimentares, que se liberta num tratamento
com acido e calor. A analise ao indice de &cido tiobarbitarico (TBA) é um método
espectrofotométrico, no qual se mede a absorvancia de um complexo rosa fushia
formado entre o TBA e MDA. O MDA ¢ a substancia mais reativa detetada na analise

de TBA, mas néo é Unica, sdo também outros produtos fruto da oxidagdo como os a,3-
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aldeidos insaturados e compostos néo volateis. Como tal, atualmente esta andlise €
designada por TBARS - andlise ao Indice de substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico (Shahidi, F. e Wanasundara, U. 2002). A reagéo ocorre quando a forma
malonica de MDA reage com 0s grupos ativos de metileno do TBA, levando a
formacdo de um complexo rosa fushia e quanto mais intensa for a cor, maior é a
concentracdo de MDA. Este complexo formado € detetavel por espectrofotometria
através do visivel a 530nm. A ocorréncia de formagéo adicional de espécies reativas
ao acido tiobarbitdrico, durante a analise devido ao aquecimento e acidificacao, pode
levar a um nimero sobrestimado de TBARS (Nollet, Leo M. L. e Toldra, Fidel 2008).
Nomeadamente, o aquecimento que ocorre durante método de destilacdo que
proporciona um aumento da degradacao dos peréxidos que ainda existem na solucéo,
levando a possibilidade de formacdo de produtos de secundarios de oxidacao,
acrescentando assim a quantificacdo de TBARS, mesmo na presenca de agentes
quelantes e antioxidantes fenélicos. E uma anélise relativamente contestada porque
para além de outros produtos secundarios de oxidacao lipidica, existem outras
substancias como acucares e aminoacidos que interferem com o complexo colorido
formado, o que se torna problematico em substancias com elevadas quantidades
destes agentes interferentes quando submetidas a altas temperaturas. Para tentar
reduzir este erro sdo testados diferenciais de temperatura e tempo, diferentes métodos
de incubacéo do TBA-MDA (extracao vs destilacdo) (Ganhao, et al. 2011) e recorre-se,
também, a utilizacdo de técnicas executadas em GC e HPLC (Nollet, Leo M. L. e
Toldra, Fidel 2008; Nollet, Leo M. L. e Toldra, Fidel, 2010; Huss, H.H., 1997; Shahidi,
F. e Wanasundara, U. 2002).

Avaliacdo instrumental da cor

Para que ocorra a medi¢cdo de cor € necessario que haja interagdo entre trés
fatores. O sistema de cor CIE transforma o espectro de reflexdo ou transmissédo da
amostra num espaco de cor tridimensional usando a distribui¢cdo espectral de poténcia
do iluminante e a correspondéncia as cores dos padrbes observados. O sistema CIE
L*a*b*, também conhecido por CIELAB, atualmente é o mais usado na inddstria
alimentar. As coordenadas L*a*b* auxiliam a definir a localizacdo de qualquer cor num
espagco de cor uniforme. A avaliagdo feita da cor pode ser dividida em termos
subjetivos e objetivos. Como termos subjetivos, isto é, psicosensoriais, temos o brilho,
luminosidade, tonalidade, saturagcdo, croma e colorido. Colorido € a sensacao visual
de acordo com maior ou menor cor cromatica de uma amostra. A tonalidade é o

atributo descrito por nomes de cores tais como vermelho, verde e purpura. A
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saturacdo representa o colorido em propor¢cdo ao seu brilho, enquanto croma € o
colorido em relagéo ao brilho do meio envolvente. A luminosidade € parametro que se
relaciona ao brilho (Nollet, Leo M. L. e Toldr4, Fidel 2008; Nollet, Leo M. L. e Toldra,
Fidel, 2010). Este parametro ndo é afetado pelo nivel de iluminacdo, porque
representa a propor¢éo da luz refletida. Ja o brilho aumenta com um aumento do nivel
de iluminacdo. Os termos objetivos, isto €, psicofisicos, estéo relacionados ao estimulo
e avaliados a partir de distribuicdo de energia espectral, a refletancia ou transmitancia
da amostra e a resposta do observador. O sistema CIELAB expressa as coordenadas
através da diferenca de cor total ou por correlagdo dos parametros, luminosidade,
croma e tonalidade. A cor é a percecdo que o cérebro tem, resultante da detecao de
luz ap6s a sua interagdo com um objeto. Como consumidores, somos sensiveis a cor
dos alimentos, acabando por estimular o nosso apetite. E muito comum, a percecdo do
consumidor através de outros sentidos ficar comprometida pela percecéo que retira da
avaliacdo da aparéncia (Nollet, Leo M. L. e Toldra, Fidel 2008; Nollet, Leo M. L. e
Toldra, Fidel 2010). Nos produtos de pesca, as alteracbes de coloracdo ocorrem
depois da morte do peixe, devido a perca de células pigmentadas e por ocorrer
processos de oxidacdo nos pigmentos, causando aparecimentos de manchas negras
em algumas espécies. Posteriormente, a cor das guelras altera-se por atividade
bacteriana e por desidratacdo, e em simultaneo, no decorrer do processo de oxidacdo
de lipidos, pode ocorrer o aparecimento de coloracdo amarelada na pele (Medeiros, S.
2012). Para além disso, apresenta descoloracBes vermelhas préximas da espinha
(Ordédnez, et al. 2005, b). Como por exemplo, o consumidor avalia essencialmente os
produtos carneos através da sua aparéncia. O que se torna prejudicial & venda destes
produtos, visto que a cor deste tipo de alimentos ndo é estavel, na medida em que se
altera consoante o grau de frescura. Como um peixe acabado de desembarcar, em
gue a sua aparéncia € bastante atrativa, em que 0s seus tons subtis transmitem cores
agradaveis aos olhos, tornando-se num produto apetecivel ao consumidor. Mas este
mesmo peixe, apds algumas horas perde o seu brilho e as suas cores tornam-se mais
neutras, tornando-se um produto banal e menos procurado (Nollet, Leo M. L. e Toldra,
Fidel 2008; 2010; Ganhéo, et al. 2010, a).

1.3.3. Efeitos de oxidagéo lipidica nos produtos de pesca

O processo de oxidagdo lipidica causa nas matrizes alimentares alteracdes na
sua textura e desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis tornando os
alimentos improprios para consumo. Para além disso, causa degradacgdo de vitaminas

lipossoluveis e de &cidos gordos essenciais (polinsaturados), que por consequéncia,

14



introducdo

diminui a qualidade nutricional do produto. Por outro lado, podem ser resultantes do
processo de oxidagdo, compostos potencialmente toxicos, comprometendo a
integridade e seguranca do produto (Ramalho, V. e Jorge, N., 2006). Todos estes

fatores diminuem a aceitabilidade do produto, por parte do consumidor (figura 5).

L RPN 0% Ty

Figura 5 — Sardinhas num estado avancado de deterioragdo. Fonte prépria.

1.4. Processos de conservacgao por refrigeragdo e congelacéo

A utilizag&o do frio como método de conservagéo de alimentos é um dos métodos
mais antigos, j& o homem primitivo guardava a sua caga no meio do gelo proveniente
da natureza, para poder alimentar-se da sua caga mais tarde (Nunes, et al. 2008).

A utilizacdo de baixas temperaturas na industria permitiu 0 armazenamento e o
transporte de produtos pereciveis. Quando se desenvolveram, aproximadamente em
1830, equipamentos frigorificos, possibilitou-se a importagdo de produtos pereciveis
como carne, vinda da Argentina ou Australia para a Europa em boas condi¢bes, como
também permitiu que os consumidores finais tivessem produtos refrigerados e
congelados de melhor qualidade (Ordofiez, et al. 2005, a).

O pescado quando é sujeito a um processamento de conservagao sofre alteracdes
na composi¢do quimica, de uma forma mais ou menos intensa consoante a tecnologia
utilizada. O uso de baixas temperaturas permite a conservagdo dos produtos porque

inibe parcialmente os fatores responsaveis pela alteragdo/deterioracdo dos alimentos,
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como a atividade microbiana, a atividade metabdlica dos tecidos, enzimas e reagdes
guimicas. No entanto, pode ocorrer perda de aroma, dessecag¢do das camadas
externas do peixe, rancificacdo de lipidos e quando cozida, a carne de peixe, tem uma
textura mais dura (Ordoiez, et al. 2005, b).

A conservacdao por frio € uma técnica que permite uma disponibilidade de
utilizacdo de matéria-prima, tanto no tempo como na distancia geografica. Embora a
refrigeracdo e a congelacdo se baseiem no mesmo principio de utilizacdo de baixas
temperaturas, as repercussdes sao diferentes. A congelacdo € dos processos mais
importantes para manter o produto com qualidade, prolongando o tempo de vida dutil
dos produtos alimentares sejam estes frescos ou processados, com repercussdes
minimas nas suas caracteristicas nutritivas e sensoriais. Quando a agua presente no
peixe congela, a mudanca do estado liquido para o fisico ocasiona um aumento de
volume, mas como a congelagéo forma-se primeiro na superficie do peixe, a expansao
do volume é prejudicada formando presséao interna o que pode provocar deformacao.
Durante o processo de congelacéo, as alteracdes verificadas no peixe, sdo reduzidas,
no entanto verifica-se desidratacdo e alteragBes nas proteinas e nos lipidos, o que por
consequéncia resulta numa alteracdo nas caracteristicas organoléticas. Como tal,
devido a perda de &gua no estado liquido, ocorre uma maior concentracdo dos outros
nutrientes (Ordofez, et al. 2005, a). A congelacdo impde uma reducdo maior de
temperatura, abaixo do ponto de congelacdo, aproximado dos — 18°C. Neste caso, a
mudanca ndo ocorre apenas no calor interno, ocorre também uma mudanca na agua
da matriz que passa ao estado sélido, gelo. Deste modo, inibe-se a atividade
microbiana e reduz-se a atividade enzimatica e as reacbes quimicas, permitindo
tempos de vida util bastante longos (Ogawa, M. e Maia, E. 1999; Orddfiez, et al. 2005,
a). A ultracongelacdo é um processo de congelacdo de produtos muito rapido até
-18°C. O facto de ser um processo muito rapido, congelando a agua interna e externa
das células em simultaneo, permite que haja menos degradacgdo das células da matriz
alimentar, permitindo manter melhor a qualidade do produto. ApGs esta rapida
diminuicdo de temperaturas, os produtos de pesca, recomenda-se que sejam
armazenados a temperaturas -30°C, embora a ultracongelacdo possa atingir
temperaturas inferiores a -100°C (FAO, 2001).

A refrigeracdo consiste na redugdo e manutencdo da temperatura dos alimentos
acima do ponto de congelacdo, 8 e -1°C, isto é, apenas implica mudancas na
temperatura interna do produto. Apesar de reduzir a atividade enzimatica e microbiana

e inibir rea¢gBes quimicas, estes fendmenos néo séo evitados completamente, fazendo

16



introducdo

com que a refrigeracdo prolongue a vida Gtil do produto durante um periodo limitado.
Nos peixes, especialmente de 4guas frias, a refrigeracdo € menos eficaz, porque o seu
metabolismo ja se encontra adaptado a essas temperaturas e porque tem um teor
elevado de acidos gordos insaturados que possibilita um maior nimero de reacdes
guimicas (Ogawa, M. e Maia, E. 1999; Ordéiiez, et al. 2005, a).

1.5. Antioxidantes

1.5.1. Mecanismos e fatores

Quando os peixes se encontram no estado post-mortem e s&8o sujeitos a
processamento e armazenamento por um longo periodo de tempo, 0s seus
antioxidantes endégenos sdao consumidos sequencialmente e como tal os lipidos séo
eventualmente oxidados, sendo necessaria a adicdo de antioxidantes exdgenos para
retardar o inicio da oxidacéao lipidica e prolongar a vida Gtil destes produtos (Nollet, Leo
M. L. e Toldra, Fidel, 2010).

Os antioxidantes sao definidos como substancias que, quando presentes em
baixas concentragcbes em relacdo ao substrato oxidavel, conseguem retardar ou
impedir, significativamente, a oxidacdo a esse mesmo substrato. Os antioxidantes
fornecidos pelos alimentos, especialmente de origem vegetal, sdo essenciais para
contrabalancar o stress oxidativo. Nas matrizes alimentares, os antioxidantes séo
moléculas que protegem macromoléculas, neutralizando o processo de oxidacédo, e
conseguem fazé-lo de diferentes maneiras tais como, protegendo os lipidos do
contacto com o0s precursores do processo oxidativo e agindo como agentes que
previnem a oxidacao lipidica, paralisando a fase de propagacao (Lidon, F. e Silvestre,
M., 2007).

Os antioxidantes podem ser classificados por primarios, sinergistas,
supressores de oxigénio, biolégicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos. Os
antioxidantes (AH) primérios sdo os compostos fendlicos que ajudam na remocao ou
inativacdo dos radicais livres provenientes do decorrer das fases de iniciacdo e
propagacao do processo de oxidacdo, através da cedéncia de atomos de hidrogénio,
interrompendo o processo de oxidacdo (equacdo 4) e formando radicais inertes (A°®).
Os atomos de hidrogénio provenientes do antioxidante sdo sequestrados mais
facilmente por radicais livres que os atomos de hidrogénio provenientes de lipidos
insaturados (Ramalho, V. e Jorge, N. 2006; Koleva, I. 2007).
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Equacéo 4.
ROO®*+ AH —» ROOH + A°*

R*+AH —> RH + A®

Os antioxidantes primarios mais comuns sao os sintéticos butil-hidroxi-anisol
(BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT) e propil galato (PG) e os de origem natural,

tocoferois e polifendis provenientes de frutos, especiarias e ervas aromaticas.

Os antioxidantes sinergistas sdo compostos usados para aumentar a atividade
dos antioxidantes primarios quando combinados adequadamente. Os supressores de
oxigénio, tal como o nome indica, sdo compostos que sequestram o0 oxigénio presente
no meio, tornando estes indisponiveis para o processo de auto-oxidacao. Os
antioxidantes bioldgicos sdo enzimas como a glutationa peréxidase e catalases, que
neste caso especifico conseguem remover peréxido de hidrogénio. Existem outras
defesas antioxidantes enzimaticas que tém capacidade de remover compostos
altamente reativos da matriz do alimento. Os agentes quelantes complexam ides
metalicos, como cobre e ferro, que catalisam a oxidacdo lipidica (exemplo, acido
etileno diamino tetra acético (EDTA)). Por fim, os antioxidantes mistos incluem
compostos derivados de plantas e animais, como &cido cafeico e flavonoides
(Ramalho, V. e Jorge, N. 2006).

1.5.2. Antioxidantes Sintéticos

Os antioxidantes sintéticos sao muito utilizados como aditivos alimentares, como o
caso do butil-hidroxianisolo (BHA) e do butil-hidroxitolueno (BHT) (figura 6). Estes
podem ser adicionados isoladamente ou misturados com galatos, atuam na prevengao
da oxidacé@o de gorduras e de Oleos e s&o utilizados na producéo ou preparagdo de
géneros alimenticios submetidos a processamento térmico (Lidon, F. e Silvestre, M.,
2007). No entanto o uso destes antioxidantes tém sido muito criticado porque existem
estudos que indicam que BHT e BHA tém propriedades cancerigenas, que aumentam
a sintese de enzimas digestivas no figado (pode provocar aumento da taxa catabdlica
das vitaminas A e D), risco de alergias (manifestadas por erupgfes cutaneas, urticaria
ou eczema), aumento dos niveis de colesterol e lipidos no sangue, acumulacdo de

tecidos adiposos e hipercinesia. De tal modo que ndo s&o permitidos em produtos
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especificos para o consumo de criangas e bebés (Lidon, F. e Silvestre, M., 2007).
Devido aos indicios de que estes antioxidantes podem provocar problemas de saude,
tem sido feita investigacdo no sentido de encontrar produtos naturais com atividade
antioxidante, com objetivo de estes substituirem ou serem combinados com os
sintéticos (Ramalho, V. e Jorge, N. 2006).

OH OH
(CH 3)3C C(CH 3)3 C(CH 3)3

CH , OCH 4

Figura 6 — BHT e BHA, respetivamente. Fonte: Koleva, I. (2007).

1.5.3. Antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais sdo isolados a partir de frutos, plantas aromaticas, cha,
sementes, etc. Recentemente, 0s antioxidantes naturais, adquiriram interesse como
substitutos dos antioxidantes sintéticos, visto que estes sao, atualmente, considerados
como potencialmente toxicos. Os antioxidantes naturais sdo facilmente aceites pelos
consumidores, porque sdo considerados seguros, tanto que nem foi considerada a
necessidade de executar testes de toxicidade visto que fazem parte da composicao
dos alimentos e estes ja sdo consumidos desde um tempo muito longinquo. Mas como
qualquer outro produto, tem alguns aspetos menos favoraveis: sdo mais caros em
relacdo aos sintéticos; precisam de ser purificados, porque caso contrario ndo sao
muito eficientes e podem ter propriedades diferentes se a preparacao variar; e podem
conferir aroma, sabor ou cor desfavoravel ao produto (Nollet, Leo M. L. e Toldré, Fidel,
2010; Lidon, F. e Silvestre, M., 2007). No entanto uma grande variedade de frutos e
extratos fenolicos tem sido relacionados com o aumento da estabilidade oxidativa em
alimentos de origem animal, com particular destaque para os frutos silvestres como
melhor fonte de compostos fendlicos (Heinonen, H. 2007; Estévez, et al. 2007;
Ganhao, et al. 2010, b). O mercado dos produtos da pesca ja recorreu ao uso destes
antioxidantes naturais, adicionou-os a 6leos de peixe e a peixes, com 0 objetivo de
retardar o processo oxidativo. Existem varios casos descritos: 0os orégdos secos sao
eficazes na prevencdo do processo oxidativo no 6leo de cavala; os compostos
fendlicos com extratos de rosmaninho sdo muito eficazes quando utilizados em
sardinha, 6leo de figado de bacalhau, carapau, emulsdes de 6leo em agua e outros
Oleos de peixe; os polifendis do cha verde protegem a carpa prateada e 0Oleos de

peixes; extratos fendlicos de uva foram aplicados com sucesso nos compostos
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lipidicos presentes nos musculos de peixes; os polifendis extraidos de azeite extra
virgem retardam a oxidagdo do 6leo presente nas conservas de atum, do carapau e
em Oleos de peixe (Nollet, Leo M. L. e Toldra, Fidel, 2010; Lidon, F. e Silvestre, M.,
2007). H& polifendis em particular, que estando isolados ou misturados com outros
antioxidantes, sdo mais eficazes do que antioxidantes sintéticos na prevencdo de
oxidacdo em 6leos marinhos ou em peixes congelados (Nollet, Leo M. L. e Toldra,
Fidel, 2010). Os antioxidantes retardam o0 processo oxidativo mas n&do o impedem
totalmente. Apés algum tempo a acdo dos antioxidantes pode ficar saturada, como tal,
a utilizacdo de varios antioxidantes em simultaneo pode ser muito importante, de
forma a exercerem uma acao sinergética na sua funcéo (Nollet, Leo M. L. e Toldra,
Fidel, 2010; Lidon, F. e Silvestre, M., 2007).

O antioxidante natural mais usado é o tocoferol. Este é utilizado na prevengéo
do processo oxidativo em alimentos com elevado conteudo lipidico. Os tocoferobis
podem ser divididos em alfa, beta, gama e delta tocoferol, sendo este Ultimo mais

eficaz como antioxidante (Ramalho, V. e Jorge, N. 2006).

O alfa tocoferol (figura 7), também designado como vitamina E é um antioxidante
natural, muito eficaz e solivel em lipidos. Este antioxidante tem como funcéo eliminar
radicais peréxido para terminar reacdes em cadeia do processo oxidativo. O a-
tocoferol tem sido considerado em diversos estudos como um antioxidante altamente
eficiente, uma vez que reage com os radicais livres resultantes da fase inicial do
processo oxidativo, de uma forma muito rapida impedindo que estes estejam
envolvidos em quaisquer outras reacdes. E assim, este acaba transformado num

radical razoavelmente estavel (Lidon, F. e Silvestre, M., 2007).

CH 3
HO
WCH 3
HsC o CieHss

CH ;3

Figura 7 — a-tocoferol. Fonte: Koleva, I. (2007).
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Justificacdo, Objetivos, Desenho Experimental

Enquadramento

Durante alguns meses do ano, a sardinha existe em maior oferta do que procura
por parte do consumidor. Como tal, 0 aproveitamento desta espécie, em particular,
através de diversas tecnologias/processamentos proporciona diferentes beneficios
tanto para o comerciante como para o consumidor. Ao aproveitar esta espécie,
preparando-a, produzindo filetes e armazenando a baixas temperaturas, consegue-se
disponibiliza-la durante todo o ano. Deste modo, € possivel que ndo haja desperdicios
nem perdas de financeiras e ainda, se possivel, aumentar o seu valor comercial

(filetagem), visto ser um produto de baixo custo.

Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi efetuar a otimizacédo do processo de adicao de
antioxidantes naturais aos filetes de sardinha congelados/refrigerados e avaliar o efeito
da adicéo de dois antioxidantes naturais no processo de oxidacao lipidica em filetes de
sardinha, durante o seu armazenamento a -20°C ao longo de seis meses e a 4°C

durante vinte e quatro horas.
Para alcancar este objetivo, seguiu-se 0s seguintes objetivos especificos:

e Avaliar a forma mais eficiente de adicionar os antioxidantes aos filetes
de sardinha através de varios métodos e equipamentos, com o fim de obter
melhores resultados e economicamente, menos perdas.

e Caracterizar o filete de sardinha quanto & sua composi¢cdo em agua,
proteina, lipidos e compostos minerais.

e Avaliar o efeito dos antioxidantes no processo oxidativo através da
analise de produtos primarios e secundarios resultantes do processo oxidativo
e da analise as alteracdes sensoriais.

¢ Qualificar a opinido do consumidor através de uma analise sensorial de
caracter visual sobre o produto com e sem antioxidante, com um periodo de

armazenamento de 2, 4 e 6 meses.
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Desenho experimental

12 Fase — Decisdo sobre aforma de adicdo dos antioxidantes

Antioxidante mix 22 Fase — Condicdes de adicdo dos antioxidantes
de tocoferdis Tempo;
Asperséo vs Imersdo —p Aspersdo—p Quantidade;

Antioxidante mix de Presséo.

tocoferdis c/ extrato
de Rosmaninho

32 Fase — Preparacéo dos filetes de Sardinha

Experiéncia: “armazenamento -20°C”

Filetagem — Adic&o do antioxidante — Ultracongelagéo (-80°C) — Banho de g/idragem—r Armazenéamento
(2-5°C) (-20°C)

Experiéncia: “armazenamento 4°C”

Filetagem — Adicé&o do antioxidante — Armazenamento

(4°c)
43 Fase — Caraterizacao do filete de Sardinha
Proteina
Caraterizacéo Gordura Total ; Perfil de &cidos gordos*
quimica Humidade
Cinzas

5° Fase — Avaliagdo da estabilidade oxidativa ao longo do tempo de armazenamento.

Avaliacdo da Instrumental da Cor

Acidos Gordos Insaturados luz UV;
1 temperatura;

oxigénio,
catalisadores;
enzimas lipoliticas.

Oxidagéo Lipidica

(%)
g | Iniciacdo |
g -=q-------- i ————————— --| Compostos Inertes
X 1
-8 | Propagacéo | | -
é_ B N % _________ — _: »| Produtos Primarios fre=r=r=*=+ » Indice de Peréxidos*

| Terminagao |

» Produtos Secundarios [r=======- » TBARS

62 Fase — Avaliacdo da Apreciacdo visual por parte dos consumidores*

* - Analises que ndo foram realizadas na experiéncia de “armazenamento 4°C”.
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Materiais e Métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Sardinhas

As sardinhas (Sardina pilchardus) frescas foram capturadas na costa de Peniche,
Portugal, em Junho de 2011 e 2012. 200 sardinhas frescas fizeram o lote utilizado para a
experiéncia com armazenamento a -20°C e outro lote com 100 sardinhas frescas foram

utilizadas na experiéncia com armazenamento a 4°C.

3.1.2. Reagentes

Os reagentes utilizados para as analises de laboratério, realizadas neste estudo,
tinham grau de pureza p.a. e foram obtidos de diversas fontes. Acido bérico (Pronalab,
Portugal); acido cloridrico (Panreac, Espanha); acido sulfarico concentrado (Panreac,
Espanha); &cido tiobarbitirico (Merck, Alemanha); acido tricloroacético (Scharlau,
Espanha); agua de HPLC (Fisher Scientific, United Kingdom); agua pura (Fisher
Scientific, United Kingdom); cloreto de acetilo (Merck, Alemanha); cloreto de béario
(Panreac, Espanha); cloreto de ferro (Scharlau, Espanha); cloroférmio (Analak Normapur,
Franca); acido etilenodiamino tetra-acético (Panreac, Espanha); etanol (Panreac,
Espanha); galato de propilo (Merck, Alemanha); hidroxido de sodio (EKA Chemicals,
Portugal); metanol (Scharlau, Espanha); n-heptano (Carlo Erba, Itdlia); sulfato de ferro
(Analar Normapur); verde bromocresol (Panreac, Espanha); vermelho de metilo
(Scharlau, Espanha); xilenol (Prolabo, Bélgica); 1,1,3,3 — tetraetoxipropano (Aldrich
Chemistry, China).

3.1.3. Equipamentos

Neste estudo foram utilizados os seguintes equipamentos:

- agitador — vortex (Zx3, Velp Scientifica);

- arca frigorifica (Beka);

- balanca analitica (Explorer Pro — EP213, OHAUS (incerteza - 0.001 g));
- banho (vidragem);

- banho-maria (GD 120, Grant Instruments);

- centrifugadora (Centrifuge 5804R, Eppendorf);

- colorimetro (Chroma Meter CR-400, Konica Minolta);

- coluna cromatografica Trace TR-FAME (Thermo Electron Corporation);
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- congelador (Ufaan 400 NF INDESIT (-20°C));

- cromatografo gasoso (Finnigan Trace GC Ultra com Autosampler AS 3000, Thermo
Electron Corporation);

- destilador (Foss Kjeltec 2100, based on Tecator™ Techonology);
- destilador de agua (Crysta, Aurora);
- digestor (Digestor 2006 Foss, based on Tecator™ Techonology);

- espectrofotometro (Hedios @, Thermo Electron Corporation);

- estufa (Binder);

- homogeneizador (Pikatti 1705 FL, Flama);

- micro-insert (Thermo Unicam)

- mufla (Nabertherm More Than Heat 30-3000°C);

- pulverizador (pistola - Pistolas HVLP, U-pol; bomba de pressao - Einhell);
- rotavapor (LABOROTA 4000 — Efficient, Heidolph);

- ultracongelador (Forma -86C Ult Freezer, Thermo Electron Corporation).

3.1.4. Antioxidantes

Os antioxidantes utilizados neste estudo foram o Antioxidante Mix de Tocoferoéis
(FT), designado por Vitapherole T-50, com uma mistura de tocoferdis de 516 g/kg de
solucéo, disponibilizado por VitaeCaps, S.A. O Vitapherole T-50 encontra-se no estado
liquido misturado numa solucéo de 6leo de girassol. E o Antioxidante Mix de Tocoferobis
com extrato de rosmaninho (FTR), designado por Ronoxan Map R1, com uma mistura de
tocoferéis de 150 g/kg de produto, disponibilizado por Disproquimica. Este antioxidante
encontra-se no estado sélido, liofilizado, como tal foi dissolvido em 6éleo de girassol. O
Oleo de girassol utilizado é um 6leo comercial. Este Gleo de girassol também é utilizado

como controlo positivo (C2).

3.2. Métodos

3.2.1. Rececéo da sardinha e Preparacao do filete

3.2.1.1. Rececéo da sardinha e Preparacéo do filete - armazenamento a -20°C

O lote de sardinhas, composto por 200 sardinhas frescas, com um peso médio de
63,80 + 8,21 g, foi colocado em gelo dentro de um recipiente de poliestireno, quando

comprado, e transportado até ao laboratorio, em cerca de 10 minutos. No laboratorio,
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iniciou-se a preparacgao dos filetes: a cada sardinha, com o auxilio de uma tesoura de
preparacdo de peixe, retirou-se a cabeca, barbatana caudal e as visceras e lavou-se em
agua corrente para retirar 0 excesso de sangue; posteriormente, com a ajuda de uma
faca, retirou-se a espinha dorsal separando, com a ponta da faca rente a espinha, o
musculo da espinha, fez-se o filete e lavou-se os filetes em &gua corrente para retirar
novamente o excesso de sangue. Todas as sardinhas foram pesadas quando inteiras e
guando filetadas. Apos este processo de filetagem, de cada sardinha resultou um filete
(38,12 + 5,05 g) que foi devidamente embalado e codificado (figura 8).

Figura 8 — Fluxograma ilustrativo do processo de preparacéo e filetagem da sardinha

fresca (Pesagem da sardinha; remocédo da cabeca, barbatana caudal e visceras; extracdo da
espinha dorsal; preparacéo do filete de sardinha; pesagem do filete; embalamento e codificacdo
do filete).

3.2.1.2. Rececéo da sardinha e preparacéo do filete - armazenamento a 4°C

O lote de sardinhas, composto por 100 sardinhas frescas, com um peso médio de
94,64 + 4,90 g, foi colocado em gelo dentro de um recipiente de poliestireno, quando
comprado, e transportado até ao laboratorio, em cerca de 10 minutos. No laboratorio,
iniciou-se a preparacdo dos filetes: a cada sardinha, com o auxilio de uma tesoura de
peixe, retirou-se a cabeca, barbatana caudal e as visceras e lavou-se em agua corrente
para retirar 0 excesso de sangue; posteriormente, com a ajuda de uma faca, retirou-se a
espinha dorsal separando, com a ponta da faca rente a espinha, o musculo da espinha,
fez-se o filete e lavou-se os filetes em agua corrente para retirar novamente o excesso de
sangue. Todas as sardinhas foram pesadas quando inteiras e quando filetadas. Apos

este processo de filetagem, de cada sardinha resultou um filete (50,08 * 4,15 g).
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3.2.2. Otimizag&o do processo de adi¢cdo de antioxidantes naturais

Durante o ensaio do processo de adicdo de antioxidantes naturais — mix de
tocoferdis sem e com extrato de rosmaninho — ponderou-se varias circunstancias,
perante as caracteristicas dos antioxidantes: i) de que modo se adicionaria (imerséo ou
asperséao), ii) em que condi¢cbes se adicionaria (tempo, pressado e quantidade) e iii) em
que fase se adicionaria o antioxidante (antes da vidragem ou durante a vidragem).

O processo de imersdo testado executou-se segundo o método descrito por
Ozogul, et al. (2010). Resumidamente colocou-se numa tina com 1L de 6leo de girassol
misturado com 10g de antioxidante com extrato de rosmaninho, em que através de uma
rede, se coloca 3 filetes de sardinha de cada vez (30 filetes de sardinha por litro) e se
imerge durante 2 minutos. Depois retira-se os filetes da imersdo e deixa-se escorrer
durante 1 minuto, O método de aspersao consistiu na utilizacdo de um equipamento com
capacidade para aspergir as solugbes densas e gordurosas com antioxidantes, aspergir
sob a superficie dos filetes de sardinha, durante um determinado tempo, a quantidade e
pressao, foram também testadas. Todo este processo teve de ser experimentado passo a
passo, por ndo haver nenhuma fonte sobre um método igual ou similar descrito.

Para se findar condictes de trabalho, experimentou-se varias pressoes (entre 20 e
50 psi), experimentou-se varios tempos de aspersao (5,10 e 15 segundos) e consoante 0
tempo de aspersédo, experimentou-se qual a quantidade ideal a ser aspergida, através da
observacao da interacdo/absorcédo do antioxidante na superficie do filete de sardinha.

Perante estes dados também se avaliou que fase seria a ideal para adicionar o
antioxidante, se antes da vidragem no caso de aspersdo ou imersao ou se durante o
processo de vidragem, se o antioxidante fosse adicionado por imersdo. Neste segundo

caso, colocar-se-ia o antioxidante no banho de vidragem.

3.2.3. Preparagéo da amostra

3.2.3.1. Preparacéo da amostra — armazenamento a -20°C

O lote foi dividido em 4 grupos (48 filetes de sardinha por grupo): i) controlo
negativo (C1) — filete sem adicdo de Oleo ou antioxidante, ii) controlo positivo (C2) — filete
com adicdo de Oleo girassol, iii) antioxidante mix (FT) — filete com adicdo de antioxidante
mix de tocoferdis e iv) antioxidante rosmaninho (FTR) — filete com adi¢do de antioxidante
mix de tocoferdis com extrato de rosmaninho.

O dleo de girassol e os antioxidantes foram adicionados, manualmente, aos filetes

por aspersdo (30psi) durante 10 segundos por cada filete de sardinha, através de uma
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pistola e bomba de presséo, segundo o protocolo otimizado neste estudo (figura 9). O
antioxidante mix de tocoferéis foi adicionado numa concentracdo de 54 mgffilete e o
antioxidante mix de tocoferéis com extrato de rosmaninho numa concentracao de 15
mg/filete. Posteriormente, os filetes foram envolvidos por uma pelicula plastica (para que
a folha de aluminio nédo adira a superficie do filete) e depois por folha de aluminio (para
evitar que o produto seja exposto a luz), em seguida foram distribuidos por sacos selados
(para evitar a exposicdo ao oxigénio) e submetidos a ultracongelacdo (-80°C/6h). Os
filetes congelados foram sujeitos a um processo de vidragem, com a agua entre 2 a 5°C,
durante 1 minuto cada. De seguida, os filetes foram armazenados num congelador, a -
20°C, durante 6 meses.

Ap0s a preparacao dos filetes tratados, retirou-se amostras para serem analisadas
e caracterizadas (més Q) e a cada 60 dias de armazenamento foram retiradas outras
amostras para serem analisadas de forma a permitir avaliar a evolu¢cdo do processo

oxidativo ao longo do tempo, durante 6 meses.

Figura 9 — Adicdo do 6leo de girassol (C2) e dos antioxidantes sem e com

extrato de rosmaninho (FT e FTR), por aspersao.

3.2.3.2. Preparacédo da amostra — armazenamento a 4°C

O lote foi dividido em 4 grupos (24 filetes de sardinha por grupo): i) controlo
negativo (C1r) — filete sem adicdo de 6leo ou antioxidante, ii) controlo positivo (C2r) —
filete com adicdo de Oleo girassol, iii) antioxidante mix (FTr) — filete com adi¢cdo de
antioxidante mix de tocoferois e iv) antioxidante rosmaninho (FTRr) — filete com adicéo de
antioxidante mix de tocoferdis com extrato de rosmaninho.

O dleo de girassol e os antioxidantes foram adicionados, manualmente, aos filetes
por aspersdo (30psi) durante 10 segundos por cada filete de sardinha, através de uma
pistola e bomba de presséo, segundo o protocolo otimizado neste estudo. O antioxidante
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mix de tocoferdis foi adicionado numa concentracao de 54 mg/filete e o antioxidante mix
de tocoferdis com extrato de rosmaninho numa concentracdo de 15 mgffilete.
Posteriormente, os filetes foram distribuidos por tabuleiros e colocados em refrigeracéo
(4°C).

Apés a preparacao dos filetes tratados, retirou-se amostras para serem analisadas
e caracterizadas (Oh) e depois as 6, 12 e 24 horas de armazenamento foram retiradas
outras amostras para serem analisadas de forma a permitir avaliar a evolucdo do

processo oxidativo ao longo do tempo.

3.2.4. Caracterizacao do Filete de Sardinha

3.2.4.1. Caracteriza¢do quimica

A caracterizacdo quimica do lote foi determinada pela andlise a 4 parametros:
humidade, proteina bruta, gordura total e cinzas. Foram retirados 6 filetes de sardinha do
lote sem qualquer tipo de aditivo. Estes foram picados em separado e subdivididos por

analises. As analises efetuaram-se em duplicado.

3.2.4.1.1. Humidade

A humidade foi determinada segundo o método descrito em AOAC, 2000. Isto €,
em cada cadinho foi colocado 15g areia do mar e 59 de amostra e para facilitar a
formacdo de uma mistura homogénea, adicionou-se a cada cadinho 10ml de etanol. Este
preparado é colocado em estufa durante 6 horas a 103°C. De seguida retiram-se os
cadinhos colocam-se no exsicador e mede-se a massa. O teor de humidade é entédo
calculado pela diferenca entre a massa inicial do cadinho com a areia e amostra (P1) e a
massa final do cadinho com a areia e amostra ap6s 6 horas de estufa (P2), a dividir pela

massa da amostra (M):

P1- P2
gxi

|

B: humidade = 00

3.2.4.1.2. Proteina

O teor de proteina bruta foi determinado pelo método de Kjeldahl (NP 4488, 2009) e

€ resultado do produto do teor em azoto mineral com um coeficiente de 6,25, que
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representa a riqueza das proteinas animais. Este método comeca por efetuar uma
digestédo as amostras (0,5g), com acido sulfurico concentrado, a quente, na presenca de
catalisadores, com o objetivo de converter o azoto organico em azoto mineral (ido
amonia). Posteriormente, o azoto mineral sofre uma destilacéo por arrastamento de vapor
para a libertacdo do amoniaco, com hidréxido de sédio a 40%, para uma solucdo de
acido bérico a 4% com indicador (verde bromocresol e vermelho de metilo). Esta solucédo
serad entdo titulada com &cido cloridrico (HCI) a 0,1M, numa titulacdo acido-base por
retorno, determinado o ponto de equivaléncia consegue-se quantificar o teor de proteina

bruta:

14 x (V, -V, ) x N
Teor de azoto total — Nt ( 9 ) = Ve ) x| » 100
100g m

V, - volume (ml) de sol. HCI gasto na titulagdo da amostra; V, — volume (ml) de
HCI gasto na titulacdo do branco; N — concentracdo de HCI; m — massa (g) da toma para

analise.

Proteina Bruta — Pg ( ) = N %6,25

100g

3.2.4.1.3. Gordura

A gordura total foi extraida pelo método de Bligh & Dyer (1959) com algumas
modificacbes. Resumidamente, o método consiste em colocar em tubos falcon 5g de
amostra e adicionar 20 ml de metanol e 10 ml de cloroférmio, agita-se durante 2 minutos.
Adiciona-se mais 10 ml de cloroférmio e agita-se novamente durante 2 minutos. De
seguida acrescenta-se 10ml de &gua pura, agita-se mais 2 minutos e centrifuga-se a
solucéo por 10 minutos a 2000 rpm. Terminada a centrifugacéo retira-se o pellet com a
ajuda de uma pipeta pasteur para outro tubo falcon e adiciona-se 20ml de 10% (v/v)
metanol em cloroférmio, para uma segunda extracdo, e agita-se mais 2 minutos. Em
baldes periformes, coloca-se a solucdo a evaporar pelo rotavapor, a 40°C. Para garantir a
secagem completa do residuo, coloca-se o bal&o durante 1 hora a 104°C numa estufa. O
teor de gordura € entdo calculado pela diferenga entre a massa do baldo periforme (Mi) e
a massa do baldo periforme com o residuo de gordura (Mf), a dividir pela massa da

amostra (Pa):
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Mf —Mi
Teor de Gordura (%) = ~Pa = 100

3.2.4.1.4. Cinzas

As cinzas foram determinadas segundo o método descrito na Norma Portuguesa
2032 (2009). Este procedimento consiste em colocar 5g de amostra num cadinho, este
vai durante 3 horas a uma estufa, a 100°C, para secagem, depois é carbonizada em
placa de aquecimento, até cessar libertagdo de fumos. E por fim, transfere-se os
cadinhos para a mufla, onde se completa a incineragéo a 500°C em ciclos de 4 horas até
peso constante. O teor de cinza presente na amostra € calculado pela seguinte férmula:

Mz —My

Teor de cinza(%) = x 100

Mgz — Ny

m; — massa (g) do cadinho; m, — massa (g) do cadinho com a toma; m; — massa

(9) do cadinho com a cinza.

3.2.4.2. Perfil de &cidos gordos

O perfil dos acidos gordos na sardinha foi determinado pelo método descrito por
Lepage & Roy (1986). Este método consiste em colocar cerca de 300mg de gordura num
tubo de vidro roscado e a adicionar 5ml da mistura de cloreto de acetilo (1:19). Esta
mistura é homogeneizada num agitador durante 30 segundos e colocada em banho-
maria a 80°C durante 1 hora. De seguida, os tubos sdo mantidos a temperatura
ambiente, para arrefecerem, e é-lhes adicionado 1mL de agua de HPLC e 2mL de n-
heptano. Esta solugéo foi agitada por um agitador durante 1 minuto e, de seguida,
centrifugada a 1500rpm durante 5 minutos. Por fim, a fase organica foi recolhida para
frascos com micro-insert. Caso a fase organica seja muito concentrada pode-se diluir a
solucdo com n-heptano. Por fim, a fase organica resultante, isto é, o conteudo lipidico
resultante das amostras, é analisada por um cromatégrafo gasoso. A coluna
cromatografica Trace TR-FAME usada na analise possui 30m de comprimento, 0,25mm
de didametro interno e 0,25um de espessura. Da leitura feita pelo equipamento, obtém-se
cromatogramas, que pela area dos seus picos, relacionados com tempos de retencao

comparados com os padrbes internos, consegue-se calcular as percentagens de cada
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composto presente na amostra. Os resultados sdo expressos em percentagem (n=3). As
condicbes de operacéo estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3 - Condi¢bes operacionais utilizadas para executar analise ao perfil de acidos

gordos por GC.

Temp?. Inicial = 60°C,1 min.
Forno 12 Rampa: aumentar 15°C/min até 150°C e manter por 1 min.

22 Rampa: aumentar 5°C/min até 220°C e manter por 10 min.

Temperatura = 250°C

Injetor .
Modo: splitless.
Volume injetado = 1l
Amostra . .
Gas de arraste: hélio com um caudal de 1,5ml/min.
FID
Temperatura = 260°C.
Detetor
Caudal de ar: 350ml/min.
Caudal de hidrogénio: 355ml/min.
Tempo de _
- 35 min.
analise

3.2.5. Estabilidade oxidativa

3.2.5.1. indice de perdxidos (IP)

O indice de peroxidos foi determinado de acordo com o método FOX, descrito por
Hermes-Lima et al. (1995), que consiste na quantificacdo da oxidacdo de ferro. E um
método baseado na capacidade dos peroxidos lipidicos em oxidar os ides ferrosos a pH
acido. A oxidacao resultante é quantificada através da reagdo de um indicador com o0s
complexos férricos, que desenvolve uma cor que pode ser medida por
espectrofotometria, a 560 nm (Wrolstad, et al. 2005). Para tal, retiram-se amostras de
gordura para tubos de ensaio, adiciona-se 9,9ml de uma solucéo de cloroférmio/metanol
na proporgdo de 7:3, 50 pl de indicador laranja de xilenol e 50 pl de solugéo de cloreto
ferro () (junc&o de uma solucéo de cloreto de bario com uma solucdo de sulfato de ferro
e deixa-se exposto a temperatura ambiente durante 5 minutos. Para além das amostras
também se prepara uma curva padrdo, atraves da solugdo padréo de cloreto de ferro (lll)
nas concentracdes de 0.5, 1.0, 1.5 e 2.0 ml, da qual se obtém uma equacgéo da reta, que
indica o declive, necessério para a quantificacdo do teor de peroxidos. Os resultados sao

expressos em miliequivalentes de peroxido de oxigénio por kg de gordura (n=6-12).

35



Materiais e Métodos

- 3 (Ada—Ab) xm
mea/kg L % 5584 x 2

Aa - absorvancia da amostra; Ab - absorvancia do branco; m - 1/declive; w - massa da

amostra.

3.2.5.2. indice de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

O valor do indice de substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS) foi
determinado de acordo com o método de Vyncke (1975) com pequenas modificacbes
(NP 3356, 2009), em filetes de sardinha para avaliar a estabilidade oxidativa durante o
periodo de armazenamento. O método consiste na extracdo do aldeido maldnico com
30ml de uma mistura a 7,5% de acido tricloroacético, galato de propilo e acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). O extrato € filtrado e a este adiciona-se 5ml de acido
tiobarbitarico. O acido malbnico das amostras reage com o0 acido tiobarbitarico pos
incubacdo num banho-maria a 100°C durante 40 minutos, formando um complexo corado
rosa, cuja absorvancia é medida num espectrofotometro, a 530nm. Para além da leitura
da absorvancia das amostras, também se |1é a absorvancia (530nm) de uma solugéo
padrdo, com a solucéo padrao TEP (1,1,3,3 — tetraetoxipropano) nos volumes de 1.0, 2.0,
3.0, 4.0 e 5.0 ml, de onde se obtém uma equacdo da reta, que permite extrapolar a
concentracdo de aldeido maldnico presente em cada amostra. Os resultados sé&o

expressos como valor TBA, mg malonaldeido / Kg de produto (n=6-12).

TBA _?2 x:( +mH)
makg ™ i v 100

¢ - concentragdo do aldeido malénico (umol); v - volume da toma (mL); H - humidade da

amostra (%); m - massa da toma de ensaio (g)
3.2.5.3. Avaliagéo Instrumental da Cor

A cor foi avaliada através das coordenadas Cielab (L*, a*, b*) na superficie dos
filetes de sardinha depois de descongelados (experiencia armazenados a -20°C) e nos
filetes de sardinha refrigerados, usando um colorimetro, que consiste num aparelho de

medicdo, com uma area de didmetro 8 milimetros de medi¢cdo e um processador de
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dados. Antes de cada medigéo, o colorimetro foi calibrado por uma ceramica branca. O
valor de L* representa luminosidade (L = O preto, L = 100 branco), o valor de a*
representa vermelho (+ 60 = vermelho, - 60 = verde) e o valor de b* representa amarelo
(+ 60 = amarelo, - 60 = azul). As medicdes de cor foram feitas em triplicado, na superficie
de cada filete em trés locais diferentes mas previamente determinados (figura 10). As
medicdes de cor foram feitas a temperatura ambiente com iluminante Dgs € um angulo de
0°C. A diferenca de cor numérica total (AE) foi calculada entre os filetes no tempo zero e
no tempo final de armazenamento pela seguinte férmula: AEqe=((Le-Lo)*+(as-a0)°+(be-
bO)Z)O,S.

Figura 10 — Avaliag&o de cor através do colorimetro em trés locais definidos.

3.2.6. Analise Sensorial

3.2.6.1. Teste hedonico de preferéncia

Quando os filetes de sardinha completaram um tempo de armazenamento de 2, 4
e 6 meses, avaliou-se a opinido do consumidor através de provas afetivas preferenciais.
Os testes foram elaborados com 100 consumidores, de cada vez, com idades
compreendidas entre os 18 e 50 anos, em que lhes foi distribuida uma folha de provas
com a seguinte descrigao: “ Imagine-se as compras numa superficie comercial e visualize
os filetes de sardinha em cru apresentados, ordene por ordem de preferéncia qual seria a
sua decisdo sobre a compra do filete”. Para uma apreciagéo global do aspeto (aspeto
visual, cor e textura) dos filetes, colocou-se um exemplar de cada grupo (C1, FT e FTR) a
descongelar e elaborou-se um tabuleiro de prova, como se pode observar na figura 11.
Este tabuleiro continha 3 “meios-pratos” com um filete cada e com os respetivos cédigos

aleatorios atribuidos.
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Figura 11 — Tabuleiro preparado para a exposicdo dos filetes de sardinha, para uma

avaliacdo sensorial dos mesmos por parte de consumidores.

3.2.7. Anélise estatistica

Na experiéncia “armazenamento a -20°C”, foram retirados seis filetes de sardinha
por grupo, de 2 em 2 meses, e utilizados como unidades experimentais. Todas as
analises foram realizadas em duplicado em cada filete de sardinha (6 filetes de sardinha x
2 andlises; n = 12 por grupo, a cada 2 meses). Na experiéncia “armazenamento a 4°C”,
foram retirados trés filetes de sardinha por grupo, as 0, 6, 12 e 24 horas, e utilizados
como unidades experimentais. Todas as analises foram realizadas em duplicado em cada
filete de sardinha (3 filetes de sardinha x 2 andlises; n = 6, a cada 6/12 horas). Os
resultados sdo expressos como médias + SEM e recorreu-se a analise de variancia
(ANOVA) pelo Graphpad Prism Software, para estudar o efeito da adicdo dos
antioxidantes sobre os parametros medidos. Para tal, foi considerado um nivel
significativo de confianca quando p < 0,05. Utilizou-se analise por correspondéncia na

analise dos dados relativos ao teste hedénico de preferéncia.
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4.1. Otimizagédo do processo de adicdo dos antioxidantes

Um dos objetivos deste estudo foi a otimizacdo do processo de adicdo dos

antioxidantes.

Segundo Andersen et al. (2003), os antioxidantes naturais podem-se classificar
segundo o seu valor nutritivo ou segundo a sua solubilidade. A vitamina E (hidrofébica) e
a vitamina C (hidrofilica) sé@o importantes como nutrientes, enquanto cofatores de varias
enzimas, mas também enquanto antioxidantes. Os antioxidantes ndo nutritivos podem
dividir-se de forma similar em lipossoliveis e hidrossolluveis. Deste modo a solubilidade
dos antioxidantes determina a sua distribuicdo nas diferentes fases do alimento (lipidica e
aquosa). Os antioxidantes utilizados neste estudo sao ambos lipossolaveis, isto &€,
apenas soluveis em lipidos (gordura) e ndo soluveis em agua. Considerando que os
antioxidantes em causa teriam que se solubilizar/diluir numa substancia lipidica,
considerou-se 0 6Oleo de girassol como um meio para tal (pois o antioxidante mix de
tocoferdis esta solivel em 6leo girassol) e excluiu-se a hipotese de realizar a adicdo de
antioxidante no banho de vidragem. Apés varios ensaios preliminares de otimizacéo,
chegou-se a conclusdo que seria conveniente adicionar os antioxidantes ao filete de
sardinha (antes de qualquer processo de conservagdo) para que o filete consiga
absorver/reter a solucdo (antioxidante em Oleo de girassol) adicionada. Deste modo
evitar-se-a que numa fase posterior de producdo, na vidragem, a solucdo nao se

desagregue da superficie do filete.

Na decisdo sobre que tecnologia de adicdo utilizar, imersdo ou aspersao,
observou-se que apés imersao, o filete ficava a escorrer 6leo e tornar-se-ia um produto
demasiado oleoso para comercializacdo, para além de ndo garantir uma uniformidade de
solucéo (antioxidante em Oleo de girassol). Sendo assim, excluiu-se este método de
imersédo e ponderou-se o método por aspersao do antioxidante sobre a superficie do filete
de sardinha. No entanto, este método também teve alguns problemas técnicos, pois
experimentaram-se VAarios equipamentos, comeg¢ando por equipamentos mais simples,
aspersores de agua e aspersores de embalagens de produtos de limpeza, e o resultado
nunca era de aspersao. Pois a solugdo (6leo com antioxidante) sempre que era injetada,
saia em forma de escorrer e ndo em forma de spray. Posteriormente, adquiriu-se um
doseador em spray para azeite (gourmet), em que se experimentou com 6leo com e sem
antioxidante conseguindo-se o resultado pretendido, de aspersdo. No entanto, com a

rotina de producgéo, a cabeca do doseador em spray, devido a gordura e a densidade da
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solugdo com antioxidante, rapidamente colapsou e danificou-se. Como alternativa,
recorreu-se ao equipamento laboratorial “spray dry”, que conseguia a aspersédo que se
pretendia. No entanto, a aspersdo era continua o que era desfavoravel ao processo,
porque impossibilitaria a paragem da aspersdo que seria necessaria para se passar a
outra carga de filetes. Por outro lado a quantidade adicionada era dificil de controlar entre
filetes. Com o objetivo de solucionar estes problemas tecnolégicos, recorreu-se a uma
pistola de asperséao ligada a uma bomba de presséo, pois tinha forca para executar uma
aspersao perfeita de 6leo, conseguia-se regular a pressdo de forma a ndo danificar o
filete, e através da pistola, conseguia-se fazer e parar a aspersdo quando necessario.

Neste contexto, foram estes os equipamentos selecionados para o atual estudo.

O passo seguinte foi avaliar em que condi¢Bes se adicionariam os antioxidantes
pelo método de aspersao. Primeiro foi avaliado a forca da aspersao, depois o tempo de
adicdo dos antioxidantes, de modo a definir a quantidade desejavel de antioxidante, a
capacidade de absorcéo e o tempo de repouso antes da ultracongelacéo, para conseguir
absorver corretamente a solucdo. Para tal, experimentou-se a aspersédo durante 5, 10 e
15 segundos. Observou-se que com 5 segundos o filete ndo adquiria a quantidade
suficiente, que com 15 segundos o filete ndo conseguia absorver totalmente a solucao
ficando superficialmente “oleoso” e que com 10 segundos o filete conseguia absorver a
guantidade de solucdo aspergida e que essa quantidade correspondia a que se pretendia
adicionar (0,10 ml de solucéo de 6leo com antioxidante/ filete de sardinha). Em relacao
ao tempo de repouso, verificou-se que se deixassemos os filetes em repouso durante um

minuto seria o suficiente para que o filete absorve-se a solucdo adicionada.

O antioxidante mix de tocoferdis foi adicionado por aspersao tal qual foi fornecido
comercialmente e o antioxidante mix de tocofer6is com extrato de rosmaninho foi
dissolvido em 0leo girassol, numa concentragdo de 150 g/l (150 000 mg de tocoferois/I)
para se encontrar nas mesmas condicdes que o outro antioxidante utilizado, isto é,
dissolvido (devido ao estado fisico) no mesmo solvente. Assim definiu-se que o processo
de adicdo de antioxidante seria através de asperséo, nas condi¢fes Otimas de operagao

descritas na tabela 4.
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Tabela 4 - Condic¢des 6timas de operagéo para o processo de adi¢cao de antioxidante.

Caracteristicas Condicbes

Método aplicado Aspersao
Equipamento Pistola de asperséo e bomba de pressédo
Presséo 30 psi

Tempo de adi¢éo 10 segundos

Tempo de repouso 60 segundos

Quantidade aspergida 0,10 mlffilete

1) 54 mg de tocoferdis / 0,10 ml de antiox. mix de tocoferois
Concentracgédo de tocoferoéis 2) 15 mg de tocoferéis / 0,10 ml de solugéo antiox. mix de
tocoferdis com extrato de rosmaninho

4.2. Avaliagcdo da estabilidade oxidativa em filetes de sardinha
suplementados com tocofer6is na presenca e na auséncia de extrato de

Rosmaninho: armazenados em refrigeracao

4.2.1. Caracterizacao dos filetes de Sardinha

4.2.1.1. Caracteriza¢do quimica

Quanto maior o teor lipidico da matriz alimentar, maior € a sua suscetibilidade ao
processo oxidativo (Shahidi, F. e Wanasundara, U. 2002). Como tal, para perceber a
suscetibilidade dos filetes de sardinha ao processo oxidativo e em simultaneo conhecer a
sua composi¢do quimica efetuaram-se varias analises apos preparacdo do filete, em
fresco: Kjeldahl (NP 4488, 2009) — proteina; Bligh & Dyer (1959) — gordura total; AOAC,
2000 — humidade; Norma Portuguesa 2032 (2009) — cinzas. Todos os resultados foram

obtidos em grama por 100 grama de produto e encontram-se representados na tabela 5.

Tabela 5 — Composi¢cdo (média £+ SEM) quimica dos filetes de sardinha, em g/100g de
produto (n=3).

Caracterizagdo quimica do filete de sardinha

(g/1009)

Proteina 18,3 +0,7
Gordura Total 130+1,4
Humidade 635+24
Cinza 1,8+0,1
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Pela andlise da tabela 5, verifica-se que a amostra em estudo, filetes de sardinha,
tem elevado teor proteico e de humidade. Que o conteudo de gordura total indica que a
amostra utilizada no estudo possui um teor lipidico elevado, isto é, as sardinhas
encontram-se gordas. O teor de cinzas é baixo.

4.2.2. Estabilidade oxidativa
4.2.2.1. TBARS e avaliagdo instrumental da cor

Para avaliar a estabilidade oxidativa dos filetes de sardinha com a adicdo de
tocoferbis na presenca e auséncia de extrato de rosmaninho, armazenado em
refrigeracdo, efetuou-se a analise aos TBARS pelo método de Vyncke (1975), de modo a

guantificar os produtos secundarios formados, resultantes do processo oxidativo.

Para a analise de TBARS tem sido sugerido 5 mg malonaldeido/kg como um valor
maximo de TBARS indicativo de uma boa qualidade do pescado, no entanto considera-se
gue o pescado pode ser consumido até um valor maximo de 8 mg malonaldeido/kg
(Ozogul, et al.2010, b; Nunes et al., 1992).

Na figura 12 encontram-se os resultados dos TBARS em filetes de sardinha na
presenca e na auséncia da adi¢cdo de 6leo de girassol (veiculo da adicdo de tocoferéis +
extrato de rosmaninho), representados por C1r e C2r, respetivamente. Tal como se pode
observar na figura 12, a adicdo de 6leo de girassol ndo induziu alterac6es no perfil de
oxidacao lipidica (TBARS). Por esta razdo na figura 13 sdo apresentados os resultados
do efeito da adicdo de tocoferdis (FTr) e tocoferdis com extrato de rosmaninho (FTRr)

apenas com o controlo C2r.
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Figura 12 — TBARS (mg malonaldeido/kg) em filetes de sardinha na auséncia (C1r) e na
presenca da adicdo de 6leo de girassol (C2r), armazenamento em refrigeracdo (0 - 24 horas).
Cada coluna representa a média + SEM (n=6). X - p < 0,001, indica diferencas significativas em
relacdo ao tempo inicial (0 horas); y - p < 0,0001, indica diferencas significativas em relagdo ao
tempo inicial (O horas). LMC — Limite Maximo admitido para o Consumo humano de pescado; LBQ

— Limite m&ximo admitido para Boa Qualidade de pescado.

Pela observacdo da figura 12, verifica-se, para ambos os grupos Clr e C2r, um
aumento dos valores de TBARS ao longo do tempo. Nao existem diferencas entres C1r e
C2r. No entanto, as 6 horas em refrigeracao, os filetes de sardinha do grupo controlo C1r
atingiram o Limite de Boa Qualidade (LBQ) e as 12 horas atingiram o Limite Maximo para
Consumo humano (LMC). Os filetes de sardinha do grupo controlo C2r ultrapassaram o

limite LBQ as 12 horas e o LMC as 24 horas.
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Figura 13 — TBARS (mg malonaldeido/kg) em filetes de sardinha, armazenamento em
refrigeracdo, tratados com 6leo de girassol (C2r), com tocoferéis (FTr; 54 mg/0,10 ml) e com
tocoferdis (15 mg/0,10 ml) + extrato de rosmaninho (FTRr; 6,5 mg/ 0,10 ml) ao longo do tempo (O -
24 horas). Cada coluna representa a média + SEM (n=6). (a) inset da cinética dos TBARS ao
longo do tempo. * p < 0,05, indica diferencas significativas em relacdo ao grupo de controlo C2r;
*** _ p < 0,001, indica diferencas significativas em relagdo ao grupo de controlo C2r. t - p < 0,05,
indica diferencas significativas em relagéo ao tempo inicial (0 horas); o - p < 0,01, indica diferencas
significativas em relagdo ao tempo inicial (0 horas); y - p < 0,0001, indica diferengas significativas

em relagdo ao tempo inicial (0 horas)

Observando a figura 13, verifica-se um aumento dos valores de TBARS para todos
0s grupos, como observado na figura 12. Pela analise da figura 13, é possivel verificar
que até as 6 horas ndo existem diferencas entre os varios grupos. As 12 horas e as 24
horas existe uma reducéo nos TBARS pelo efeito da adicdo dos tocoferdis + extrato de
rosmaninho e pela adicdo de tocoferois, respetivamente. No entanto, pela analise do
inset (a) verifica-se um aumento exponencial do TBARS, sendo este mais lento no caso
dos filetes tratados com tocoferéis (FTr). O LBQ foi atingido pelo os grupos C2r e FTr as
12 horas e o LMC foi ultrapassado pelos grupos C2r, FTr e FTRr apés 24 horas, de

armazenamento em refrigeracéo.

Para além da analise de TBARS, também foi avaliado a cor instrumentalmente,
para verificar se o processo de oxidacdo provocava alteragdes na cor da superficie dos

filetes de sardinha ao longo do tempo em que se encontravam armazenados em
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refrigeracdo. Os resultados obtidos encontram-se apresentados pela variagdo dos
diferentes parametros de cor (L*, a* e b*), bem como a variagdo total de cor - AL*, Aa*,
Ab* e AE* (figura 14).

Il Clr
81 C2r
2 FTr
6- E3 FTRr
4_
2_
0_
_2_
-4

AL* Aa* Ab* AE

Figura 14 — Variacdo dos parametros L*, a* e b* (AL*, Aa*, Ab*) e variagao total de cor
(AE*) em filetes de sardinha, armazenados em refrigeragao, na auséncia (C1r) e na presenca da
adicao de dleo de girassol (C2r), com tocoferois (FTr; 54 mg/0,10 ml) e com tocoferéis (15 mg/0,10
ml) + extrato de rosmaninho (FTRr; 6,5 mg/ 0,10 ml) ao longo do tempo (0 — 24 horas). Cada

coluna representa o valor absoluto obtido.

Observando a figura 14, verifica-se alteracdes em todos os grupos, algumas
positivas e outras negativas. Em relacdo ao AL* observa-se uma diminui¢do ao longo do
tempo para o grupo controlo Clr e aumentos para 0s restantes grupos, sendo este
aumento mais acentuado nas amostras FTr. No Aa* observa-se uma diminuicdo ao longo
do tempo para todos os grupos. Pelo contrario, o Ab* apresenta aumentos para todos os
grupos. Por fim, em relagdo ao AE*, observa-se uma variagdo elevada em todos os

grupos, sendo esta variagdo mais evidente nos grupos Clr e FTr.
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4.3. Avaliagdo da estabilidade oxidativa em filetes de sardinha
suplementados com tocofer6is na presenca e na auséncia de extrato de

Rosmaninho: armazenados em congelagdo

4.3.1. Caracterizacao dos filetes de Sardinha

4.3.1.1. Caracterizacdo quimica

De forma a conhecer a composicdo quimica da matriz em estudo, filete de
sardinha, efetuou-se uma caracterizagcéo quimica dos filetes. Esta caracterizacao foi feita
apos preparacao do filete, em fresco, através de um conjunto de métodos analiticos:
AOAC, 2000 — humidade; Kjeldahl (NP 4488, 2009) — proteina; Bligh & Dyer (1959) —
gordura total; Norma Portuguesa 2032 (2009) — cinzas. Todos os resultados foram
obtidos em grama por 100 grama de produto e encontram-se representados na tabela 6.

Tabela 6 — Composicdo (média + SEM) quimica dos filetes de sardinha, em g/100g de

produto (n=6).

Caracterizacdo quimica do filete de sardinha

(g/1009)
Proteina 16,11 +£ 1,87
Gordura Total 2,65+0,81
Humidade 78,20+ 2,64
Cinza 2,60+£0,19

Os filetes de sardinha tém elevado teor proteico e de humidade. O contetdo de
gordura total indica que os filetes de sardinha utilizados no estudo tém baixo teor lipidico,
isto é, ainda se encontram magras. Para avaliar a qualidade do teor lipidico proveniente
dos filetes de sardinha, efetuou-se uma analise ao perfil de 4cidos gordos. Esta analise é
importante porque fornece informagcdo sobre compostos que fazem parte da matriz em
estudo e que séo benéficos para a salde do consumidor, como acidos gordos da familia
6mega 3, por exemplo. Por outro lado, permite também avaliar a suscetibilidade deste

produto & oxidacao lipidica.
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4.3.1.2. Perfil de acidos gordos

O perfil de acidos gordos foi tragado através de uma analise efetuada em GC,
segundo o método de Lepage & Roy (1986). Esta andlise foi realizada em duplicado de
trés filetes que foram analisados apés a preparagéo dos filetes de sardinha, tal como a
caracterizacdo quimica. Os resultados estao expressos em percentagem de composto e

encontram-se representados na tabela 7.

Tabela 7 — Perfil de acidos gordos (média + SEM) do conteldo lipidico de filetes de

sardinha (%; n=3).

Acidos Gordos Livres Filete de Sardinha
C 12:0 01 + 00
C 140 6,7 + 0,0
C 16:0 31,2 + 05

C 16:1 n7 06 + 01
C 16:2n4 1,0 + 01
C 16:3n4 1,1 + 0,2
Cc 18:0 30 + 0,8
c18:1 89 + 0,8
C 18:2n6 0,7 + 0,8
C18:3n3+n4 0,6 + 00
C 18:4n3 23 + 01
C20:1n9 23 + 0,6
C 20:4 n6 02 + 01
C 20:4 n3 03 + 01
C 20:5n3 16,1 *+ 0,5
C 22:5n3 28 + 0,8
C 22:6 n3 221 + 04
2 SFA 41,00
2 MUFA 11,82
2 PUFA 47,16
w3 44,12
Z w6 0,95
wb6/w3 0,02

No perfil de acidos gordos obtido, observa-se um contetdo de acidos gordos
saturados (SFA) e polinsaturados (PUFA) elevado. Dos SFA, o que se encontra em maior
concentracdo € o 4cido palmitico (C16:0; 31,2%), seguido do &cido miristico (C14:0; 6,7
%). Em relacdo aos MUFA, a composicdo deste é sobre tudo de acido oleico (C18:1;
8,9%). Os PUFA sdo compostos maioritariamente por acidos gordos da familia 6mega 3,
em especial o DHA (C22:6 n3; 22,1%) e o EPA (C20:5 n3; 16,1%).
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4.3.2. Estabilidade oxidativa

4.3.2.1. IP, TBARS e avaliagdo instrumental da cor

Sendo a matriz alimentar, filete de sardinha, um produto suscetivel ao processo
de oxidacao lipidica devido ao seu contetido rico em &cidos gordos insaturados, realizou-
se algumas analises para avaliar estabilidade oxidativa dos filetes. Apds todo o processo
de preparacdo das amostras (descrito na seccdo anterior — materiais e metodologia), os
filetes encontravam-se armazenados em congelacdo e organizados por grupos (C1, C2,
FT e FTR). E para se iniciar o estudo da estabilidade oxidativa, comecou-se por fazer
uma andlise ao indice de perdxidos, os compostos primarios do processo de oxidacao,
pelo método de Hermes-Lima et al. (1995). Os resultados de IP sdo expressos em
miliequivalentes de perdxido de oxigénio por quilograma de gordura (meq O,/Kg). Os
resultados do efeito da adicdo do 6leo de girassol no IP, nos TBARS e na alteracao dos

parametros de cor, encontram-se apresentados na figura 15, 16 e 17, respetivamente.
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Figura 15 — IP (meq O,/kg) em filetes de sardinha na auséncia (C1) e na presenca da
adicdo de d6leo de girassol (C2),armazenamento em congelagdo (0 - 6 meses). Cada coluna
representa a média + SEM (n=6-12). t - p < 0,05, indica diferencas significativas em relagcdo ao
tempo inicial (0 meses); # - p < 0,05, indica diferencas significativas entre os meses 2 e 6.

Na figura 15, entre os meses 0 e 2, ocorre um aumento de IP, e entre 0os meses 2
e 4, uma diminuicdo de IP, nos filetes na auséncia da adi¢do de 6leo de girassol (C1).
Também se observa uma tendéncia semelhante, entre os meses 0 e 4 e entre 0S meses

4 e 6, respetivamente, nos filetes na presenca da adicdo de 6leo de girassol (C2), mas
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neste caso nao existem diferencas estatisticamente significativas. A adicdo de 6leo de

girassol ndo altera o IP ao longo do tempo.

Depois, para prosseguir com o acompanhamento do processo de oxidacao
efetuou-se a andlise aos produtos secundarios resultantes do processo de oxidacéo, pela
andlise aos TBARS pelo método de Vyncke (1975). Os resultados sdo expressos em

miligramas de malonaldeido por quilograma de produto (mg malonaldeido/Kg).
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Figura 16 — TBARS (mg malonaldeido/kg) em filetes de sardinha na auséncia (C1) e na
presenca da adicdo de 6leo de girassol (C2),armazenamento em congelagéo (0 - 6 meses). Cada
coluna representa a média + SEM (n=6-12). X - p < 0,001, indica diferencas significativas em
relacdo ao tempo inicial (0 meses); y - p < 0,0001, indica diferengas significativas em relacéo ao
tempo inicial (0 meses). LMC - Limite Maximo admitido para o Consumo humano de pescado;

LBQ — Limite maximo admitido para Boa Qualidade de pescado.

Pela observacgéo da figura 16, sucede-se um aumento dos TBARS até ao més 6,

para ambos os grupos de controlo C1 e C2.

Para complementar estas duas analises anteriormente referidas, realizou-se um
estudo instrumental da cor no muasculo do filete sardinha, de forma a avaliar as alteragc6es
ocorridas na superficie dos filetes na presenca e na auséncia de 6leo de girassol. Para

tal, foram avaliados os parametros L*, a* e b* (figura 17).
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Figura 17 — L* (A), a* (B) e b* (C) em filetes de sardinha na auséncia (C1) e na presenca
da adicdo de 6leo de girassol (C2), armazenamento em congelagdo (0 - 6 meses). Cada coluna

representa a média + SEM (n=6-12).

Pela analise da figura 17, verifica-se que ndo existem diferencas significativas ao
longo do tempo para os diferentes parametros instrumentais da cor (L*, a* e b*), para

ambos os grupos de controlo (C1 e C2).
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Para analisar os resultados dos grupos de estudo, FT e FTR, tendo em
consideragéo que ndo existem diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) entre os
grupos de controlo, C1 e C2, efetuou-se a comparacdo apenas com o grupo de filetes
tratados com Oleo de girassol (C2) relativamente ao IP, TBARS e a cor por avaliacao
instrumental (figura 18, 19 e 20).
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Figura 18 — IP (meq O,/Kg) em filetes de sardinha, armazenamento em congelacgéo,
tratados com 6éleo de girassol (C2r), com tocoferéis (FTr; 54 mg/0,10 ml) e com tocoferéis (15
mg/0,10 ml) + extrato de rosmaninho (FTRr; 6,5 mg/ 0,10 ml) ao longo do tempo (0 — 6 meses).
Cada coluna representa a média + SEM (n=6-12). x - p < 0,001, indica diferencas significativas em
relac@o ao tempo inicial (0 meses); & - p < 0,05, indica diferencas significativas entre os meses 4 e
6.

O que se observa na figural8, é que entre os meses 0 e 4 ocorre um aumento de
IP e depois uma diminuigdo de IP, entre os meses 4 e 6, nos filetes tratados com
tocoferdis (FT). Nado ocorrem diferencas estatisticamente significativas nos filetes na

presenca de 6leo de girassol (C2) e com tocoferéis mais extrato de rosmaninho (FTR).
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Figura 19 — TBARS (mg malonaldeido/kg) em filetes de sardinha, armazenamento em
congelacao, tratados com 6leo de girassol (C2r), com tocoferdis (FTr; 54 mg/0,10 ml) e com
tocoferdis (15 mg/0,10 ml) + extrato de rosmaninho (FTRr; 6,5 mg/ 0,10 ml) ao longo do tempo (O -
6 meses). Cada coluna representa a média + SEM (n=6-12). * p < 0,05, indica diferencas
significativas em relagdo ao grupo de controlo C2r; ** - p < 0,01, indica diferencas significativas
em relacdo ao grupo de controlo C2r; *** - p < 0,001, indica diferencas significativas em relacao
ao grupo de controlo C2r; **** - p < 0,0001, indica diferencas significativas em rela¢do ao grupo
de controlo C2r. x - p < 0,001, indica diferencas significativas em relagdo ao tempo inicial (0
meses); y - p < 0,0001, indica diferengas significativas em relag&o ao tempo inicial (0 meses). LMC
- Limite Maximo admitido para o Consumo humano de pescado; LBQ — Limite maximo admitido

para Boa Qualidade de pescado.

Pela observacdo da figura 19, verifica-se que n&o existem diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (C2, FT e FTR) no més 0. Mas nos meses
2, 4 e 6, existem diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de estudo (FT
e FTR) guando comparados com o grupo de controlo (C2), devido ao seu aumento
significativo de TBARS. Entre os grupos de estudo ndo existem diferencas
estatisticamente significativas, tal como também acontece para os mesmos ao longo do
tempo. O grupo de controlo atinge o LBQ no més 2, e ultrapassa o LMC no més 4. Os
grupos de estudo foram sempre inferiores aos limites estabelecidos como de boa
qualidade (LBQ).
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(C) em filetes de sardinha, armazenamento em congelacao,

Figura 20 — L* (A), a* (B) e b*
tratados com 6leo de girassol (C2r), com tocoferéis (FTr; 54 mg/0,10 ml) e com tocoferdis (15

mg/0,10 ml) + extrato de rosmaninho (FTRr; 6,5 mg/ 0,10 ml) ao longo do tempo (0 - 6 meses).

6-12). * p < 0,05, indica diferencas significativas em

Cada coluna representa a média £+ SEM (n

relacdo ao grupo de controlo C2r. x - p < 0,001, indica diferengas significativas em relagdo ao

tempo inicial (0 meses); y - p < 0,0001, indica diferencas significativas em relagdo ao tempo inicial

(0O meses).
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Observando a figura 20, verifica-se igualdade de valores L*, a* e b*, entre o grupo
controlo (C2) e os grupos de estudo (FT e FTR), pois ndo existem diferencas
estatisticamente significativas. No parametro L* (figura 20 (A)), observa-se um aumento
de L* para o grupo de grupo de estudo FTR, entre os meses 0 e 6. Em relacdo ao
parametro b* (figura 20 (C)), verifica-se uma diferenca estatisticamente significativa no
grupo FTR quando comparado com o grupo de controlo (C2), no més 2.

De modo a avaliar a evolugcdo dos parametros de cor ao longo do tempo, nos
filetes armazenados em congelacgédo, calcularam-se o AL*, Aa*, Ab*. A diferenga total de

cor ocorrida nas amostras foi calculada pelo AE*.

mm Cl

8- c2
_ R FT

- 3 FTR

AL~ Aa* Ab* AE

Figura 21 — Variacdo dos parametros L*, a* e b* (AL*, Aa*, Ab*) e variagao total de cor
(AE*) em filetes de sardinha, armazenados em congelagéo, na auséncia (C1r) e na presenca da
adicdo de dleo de girassol (C2r), com tocoferéis (FTr; 54 mg/0,10 ml) e com tocoferdis (15 mg/0,10
ml) + extrato de rosmaninho (FTRr; 6,5 mg/ 0,10 ml) ao longo do tempo (0 — 6 meses). Cada

coluna representa o valor absoluto obtido.

Da andlise da figura 21, verifica-se alteracbes em todos os grupos, algumas
positivas e outras negativas. Em relagdo ao AL* observa-se uma diminui¢cdo ao longo do
tempo para o grupo controlo C1 e aumentos para os restantes grupos, sendo o mais
acentuado o grupo de estudo FTR. No Aa* observa-se uma variagdo positiva para o

grupo de controlo C1 e diminuigdo para os restantes grupos. No Ab* observa-se varia¢ao
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positiva para todos os grupos. Relativamente ao AE*, verifica-se uma variacdo elevada

na cor em todos os grupos, sendo esta variacdo mais evidente no grupo de estudo FTR.

4.3.3. Andlise Sensorial Heddnica

Com o objetivo de avaliar qual seria a aceitagdo do consumidor perante 0s
produtos em estudo, realizou-se um teste de preferéncia a 100 consumidores, tendo

como base de apreciagéo a aparéncia, a cor e a textura (figura 22).

57



Resultados

204

104

%Avaliagdo do consumidor

%Avaliagdo do consumidor

4 Meses

30+

%Avaliagdo do consumidor

Hl a350
a835
Ed a927

Hl a350
ad835
3 a927

Hl a350
a835
B3 a927

Figura 22 — Preferéncia do consumidor (%), 1°, 2° e 3° lugar, perante a observacgéo de

filetes de sardinha na auséncia de adicdo de dleo de girassol (Clr), com tocoferéis (FTr; 54

mg/0,10 ml) e com tocoferdis (15 mg/0,10 ml) + extrato de rosmaninho (FTRr; 6,5 mg/ 0,10 ml),
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aos 2 (A), 4 (B) e 6 (C) meses de armazenamento em congelagdo.Com um total de 100 respostas
por observacéo. a350 — C1; a835 — FT; a927 - FTR.

Pode-se observar na figura 22 (A; B; C) a preferéncia por ordem decrescente (1°,
2° e 3° lugar) manifestada pelos consumidores ao final de 2, 4 e 6 meses de
armazenamento dos filetes de sardinha congelados (C1, FT e FTR). Pela analise da
figura 22, verifica-se que a avaliagdo feita nos 2 meses € menos diferenciada entre
amostras, 350, 835 e 927 e que nos meses 4 e 6 as diferencas sdo mais acentuadas
entre amostras. Aos dois meses, a amostra preferencial € a 927, seguida da amostra
350, em 2° lugar, e depois da amostra 835, em 3° lugar. No més 4, a amostra 927
continua a ser a preferida, mas em 2° lugar fica a amostra 835, ficando em 3° lugar a
amostra 350. No més 6, a avaliacdo feita pelos consumidores resultou em similares

escolhas que no més 4.

Formagao de grupos homogéneos de preferéncias

*
° aB835 (4 mesys)
o
aB8Bs (6 meses) 20 lugar

*
05 a350 (2 meses)

a350 (6 meses)
L]

3° lugar
o

aB35 (2 meses)
[ ] a927 (2 meses)
a350 (4 meses) »

Eixo 2 (30.1%)

-0,54 a927 (4 meses)

1° lugar ®
o

a927 (6 meses)
L]

©® Amostra / Tempo de Armazenamento
O Classificagdo de preferéncia

T T T
-15 -10 -05 00 05 10

Eixo 1 (69.9%)

Figura 23 — Preferéncia do consumidor (%) em filetes de sardinha, armazenados em
congelacao, na auséncia (C1) e na presenca de adicdo de tocoferéis (FTr; 54 mg/0,10 ml) e com
tocoferéis (15 mg/0,10 ml) + extrato de rosmaninho (FTRr; 6,5 mg/ 0,10 ml), por andlise de

correspondéncia. Com um total de 100 respostas por avaliagdo bimensal.
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Através da andlise de correspondéncias das preferéncias (figura 23) pode-se
observar que a amostra 927 (grupo de estudo FTR) estd claramente associada ao
1°lugar, sendo esta associa¢cdo mais acentuada nos meses 4 e 6. O 2° lugar € partilhado
pela amostra 835, aos 6 meses e pela amostra 350, aos 2 meses. O 3° lugar é
principalmente ocupado pela amostra 350, tanto aos 4 como aos 6 meses. Também se
observa que aos 2 meses existe uma davida entre as classificacdes que caracterizam as
amostras, mas no entanto € observada uma aproximacao da amostra 350 do 2°lugar, da
amostra 835 do 3° lugar e da amostra 927 pelo 1° lugar. A maior variabilidade dos dados
€ explicada pelo eixo 1 (69,9%), sendo determinado pelas escolhas realizadas para o 3°
lugar, amostra 350 e 835 e para o0 1° lugar, amostra 927. Mas as escolhas feitas para 3°
lugar encontram-se em oposi¢ado as escolhas feitas 1° lugar, pois o 3° lugar encontra-se
no lado negativo do eixo e o 1° lugar encontra-se no lado positivo do eixo, refletindo

padrbes opostos de preferéncia.
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Discussao

5.1. Otimizacao do processo de adicdo dos antioxidantes

Durante a investigagdo do método mais eficaz para adicionar antioxidante aos
filetes de sardinha, considerou-se a hipétese de adicionar o antioxidante antes ou durante
0 processo de vidragem. Esta etapa de vidragem consiste em mergulhar os filetes
congelados em agua fria para que o filete adquira uma pelicula de gelo envolvente, que
tem como objetivo evitar que o produto sofra uma desidratacdo e alteracdo nos
compostos proteicos e lipidicos. Sendo os antioxidantes utilizados lipossolaveis,
altamente hidrofébicos, ndo se dissolvendo em agua, impossibilitou a utilizacdo da agua
de vidragem com veiculo para a adicdo dos antioxidantes aos filetes de sardinha. Por
esta razdo foram desenvolvidas experiéncias para adicdo de antioxidantes aos filetes de
sardinhas por imerséo e por pulverizagéo.

No caso da imersao, a solucdo de antioxidante diluido em éleo girassol, devido a
sua elevada densidade e falta de agitacdo constante, ndo garante uniformidade na
guantidade de antioxidante adicionado aos filetes, isto é, ndo se consegue uma solucdo
homogénea adicionado aos filetes de sardinha. Por outro lado, a solugdo fica
“‘contaminada” pelos primeiros filetes de sardinha imergidos, contaminando (escamas,
sangue e espinhas) os outros filetes imergidos a seguir. Outros dos inconvenientes deste
processo € de cariz econémico, ja que esta técnica implicaria mais custos, quer em 6éleo
(maior quantidade), quer em antioxidante, bem como maior desperdicio da solucao
preparada (renovacao da solucdo por porcdo de filetes de sardinha imerso). A tudo isto
acresce o facto de o filete ser exposto/imerso na sua totalidade a mais uma fonte de
“gordura” e apesar da capacidade antioxidante fornecida pelos antioxidantes utilizados,
possivelmente ocorreria um processo oxidativo mais intenso associado a elevada
quantidade de gordura adicionada. Pelo exposto anteriormente, este método “imersao”
nao se revelou uma metodologia eficiente, quer do ponto de vista tecnoldgico, quer numa
perspetiva comercial e industrial.

Ponderou-se entdo a método por aspersao do antioxidante sobre a superficie do
filete de sardinha. Com a pistola de aspersao ligada a uma bomba de pressao que
demonstrou ser o ideal para o que se pretendia. Com esta técnica, conseguiu-se
controlar a forgca para efetuar a asperséo perfeita de 6leo, regular a presséo de forma a
ndo danificar o filete, e através da utilizacdo da pistola, conseguia-se ainda efetuar e
parar a aspersao quando necessario. Através deste equipamento, realizou-se uma adi¢éo
de antioxidante eficiente, rapida, controlavel, rentavel e com o minimo de percas possivel.
Este processo tem ainda elevado potencial para desenvolvimento tecnolégico de modo a

o tornar automatico.
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5.2. Avaliagdo da estabilidade oxidativa em filetes de sardinha
suplementados com tocofer6is na presenca e na auséncia de extrato de
Rosmaninho: armazenados em refrigeracao

5.2.1. Caracterizagao dos filetes de Sardinha

5.2.1.1. Caracteriza¢do quimica

A sardinha é uma espécie que varia bastante no seu teor lipidico ao longo do ano,
tendo teores minimos no inverno, na época da desova, e maximos entre a primavera e o
verdo (Zlatanos, S. e Laskaridis, K. 2007). Esta variagcdo que ocorre na composicado
lipidica das sardinhas esta relacionada com a zona geografica, estado sexual da espécie
(Ozogul, et al. 2010, a), sexo, reproducdo, disponibilidade alimentar, temperatura da
agua, salinidade e profundidade do mar (Nunes, et al. 2008). O teor de gordura obtido do
filete de sardinha, 13,0 + 1,4 g/100g encontra-se dentro dos intervalos de teores de
gordura descritos por Bandarra et al. (2004, b;1997,a) que indica entre 1,2 - 18,4 g/100g.
Embora, para o més de captura das sardinhas deste estudo (Junho), Bandarra et al.
(1997,a) reporta um teor de gordura de 8,3 g/100g no ano de 1994, em Portugal. No
entanto, para 0 mesmo més, Zlatanos, S. e Laskaridis, K. (2007) encontrou valores de
11,47 g/100g no ano de 2005 (Grécia), facto que demonstra bem a variabilidade que
pode acontecer associada a area geografica de captura, bem como o ano da mesma. Os
teores obtidos por estes autores sdo um pouco inferiores ao obtido neste estudo no
mesmo més do ano 2012. O que significa que a sardinha utilizada neste estudo estava
gorda, com um teor lipidico um pouco superior ao que seria de esperar para a altura do
ano, o que pode estar associado a um 6timo desenvolvimento da sardinha por elevada
disponibilidade de alimento e um meio aquatico favoravel ao desenvolvimento desta
espécie. Sendo as sardinhas, utilizadas gordas, isto €, com elevado teor lipidico,
formaram filetes de sardinha muito suscetiveis a oxidacao lipidica. Como consequéncia,

um processo de oxidagdo rapido e muito avancgado.

O teor proteico € mais estavel que o teor lipidico e que o teor de humidade
(Nunes, et al. 2008). O teor proteico obtido a partir dos filetes de sardinha, 18,3 = 0,7
g/100g, esta de acordo com os teores reportados por Martins et al. (2006) e Bandarra et
al. (2004, b) de 18,4-18,9 g/100g e 17,9 - 20,8 g/100g, respetivamente. Mas um pouco
inferior ao descrito por Garcia-Arias et al. (2003), 20,7g/100g. A humidade obtida dos
filetes de sardinha, 63,5 + 2,4 g/100g, também esta de acordo com o teor de humidade
obtido por Martins et al. (2006), entre 63,4 - 68,9 g/100g. Mas inferior ao obtida por
Bandarra et al. (2004, b), entre 70,7 - 77,2 g/100g, e superior & quantidade obtida por
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Garcia-Arias et al.(2003) 60,68 g/100g de produto. No entanto, o teor de humidade obtido
neste estudo esta de acordo com o0 que se esperava, devido ao seu elevado contetdo
lipidico, pois quanto mais gorda estiver o peixe menor o seu contetdo em &gua e vice-
versa (Nunes, et al. 2008). O teor de cinza obtido, 1,8 + 0,1 ¢g/100g, é ligeiramente
superior ao obtido por outros autores como Martins et al. (2006), entre 1,6 - 1,7 g/100g e
por Bandarra et al. (2004, b), entre 1,3 - 1,5 g/100g. Mas no caso do autor Garcia-Arias et
al.(2003), este obteve um teor de cinzas muito superior, 3,26 g/100g de produto.

5.2.2. Estabilidade oxidativa

5.2.2.1. TBARS

A analise aos TBARS é dos métodos usados mais antigos para avaliar o processo
de oxidagdo lipidica em alimentos e outros sistemas biolégicos (Shahidi, F. e
Wanasundara, U. 2002; Raharjo & Sofos, 1993).

E um método standard que tem sido usado frequentemente pelos investigadores,
bem como pela indUstria, no entanto apresenta algumas limitacBes e tem sido sujeito a
algumas criticas (Frankel & Meyer, 2000; Raharjo & Sofos, 1993; Ganhéo et al 2011). A
formacdo de malonaldeido depende do grau de insaturacdo dos PUFA, isto €, quanto
mais insaturados estiverem os PUFA, maior desenvolvimento de cor entre compostos,
logo maior absorvancia lida pelo espectrofotometro; outros produtos secundarios podem
reagir no complexo MA — TBA, dai a desighacdo de indice de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico; o aquecimento utilizado na metodologia de determinacdo pode
aumentar a quantidade de aldeidos formados e levar a formacdo de carbonilos
resultantes da interacdo entre malonaldeido e aminodcidos, pirimidinas ou proteinas, e
ainda acelerar a reagéo, tornando o valor de TBARS mais elevado (Osawa, et al. 2005).

Contudo tem sido sugerido que os valores de TBARS proporcionam excelentes
meios de avaliagdo do estado de oxidagdo de um sistema biolégico afetado pelas
condi¢cbes de armazenamento ou por variaveis de processamento (Gray & Monahan,
1992). Pikul et al (1989) refere que, os TBARS devem ser usados como sendo a melhor
metodologia para avaliar um grande nimero de amostras rapidamente e que o método de
TBARS por extracdo, € um bom método para estimar o conteddo em MA em amostras de

musculo.

No presente estudo verifica-se uma clara tendéncia de aumento dos valores de
TBARS para todas as situagfes estudadas desde das 0 horas até as 24 horas. No inicio,

verifica-se que o grupo de controlo sujeito a adi¢cdo de 6leo de girassol tem um valor de
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TBARS, apesar de nao significativo, ligeiramente superior aos restantes grupos em
andlise. Este facto pode estar relacionado com o 6leo de girassol adicionado que sujeito
a luz e oxigénio, tenha acrescentado produtos secundarios resultantes do processo de
oxidacdo aos filetes de sardinha. Inicialmente, ja se observam valores de TBARS um
pouco elevados (superiores a 2 mg malonaldeido/kg) em relacdo aos descritos por
Ozogul, et al. (2010, b), de 0,79 mg malonaldeido/kg, 0 que sugere que os filetes embora
frescos, ja se encontravam num estado avancado de oxidacao/deterioracdo que pode ter
sido provocada durante 0 manuseamento e armazenamento da sardinha apés captura,
através de reacdes autoliticas e por alguma atividade microbiana (Huss, H.H. 1997). De
um modo global os filetes ndo tratados com antioxidantes atingiram valores de TBARS
elevados ligeiramente mais rapido, o que demonstra que 0s antioxidantes exercem
alguma atividade sob o processo oxidativo, retardando-o. As 12 horas, os filetes tratados
com tocoferdis e rosmaninho demonstraram uma atividade antioxidante clara nesta fase.
No entanto, as 24 horas, o efeito conseguido anteriormente deixa de existir.
Demonstrando que, entre as 12 e as 24 horas os tocoferdis e o rosmaninho perderam a
capacidade de prevencao da oxidacao lipidica. Durante este periodo é ainda possivel que
exista atividade pré-oxidante por parte do antioxidante mix de tocoferdis com extrato de
rosmaninho adicionado. Na realidade os antioxidantes extraidos de plantas podem
mostrar atividade pré-oxidante em baixa concentracdo e atividade antioxidante em
concentracdes elevadas, embora também possam exercer atividade pro-oxidante em
concentracoes elevadas e atividade antioxidante em concentracdes baixas, a acao que
exerce depende de fatores externos como temperatura e tempo de armazenamento
(Moure et al. 2001). Por outro lado, quando se utilizou uma concentracdo superior de
tocoferdis, na auséncia de rosmaninho, existe um efeito de prevencéo claro as 24 horas,
facto que também é observavel pela diminuicdo da cinética da evolugdo da oxidagéo
lipidica associada a determinacdo dos TBARS. Os nossos resultados encontram-se, de
algum modo, de acordo como o demonstrado por Ozogul et al. (2010, b), que refere que
filetes de sardinha (Sardina pilchardus) refrigerados e embalados a vacuo, tiveram uma
prevencgdo na oxidacao lipidica na presenca de antioxidantes com extrato de rosmaninho.
Estes resultados foram demonstrados porque o valor de TBARS ndo aumentou
significativamente para os grupos tratados com antioxidantes, ao contrario do grupo de

controlo que aumento significativamente.

No estudo feito por Ozogul, et al. (2010, b), referido anteriormente, este consegui
demonstrar que os filetes de sardinha ap6s 20 dias de armazenamento a 4°C, ainda n&o

tinham ultrapassado o limite estabelecido como méaximo de consumo, de 8 mg
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malonaldeido/kg. No nosso estudo, este valor foi ultrapassado em 24 horas de
armazenamento a mesma temperatura. Este facto é justificado pela utilizacdo de
embalamento a vacuo pelo autor, privando a amostra de oxigénio. No caso do presente
estudo, os filetes estavam expostos ao ar e a luz, apenas utilizando a temperatura como
fator conservador, logo disponibilizando condi¢cbes para um processo oxidativo mais
acelerado.

4.2.2.2. Avaliagao instrumental da cor

Segundo Ganhéo, et al. (2010, b) a perda de intensidade na cor vermelha da
carne crua fresca esta associado ao armazenamento em baixas temperaturas, como
evidéncia de perda de qualidade ou indicio de deterioracdo. A mioglobina € uma proteina
globular muscular importante no armazenamento de oxigénio, contendo como grupo
prostético o grupo-heme, sendo um dos principais contribuintes para a cor do musculo,
dependendo dos seus derivados e da sua concentracdo. Como tal, a estabilidade da
mioglobina afeta a cor da carne (Yin & Faustman, 1993). A hemoglobina perde-se com o
manuseamento e armazenamento dos produtos, enquanto que a mioglobina é retida pela
estrutura muscular intracelular, por isso as alteracbes de cor séo resultado de reacdes
entre mioglobina com componentes musculares, como proteinas miofibrilares. A
manipulacdo e armazenamento do peixe induz alteracdes quimicas, bioquimicas e
microbioldgicas, ocorrendo por consequéncia, descoloracdo (Chaijana, et al. 2005). A
formacdo de metamioglobina esta correlacionada com oxidacdo de lipidos (Yin &
Faustman, 1993). A metamioglobina cruza ligacdbes com a miosina na presenca de
peréxidos de hidrogénio (Chaijana, et al. 2005).

Segundo Faustman et al. (2010), musculos que demonstrem maior estabilidade de
cor, caracterizam-se por terem menor consumo de oxigénio e por ocorrer menos

oxidacgdao lipidica.

No nosso estudo, ndo houve diferengas estatisticamente significativas ao longo
das 24 horas, para todos os grupos em analise para os parametros L*, a* e b* (resultados
nao apresentados). Estes resultados foram, de algum modo, surpreendentes, em
particular no parametro a*, onde seria esperado observar-se uma diminuicdo acentuada
ao longo do tempo, em particular no grupo sem antioxidantes. No entanto, a auséncia de
feitos pode estar relacionada com as lavagens a que os filetes foram sujeitos durante a
sua preparacao, retirando parte das proteinas com grupo heme. Na realidade em peixe
fresco, é frequente que as proteinas com grupo heme sejam removidas por lavagem dos

musculos, quando eviscerado e filetado. Esta lavagem leva a uma palidez e brancura da
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carne. No entanto, as proteinas heme tornam-se menos sollveis quando o peixe ja se
encontra em degradacdo (Chaijana, et al. 2005). Este autor reporta que alguns
pigmentos, especialmente mioglobina e hemoglobina foram removidos com ciclos de
lavagem com &gua destilada e solucao salina, causando uma perda de intensidade do

vermelho natural do musculo do peixe fresco.

Nos grupos de estudo, ndo seria de esperar diferencas muito acentuadas pelo
efeito dos antioxidantes sob os filetes de sardinha. Em relacido ao AL* observa-se uma
variacdo negativa para os filetes nao tratados (C1r), que significa que as amostras apés
24 horas estavam mais escuras que as amostras as 0 horas (HunterLab, 2008). Os
restantes grupos analisados apresentaram, variagcfes de AL* positivas, o que significa
gue as amostras ap0s 24 horas de armazenamento em refrigeracdo encontravam-se
mais brilhantes que as amostras iniciais. Este facto foi mais evidente para os filetes
tratados com tocoferois (FTr). Na variacdo dos valores de a* (Aa*) observa-se variacao
negativa para todos os grupos analisados, ao contrario do Ab* que se observa uma
variacdo positiva para todos os grupos. Segundo HunterLab (2008), um Aa* negativo
indica que as amostras apés as 24 horas de armazenamento estavam a perder os tons
vermelhos para adquirir tons esverdeados, e que Ab* positivos indica que as amostras
apos 24 horas de armazenamento estavam adquirir um tom mais amarelado que as
amostras as 0 horas. A tendéncia de perda da cor vermelha podera estar relacionada
com alguma oxidacdo de hemoglobina, e aumento de valores de b* por aumento de
coloracdo amarelada, como caracteristica do processo oxidativo. Em relagdo ao valor de
AL*, os resultados podem estar relacionados com a perda de humidade por deterioracéo
do masculo dos filetes, que se traduzird numa perda de brilho. Este facto é visivel no
grupo de controlo (C1r), o mais oxidado. Pelo contrario, o valor de AL* apresentou uma
diferenca mais positiva no grupo de estudo tratado com tocoferdis (FTr), o menos

oxidado.

De acordo com Francis e Clydesdale (1975), as modificacbes de cor medidas
instrumentalmente podem ser detetadas visualmente, quando os valores de AE* sado
superiores a 2. Assim as intensas alteracdes de cor registadas no presente estudo seriam
detetadas pelo consumidor e, provavelmente, interpretadas como deterioracdo da cor. A
variacdo total de cor apresentou valores detetaveis pelos consumidores para todos os
grupos estudados, sendo esta variagdo mais evidente nos grupos controlo (C1r) e no
grupo de filetes tratados com tocoferéis (FTr). Em relagdo ao grupo de controlo, esta de
acordo com o0 que se esperava, sendo este grupo o que sofreu mais oxidacdo e como tal,

mais alteracdes na superficie do filete. Mas o facto do grupo de estudo tratado com
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tocoferois (FTr) ter um valor de AE* elevado n&o esta diretamente correlacionado com o
processo de deterioragdo que sofreu, ja que este grupo que atingiu valores menos
elevados de TBARS. Este resultado pode estar de algum modo relacionado com a cor
intrinseca associada aos tocoferdis (ao antioxidante usado na sua forma comercial —mix
de tocoferais).

5.3. Avaliacdo da estabilidade oxidativa em filetes de sardinha
suplementados com tocoferdis na presenca e auséncia de extrato de Rosmaninho:

armazenados em congelacéo

5.3.1. Caracterizacao dos filetes de Sardinha

5.3.1.1. Caracteriza¢do quimica

A sardinha é uma espécie que varia bastante no seu teor lipidico ao longo do ano,
tendo teores minimos no inverno, na época da desova, e maximos entre a primavera e o0
verao (Zlatanos, S. e Laskaridis, K. 2007). O teor de gordura obtido do filete de sardinha,
2,65 + 0,81 g/100g de produto, esta aproximado com o teor obtido por Tokur, et al. (2006)
de 2,18 g/100g e encontra-se dentro dos intervalos de teores de gordura descritos por
Bandarra et al. (2004, b;1997,a) que indica entre 1,2 - 18,4 g/100g. Mas ndo se encontra
dentro dos intervalos descritos por Zlatanos, S. e Laskaridis, K. (2007) que refere um
intervalo entre 3,88 — 11,86 g/100g. Por outro lado, para o0 més de captura das sardinhas
deste estudo (Junho), Bandarra et al. (1997,a) reporta um teor de gordura de 8,3 g/100g
no ano de 1994, em Portugal, e Zlatanos, S. e Laskaridis, K. (2007) reporta de 11,47
g/100g no ano de 2005, na Grécia. Os teores obtidos por estes autores sao bastante
superiores ao obtido neste estudo no mesmo més do ano 2011. O que permite afirmar
gue a sardinha utilizada neste estudo estava magra, com um teor lipidico muito inferior ao
gue seria de esperar para a altura do ano, o0 que pode estar associado a um atraso no
desenvolvimento da sardinha por pouca disponibilidade de alimento, maturagdo sexual ou

0 meio aquatico ndo se encontrava favoravel ao desenvolvimento desta espécie.

O teor proteico é mais estavel que o teor lipidico e que o teor de humidade
(Nunes, et al. 2008). O teor proteico obtido a partir dos filetes de sardinha, 16,11 + 1,87
0/100g, é inferior aos teores citados por Martins et al. (2006), Bandarra et al. (2004, b) e
Garcia-Arias et al. (2003), de 18,4-18,9 g/100g, 17,9 - 20,8 g/100g e 20,7g/100g,
respetivamente. A humidade obtida dos filetes de sardinha, 78,20 + 2,64 g/100g, é
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superior a obtida por Martins et al. (2006), entre 63,4 - 68,9 g/100g, a obtida por Bandarra
et al. (2004, b), entre 70,7 - 77,2 g/100g, e a quantidade obtida por Garcia-Arias et al.
(2003) de 60,68 g/100g de produto. E natural que o teor de humidade obtido nos filetes
em estudo seja superior aos referidos por outros autores, porque em contrapartida as
suas amostras também eram mais favorecidas em teor lipidico, e quanto mais gordo
estiver o peixe menor o seu conteiddo em agua e vice-versa. Esta variacdo é mais
evidente em época de desova, em que ocorre um desgaste das reservas energéticas e
um aumento de agua nos tecidos (Nunes, et al. 2008). O teor de cinza obtido, 2,60 + 0,19
g/100g, também ¢é superior ao obtido por outros autores. Por exemplo, Martins et al.
(2006) e Bandarra et al. (2004, b) encontraram variagdes do teor de cinzas entre 1,6 - 1,7
g/100g e ja 1,3 - 1,5 g/100g, respetivamente. Pelo contrario, Garcia-Arias et al. (2003)

obteve um teor de cinzas superior, 3,26 g/100g de produto.
5.3.1.2. Perfil de acidos gordos

A quantidade e perfil de acidos gordos variam notavelmente de espécie para
espécie de pescado. No filete de sardinha, os SFA encontrados perfizeram 41% do total
de acidos gordos, sendo 0 mais abundante o &cido palmitico (31,2%), seguido do acido
miristico (6,7 %). Em relacdo aos MUFA, estes compbem 11,82% do total e sdo
constituidos maioritariamente por acido oleico (8,9%). Os PUFA perfazem um total de
47,16%, sendo compostos maioritariamente por acidos gordos da familia 6mega 3 (44,12
%), em especial o DHA (22,1%) e o EPA (16,1%). Os &cidos gordos com maior
percentagem no perfil de 4cidos gordos séo o acido palmitico (31,2%) e o DHA (22,1%),
este facto encontra-se de acordo com estudos realizados em sardinha por Zlatanos, S. e
Laskaridis, K. (2007) e por Garcia-Arias et al. (2003), mas em desacordo com o estudo
de Bandarra et al. (1997,a), que reporta que o EPA é o acido gordo maioritario, mesmo
em relacdo ao acido palmitico durante grande parte do ano. De acordo com a literatura os
PUFA, nesta espécie, estdo em percentagens superiores que os SFA (Zlatanos, S. e
Laskaridis, K. 2007; Garcia-Arias et al. 2003; Bandarra et al. 1997,a). Em todos os casos
reportados n&o existe uma diferenga muito acentuada entre SFA e PUFAS, com excecao
dos resultados obtidos no estudo de Bandarra et al. (1997,a), que demonstra uma
diferenca de quase o dobro da quantidade de PUFAs. A quantidade de PUFA
determinada pode ser resultado da influéncia de fatores genéticos e periodos de pesca,
tal como fatores intrinsecos ao proprio peixe e fatores nutricionais, que modifiguem a
composicdo quimica do peixe. E sugerido que nutricionalmente, uma dieta rica em
zooplancton e fitoplancton influencie dramaticamente a composicdo do perfil de acidos

gordos. Do mesmo modo, a atividade reprodutiva, a maturacdo sexual e ainda a
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temperatura do mar tém um papel preponderante no perfil de acidos gordos. Sendo os
PUFA, fundamentais para o bom funcionamento das membranas e das funcdes celulares
dos peixes, as temperaturas relativamente baixas no mar, favorecem a sintese destes
(Caponio et al. 2004). Os PUFA em particular o DHA e o EPA sofrem muitas variacoes
durante o ano, segundo Bandarra et al. (1997,a) no més de Abril foi observada uma
diminuicdo acentuada de DHA e um aumento, proporcional, de EPA. Este aumento de
EPA julga-se que seja resultado da dieta, e que a diminuicdo de DHA seja resultado do
seu importante papel nas membranas estruturais lipidicas. Caponio et al. (2004), do
Departamento de Salde e Seguranca social do Reino Unido, sugere que o ideal de
consumo da razéo total de PUFA com o total de SFA deve ser, no minimo, de 0,4, com o
proposito de diminuir risco de doencas cardiovasculares. Os filetes de sardinha em
estudo continham um racio total PUFA/total SFA de 1,2, sendo, deste modo, um alimento
de exceléncia nutricional se atentarmos o potencial quanto a diminuicdo do risco de
doencas cardiovasculares. Em relacéo as familias de acidos gordos do tipo 6megas, 0s
filetes apresentaram 6mega 3 em niveis 46 vezes mais elevados que a familia de 6mega
6. A razdo w6/w3 resultou em 0,02, uma razdo semelhante & descrita (0,04) por Garcia-
Arias et al. (2003) .

5.3.2. Estabilidade oxidativa

5.3.2.1. indice de Peroxidos

O indice de peroxidos (IP) foi determinado por um método espectrofotometro
baseado na capacidade dos per6xidos em oxidar o Fe? para Fe*, a pH baixo. O i&o
férrico forma um complexo com o laranja de xilenol, cuja concentracdo pode ser
determinada espectrofotometricamente. Esta reacdo de oxidagdo da-se muito
rapidamente, requerendo apenas uma pequena amostra e consegue-se determinar IP tdo
baixos como 0,1 meq O,/Kg. Sendo esta uma das vantagens deste método em relagéo

ao método por titulagcéo iodométrica (Wrolstad, et al. 2005).

Os peréxidos atribuem relativamente pouco cheiro, sabor e cor aos produtos
alimentares, mas podem-se degradar e originar os chamados produtos secundarios de
oxidacéo (Raharjo & Sofos, 1993). A sua determinacdo é limitada devido a estabilidade
dos seus compostos, mas sdo importantes para estudar o comportamento do processo
oxidativo. Pois pela sua formacdo consegue-se antever a formacdo de compostos
desfavoraveis ao produto alimentar, como 0s compostos secundarios. O teor de

peréxidos aumenta apenas quando a taxa de formacdo de peroxidos € superior a sua
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taxa de degradacdo. Quando a taxa de degradacdo dos peréxidos é tdo ou mais rapida
gue a taxa de formacdo, o indice de peroxidos ndo é um bom indicador de oxidacéo
lipidica. Em produtos onde o ferro é muito ativo a reparticdo de perdxidos é bastante
rapida (Wrolstad, et al. 2005). Segundo Wrolstad, et al. (2005) o tempo para atingir um
determinado valor de IP pode ser utilizado como indice de estabilidade oxidativa. O uso
de antioxidantes é frequentemente monitorizado assim, isto €, se demorar mais tempo a
atingir um determinado valo de IP, significa que o aditivo tem boa atividade antioxidante.
Por outro lado, um IP baixo representa um processo de oxidacdo no inicio ou um
processo de oxidacdo bastante avancado, porque um IP baixo, durante periodo de
armazenagem, pode ser resultado de uma elevada taxa de degradacéo de perdxidos em

produtos secundarios.

O valor inicial de IP foi de 0,66 + 0,19 meq O,/Kg. Entre os grupos de controlo C1
e C2 nado houve diferencas estatisticamente significativas, o que seria de esperar visto
que ambos ndo tinham adicdo de antioxidante, logo nada que pudesse retardar o
processo. Apenas poderia haver uma diferenca pela adicdo de 6leo de girassol, sendo
um composto lipidico, seria ainda mais suscetivel a oxidacdo, mas devido a sua
guantidade minima (0,010 ml) ndo teve impacto sobre o produto/processo oxidativo. O
grupo de controlo C1 aumentou o valor de IP do més 0 até ao més 2 e foi diminuindo do
més 2 até ao més 6. O grupo de controlo tratado com 6leo de girassol (C2), aumentou,
tendencialmente, o valor de IP do més 0 até ao més 4 e ocorreu uma diminuicdo do més
4 até ao més 6. Este facto esta de acordo com o esperado, isto €, primeiro houve uma
taxa de formacao, destes compostos, superior a taxa de degradacao e por fim, comecou
a haver uma taxa de degradacéo superior a taxa de formacéo de peréxidos indicando um
estado de oxidacdo mais avancado. Para além disso, os valores de IP com uma taxa de
degradacdo de peroxidos mais elevada que a taxa de formacdo, foram atingidos mais
depressa para o grupo de controlo C1 (2 meses) do que para o grupo de controlo C2 (4
meses). Tal facto sugere que o 6leo de girassol adicionado aos filetes de sardinha, em
vez de acelerar o processo de oxidagdo, serviu como uma protecdo a fatores externos
favoraveis ao processo de oxidagdo. Um comportamento de evolucdo de valores de IP
semelhante ao do grupo de controlo C2, observou-se nos grupos de estudo tratados com
tocoferdis (FT) e tratados com tocoferdis e rosmaninho (FTR). O grupo de estudo FT tem
um aumento de IP entre os meses 0 e 4, e uma diminuicdo de IP, entre 0s meses 4 e 6.
Por outro lado, no grupo de estudo FTR, apesar de se observar uma tendéncia, ndo
existem diferencas estatisticamente significativas ao longo do tempo. Apesar destas

observacdes, os grupos de estudo quando comparados com o grupo de controlo C2, n&o
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apresentaram diferencas estatisticamente significativas. O grupo de estudo FT atingiu o
valor maximo de IP, quando comparado com 0s outros grupos em analise, 2,25 + 0,37
meq O,/Kg. Mesmo néo existindo diferencgas significativas entre os grupos de controlo e
0s grupos de estudo comparados com os grupos de controlo, observam-se tendéncias
gque demonstram que houve um retardamento das fases de iniciacdo e propagacao do
processo oxidativo para os grupos de estudo FT e FTR. Segundo Ozogul, et al. (2010, b),
os valores de IP inferiores a 5 meq O,/Kg, podem ter dois significados: ou a gordura é
fresca ou os perdxidos degradam-se em produtos secundarios. Enquanto que os valores
de IP entre 5 e 10 meq O,/Kg, significam que o produto ja contém compostos de ranco.
Durante os 6 meses em que foram determinados valores de I[P, nunca foram
ultrapassados 3 meq O,/Kg, logo segundo os resultados de IP, inicialmente a gordura era
fresca e mais tarde, os compostos primarios degradaram-se em secundarios e ndo havia

compostos de ranco.

Num estudo realizado por Magsood, S. e Benjakul, S. (2009), de uso de
compostos fendlicos na estabilidade oxidativa em O6leo de peixe, armazenado em
refrigeracédo, também se observou o efeito retardante no processo oxidativo por atividade
dos antioxidantes na formacédo de IP. Segundo Selmi, et al. (2011), foi relatado que
100ppm de a-tocoferol € a concentragdo maxima para que este aditivo tenha atividade
antioxidante em 6leos de peixe, embora quando utilizado em concentracbes mais
elevadas exerca um efeito pré-oxidante. Porque os tocoferdis ou os seus radicais séo
capazes de sofrer reacdes laterais além dos radicais livres guelantes, e sendo por esta
via capazes de exercer efeitos pré-oxidantes. Tem sido relatado o envolvimento de
peroxidos de a-tocoferol formados da reacdo com um singleto de oxigénio, que gera

radicais livres que agem como pré-oxidante na oxidacdo de PUFAs (Selmi, et al. 2011).

Os resultados obtidos por Ozogul, et al. (2010, b), em filetes de sardinha (Sardina
aurita) embalada a vacuo com antioxidante com extrato de rosmaninho armazenados
congelacgéo séo diferentes dos resultados obtidos no presente estudo. Mas as conclusées
retiradas dos resultados em ambos os casos sdo semelhantes. No estudo referido foram
observadas diferencas significativas entre o controlo e os grupos de estudo, mas néo
existiram diferencas significativas entre os grupos tratados. Obteve um valor méximo de
12,98 meq O,/Kg para o controlo e nas suas amostras, ap6s um periodo de
armazenamento, também houve um decréscimo dos valores de IP, detetado no sexto
més de armazenamento. Concluiu deste modo que o antioxidante exercia atividade sob o

processo de oxidacao retardando-o.
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5.3.2.2. TBARS

Em pescado, quando € feito um corte visceral e o peixe é filetado, torna o peixe
mais vulneravel ao processo oxidativo, sendo este facto potenciado pelo contacto com
superficies compostas por ferro, por exemplo pelo aumento da formacdo de
malonaldeido. Amostras de gordura subcutdnea de cavala (Scomber scombrus)
armazenada em congelacdo durante dois meses, apresentaram valores de TBA oito
vezes superior que 0s seus musculos brancos e vermelhos, submetidos as mesmas
condicbes (Osawa, et al. 2005).

Ozogul, et al. (2010, a), afirma que o grau de degradacdo de lipidos no peixe
congelado é dependente das espécies de peixes e do tipo de musculo, escuro ou branco.
A oxidacéo lipidica prossegue na seguinte ordem decrescente: pele, musculo escuro e

musculo branco.

No presente estudo verifica-se que nos grupos de controlo C1 e C2, ocorre um
aumento de valores de TBARS do més 0 até ao més 4 e depois uma diminui¢cdo do més 4
até ao més 6. Nos filetes tratados com tocoferois e com tocoferdis mais rosmaninho néo
se observaram aumentos dos valores de TBARS, mas foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nos grupos de estudo (FT e FTR) quando comparados com
0s grupos de controlo. Demonstrando assim que ambos 0s antioxidantes exerceram
efeito antioxidante sob o processo oxidativo nos filetes de sardinha. Nos grupos de
controlo, entre os meses 4 e 6, ocorreu uma diminuicdo dos valores de TBARS, facto que
estara, provavelmente, associado a degradacédo dos compostos secundarios em produtos

terciarios ou uma diminuicdo de formacéo de malonaldeido.

Segundo Mendes et al. (2009), a reducdo dos niveis de malonaldeido, ap6s um
tempo de armazenamento estd relacionada com a interacdo entre o malonaldeido e
moléculas nucleofilicas do musculo do peixe, levando a formagéo de compostos terciarios
da oxidacdo. Mendes et al. (2009), formulou uma hipotese em que o aumento do
conteudo inicial de malonaldeido esta relacionado com um processo de oxidacdo a uma
taxa lenta, com umas quedas intermediarias resultantes da mesma taxa do processo de
oxidacéo lenta associada a um aumento da degradagdo do malonaldeido em produtos
terciarios. E por fim, um abrandamento da taxa de formac¢do de malonaldeido, havendo
um declinio novamente de valores de TBARS. Este autor (Mendes, et al. 2009), ainda
menciona que as elevadas taxas de formacdo de malonaldeido podem estar associadas
a uma maior libertagdo de ferro livre e outros pro-oxidantes do musculo do peixe, que se

degrada cada vez mais, quanto maior o tempo de armazenamento.
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Neste estudo, o valor de TBARS inicial foi de 1,61 + 0,26 mg malonaldeido/kg. E o
valor maximo atingido foi pelo grupo C2 ao més 4 de 8,17 + 1,09 mg malonaldeido/kg. No
entanto os grupos de estudo FT e FTR néo ultrapassaram 3,65 +* 0,63 mg
malonaldeido/kg, mantendo o grupo de estudo FTR os valores de TBARS sempre
inferiores a 2 mg malonaldeido/kg. Deste modo, verificou-se que os grupos controlo
ultrapassam o LMC e os grupos de estudo ficaram sempre muito abaixo dos valores de
indicado como LBQ. Isto significa que os filetes de sardinha dos grupos de estudo, ao
longo dos 6 meses de armazenamento em congelacdo, nunca deixaram de estar com

boa qualidade para o consumidor.

Ozogul, et al. (2010, b), no seu estudo em filetes de sardinha (Sardina aurita)
congelada embalada a vacuo com extrato de rosmaninho, obteve um valor inicial de
TBARS de 0,79 mg malonaldeido/kg. Durante 6 meses em congelacdo sempre houve
uma tendéncia para o aumento dos valores de TBARS, tendo aumentos mais acentuados
no grupo de controlo até 9,23 mg malonaldeido /kg. Este grupo de controlo teve
diferencas significativas com os grupos de estudo, que obtiveram valores que nao
passaram dos 2,79 mg MA/kg. Nos grupos de tratamento observou-se uma ligeira
diminuicdo dos valores de TBARS entre os meses 2 e 4. O autor julga resultar da
interacdo de malonaldeido com produtos de decomposi¢do das proteinas em produtos
terciarios, como ja outros autores referiram. Este autor conclui que as amostras de filetes
tratadas com antioxidante nunca indicaram ranco oxidativo durante todo o tempo de
armazenamento, com excecdo do controlo. Os resultados do presente estudo estdo de

acordo com os resultados deste autor.
5.3.2.3. Avaliacao instrumental da cor

A manipulacdo e armazenamento do peixe induzem alteragcbes quimicas,
bioguimicas e microbiolégicas, ocorrendo por consequéncia, descoloragdo. Como o caso
da descoloragdo que ocorre no atum, durante o armazenamento em congelacédo, por
formacdo de metamioglobina (Chaijana, et al. 2005). A formacdo de metamioglobina esta

correlacionada com oxidacéo de lipidos (Ganhéo, et al. 2010, b).

O valor de L*, a* e b* inicial foi de 40.09 + 0.94, 498 + 0.59 e 7.19 + 0.39,
respetivamente. Entre os grupos de controlo Cl1 e C2 ndo houve diferencas
estatisticamente significativas para os valores de L*, a* e b*. Isto indica que a adi¢édo de
Oleo de girassol, o veiculo para a adicdo dos antioxidantes, ndo produziu alteracdes de
cor nos filetes. Entre os grupos de estudo FT e FTR também ndo existem diferencas

estatisticamente significativas entre eles ao longo dos 6 meses de armazenamento, para
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os valores de L*, a* e b*. Também nao existem diferencgas significativas entre o grupo de
controlo C2 e os grupos de estudo para os valores de L*, a* e b*, com a excec¢do do
grupo de estudo FTR com o grupo de controlo C2, no valor de b* no més 2. Os resultados
esperados seriam uma estabilidade dos valores de L*, considerando que os filetes
deveriam ter uma luminosidade estavel, uma diminuicdo dos valores de a*, porque este
parametro € indicador de perda de qualidade e/ou deterioracdo resultante do processo de
oxidacao lipidica e um ligeiro aumento do valor de b* devido a alteracdo de um tom
vermelho do mdsculo para um tom péalido e amarelado como consequéncia da
deterioracdo e/ou perda de qualidade. A auséncia destas variacdes podera estar
associada ao manuseamento e as lavagens a que os filetes foram sujeitos, tal como foi

anteriormente explicado.

Em relagdo ao AL* observou-se uma variagdo negativa para o grupo controlo Cl1r,
gue significa que as amostras apdés 6 meses de armazenamento em congelacao estavam
mais escuras que as amostras ao més 0 (HunterLab, 2008). Os restantes grupos
analisados, obtiveram um AL* positivo, o que significa que as amostras apds 6 meses de
armazenamento em congelacdo encontravam-se mais brilhantes que as amostras
iniciais. Este facto foi mais marcado para as amostras do grupo de estudo FTR. No Aa*
observa-se variacdo negativa para todos o0s grupos analisados, com excec¢ao do grupo de
controlo C1. A variacdo negativa deste parametro indica que as amostras apds 0s 6
meses de armazenamento estavam, tendencialmente, a perder os tons vermelhos para
adquirir tons esverdeados, e a variacao positiva deste parametro indica que as amostras
apo6s 6 meses de armazenamento estavam a adquirir um tom mais vermelho que as
amostras iniciais. Em relacdo ao Ab*, observa-se uma variacdo positiva que foi
semelhante para todos os grupos. Segundo HunterLab (2008), um Ab* positivo indica que
as amostras apés 6 meses de armazenamento estavam adquirir um tom mais amarelado
que as amostras no més 0. Em relacdo ao valor de AL*, pressupde-se que 0s resultados
estejam relacionados com a perda de humidade por deterioragdo do musculo dos filetes,
logo perda de brilho, visualizando este facto no grupo de controlo C1, o mais oxidado, e

uma diferenca mais positiva no grupo de estudo FTR, o menos oxidado.

O AE* revelou uma variagao elevada da cor em todos os grupos, com excecao do
grupo (FT) que apresentou AE* inferior a 2, o que de acordo com Francis e Clydesdale
(1975), esta variacao total de cor ndo seria detetavel pelo consumidor. O facto do grupo
de estudo FTR ter um valor de AE* elevado ndo esta diretamente relacionado com o

processo de deterioracdo que sofreu, pois tendo em considerac&o que foi este grupo que
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atingiu valores menos elevados de TBARS, sugere que este valor esteja relacionado com
o elevado valor de AL*.

5.3.3. Andlise Sensorial Heddnica

Os consumidores denotaram uma preferéncia pela amostra representativa do
grupo de estudo FTR, seguida da amostra representativa do grupo de estudo FT e depois
da amostra representativa do grupo controlo C1. Esta ordem s6 nao foi verificada aos
dois meses, pois nesta ocasido foi escolhido em 2° lugar de preferéncia a amostra
representativa do grupo controlo C1 e a amostra representativa do grupo de estudo FT,
foi escolhida em 3° lugar. Nesta avaliacdo, aos dois meses, houve certas
davidas/dificuldade em discriminar diferencas na avaliacdo dos filetes de sardinha, o que
se demonstra pela proximidade de resultados. Esta proximidade de resultados, pode
estar associado a um processo oxidativo ndo muito avancado que ainda nao se refletiu
visualmente nas caracteristicas sensoriais do produto, o que faz com que as diferencas
entre os filetes ndo sejam acentuadas. Por esta razdo é provavel que a escolha feita
pelos consumidores foi feita pela avaliagdo de parametros como a forma do corte do
filete, a quantidade de espinhas ou se existiam manchas que possam estar presentes no
musculo do peixe. No quarto e sexto més a escolha é mais clara, provavelmente pelo
facto do processo oxidativo ser mais evidente na superficie dos filetes de peixe, sendo os
escolhidos como preferidos pelos consumidores, os filetes de sardinha menos afetados
pelo processo de deterioracdo/oxidacdo. Pela analise de correspondéncias em que se
avalia a similitude nas atitudes dos consumidores, neste caso das preferéncias, h4 uma
associacdo clara da escolha do 1° e 2° lugar com 0s grupos tratados com antioxidantes,
(FTR e FT respetivamente). Assim, os antioxidantes utilizados na preparacéo dos filetes
de sardinha, contribuiram para uma melhoria da qualidade sensorial e consequentemente

para a estabilidade oxidativa no final do armazenamento em congelacéo.
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Conclusao

O método por aspersao dos antioxidantes para adicdo destes aos filetes de
sardinha, revelou-se uma técnica eficiente, rapida, controlavel, rentavel e com o minimo

de percas possivel. E com potencial para ser uma técnica automatica.

As sardinhas utilizadas para elaborar filetes usados em ambas as experiéncias
(armazenamento em refrigeragdo e armazenamento em congelacdo) sdo do mesmo més
(Junho) de anos consecutivos (2011 e 2012), mas com uma enorme diferenca no préprio
contetdo lipidico (2,65 g¢/100g e 13,00 g/100g, respetivamente). O que pode ser
consequéncia de varios fatores como estado sexual da espécie, sexo, reproducao,
disponibilidade alimentar, temperatura da agua, salinidade e profundidade do mar (Nunes
e tal. 2008). O teor lipidico elevado, do lote utilizado para a experiéncia de
armazenamento em refrigeracdo, fez com que este fosse mais suscetivel a
deterioracao/processo oxidativo, que o lote utilizado na experiéncia de armazenamento
em congelagdo. O que é comprovado pelos valores de TBARS iniciais encontrados em
ambos os lotes. O lote de maior conteildo em gordura esta associado a formacao de mais

produtos secundarios formados.

Pelo perfil dos &cidos gordos, podemos concluir que os filetes de sardinha sdo um
produto que importa varios beneficios a saude de quem os consome, pela sua elevada

guantidade em acidos gordos polinsaturados.

Em ambas as experiéncias (armazenamento em refrigeracdo e armazenamento
em congelacdo) verificou-se inibicdo/retardamento sobre o processo oxidativo pela
atividade dos antioxidantes adicionados. Apesar de estatisticamente ndo existirem
diferencas entre os filetes tratados com tocoferdis na presenca e na auséncia de extrato
de rosmaninho, pela observagéo, tendencial, dos resultados das analises e pelo teste
hedonico de preferéncia dos consumidores, podemos concluir que o antioxidante de
tocoferdis e extrato de rosmaninho exerceu um efeito mais positivo sob a estabilidade
oxidativa dos filetes de sardinha, em relacdo ao antioxidante de tocoferdis. O que
demonstra que o extrato de rosmaninho amplia a atividade antioxidante aos tocoferdis,
pois embora a concentragcdo de tocoferdis seja menor que o antioxidante de tocoferois,
este exerceu o mesmo efeito. Para além de tudo isto, este antioxidante de tocoferdis com
extrato de rosmaninho é de baixo custo, pois para uma tonelada de filetes de sardinha

apenas custaria 43,51€ em antioxidante.

Nas andlises elaboradas, apenas nédo foi evidenciado o processo oxidativo na

avaliacdo instrumental de cor, onde seriam esperadas diferengas visiveis, principalmente,
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nos filetes de sardinha sem tratamento algum. Ocorreram algumas variacbes nos

parametros L*, a* e b*, mas n&o significativas.

Pela analise dos TBARS, os filetes de sardinha tratados com antioxidantes e
armazenados em congelagdo nunca deixaram de ter boa qualidade durante os 6 meses
de armazenamento. Os filetes de sardinha tratados com antioxidantes e armazenados em
refrigeracdo tornaram-se improprios para consumo humano apés 24 horas. O que,
certamente, esta relacionado com a auséncia de qualquer tipo de embalamento, sendo
apenas conservado pela temperatura baixa. A reforcar esta ideia, outros autores
verificaram que quando embalados a vacuo, os filetes de sardinha tratados com extrato
de rosmaninho e armazenados em refrigeracdo, poderiam durar até 20 dias (Ozogul, et
al. 2010, a).

O uso de antioxidantes naturais € uma solugéo pouco dispendiosa, que permite o
aproveitamento total de produtos com menores desperdicios de produtos de pesca, com
grande necessidade de escoamento, como um produto tdo farto como a sardinha no
mercado nacional. Em simultdneo, satisfaz as necessidades dos consumidores,
disponibilizando estes produtos durante todo o ano, em boas condi¢cdes de consumo. E

ainda permite a elaboracao de produtos pré-cozinhados, transformados e filetados.

Perspetivas futuras

Para entender melhor o efeito dos antioxidantes sobre os filetes de sardinha e
para fortificar as conclusfes tiradas deste estudo, fard sentido efetuar um estudo
microbiol6gico e uma avaliagdo na oxidacdo proteica, em especial, a oxidacdo da

mioglobina.

Neste estudo e em outros anteriormente referidos, verificou-se
inibicdo/retardamento sobre o0 processo oxidativo pela atividade dos antioxidantes
adicionados. O antioxidante vitamina E com extrato de rosmaninho exerceu um efeito
mais positivo sob a estabilidade oxidativa dos filetes de sardinha, em relagdo a adigéo
apenas de tocoferbis. O que demonstra que o extrato de rosmaninho tem atividade
antioxidante efetiva, potenciando o efeito obtido pelos tocofer6is. Como tal, seria
interessante analisar o efeito antioxidante do extrato de rosmaninho em diferentes
concentracdes, usado isoladamente e acoplado a diferentes concentracdes de tocoferois.

Por outro lado, também seria relevante, através de uma andlise sensorial, avaliar a
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aceitacdo de extrato de rosmaninho ao paladar dos filetes de sardinha, por parte dos
consumidores.

Além de experimentar diferentes concentracdes de antioxidantes adicionados aos
filetes de sardinha, também sera pertinente experimentar varias formas de embalamento,

como embalamento a vacuo, atmosfera controlada ou atmosfera modificada.

Também seria interessante, no futuro, adicionar outras especiarias com atividade
antioxidante, utilizando-as como um tempero completo (sem necessidade de outros
condimentos) para os filetes de sardinha, entre outros produtos semelhantes, elaborando
um produto pré-cozinhado, com apenas necessidade de tratamento térmico, e que se
conserve por mais tempo a baixas temperaturas. O efeito de antioxidantes em outras
espécies de peixe, tal como, a utilizacdo de outras técnicas de conservacao seria outras

das variaveis a utilizar em estudos futuros.
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