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Resumo

Toneladas de pescado sdo desperdicadas diariaapraado do processamento
do peixe e o hamburguer de pata-roxa foi deserdmlpara reaproveitar esse pescado
subvalorizado e para ser uma fonte nutricional Boa antioxidantes. No presente
trabalho, pretendeu-se comprovar o potencial aididore antes e apds o tratamento
térmico do hamburguer de pata-roxa, e 0 potendiatiogico e antiproliferativo sobre
um modelo celular do cancro da mama (MCF-7). Foibiam observada a estabilidade
do hamburguer de pata-roxa embalado a vacuo geeddo.

A extracdo dos compostos fitoquimicos foi realizedim solventes de polaridade
distinta (dgua, metanol e diclorometano) e conrelifees duragbes do processo (12h e
24h). O tratamento térmico aplicado foi vinte mosua 180°C. O potencial antioxidante
foi avaliado pela capacidade de reducdo do radiead 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH) e pela capacidade de reducdo de radicacxigénio (ORAC), e através da
quantificacdo total de polifendis (QTP) pelo métode Folin-Ciocalteu (FC). O
potencial citotéxico e antiproliferativo foi avalia na linha celular MCF-7, cujos
resultados foram revelados por ensaios espectroéitwos (método do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MT)) e fluorimétricos (método de
acetoxi-metil éster de calceina (calceina-AM)).stabilidade do hamburguer de pata-
roxa em vacuo e refrigerado foi avaliada atravésedtudo microbioldégico com
metodologias de referéncia (contagens de “totaispredutores de sulfureto de
hidrogénio (HS) aerdbios e anaerdbios, esporosGlestridium sulfitos-redutores,
enterobactériagzscherichia colie pesquisa d8almonellaspp.),da determinacdo do
indice de acido tiobarbiturico (TBA) e da avaliagiocor do hamburguer pelo sistema
CIE-L*a*b*.

Os ensaios de DPPH e ORAC comprovaram a atividatiexalante do extrato
de hambulrguer de pata-roxa (metanol, 12h) com 798%reducdo do DPPH e
8603,01umol ET/100g para amostras sem tratamentoct® e 87,4% de reducdo do
DPPH e 2567,27umol ET/100g para amostras com teamt@mmtérmico. Quanto ao
conteudo fendlico, os extratos (metanol, 12h) wraeh 17,13mg EAG/100g do
hamburguer cru e 31,81lmg EAG/100g do hamburgueinicado. A extracdo de 24
horas ndo aumentou a quantidade de compostos ifitaps presentes no extrato. O
hamburguer apenas revelou ainda um potencial gitmtan vitro relevante na linha
celular MCF-7 (1mg/mL, 24h).
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Resumo

Apesar do abuso observado na temperatura de arameato em refrigeracao
(temperatura média de 10,3°C), o hamburguer derpatacru, quando submetido ao
embalamento a vacuo, apresentou um aumento nalpetéovida util de prateleira de 4
dias relativamente a pata-roxa. Foi detetada aepgasde esporos delostridium
sulfito-redutores e 1,0x10fc E. coli por 1g de hamburguer de pata-roxa. Ndo foi
detetada a presenca 8almonellaspp. O indice de TBA manteve-se estavel, mas o
hamburguer de pata-roxa sofreu uma perda na viadei{Gy) e na tonalidade £ da
cor ao fim de 6 dias em refrigeracgéo.

E necesséario continuar o estudo para melhorar o muoduto alimentar
funcional, mas o presente trabalho permitiu condjuie o hamburguer de pata-roxa
reune as condi¢cdes para ter um elevado potenciédxamlante, apresentar maior
estabilidade em armazenamento e, em simultanedstitwdn uma solugdo para o

desperdicio de pescado.

Palavras-chave: Pata-roxa; ORAC; MCF-7; Tempo d#ga\itil de Prateleira; Cor;
indice de TBA.
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Abstract

Tons of fish are rejected daily, not only on bodrdt also on shore during the
industrial processing. In an attempt to reuse higkclish and to provide a rich nutrition
source of antioxidant compounds, the small spattgdhark burger was developed. In
the present work, the antioxidant potential wasiaeined for raw and cooked small
spotted catshark burgers. The cytotoxicity and paoliferative potentials were also
verified in a breast cancer cell line (MCF-7). l@ndracuum small spotted catshark
burger’s shelf life was evaluated.

Solvents with different polarities (water, metharasld dichloromethane) and
different extraction times (12h and 24h) were useextract phytochemical compounds
from raw and cooked small spotted catshark burgkee heat treatment consisted in
twenty minutes at 180°C. The antioxidant potentvak evaluated by scavenging of
DPPH free radical assay, oxygen radical antioxidapacity assay (ORAC) and total
polyphenol content quantification by Folin-Ciocaltenethod. The cytotoxicity and
antiproliferative potential results were obtainduotigh 3-[4.5-dimethylthiazol-2-yl]-
2.5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) and calcéimM methods, respectively. The
food quality and safety of refrigerated under vanwsmall spotted catshark burger was
evaluated through a microbiological study with refeee methodologies, thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) assay, and cdianging by the CIE-L*a*b*
system.

Methanolic extract (12h) of raw small-spotted cat&hburger has 79.5% of
capacity to reduce DPPH activity and 8603.01umallBUg while methanolic extract
(12h) of cooked burgers has 87.4% of capacity tduce DPPH activity and
2567.27umol ET/100g of antiradical activity. Redagd phenolic content, it was
detected 17,13mg GAE/100g and 31.81mg GAE/100grdwr and cooked burgers
extracts (methanol, 12h), respectively. The 24-hextractions didn’t increase the
amount of extracted phytochemicals compounds. Meltia extracts of raw and
cooked burgers at 1mg/mL were only able to havelavantin vitrio cytotoxicity
potential on MCF-7 line cell.

Even with a temperature abuse (average temperafui®.3°C) under vacuum
storage, raw small-spotted catshark burger predeote extra days of shelf life than
small-spotted catshark. It was detected sulphdlegimg Clostridium spores and

1,0x1CGufc E. coli per gramme of burgeSalmonellaspp. was not detected. TBARS
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Abstract

values didn’t vary significantly while the orangkatacteristic burger’ color changed
because of loss of vivacity §6and hue (k) during the vacuum storage.

It's necessary to keep researching to improverteig functional fish product, but
the present work has showed that the small-spattgshark burger has a relevant
antioxidant potential, a longer stability duringorstge and at the same time it's a
solution for the waste of fish.

Keywords: Small-spotted catshark; ORAC; DPPH; MCISfielf-life; Color; TBARS.
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XXXI



Abreviaturas e Simbolos

HO Hidréxilo

ISO International Organization for Standardization
KCI Cloreto de potassio

KH2POy Fosfato monopotassico

KIA Kligler Iron Agar

max Maximo

MCF-7 Michigan Cancer Foundation-7
MDA Malondialdeido

MEM Modified Eagle Medium

mg Miligramas

MgCl, Cloreto de magnésio

MgSOQy Sulfato de magneésio

min Minimo

mL Mililitros

mM Milimolar

MRD Maximun Recovery Diluent
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetraza
N2 Azoto

NA Nutrient Agar

NaeHPQy Fosfato de sédio dibasico
NaSO; Sulfito de sodio

NacCl Cloreto de sédio

nm Nanometros

NO’ Monoxido de azoto

NO; Dioxido de azoto

NP Norma portuguesa

07} Oxigénio

02" Superodxido

°C Graus Celcius

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity
p Nivel de significancia

rad Radianos

RH Acidos gorods polinsaturados
RNS Reactive Nitrogen Species
ROCO Peroxilo

ROOH Hidroperoxidos lipidicos

ROS Reactive Oxygen Species
RPMI Roswell Park Memorial Institute
RVS Rappaport Vassiliadis Soja

SE Salmonella Express

SEM Erro-padrédo da média

SMID Salmonella Detection and Identification

XXXii



Abreviaturas e Simbolos

SPS

Spp
TBA
TBX
ufc
XLD

AE

Sulfite Polymyxin Sulfadiazine
Espécies indefinidas
Acido tiobarbiturico
Tryptone Bile X-glucuronide
Unidades formadoras de colonias
Xylose lysine deoxycholate agar
Alfa

Beta
Diferenca total da cor

XXXiii



XXXIV



Introducao






Introducdo

O pescado € um alimento com um teor nutricionalagle, sendo rico em proteinas, em
vitaminas e uma fonte importante de &cidos gordmaturados, que nao podem ser
sintetizados pelo organismo humano. Como tal, deseha um papel fundamental na
alimentacéo e prevencao de doencas (Ababouch, R0&a&ntanto, o pescado subvalorizado
€ desperdicado diariamente em grandes quantidpdegspdo o mundo (INE, 2012). Este
facto aliado ao conhecimento de que uma nutric@dile@da ajuda a prevenir o surgimento
de doencas, incluindo o cancro, impulsionou o deseimento de um produto alimentar a
base de pescado subvalorizado desperdicado conediegtes de acdo antioxidante
comprovada que podem intervir na saude do consureit@ periodo de tempo de vida util
de prateleira de um produto alimentar (Donalds6042

1.1. Desperdicio e subavalorizacao de pescado

Todos os anos, milhares de toneladas de pescadiesperdicadas em todo o mundo
(INE, 2012). No Atlantico e no Mediterraneo, em 20& excesso de pesca, relativamente a
necessidade local, atingiu valores na ordem dos 39%8% de pesca excessiva,
respetivamente (Vulperhorst al, 2013). Em Portugal Continental, foram rejeitaeiasterra
341 toneladas de pescado s6 em 2011. Deste despeiditoneladas deveram-se a atividade
da inspecdo sanitaria e as restantes 326 tonetameram devido a impossibilidade de
comercializacdo do produto pescado, sendo 43 eeleorrespondentes a pescado rejeitado
no porto de Peniche (INE, 2012).

O desperdicio de pescado verificado a nivel mundalos os anos, encontra-se
associado (i) ao interesse de capturar somente plealto valor comercial, (ii) a captura e
manuseamento deficientes que depreciam fisicamermiescado, diminuindo o seu valor
comercial, (iii) ao facto de néo existir mercadaapaertas espécies que sao capturadas
durante o arrasto, e (iv) a captura de pescaddatkeie/ou comprimento cuja venda é ilegal
(Ababouch, 2005b; OCEANA, 2011; Vulperhorst al, 2013; Keledjian, 2014). Para o
combater, foram propostas varias op¢des para wadoidzacdo, nomeadamente i) a producéo
de Oleo de peixe e refeicbes a base de pescadb.eklracdo de potenciais compostos de
interesse para as areas como a farmacéutica engtows, € iii) a suplementacdo de produtos
alimentares quer por aplicacéo direta, quer atrdagwoducao de polpa de peixe (Patal,
2014).
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1.1.1.Pata-roxa (Scyliorhinus canicula)

A pata-roxa € uma espécie de tubardo frequenteamdviediterraneo e a nordeste no
oceano Atlantico desde Portugal até a Noruegayimid a costa britanica (Trust, 2011).
Trata-se de um exemplo de pescado com valor coamhenciito baixo (DGRM, 2014), sendo
considerada uma praga pelos pescadores (Trust).200fhparativamente com a sardinha
(13,6% de teor maximo de lipidos no Verdo), a pata- € um peixe mais magro, mesmo na
época da Primavera (2.7% de teor lipidico), quaredo mais alimento disponivel (Garcia-
Morenoet al.,2013).

Uma percentagem superior a 80% da captura é ddaoao mar (Carbonebt al,
2002; Rodriguez-Cabellet al, 2005) e € uma espécie categorizada como estanaalé
perigo de extingdo (Trust, 2014). Em terra, a ¢c&eipode variar entre os 15% a 60%,
dependendo da espécie-alvo das frotas portugudsmafdeset al, 2008). Quando
descarregada nas lotas, é frequentemente apravetiato isco (Trust, 2009) ou para
produzir 6leo de peixe (Garcia-Morert al., 2013), mas € muito pouco procurada para
consumo (Trust, 2009). Tendo uma taxa de sobresi@&uperior a 90% quando devolvida
ao mar, a pata-roxa pode torna-se uma espécieuazsta (Revillet al, 2005). A pesca
excessiva tem vindo a empobrecer a populacdo gesies com grande valor comercial,
permitindo que outras espécies proliferem (como aapdta-roxa), desequilibrando os
ecossistemas marinhos. Indiretamente revela a tArpma de valorizar espécies de baixo
valor comercial para ndo sobrecarregar aquelagapidamente ficam em vias de extingao

devido a grande procura que se verifica nos pdisssnvolvidos (Molfeset al, 2014).

1.2. A dieta como fator de risco de doenca

Apesar do pescado ser uma fonte nutricional deadievmportancia (Ababouch,
2005b), milhares sdo os individuos que ndo o coesbor que seguem uma alimentagéo
inapropriada, correndo o risco de malnutricdo eafdgrairem doencas graves. A obesidade &
um exemplo de um fator de risco que pode despatetéws tipos de cancro (homeadamente,
cancro na mama, no esoéfago, na tiroide ou nos N@3; 2012), doengas cardiovasculares,
acidentes vasculares cerebrais (AVC) ou diabetd&(? 2011). A probabilidade de contrair
cancro aumenta mais de 30% quando ndo existe umanéhcado equilibrada (Béliveau e
Gingras, 2006), sendo 14% associados a falta tesfeivegetais (WHO, 2009). O consumo

excessivo de gordura, agucares e de produtos de, cpre caracteriza a dieta da maioria dos
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paises desenvolvidos, esta diretamente relacionado o niamero crescente de casos de
cancro na Europa e na América (Katyal, 2004; ACS, 2010; ACS, 2012, ACS, 2014).

1.2.1.0 cancro

O cancro € uma condicdo patologica caracterizaldappeliferacéo celular excessiva e
pela inducéo insuficiente do mecanismo de mortdareprogramada (apoptose) (Kuebal,
2012). A populacéo idosa tem maior probabilidadeatdrair esta doenca (77% acima dos 55
anos) (ACS, 2012; Steliarova-Fouchar al, 2012), mas a incidéncia desta doenga sobre
criancas e adolescentes tem vindo a aumentar plor @0 mundo (ACS, 2014; Cancer
Research UK, 2014; Sieget al, 2014).

No caso especifico de Portugal, trata-se de umpridaipais causas de morte, tendo
sido estimados cerca de 492 mil casos novos deccar®41 mil mortes associadas para 2012
(Ferlayet al, 2013b). As mulheres sdo mais afectadas pelo @alacmama (60,9 mil casos
novos e 15,7 mil mortes estimados para 2012) atgstino (29,2 mil casos novos e 15,6 mil
mortes estimados para 2012). Os homens sdo maasl@depelo cancro do intestino (42,1 mil
casos novos e 22,4 mil mortes estimados para 26a3);0stata (66,2 mil casos novos e 15,8
mil mortes estimados para 2012), do pulméo (32,lL amsos novos e 26,4 mil mortes
estimados para 2012) e do estdmago (18,3 mil gamaoss e 13,9 mil mortes estimados para
2012) (La Vecchieet al, 2010; Pereirat al, 2012; Ferlayet al, 2013b). E uma doenca
dispendiosa, quer a nivel pessoal, quer a nivebmalc Para além de acarretar elevados
custos associados para o sistema de saude (43emiledeuros, em 2009), também afeta a
produtividade do trabalho nacional (perdas de 9BGes de euros devido a doenca e mais de
1 bilido de euros devido a morte prematura, em PO@S despesas de amigos e familiares em
cuidados prestados (uma estimativa de 268 milhéesicbs, em 2009) (Luengo-Fernandez
al., 2013).

Infelizmente, o nUmero de novos casos de cancrom@ira tendéncia para parar de
aumentar. Foram previstos 14 milhées de novos gaspsodo o mundo para 2014 e foi
estimado que, em 2034, haverd um aumento de 36e48asbs de cancro (Stewart e Wild,
2014). A populacéo portuguesa pode vir a sofreraumento de 22,9% de novos casos até
2035 (Ferlayet al, 2013a).
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1.3. Stress oxidativo

Quer se aborde o cancro, doencas inflamatoriasoengas cardiovasculares, estas e
outras doencgas possuem em comum o facgirdesoxidativo ter um papel crucial para o seu
desenvolvimento (Lobet al, 2010). Ostressoxidativo é o resultado da producao excessiva
de espécies reativas de oxigéniRedéctive Oxygen SpeciesROS) e de azotoRfactive
Nitrogen Species RNS) presentes no meio intracelular (Krysten al., 2010), e da
deficiéncia no sistema de defesa antioxidante kiegar e Kanthimathi, 2012; Pinchekal,
2012). Alguns exemplos de ROS sé&o o peroxido deogpéhio (HO2), 0 oxigénio singleto
(*0y) e os radicais livres superdxido{Q hidroperodxilo (HO) e peroxilo (ROQ; exemplos
de RNS sao os radicais livres monoéxido de azotoH© dioxido de azoto (NQ (Ternay e
Sorokin, 1997).

Ambas as circunstancias, excesso de ROS e déficantiexidantes, podem ser
impulsionadas por fatores como uma alimentacaacimuialmente pobre, a poluicdo do ar,
contacto com quimicos, alcoolismo, radiagdo, eotrgos (Loboet al., 2010). Os ROS
reagem com uma grande variedade de constituintetames, nomeadamente com (i) as
proteinas através de reacdes de oxidacao; (iijdo @esoxirribonucleico (ADN), provocando
mutacdes que activam oncogenes e/ou que inactivprassores de tumores; e (iii) os lipidos
através da peroxidacgédo lipidica (Forkiekal, 2010; El-barbaryet al, 2011; Kunoet al,
2012).

A peroxidacao lipidica pode ter origem enzimatgaando radicais lipidicos (Rsao
formados pela acdo de determinadas enzimas, agiggmases, sobre acidos gordos
insaturados livres; ou pode ter inicio quando a@carreacdo de Fenton, isto é, quando uma
molécula HO, oxida um ido F& dando origem a radicais QHh iGes F& e a uma molécula
hidréxido (OH). A etapa de iniciagdo da peroxidaljpmica ocorre quando os radicais OH
formados reagem preferencialmente com os acidasogquolinsaturados (RH), originando
moléculas de agua e radicais Rstes radicais ‘Reagirdo com moléculas de oxigénia)O
formando radicais peroxilo lipidicos (RQOPor sua vez, os radicais RO€io reagir com
outros acidos gordos polinsaturados, produzindos maidicais R e moléculas de
hidroperéxido lipidico (ROOH). O processo propageta enquanto radicai$ RRagirem com
0., e apenas terminara quando dois radicais comecareeagir entre si. As moléculas
ROOH sé&o o primeiro produto da peroxidacgéo lipidjua, ao reagirem com i6es metalicos,
originardo diferentes dialdeidos (produtos secuaslarincluindo o malondialdeido (MDA),

que sdo mutagénicos e carcinogénicos (Repetto,).2B81Reroxidacéo lipidica encontra-se,



Introducdo

por isso, associada ao desenvolvimento de dived@sncas, tais como doencas
cardiovasculares e cancro (Niki, 2012; Pinckbukl, 2012). Por outro lado, a nivel alimentar,
a peroxidacao lipidica também esta associada &&edio periodo de vida util de produtos
alimentares (Pinchudt al, 2012).

1.4. A importancia dos compostos antioxidantes

A condicao destressoxidativo pode ser prevenida ou retardada por cstogs com
acdo antioxidante, nomeadamente através da suaidage antiradical. Comummente, os
antioxidantes exdgenos sao considerados como geaisgompostos fitoquimicos -
provenientes de frutas, vegetais, sementes ousrgize estdo associados a diminuicdo do
risco de contrair diversas doencas cronicas (LQ0Q42 — que, a baixas concentragles,
previnem ou retardam a acao de radicais livresesighidos, proteinas e ADN (Becker al,
2004; Ratnamet al., 2006). Segundo as regulamentacdes de aditivos ratnes, os
antioxidantes sdo substancias que prolongam o tempala Gtil de prateleira de um produto
alimentar ao retardar a oxidacao lipidica (Pincktlal, 2012; Venskutonis, 2014). Como
estas definicdbes sdo generalizadas e os compagigsimicos sdo de natureza variada,
aqueles com atividade antioxidante ndo podem serporados num grupo ou atribuidos a
um mecanismo de acdo especificos (Venskutonis,)201da alimentacdo equilibrada
proporciona doses diarias deste tipo de compogtes permitem combater o aparecimento

de diversas doencas, incluindo o cancro (Donald&@®y; Venskutonis, 2014).

1.4.1.Alimentos com potencial antioxidante, anticanceriggo e

antibacteriano

Ao longo dos ultimos anos, foram varios os estudestificos que analisaram a
capacidade antioxidante de varios legumes e es@e;icluindo o alho (Det al, 2009;
Tsai et al, 2012), a cebola (Nuutilat al, 2003; Leeet al, 2011; Siddiget al, 2013), o
tomate (Elbadrawy e Sello, 2011; Abreu e Barce?042), o acafrédo-das-indias (Ak e Gulgin,
2008; Karamiet al, 2011; Abbasiet al, 2012), a pimenta preta (Singh e Duggal, 2009;
Ahmadet al, 2012) e as sementes de linhaca (Yeing, 2012; Eilatiet al, 2013).

Para além deste potencial antioxidante, comproeougualmente o potencial
anticancerigeno de alguns dos seus compostos, pomexemplo, o dissulfureto de dialilo,

presente no alho e na cebola (Roletral, 2001; Kris-Ethersort al, 2002); a quercetina,

7
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que se encontra no alho, na cebola, no acafraindas e no tomate (Kris-Ethersen al,
2002; Bhagwatet al, 2013); o licopeno, presente no tomate (Kris-Eberet al, 2002;
Palozzaet al, 2011); o canferol, que pode ser encontrado nalaebno tomate (Calderdn-
Montafio et al, 2011; Chen e Chen, 2013); a curcumina, existantecafrao-das-indias
(Kaefer, 2008; Lin e Lin, 2008; Ravindraet al, 2009; Yanget al, 2012); as lignanas,
presentes nas sementes de linhaca (Cor@eied, 2009; Daviset al, 2010; Shimet al,
2014); a apigenina, existente na cebola (Dave, 2010); e o acida-linoleico (acido gordo
polinsaturado - 6mega-3) (Hardman, 2002) que estaepte nas sementes e no o6leo de
linhaca (Harperet al, 2006). O potencial anticancerigeno destes coropasside na sua
capacidade para atuar sobre as diferentes faseamno, nomeadamente na iniciacdo, na
proliferacdo e na metastase, quando o cancro coegegpagar-se pelo resto do organismo.
Também podem atuar sobre o processo de angiogésise, atuam sobre a formacgédo de
vasos sanguineos que aumenta a disponibilidadeutiientes e oxigénio nas células
cancerigenas (Davét al, 2010).

Adicionalmente, sabe-se que as especiarias (Traaal 2009) e vegetais (Det al.,
2009) sao tradicionalmente adicionados a diferetipes de alimentos, incluindo o pescado,
ndo sé para apurar as caracteristicas sensoriais, também para inibir o crescimento
microbiano responsavel pela degradagcédo dessesnédisndoem como o desenvolvimento de
microrganismos patogeénicos (Tajkarigti al, 2010). A quercetina, o canferol, a apigenina
(Cushnie e Lamb, 2005) e a piperina (Reddyal., 2004) sdo exemplos de compostos

fitoquimicos com atividade antibacteriana.

1.4.2.Natureza de compostos fitoquimicos

Os compostos fitoquimicos encontram-se divididos eamias subclasses e o0s
compostos referidos no subcapitulo 1.4.1. estégeptes no grupo dos polifendis, alcaloides,
carotenoides, e compostos organossulfurados.

Os polifendis englobam os flavonoides e os namfiaides. Nos flavonoides estéo
incluidos os flavanonas, como a quercetina e oecalnfe as flavonas, como apigenina
(Tiwari et al, 2013). S&o os mais comuns das respetivas subgldssvendo muitos outros
compostos que sao derivados a partir destes (Matath2004). Curiosamente, o canferol &
capaz de aumentar a biodisponibilidade da curcunanampedir que este composto seja
expulso por proteinas de resisténcia nas célulasadoro da mama (Aat al, 2011). Nos
polifendis nao-flavonoides estédo incluidas as lgsa(Tiwariet al, 2013) e os acidos

hidroxicinamicos, onde esta incluida a curcumina,(R004; Harpeet al, 2006). Entre os 3
8
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a 5% de curcuminodides presentes no acafrdo-daasin@i0% a 70% correspondem a
curcumina (Esatbeyogkt al, 2012).

Na subclasse dos alcaloides esta incluida a paéWattanathorret al, 2008) que,
para além do seu potencial antioxidante e anticage® (Meghwal e Goswami, 2013),
também melhora a biodisponibilidade de varios catgmfitoquimicos, como do-caroteno
e da curcumina (Singh e Duggal, 2009). O estudtJpledhyayet al. (2013) revelou que
95,61% da pimenta preta € composta por piperina.

Os carotenoides tém vindo a atrair atencédo devsdsuas propriedades antioxidantes
(Liu, 2004; Mueller e Boehm, 2011), comopecaroteno (ricamente presente em frutas e
vegetais amarelados, como a linhacga) e o licopeoanfiente presente em frutas e vegetais
vermelhos, como o tomate) (Liu, 2004).

No caso dos compostos organossulfurados, que posqedo menos, uma ligacao
covalente entre um atomo de carbono e um atomax#re, encontra-se o dissulfureto de
dialilo, responsavel pelo odor carateristico do gFiwari et al, 2013).

Uma nutricdo natural e equilibrada proporciona doséarias suficientes destes
compostos fitoquimicos, contudo estes também pasEmadquiridos através de alimentos

especialmente enriquecidos com frutas, vegetapecarias (Venskutonis, 2014).

1.5. Alimentos funcionais

Os alimentos funcionais fornecem beneficios paéanatlla nutricdo basica devido a
presenca de compostos bioativos que estdo assecigwevencdo de doencas, como O
cancro, as doencas cardiovasculares, os diabatebesidade (Kraushik, 2010).

Estdo incluidos na categoria de alimentos funcgasaialimentos fortalecidos, como os
sumos de frutas com calcio, acido félico ou vitaamih adicionados que reduzem o risco de
osteoporose, osteomalacia, hipertensédo e malfoesagdtubo neural do feto; e os alimentos
melhorados, como o0s probioticos, que incluem sughos microbianos com efeitos
benéficos para o consumidor, nomeadamente no tatande alergias respiratorias, diarreia
e eczema (Pargtf al, 2012).

Para adicionar beneficios extra a um produto aliamgtem-se vindo a recorrer ao uso
de proteinas vegetais, fibras, plantas medicimaeciarias, microrganismos (Zhaetgal,
2010), e ao uso de produtos do mar, tais como ,afgi@soalgas, cartilagem de peixes, 6leo
de peixe, entre outros (Kadam e Prabhasankar, 28Eliyeau e Gingras (2006) sugerem
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usar a cebola, o alho, 0 acafrédo e a pimenta-poete ingredientes funcionais devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-carcinogénicaditarentes fases da doenca.

Como um alimento enriquecido com antioxidantes ssgr&a um impacto positivo na
saude em geral (Kraushik, 2010) e o aproveitamelatopescado desperdicado é uma
necessidade urgente (OCEANA, 2011), existe umatmpidiade para desenvolver produtos
alimentares que, ndo s6 poderdo diminuir o volumelesperdicio, como serdo uma fonte

importante a nivel nutricional (Elvevoll, 2004; Ret al, 2012).

1.6. Avaliacdo da capacidade antioxidante e dos efeito#otoxico
e antiproliferativo

Os antioxidantes beneficiam a saude ao (i) prevemrmacao de radicais livres, (ii)
neutralizar os radicais livres gerados pelo metaimal ou por fontes exdgenas (ou seja,
atuam durante etressoxidativo), (iii) reparar danos causados pelosceas livres (como a
reparacdo de ADN danificado), e (iv) aumentar aresqfio dos antioxidantes enzimaticos
(Bianchi e Antunes, 1999). Quanto a neutralizancead livres, 0s antioxidantes atuam
através da doacdo de um atomo de hidrogénio, prattuzim radical livre menos reativo
(Wright et al, 2001). E através desta capacidade antiradicabcquetencial antioxidante de
um alimento pode ser avaliado (Tirzitis e Bart@1,0).

Contudo, os compostos fitoquimicos ndo demonstrpemas atividade antioxidante,
estando bem documentadas as suas capacidadesitpara em diferentes fases do cancro
(Bennetet al, 2012). Por norma, recorre-se a dois ensaios @ef@rminar o potencial
anticancerigenm vitro de um produto alimentar, nomeadamente os testegodexicidade,
que permitem detetar a acdo toxica de compostosconjunto de tecidos especifico (Ekwall
et al, 1990), e os testes de proliferacéo celular goedpsempenhar um papel fundamental
no desenvolvimento de um cancro, permite avaliea@acidade antiproliferativa do produto
alimentar (Moriet al, 1999).

1.7. Avaliacao da deterioracdo e seguranca de alimentos

O periodo de vida util de prateleira de pescaderevatios de pescado depende das
alteracbes sensoriais, quimicas e bioquimicas queeszado sofre. Por sua vez, estas
alteracdes ocorrem devido a fatores como a espéctamanho, o estado fisioldgico, a
alimentacdo e as condi¢Bes (temperatura e poludedodguas), a populacdo microbiana

10
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presente, métodos de captura utilizados, e o teattorde conservacdo aplicado ao pescado
(Huss, 1995).

O controlo através de analises microbiologicasaéiqar recorrente para avaliar o estado
de deterioracdo do alimento provocada pela acdwsohiéma e a possivel presenca de
microrganismos patogénicos. A contagem de micrésgars aerobios e anaerobios viaveis é
um parametro microbiolégico que permite avaliar esigdo de vida util de um produto
alimentar embalado a vacuo. A contagem de micrasges indicadores de contaminacao
fecal (como aE. col) permite avaliar o estado higiénico do alimentoa g@esquisa de
microrganismos patogénicos avalia a seguranca miane(Huss, 1995). Entre os
microrganismos patogénicos associados ao pescadatesm-seClostridium botulinum, C.
perfringens, Vibrio cholerae, V. parahaemolyticdsgromonas hydrophilagntre outros.
Staphylococcus aureus, Salmoneagp eE. coliencontram-se entre 0s possiveis patogénicos
nao indigenas presentes no pescado (Huss, 1993).

As metodologias bioquimicas permitem relacionar@esl quantitativos com niveis de
deterioracdo alimentar aceitaveis de um produtmeadtar, evitando desse modo que a
avaliacdo seja feita por parametros qualitativosopmido pessoal (Huss, 1995). Uma das
metodologias usadas é a determinacdo do grau dieleanresultante da peroxidacao lipidica
do alimento.

A alteracéo da cor do alimento, por sua vez, pedawliada por uma analise sensorial
ou ser medida por um colorimetro, o que se tradumanleitura automatizada, mais precisa,

objetiva e ndo destrutiva da amostra (Wu e Sur3201

1.8. Objetivos

1.8.1.0bjetivos gerais

O hamburguer de pata-roxa € um produto alimentaerd®lvido com o intuito de
adicionar valor a pescado desperdicado e atualmembealorizado. O hamburguer é
composto por certos ingredientes (cebola, alhngapde tomate, acafrdo-das-indias, pimenta
preta e O0leo e sementes de linhaca) que foramoadidds ao pescado a fim de conferir
funcionalidade antioxidante ao produto alimentars @bjetivos do presente trabalho
consistem em avaliar o potencial antioxidante eenMas a estabilidade do produto em

armazenamento apos embalamento a vacuo.
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1.8.2.0bjetivos especificos

Relativamente ao novo produto alimentar, preterde-s

1. Avaliar o seu potencial antioxidante através dadsstda capacidade de reducao
de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e de radisale oxigénio@xygen Radical
Absorbance Capacity ORAC), e da quantificacdo total de polifendisTR)
pelo método de Folin-Ciocalteu (FC);

2. Avaliar o seu potencial antiproliferativo e citoiéx na linha celular do cancro
da mama MCF-7Michigan Cancer Foundaticid) pelos métodos de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio (MTT) ede Acetoxi-metil éster de
calceina (calceina-AM);

3. Avaliar o efeito do tratamento térmico do produlisnantar sobre o potencial
antioxidante, citotoxico e antiproliferativo;

4. Observar a estabilidade em armazenamento do haodsUme pata-roxa
embalado a vacuo atraves de:

a. Estudo microbiolégico, usando metodologias de éelfEn,
nomeadamente contagens de anaerdbios e aerObigssvifotais” e
produtores de sulfureto de hidrogénie® enterobactérias E.coli, e
pesquisa de esporos @ostridiumsulfito-redutores &almonellaspp;

b. Determinagdo do indice de &cido tiobarbitarico (JB%&lo método da
medicao de substancias reativas com TBA;

c. Avaliacdo da cor do produto alimentar pelo sistezobrimétrico da
Comisséo Internacional da lluminacd@oMmmission Internationale de
I'Eclairage - CIE-L*a*b).
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2.1. Confecédo do hamburguer de pata-roxa

A receita do hamburguer de pata-roxa incluiu osiiségs ingredientes: cebolAlljum
cepd, alho @llium sativun), acafrdo-das-indiasC(ircuma long® pimenta preta Riper
nigrum), polpa de tomatelLfycopersicon esculentymoéleo e sementes de linhadanm
usitatissimurjy bem como pescado subvalorizad®cyliorhinus caniculp Estes foram
adquiridos no supermercado Intermaché local, cooeg@o do Oleo de linhaca, que foi
encomendado a empreBeovida — Produtos NaturaisA pata-roxa e a cebola apenas foram
adquiridos no dia de preparacdo de hamburguerpatdeaoxa. Os ingredientes encontravam-
se em embalagens seladas e o pescado foi compadpede e visceras, e cortado as postas
O transporte dos ingredientes foi rapido (5 minatesarro do estabelecimento comercial ao
laborat6rio) e por isso mantidos a temperatura embi Apds chegada ao laboratério, os
ingredientes foram armazenados num local secosedre as respetivas embalagens foram
mantidas seladas até a preparacdo dos hamburgigepasa-roxa. O pescado foi mantido em
refrigeracao (inferior a 5°C) até ser usado nagreggdo dos hamburgueres.

Para a preparagdo das amostras-controlo, foranosismiente 50,10g de pata-roxa.
Os hamburgueres foram confecionados com 50,10@t@erpxa, 20,179 de cebola, 3,00g de
alho em po, 3,04g de acafrdo, 0,8g de pimenta,pt&td@7g de polpa de tomate, 3,58g de
sementes de linhag4,96g de 6leo de linhaga e 0,08g de sal para haguberes de peso final
de 100g. Esta receita foi adaptada do trabalha@es por Marinho e Norte (2012). Por sua
vez, este trabalho (projeto de final de licenceflraseou a receita nos estudos de Béliveau e
Gingras (2006), tendo introduzido modificacbesm fle melhorar algumas caracteristicas
sensoriais. As amostras preparadas foram embakdasscuo (BOXER 42, Henkelman,
Holanda) e posteriormente armazenadas numa ar88°€ {lsotemp®, Fisher Scientific,
Reino Unido) até serem analisadas.

Ao todo foram preparados trés lotes de amostras:

* Lote 1 (preparado a 30 de Outubro de 2013), parnoitestudo do potencial
antioxidante do hamburguer de pata-roxa;

* Lote 2 (preparado a 31 de Janeiro de 2013), permitestudo do efeito da
duracdo do processo de extracdo e do tratamentoctéisobre o potencial
antioxidante do hamburguer de pata-roxa,

» Lote 3 (preparado a 2 de Junho de 2014), permitstodo da estabilidade do

hamburguer de pata-roxa conservado em vacuo efageracao.
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Dependendo da quantidade de amostras necessésiaapaalizacdo dos ensaios a
realizar, a confecdo dos hamburgueres durou ertirea 46h desde a preparagdo dos

ingredientes ao armazenamento dos hamburgueregaleoxa.

2.1.2.Tratamento Térmico

Algumas amostras do lote 2 foram submetidas a @tanrento térmico de 180°C
durante vinte minutos num forno previamente aque(dV100EEP1, Foinox, Italia). Estas
condicbes foram aplicadas tendo em conta as redagées europeias (ECFF, 2006) para
reduzir a presenca de microrganismos patogénicasm muoduto alimentar tratado

termicamente.

2.2. Processo de extracao

As amostras submetidas ao processo de extracdm fpraviamente liofilizadas
(CollSafd™ Scanvac, Labogene, Dinamarca) num ciclo de dais @i-60°C. No processo de
extracdo, foram usados como solventes o metan@,3%9 ProLabo, VWR, Franca), o
metanol aquoso a 80% e a mistura metanol com didletano (4:1) (99,9 %, ProLabo,
VWR, Francga). Testaram-se também diferentes terdpasxtracdo, nomeadamente 12 e 24
horas.

O processo de extracao foi realizado com agitagistante, protegido da luz e a
temperatura ambiente (20 a 25°C). De seguida, geoese a filtragdo dos extratos
(porosidade 6-10um) (Qualitative Filter Paper, &ir Franca) e os solventes foram
evaporados num rotavapor (Laborotta 4000-efficietejdolph Instruments, Espanha) a
temperatura de 40°C. Os extratos secos foram didesl em dimetilsulfoxido (DMSO)
(99,9%, Sigma-Aldrich, Alemanha) a uma concentrdgéd de 100mg/mL e armazenados a
-20°C até a realizagdo dos ensaios.

2.3. Avaliacao da capacidade antioxidante

2.3.2.Reducao do radical livre DPPH

A reducéo do radical livre DPPH foi executada dipédp protocolo adaptado de Duan
et al. (2006). Numa placa de 96 pocos, foram colocad8g l@e solucéo stock 0,1M DPPH
(Sigma-Aldrich, Alemanha) previamente preparadae¢amol (96%, AGA, Portugal) e 2uL
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de DMSO para o controlo (n=8), ou 2uL de extratmpss ensaios (n=5). Os brancos dos
ensaios foram preparados com 198uL de etanol ed2pdxtrato (n=3). Incubou-se a placa no
escuro durante 30 minutos e mediu-se a absorvargl@nm no leitor de placas (Synergy H1
Hybrid Reader, Estados Unidos). A percentagem diacéo média final foi calculada usando

a seguinte férmula:

redugdo —

% —(1—@}100, (1)
AC

sendo)\e a absorvancia do extratbg a absorvancia do branco do extratdce absorvancia
do controlo. A reducdo média final foi expressapmrtentagem de reducdo final. O valor da
concentracdo de amostra necessaria para reduttvidade do radical livre em 50% (k6
expresso em microgramas por mililitro, foi calcugshra os extratos com uma atividade de
reducdo de DPPH superior a 50%. Foi determinada\ea sigmoidal com concentracdes de
1; 0,3; 0,1; 0,03 e 0,01 mg extrato/mL (n=4), reendo acsoftwareGraphPad Prisfi5.01,

como aconselhado por Chen e Froldi (2013).

2.3.3.Quantificacédo total de polifenois

A QTP foi avaliada pelo método FC adaptado a pdditrabalho realizado por Yet

al. (2002). Numa placa de 96 pocos, foram adiciondd@iL de agua destilada e 2uL de
extrato para realizar os ensaios (n=4), e 168ulagiea destilada e 2uL de extrato para
realizar os respetivos brancos (n=3). Aos pocos ele=ios foram adicionados 10uL de
reagente FC (Panreac, Espanha). Incubou-se a glaeate 2 minutos no escuro. Foram
adicionados 30 pL de carbonato de sodio-Q@) a 20% (>99,5%, Merck, Alemanha) a

todos os pogos e incubou-se a placa no escurotdutdrora. O acido galico (Sigma-Aldrich,

Alemanha) foi escolhido como padréo e foram prefmsaas concentracdes de 1; 0,3; 0,1;
0,03; 0,01 e Omg/mL de acido galico em agua déstifera determinar a curva de calibracéo.
A absorvancia foi medida a 755nm num leitor de gga@ QTP foi expressa em miligramas

equivalentes de acido galico (EAG) por 100g de ara@dgravés da seguinte férmula:

QTP(ngAG/lOOgAmOS”a) = QTP(ngAGI gﬁ)f:rato)x Mg, x100g ,

sendom,, a massa de extrato seco total em gramas obtidacdegso de extracdo @ a

(2)

massa inicial de amostra em gramas usada paraarealprocesso de extracao.
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2.3.4.Avaliacdo da capacidade de absorcéo de radicais drigénio

A capacidade de reducéao de radicais de oxigénio,rpétodo de ORAC, foi avaliada a
partir do protocolo adaptado de Davadbsl. (2004). Numa placa de 96 pocos, adicionaram-
se 20 pL de extrato a 120 pL de solucéo de fluefrac0,117 uM para preparar 0S ensaios
(n=4), numa placa de 96 pocos. Para os respetinargds, 20 uL de extrato diluido foram
adicionados a 120 pL de tampéao fosfato 75mM pH Idgubou-se a placa no escuro a 37°C
durante 15 minutos e a seguir adicionou-se 60 pdotlecdo de 2, 2-azobis (2-aminopropano)
dihidrocloreto (AAPH) (97%, Aldrich, Sigma-AldrichAlemanha) a 20% previamente
aquecida a 37°C. A leitura foi realizada minutoiauto durante 4 horas nos comprimentos
de onda de excitacdo a 490nm e de emissao a 530teitar de placas. O composto acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico r¢lox) (97%, Aldrich, Alemanha) foi
usado como padrao para a curva de calibracdo cooectacdes de 80, 40, 20, 10 5 e OuM
de Trolox. Os resultados para ORAC foram expressosmicromoles de equivalentes de

Trolox (ET) por 100g de amostra através da segfiombeula:

ORAQmOIET /100 ,,.....) = ORAQUMOIET/ Gey0) X My x1009
m

sendom_, a massa de extrato seco total em gramas obtigaodesso de extragcdors a

®3)

massa inicial de amostra em gramas usada paraatealprocesso de extragao.

2.4. Avaliacao citotoxica e antiproliferativa

2.4.1.Manutencao e preparacao da cultura MCF-7

As células da linha do cancro da malhichigan Cancer Foundation-7MCF-7)
foram cultivadas em meiRoswell Park Memorial InstituttRPMI) 1640 (Sigma, Alemanha)
enriquecido com 10% de soro bovino fefagtal Bovine Serum FBS) (Sigma, Alemanha),
1% de meio de cultura para tecidos celulares conma@uidos ndo essencialModified
Eagle Medium- MEM) (Sigma, Alemanha) e 10ug/mL de insulina lama (Sigma,
Alemanha). As células foram cultivadas a 37°C, &8tmde didxido de carbono (Ge 95%
de humidade numa incubadora de@ater Jacket-3500 Series, £0nitherm Incubator).

O meio RPMI 1640 enriquecido foi renovado a cada d@s.

Para manter a linha celular, as células que sasem@/am em monocamada (apés 4 a 5
dias em cultura) foram levantadas com 500uL dsitrgp(Sigma, Alemanha) e incubadas a
temperatura ambiente durante minuto e meio. Poragsip, removeu-se a tripsina e incubou-
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se nas condi¢des de crescimento durante oito nsnkiedo esse tempo, adicionaram-se 4mL
de meio RPMI 1640 enriquecido para levantar adaliDessa suspensao celular transferiu-
se 1mL por cada nova placa de crescimento, adicttnae seguida 5mL de meio RPMI
1640 enriquecido, mudando sempre o meio 12h aposéksas terem sido semeadas.
Acompanhou-se o0 crescimento da linha celular pélserwacdo ao microscépio (Leica
Microsystems, Alemanha). Para preparar placas g@@6s com a cultura celular, procedeu-
se a sementeira das placas com 20uL de suspersér ee198uL de meio RPMI 1640
enriquecido. Cada poco foi semeado com uma médg@dad células/mL contabilizadas

através de uma camara de Neubauer (Marienfieldnaida).

2.4.2.Ensaios de viabilidade celular e proliferacao celar

O efeito dos extratos de pata-roxa e do hamburdeepata-roxa foi avaliado na
viabilidade celular e na proliferacdo celular datulas MCF-7. No ensaio de proliferacéo
celular as células foram incubadas com extratos 4@6horas de serem semeadas. Por sua
vez, 0 ensaio de viabilidade celular foi realizagds as células atingirem a confluéncia total
(ap6s 4 a 5 dias em cultura).

Os extratos das amostras foram preparados paraamantracao final de 1mg/mL em
meio RPMI 1640 enriquecido, esterilizados sob a ultravioleta durante 15 minutos e
adicionados na placa de ensaio para um volume dma&OOuL. As células foram incubadas
com extratos durante 24 horas. O efeito dos difeseaxtratos sobre as células MCF-7 foi
revelado pelo método de MTT e pelo método de azdeAM.

2.4.2.1. Método de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5lifenil tetrazdlio (MTT)

Este método experimental foi adaptado do trabahbzado por Yuan e Walsh (2006).
Apoés a incubacdo das células MCF-7 com os extrdioante 24 horas, as células foram
lavadas com 200uL de tampé&o Hank (composicao de: m&rmM NaCl, 5mM KCI, 0,8mM
MgSQy, 0,33mM NaHPQ, 0,44mM KHPQ, 0,25mM Cadl, 1,0mM MgCh, 0,15mM Tris
HCI e 1,0mM GH7NaQ,, pH=7,4). De seguida, adicionaram-se 100puL de MI,2ZmM)
(Sigma, Alemanha) previamente dissolvido em tantpaok e incubou-se a placa durante 2
horas. Apos esse periodo de tempo, foram adiciena@ouL de 0,04N HCI em isopropanol
(>99,5%, Panreac, Espanha) e homogeneizou-se de frle@antar as células (processo

realizado em gelo). A placa foi incubada a tempesadambiente e protegida da luz durante 2
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horas. Os resultados foram obtidos por espectnofetita a um comprimento de onda de
570nm.

2.4.2.2. Método da calceina-AM

Este método experimental foi adaptado do trabathtzado por Pedrosa e Soares-da-
Silva (2002). Apos a incubacéo das células MCFM os extratos durante 24 horas, cada
poco foi lavado duas vezes com 200uL de tampéo .Hadikionaram-se 100pL de tampéao
Hank e procedeu-se a leitura de autofluorescérasecélulas para cada situacdo no leitor de
placas. De seguida, foram adicionados 200uL de solacdo de 2uM calceina-AM
(Invitrogen, Estados Unidos da Ameérica) previamgmaparada em tampao Hank a todos os
pocos depois de desprezar o tampao para os braAcpiaca foi deixada a incubar a
temperatura ambiente e protegida da luz duranteitbtos. Findo esse tempo, procedeu-se a
uma nova leitura de fluorescéncia. Ambas as latiweam realizadas nos comprimentos de

onda de 485nm (emisséo) e de 530nm (excitacao).

Os resultados do efeito dos extratos de pata-ral@teamburguer de pata-roxa sobre a
viabilidade celular e a proliferacdo celular daduleé MCF-7 foram expressos em

percentagem do controlo, tendo sido calculadosgegjainte formula:

F
%Controlo = (MJ x100, (4)

controlo
sendo kontrolo @ fluorescéncia do controlo (células cultivadas raeio de cultura contendo
DMSO), e hmostra@ fluorescéncia do extrato (células cultivadas esiorde cultura contendo
0s extratos). Para os extratos que reduziram buram, a viabilidade celular e a proliferacéo
celular, respetivamente, em mais 50%, foram reddigeensaios de dose-resposta (10, 30 e
100pg/mL).

2.5. Avaliacéo da estabilidade apds embalamento a vacuo

2.5.1.Estudo microbioldgico

2.5.1.1. Preparacao do lote

Um novo lote de hamburgueres de pata-roxa foi paelsaespecificamente para avaliar

a estabilidade do novo produto alimentar (lote @% hamburgueres de pata-roxa e 0s
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controlos (compostos somente por pata-roxa) passuia peso médio de 51g, ndo foram
tratados termicamente e foram posteriormente embsla vacuo.

2.5.1.2. Condicdes de estudo

O lote foi armazenado em refrigeracdo e a tempera® armazenamento foi registada
por umdatalogger(Hl 141CH, Hanna, Italla Duas amostras de controlo e duas amostras de
hamburguer de pata-roxa foram selecionadas aleaterite para efetuar as andlises
microbiolégicas. As amostras frescas e os restaet®pos de andlise foram analisados
dezassete horas e a cada dois dias apés a prepdmdate, respetivamente. O estudo da

estabilidade durou catorze dias.

2.5.1.3. Parametros Microbiol6gicos

A conduta no laboratério para a realizacdo dasisamsalmicrobiolégicas seguiu a

ISO7218 (2007), exceto quando indicado o contrario.

2.5.1.4. Preparacdo do material e meios de cultura

O material de vidro e os meios de cultura foranparados segundo as normas do
laboratorio. A maioria dos meios de cultura utitiaa neste estudo foi adquirida na sua forma
desidratada e preparados segundo as instrucfexbdoahte. As condi¢cdes de esterilizacédo
foram 121°C durante 15 minutos, exceto quando aaldiem contrario. Os restantes meios de
cultura, nomeadamenteSalmonella Expres&SE) (BioMérieux, Franca), foram adquiridos ja

preparados pelo fabricante e usados de acordo scumea especificacdes.

2.5.1.5. Diluentes

O diluente a base de agua peptonadax{mum Recovery DiluentMRD) (Scharlau,
Espanha) foi preparado em agua destilada e aqua@dmmpleta dissolucdo. Foi usado para
preparar a suspensdo-mae e as diluicbes suceskisaamostras. Preparou-se igualmente
agua peptonada tamponadBuffered Peptone Water BPW) (Merck, Alemanha) para a

suspensao de enriquecimento primario para a pesde&almonellaspp.
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2.5.1.6. Suspensdes-mae e diluicdes sucessivas

As suspensfes-mae e diluicbes decimais das amémstaas preparadas em condicdes
assépticas tendo em conta a 1SO6887-1 (1999) €68&/-3 (2003). A toma de 25g de
amostra compreendia 12,5g de duas amostras indapesd para obter uma maior
representatividade dos resultados, dado que o wieievado de parametros considerados
para o estudo microbiolégico e o0 nUmero de amostrasalisar limitaram amostragens de
maior dimensédo. As suspensdes-mae foram prepacatas225mL de diluente e 25g de
amostra e colocadas no homogeneizador (MasticdamsiC Panoramic, IUL Instruments,
Espanha) durante 60 segundos. Ao todo, preparaainas suspensdes-mae para cada tipo
de amostra: uma suspensdo-mae para a pesquardenellaspp. preparada com diluente
BPW e a segunda suspensdo-méae para 0s restard@sepras microbioldgicos preparada
com diluente MRD, da qual se prepararam as dilgigigcimais (2mL da diluicdo anterior
adicionado a 18mL de diluente MRD) até a diluic8d para um volume final de 20mL.

2.5.1.7. Contagens de microrganismos aerébios e anaerdbiowtais” e degradativos

produtores de HS

Na caraterizacdo microbiolégica das amostras, &f@to-se contagens do numero de
unidades formadoras de coldnias (ufc) de microsyaos “totais” e degradativos produtores
de HS conforme a norma NMKL 86 (2003). Ambos os paréoseforam estudados em
simultaneo, no meio soliddoron Agar Lyngby (Oxoid, Reino Unido). Este meio foi
suplementado com uma solucdo de cloridrato de teios a 4% (Scharlau, Espanha)
esterilizada atraves de filtros com membrana déteosulfona de 0,22um de porosidade
(Filtres Fioroni, Franga). Ap0s a preparacdo ddsigdies sucessivas, o inoculo foi
incorporado no meio em placas de Petri de 90mm idmalro (DeltaLab, Espanha),
adicionou-se uma camada extra de meio e deixoutsmaatemperatura média de 22,2°C
[21,5; 24,1°C] durante 3 dias. A temperatura deibacao foi registada por udatalogger
Algumas placas com in6culo foram incubadas aeroiBode e outras anaerobicamente, tendo
sido colocadas na forma invertida em jarras de rabaese (Oxoid, Reino Unido). O
ambiente de anaerobiose foi alcancado pelo usoadaetas Anaerocult A (MERCK,
Alemanha) e garantido pelo uso de tiras AnaerotdMBRCK, Alemanha). As saquetas
Anaerocult promovem a remoc¢édo de ©a producdo de GOForam consideradas placas
contaveis as que tinham entre 25 a 250 coléniaa padeterminacdo do numero de

microrganismos. Os resultados obtidos foram expsess ufc por grama de amostra (ufc/g).
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2.5.1.8. Pesquisa de esporos delostridium sulfito-redutores

A pesquisa de esporos @ostridium sulfito-redutores foi efetuada conforme a NP
2262 (1986) no meio solid8ulfite Polymyxin SulfadiazingSPS) (MERCK, Alemanha).
Apoés a preparacdo das diluigcbes sucessivas, fammsféridos 10mL da suspensdo-mée e
1mL das diluicbes 1®a 10* para tubos estéreis que, em seguida, foram iridds num
banho-maria a 80°C durante 10 minutos. Findo essgd, 10mL de meio SPS de
concentracdo dupla foram adicionados aos 10mL sjgesisdo-méae, enquanto 10 mL de meio
SPS de concentragdo simples foram adicionados &odentada diluigdo. Os meios foram
incubados a 37°C durante 5 dias. Os resultadoslasbfioram expressos em resultados

positivos ou negativos por grama de amostra.

2.5.1.9. Contagem de enterobactérias

As contagens do numero de ufc de enterobactérienfaealizadas conforme a
ISO7402 (1993) e a 1S021528-2 (2004) no meio sOlidnet Red Bile Glucos€VRBG)
(Oxoid, Inglaterra). Ap6s a preparacdo das dilsc@eicessivas, 1mL de in6culo foi
incorporado no meio em duplicado. Uma camada enaeio foi adicionada para criar uma
atmosfera microaerofilica. As placas foram inculsada30°C durante 24 horas. Foram
consideradas placas contaveis as que apresentaueenl® a 150 colbnias (tipicas e nao
tipicas) para a determinacdo do numero de micrages. Consideraram-se coldnias tipicas
as colénias de coloracédo rosa a vermelho ou purfraea os testes de confirmacéo, foi
isolada e purificada uma coldnia tipica por cadealcontavel em meio soliddutrient Agar
(NA) (Himedia, India) e incubou-se a 37°C durarth.ZEfetuou-se o teste de oxidase (Oxoid,
Inglaterra) e inoculou-se a cultura em 10mL Blfemcresol PurpleDextrose Broth(BCP
Dextrose) (Himedia, India). A confirmacédo de enbaiérias ocorre quando o resultado do
teste de oxidase é negativo e surge mudanca deoamldo BCP Dextrose, indicando que o

microrganismo fermenta a glucose. Os resultadadasbforam expressos em ufc/g.

2.5.1.10. Contagem deEscherichia coli

As contagens do numero de ufc Beoli foram elaboradas conforme a 1SO16649-2
(2001) no meio solido ptone Bile X-glucuronidéTBX) (MERCK, Alemanha) Apds a
preparacao das diluicdes sucessivas, 1mL de indauincorporado no meio em duplicado e
incubado a 44°C durante 24 horas. Foram considef@deas contaveis as que apresentavam

entre 15 a 300 colonias (tipicas e nao tipicaskh pardeterminacdo do numero de
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microrganismos. Consideraram-se coldnias tipicasoBmias azuis ou azul-esverdeadas. Os

resultados obtidos foram expressos em ufc/g.

2.5.1.11. Pesquisa desalmonella spp.

A pesquisa deSalmonella sppfoi realizada conforme o procedimento descrito no
certificado de validagdo BIO-12/16-09/05 (2005)etethda pelo sistema VIDASPrimeiro
foi preparada uma solugcéo de enriquecimento conm28e BPW e 25g de amostra. A
incubacgdo ocorreu durante 24 horas a 37°C. Emdsda00uL de indculo foram transferidos
para o caldo SE e incubou-se a 41,5°C durante as.hbindo esse tempo, procedeu-se a
analise da amostra. Transferiu-se 1 a 2mL de c8Kdnoculado para tubos com rosca e
deixou-se ferver em banho-maria a 100°C durantaibbitos. Foram transferidos 500uL do
caldo fervido e arrefecido para uma barrete VIBASaImonella(BioMérieux, Franca) e
procedeu-se a leitura no sistema miniVIA@ioMérieux, Franca) previamente calibrado
segundo as instru¢des do fabricante. Os resul@utodos foram expressos como auséncia de
Salmonela(teste < 0,23) ou presenca presumivelSaémonella(teste> 0,23) em 25g de
amostra.

Os testes de confirmacdo apenas séo realizadasndmule um resultado presumivel
positivo, ou seja, perante a possibilidadeS@émonellaestar presente na amostra. Para tal,
repica-se do caldo SE (com 72h de incubacdo, nanmedxpara os meios soélidosylose
Lysine Deoxycholate AgaiXLD agar) (Himedia, india) eSalmonella Chromogenic Agar
(Salmonella Detection and Identification — SMID(BjoMérieux, Franca) e incuba-se a 37°C
durante 24h. No caso de nédo ocorrer desenvolvingestperficie destes meios, prolonga-se a
incubacdo por mais 24h e transfere-se 0,5mL deoc3kl inoculado para 10mL de caldo
Rappaport Vassiliadis SojRVS) (Biokar, Franca). Deixa-se a incubar a 41 8Arante 24h
e repete-se a repicagem em XLD agar e SMID 2. Eguida, procede-se a recuperacao e
purificacdo das coldnias tipicas em meio solido &Avosteriormente, a inoculacdo de tubos
(rampa e fundo) com meidligler Iron Agar (KIA) (Biokar, Franca). Este meio permite a
diferenciagéo de bacilos Gram-negativos com baderngentacdo da glucose e na producéo
de HS. A alteracdo da cor do meio para amarelo € iddicda utilizacdo da glucose por
parte do microrganismo, enquanto a alteracdo peeto & indicativo da presenca de
microrganismos produtores de>$ A presenca de enterobactér@®vocara ambas as
alteracbes de cor (Atlas, 2010). Sempre que osstudoon KIA exibem um resultado
presumivel positivo, é necessario executar, postedante, os testes de Gram, oxidase (BIO-
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RAD, Franga) e inocular a cultura em galerias ARE 2(BioMérieux, Franca) para

confirmacdo d&almonella

2.5.2.Determinacao do indice do acido tiobarbiturico

O indice de TBA foi determinado conforme a NP 3@8#2). A amostra foi triturada e
pesada em duplicados de 15g. Foram adicionados 8@nsblucéo de acido tricloroacético a
7,5% (TCA) (Scharlau, Espanha) e durante 2 minatextracdo foi mantida em agitagéo.
Centrifugou-se a 6000rpm durante 15 minutos eofiegsise tempo, filtrou-se o extrato com
papel de filtro de porosidade de 8um (Whatman, &k&inido). Transferiram-se até 5mL de
cada extrato para tubos de ensaios e adicionaraddmsede solucdo de TBA 0,02mol/L
(Merck, Alemanha). Os tubos foram colocados em @anhria a 95°C durante 40 minutos.
Por ultimo, procedeu-se a leitura da absorvan&a0mm no espectrofotometro (Synergy H1
Hybrid Reader, Biotek, EUA). A curva de padraodeterminada a partir de uma solucéo de
1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) 4@nol/mL para as concentracbes de 0,00125; 0,0025;
0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 e 0,05umol de eqaivals de MDA/mL. O indice de TBA foi
expresso em miligramas de MDA por 1000g de amastlaterminado a partir da seguinte

formula:

- 72xcC mx H
indice 5, = oy ><(30+ 100 j (7)

onde c é a concentracdo de MDA expressa em micesnol € a massa da toma do ensaio
expressa em gramas, vV € o volume de extrato usagosaio expresso em mililitros e H é a
humidade da amostra expressa em percentagem.

A humidade da amostra foi obtida com o auxilio deanalisador de humidade (HB43
Halogen, Mettler Toledo, Estados Unidos). Peso@®8g de amostra por cada analise e
submeteu-se a um aquecimento de 130°C. Os resultabitidos foram expressos em

percentagem.

2.5.3.Leitura da Cor

A leitura da cor foi adaptada pelo método de Gétaal. (2009), usando um colorimetro
(Chromameter CR-400, Konica Minolta Sensing, ldapao) sobre a superficie das amostras.
As leituras foram realizadas numa sala com lufi@di para evitar variagdes nas condicdes
de iluminag&o. Registaram-se 12 leituras por ampgtndo como referéncia uma placa de
calibracdo branca (X=0,3143, Y=88,5 e y=0,3208). #gado o sistema CIE-L*a*b*, que
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analisa a cor através de trés parametros: L*, quia entre o preto (valor minimo é 0) e o
branco (valor maximo € 100); a*, que varia entreecde (valores negativos) e o vermelho
(valores positivos); e b*, que varia entre o aadldres negativos) e o amarelo (valores
positivos) (Sant’/Annaet al, 2013). A partir destes parametros foi possiveerd@nar a
diferenca total da con\E), a vivacidade ou saturacéo da cos @ a tonalidade da coragh

através das seguintes formulas:

AE = (& o -k +(L-L) 5)

sendoa_,b, e L,0s valores associados & amostra fresca (dia ®zdvarezet al, 2006);

C,=va’+b® (6)

cujos valores sao tdo mais altos, quanto maiovacidade da cor (Itle e Kabelka, 2009);

&
h, =arcta = paraa’,b” >0 (7)

*

h, =180+ arctarﬁ b*
a

jparaa*<0eb*>00u a’,b’<0 (8)

*

h, =360+ arctarE b*
a

j para@ >0eb <0 (9)

em que k é expresso em radianos (Sant'Aneiaal, 2013); foi necessario o produto

h,, (graus )= h,, (rad )x 57,29578 (Almeida, 2002) para este parametro ser expresso em

graus (0° e 360° representam uma tonalidade vemmelhos angulos 90°, 180° e 270°

representam as tonalidades amarela, verde e agpétivamente) (Sant’/Anre al, 2013).

2.6. Analise estatistica

Numa primeira fase da analise estatistica, ostesd foram avaliados (i) pelo teste
paramétricd-student(Zar, 2010) de forma a comparar os resultados dagZ do tempo de
extracdo (12h e 24h), dos dois tipos de amostia-paa e hamburguer de pata-roxa), dos
ensaios de citotoxicidade e proliferacdo celular mtacdo ao controlo e das analises
microbioldgicas; e (ii) pela andlise de varian@&&lQOVA; Zar, 2010) para avaliar o efeito dos
trés extratos (metanol, metanol aquoso e metamoldiolorometano) e os resultados obtidos
da determinacdo do indice de TBA e da leitura daawm longo do tempo. Quando os
requisitos para a realizacdo dos testes nao forammpridos (nomeadamente, a

homogeneidade das variancias e a normalidade dlms)jastes foram analisados pelo teste

26



Materiais e Métodos

Kruskal-Wallis(Siegel e Castellan, 1988). As diferencas foramsicteradas significativas ao
nivel de 5% (g0,05). Sempre que estas foram consideradas dstatisinte significativas,
realizou-se o teste deunnett(nas situacées com o grupo controlo) ou o testEukey(nas
situacbes sem grupo controlo). Sempre que adeqpsdesultados foram apresentados sob a

forma de média: erro-padréo da meédia (SEM). Todos os calculosnforealizados com o

softwarelBM SPSS Statistics 2.1.
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3.1. Hamburguer de pata-roxa sem tratamento térmico

3.1.1.Avaliacéo da capacidade antioxidante

3.1.1.1. Capacidade de reducao do radical DPPH

O DPPH é um radical livre relativamente estavelide\a deslocalizacdo do eletréo
livre por toda a molécula. Apresenta uma cor p@mue é caracterizada por uma banda de
absorcdo a 517nm. Facilmente recebe um atomo degiitio de um dador e, quando a
forma redutora do DPPH é criada, ocorre uma alerae cor para amarelo. Como tal, este
ensaio permite avaliar a capacidade de moléculsxatantes atuarem como redutores de
radicais livres (Pisoschi e Negulescu, 2011; Aktnal, 2013). Os resultados obtidos foram
expressos em percentagem do controlo, estandsespaelos nas Figuras 1, 2 e 3.

Através da analise dos resultados (Figura 1), &ipelsverificar que os extratos dos
hambuirgueres de pata-roxa (obtidos apos 12 horaexttacdo) apresentaram maior
capacidade de reducdo do radical DPPH, nomeadani®m8%, 75,69% e 73,58%, em
contrapartida aos 25,69%, 32,60% e 21,42% paraxtat@s de pata-roxa, para metanol,
metanol aquoso e metanol com diclorometano, ragpeénte. Os valores dos trés extratos
nao apresentaram diferencas estatisticamente isagiifs, quer para a pata-roxa (controlo),
quer para o hamburguer >{05, ANOVA), contudo houve diferencas estatistieata
significativas entre os dois tipos de amostra® (@b, t-studen}.

120

1 Metanol
Metanol aquoso
100 { B Metanol e Diclorometano

80- —

60 -

Reducéo do radical DPPH (% do controlo)

Pata-roxa Hambdrguer

Figura 1 - Capacidade de reducdo do radical DPPH dos exteatbsg/mL obtidos a partir de
hamburguer ou pata-roxa (controlo) com diferentdgesites apos 12 horas de extracdo. Os valores
correspondem a média da percentagem da reducéia M (n=3). *p<0,05 representam diferengas
estatisticamente significativas entre os valoresektratos dos hamburgueres e os valores dosaextrat
de pata-roxat{studen}.
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A capacidade de reducao do radical DPPH dos estaitdos durante 12 e 24 horas
apresentam valores muito proximos (Figura 2) seferaficas estatisticamente significativas
(p>0,05,t-studeny. Obtiveram-se 76,65%, 74,56% e 77,19% para aatestobtidos apos 24
horas de extracdo com metanol, metanol aquoso eanoletcom diclorometano,
respetivamente. Foi testada a hipdétese dos extrgtms apresentaram uma capacidade de

reducao do radical DPPH superior a 50%, terem @itoefiependente da concentragao.

120
1 Metanol

Metanol aquoso
100 { B Metanol e Diclorometano

80 1 —

60 -

40 -

20

Reducéo do radical DPPH (% do controlo)

Hamburguer (12h) Hamburguer (24h)

Figura 2 - Capacidade de reducéo do radical DPPH dos extdatdeamburguer a 1mg/mL obtidos
com diferentes solventes apos diferentes tempe@xtilacdo (12h e 24h). Os valores correspondem a
média da percentagem da reducéo final + SEM (n=3).

A partir dos resultados alcancados (Figura 3), ficarse que os extratos dos
hamburgueres apresentaram um efeito dependentndantracdo, sendo possivel determinar
os valores de Ef (Tabela 1). Verificou-se que ndo havia difereneasatisticamente
significativas entre os valores dos diferentes esites (p0,05, ANOVA), nem entre 0s
valores dos extratos de 12h e 24h de extracd® (p,t-studen}. Contudo, houve a tendéncia
para o extrato metandlico ter o valor desgE@ais baixo quer a 12h (366.80 pg/mL), quer a
24h de extracao (354,60 pg/mL).
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Figura 3 - Dependéncia da concentracdo (10-1000pg/mL) doategtde hamburguer obtidos com A)
metanol, B) metanol aquoso e C) metanol e diclotanteapds 12h e 24h de extracdo, que reduziram
a atividade do radical DPPH em mais do que 50% a eoncentracdo de 1mg/mL. CT: controlo. Os
valores correspondem a média da percentagem deai@flnal + SEM (n=12).
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Tabela 1 - Valores médios de EEC[min; max] (n=12) para os extratos dos hamburgiesem
tratamento térmico que apresentaram uma capacidadeeducdo do DPPH superior a 50%.
(Img/mL).

Tempo de Extracéo Solventes ECso (ug/mL)
Metanol 366,80 [329,10; 408,80]
12 horas Metanol Aquoso 434,30 [393,00; 480,10]
Metanol e Diclorometano (4:1) 418,90 [380,60; 461,00]
Metanol 354,60 [322,60; 389,80]
24 horas Metanol Aquoso 395,80 [360,20; 435,00]

Metanol e Diclorometano (4:1) 384,50 [351,20; 420,90]

3.1.1.2. Quantificacao total de polifendis

A QTP foi realizada através do método FC. O métbdseia-se na oxidacdo dos
compostos fendlicos numa solucéo alcalina que dedeia a transferéncia de eletrbes para o
reagente FC. O produto resultante é um complexd qze pode ser quantificado por
espectrometria a 755nm (Bramorskial, 2010; Blainskiet al, 2013). Os resultados foram
expressos em miligramas de equivalentes de acicm d&AG) por cada 100g de amostra e
encontram-se demonstrados nas Figuras 4 e 5.

Verifica-se que os extratos dos hamburgueres derpaa (obtidos apdés 12 horas de
extracdo) apresentaram uma maior quantidade ddem@, nomeadamente 17,13mg,
20,74mg e 15,80mg EAG/100g em contrapartida aa3ngyl 7,00mg e 5,87mg EAG/100g
para os extratos de pata-roxa, para extracdes cetanol, metanol aquoso e metanol com
diclorometanp respetivamente (Figura 4). Os trés extratos naeseptaram diferencas
estatisticamente significativas, quer para a pata-r(controlo), quer para o hambuarguer
(p>0,05, ANOVA), contudo houve diferencas estatistieata significativas entre os dois

tipos de amostras £0,05,t-studen}.
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Pata-roxa Hambdrguer

QTP (mg EAG/100g amostra)

Figura 4 - Quantificacdo total de polifendis dos extratogdust a partir de hamburguer ou pata-roxa
(controlo) com diferentes solventes. Os valoregsespondem a média £+ SEM (n=3).<th05
representam diferengas estatisticamente signifesgntre os valores dos extratos dos hamburgueres
e os valores dos extratos de pata-rassiudeny.

A quantificacdo dos polifendis nos extratos obtidasante 12 e 24 horas apresentou
valores sem quaisquer diferencas estatisticamegméicativas (Figura 5, 0,05, t-studen}.
Obtiveram-se 16,93mg, 28,49mg e 34,68mg EAG/100g ps extratos obtidos apds 24 horas
de extracdo a partir de metanol, metanol aquoso etanol com diclorometano,

respetivamente.
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1 Metanol

36 {zzzz2 Metanol aquoso

3 g Metanol e Diclorometano
28
24
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QTP (mg EAG/100g amostra)
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Hambdarguer (12h) Hamburguer (24h)

Figura 5 - Quantificacdo total de polifendis dos extratoddus de hamburgueres de pata-roxa apos
12h e 24h de extragdo com diferentes solventesaloges correspondem a média + SEM (n=3).
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3.1.1.3. Capacidade de absorcao de radicais de aaip (ORAC)

O método ORAC baseia-se na degradacdo da fluonascein produtos nao
fluorescentes, que € induzida pelos radicais perdRIOO0) gerados pelo composto AAPH a
37°C (Prioret al, 2005; Alamet al., 2013). A prevencdo da degradacdo da fluoresceina
depende da capacidade dos compostos da amostnadéiee &@m doar atomos de hidrogénio
aos radicais ROQimpedindo que reajam com a fluoresceina (Reical, 2005). O Trolox,
um derivado polar da-tocofenol ou vitamina E (PoljSak e Raspor, 200@)p antioxidante
utilizado como padréo. Para a curva-padréo, utdirase as concentragoes de 0, 5, 10, 20, 40
e 80uM de Trolox. Os resultados foram expressosn@romoles de equivalentes de Trolox
(ET) por 100 gramas de amostra e encontram-serpesseas Figuras 6 e 7.

Verifica-se que os extratos dos hamburgueres @btapos 12 horas de extragdo)
apresentaram uma maior capacidade de reducéo idaisaBOO, nomeadamente 8603,01,
9274,58 e 1766,Q2nol ET/100g em contrapartida aos 1003,22, 479,96 e96&thol
ET/100g para os extratos de pata-roxa, para exdsacdm metanol, metanol aquoso e
metanol com diclorometano, respetivamente (Figuja @ extrato de metanol com
diclorometano apresentou diferencas estatisticanaignificativas no hambuarguer, em
relacdo aos outros extratos<(p05, ANOVA). Entre as duas amostras (pata-roxa e

hambuarguer de pata-roxa), as diferencas tambémfsignificativas (g0,05,t-studen}.

1 Metanol
11000 Metanol aquoso
10000 | B Metanol e Diclorometano .

ORAC (umol ET/100g amostra)
(e}
o
o
o

Pata-roxa Hamburguer

Figura 6 - Capacidade de reducéo de radicais peroxilo deategtobtidos a partir de hamburguer ou
pata-roxa (controlo) com diferentes solventes dbhoras de extracdo. Os valores correspondem a
média =+ SEM (n=3). *80,05 representam diferencas estatisticamente isigtivas entre os valores
dos extratos dos hamburgueres e os valores d@gextte pata-roxa-§tuden}. #p<0,05 representam
diferencas estatisticamente significativas entreatares dos extratos dos hamburgueres (ANOVA).
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A capacidade de reduzir radicais de oxigénio doms&xtratos ndo revelou diferencas
estatisticamente significativas na variacdo da gicada extracdo (12h e 24hz0p05, t-
studentFigura 7). Obtiveram-se 8597,80, 10009,50 e 196h®PET/100g para os extratos
de 24h de extracdo com metanol, metanol aquoso tanolecom diclorometano,
respetivamente. Estes resultados apenas apresentatiferencas estatisticamente

significativas ao comparar os diferentes extrgbg®,05, ANOVA).

12000

1 Metanol
11000 Metanol aquoso *
10000 | B Metanol e Diclorometano

9000 -
8000 -
7000 -
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4000 -
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1000 -

ORAC (umol ET/100g amostra)

Hambdarguer (12h) Hamburguer (24h)

Figura 7 - Capacidade de reducao de radicais perdxilo deatestobtidos de hamburgueres de pata-
roxa apos 12h e 24h de extracdo com diferentesrgls. Os valores correspondem a média £+ SEM
(n=3). #p0,05 representam diferencas estatisticamente isigtivas entre os valores dos extratos dos
hamburgueres obtidos ap6s 12h de extracdo (ANOV#<0,05 representam diferencas
estatisticamente significativas entre os valores ektratos dos hambuargueres obtidos apos 24h de
extracdo (ANOVA).

3.1.2.Avaliacéo dos efeitos citotdxico e antiproliferatio

3.1.2.1. Atividade citotéxica

Os ensaios de citotoxicidade vitro foram revelados pelo método da calceina-AM, um
composto fluorescente que, quando esterificadaleparfluorescéncia. No entanto, a forma
esterificada tem capacidade para penetrar nas raeagrcelulares. Quando tal ocorre, o
composto sofre a acdo de esterases citoplasmatjoasclivam as ligacbes estéres, e a
calceina-AM retoma o seu estado naturalmente fhgerdge. Este processo ocorre somente
nas células viaveis; nas células mortas, a cald&inando sofre a desesterificacdo pelas
esterases. Quanto maior for o nivel de fluoreseédetetado, maior € o nimero de células
viaveis (Hayes e Kruger, 2014).
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No presente trabalho, procedeu-se a avaliacdoeito eftotdxico dos extratos de pata-
roxa e de hamburgueres de pata-roxa na linha céllf&-7. Os resultados foram expressos
em percentagem do controlo e encontram-se presesgesiguras 8 e 9.

Da andlise dos resultados obtidos (Figura 8),figarse que os extratos dos
hamburgueres de pata-roxa a 1mg/mL (obtidos apdwdss de extracdo) apresentaram um
efeito citotoxico sobre as células MCF-7, tendm sldtetado somente 0,99%, 1,11% e 1,11%
de células viadveis na presenca dos extratos denoietmetanol aquoso, e metanol com
diclorometano, respetivamente. Por outro lado, xdsa®s de pata-roxa ndo apresentaram
qualquer tipo de efeito citotoxico. Os extratos afoesentaram diferencas estatisticamente
significativas, quer para a pata-roxa, quer panarburguer (0,05, ANOVA), contudo as

diferencas foram significativas entre os dois tigesamostras {f,05,t-studen}.
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Figura 8 - Efeito citotoxico dos diferentes extratos de hambér e de pata-roxa (1mg/mL) sobre a
viabilidade celular das células MCF-7 apds 24 halmsncubacdo. Resultados obtidos através do
método de calceina-AM. Os valores correspondem diantia percentagem + SEM (n=8).<th05
representa diferencas estatisticamente signifestidetetadas nos extratos dos hamburgueres em
relacdo ao controld-§tuden}.

Contudo, nao se verificou 0 mesmo efeito citotoxjorando as células foram incubadas
com concentracdes mais baixas (10, 30 e 100ug/mExttatos de hamburguer de pata-roxa
(Figura 9), obtendo-se 100%, 97,30% e 81,71% ddastliaveis na presenca do extrato de
metanol; 96,87%, 100% e 100% de células viaveigresenca do extrato de metanol aquoso;
e 97,34%, 97,20% e 98,59% de células viaveis naepga do extrato de metanol com

diclorometano para as concentracoes finais de @0g 300ug/mL, respetivamente. Estes
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resultados nao apresentaram diferencas estatigintarsignificativas em relagéo ao controlo
(p>0,05,t-studen}.
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Figura 9 - Efeito citotoxico dos extratos de hambulrguer da-paxa a diferentes concentracbes de
(10-100pg/mL) nas células MCF-7 ap0s 24h de incibbaResultados obtidos através do método de
calceina-AM. Os valores correspondem a média daeptrgem + SEM (n=8).

3.1.2.2. Atividade antiproliferativa

Os ensaios de proliferagédo celular foram revelgads método de MTT, um composto
fluorescente de cor amarela que consegue atrav@ssambrana celular. Quando as células
estdo viaveis, o MTT é convertido pela sucinatddiegenase mitocondrial em formazan,
que se vai acumulando no interior da célula. Eataristico pela sua cor purpura e detetavel
por espectrofotometria a 570nm. Quanto maior a tileese de formazan detetada, maior o
namero de células viaveis. Este processo s6 évebss as células se encontrarem viaveis;
em células inviaveis, a enzima mitocondrial ndé tgividade para converter o MTRiéset
al., 2004)

No presente trabalho, avaliou-se a atividade aoiiiprativa dos extratos de pata-roxa e
de hamburguer de pata-roxa na linha celular MCFs7ré&3ultados foram apresentados em
percentagem do controlo e estdo presentes nasabifjQre 11.

Verificou-se que os extratos dos hamburgueres tderpaa a 1mg/mL (obtidos apés 12
horas de extracdo) apresentaram um efeito anfgnativo sobre as células MCF-7, tendo
sido detetados somente 0%, 19,08% e 0% de célidaeiy com 0s extratos de metanol,
metanol aquoso, e metanol com diclorometano, respeénte (Figura 10). Por outro lado, os
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extratos de pata-roxa ndo apresentaram efeitoralifgpativo estatisticamente significativos
(p>0,05,t-student em relagc&o ao controlo, embora os extratos meggumso e metanol com
diclorometano tenham exibido uma inibicdo da peodi€do celular de 10% e 11%,

respetivamente.
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Figura 10 - Efeito antiproliferativo dos extratos de hambulrgaede pata-roxa (1mg/mL) sobre a
viabilidade celular das células MCF-7 apo0s 24 hatasncubacdo. Resultados obtidos através do
método de MTT. Os valores correspondem a médiaedzeptagem = SEM (n=8). 40,05 representa
diferencas estatisticamente significativas detetads extratos do hambudrguer em relagéo ao controlo
(t-studen). #p<0,05 representa diferencas estatisticamente sighifas detetadas entre os diferentes
extratos de hamburguer de pata-roxa (ANOVA).

Contudo, quando as células foram incubadas comeotmagdes mais baixas (10, 30 e
100pg/mL), ndo se observou o mesmo efeito antfprativo dos extratos de hamburguer de
pata-roxa (Figura 11); obteve-se uma proliferagélolar proxima de 100% nas diferentes
situagcOes. Estes resultados nao apresentaram ngidsreestatisticamente significativas em

relacéo ao controlo §®,05,t-studeny.
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Figura 11 - Efeito antiproliferativo dos extratos de hamburgnas concentracdes de 10, 30 e
100pg/mL nas células MCF-7 apds 24h de incubag@sulRdos obtidos através do método de MTT.
Os valores correspondem a média da percentagenviH{I$£8).

3.2. Hamburgueres de pata-roxa com tratamento térmico

O efeito do tratamento térmico sobre os compostti®xadantes do hamburguer de
pata-roxa foi testado. Os hamblrgueres tratadosid@mente e os hamburgueres crus
(controlo) foram submetidos ao mesmo tipo de e&trdiguido-solido com metanol durante
12 horas.

3.2.1.Avaliacéo da capacidade antioxidante

Na Figura 12 estéo representados os resultaddgitio @o tratamento térmico (amostra
cozinhada) sobre os diferentes parametros usados @acaraterizacdo do potencial
antioxidante e do conteudo fendlico do hamburgeepata-roxa. Verificou-se um aumento
significativo (p<0,05, t-student na capacidade de reducdo do radical DPPH de %Odt
amostra crua para 87,36% da amostra cozinhada,oehodve alteragcbes significativas
(p>0,05, t-student na quantidade total de polifendis entre a amostta e a amostra
cozinhada de 32,91mg EAG/100g e 31,81mg EAG/10§peteramente; ndo se verificou
diferencas estatisticamente significativasQ®5, t-studenf na capacidade absorcdo de

radicais de oxigénio, contudo observou-se uma tenidéara os valores diminuirem apos o
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tratamento térmico: 3895,15umol TE/100g na amostua, € 2567,27umol TE/100g na

amostra cozinhada.
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Figura 12 - Capacidade de reducé&o do radical DPPH (% do dojt@TP (mg EAG/100g amostra) e
ORAC (umol ET/100g amostra) dos extratos metansliaolmg/mL de hambdrgueres crus e
cozinhados (20minutos a 180°C) apos 12 horas dacéxt Os valores correspondem a média £+ SEM
(n=3). *p<0,05 representa diferencas estatisticamente gigtiifas detetadas para o hamburguer
cozinhado em relacdo ao hamburguer tsiydeny.

Na Figura 13, esta representada a dependénciandantoacéo do extrato das amostras
crua e cozinhada, da qual foi possivel determisaratores de E£g (Tabela 2). Averiguou-se
que nao havia diferencas estatisticamente sigtifeca (0,05, t-studen} entre os valores
das duas amostras, no entanto, o extrato do haodritgzinhado mostrou tendéncia para ter
um valor de EG mais baixo (300,04pg/mL) em comparacdo ao hambidrgue
(338,70ug/mL).
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Figura 13 - Dependéncia da concentragdo (10-1000ug/mL) doatestmetandlicos de hamburgueres
de pata-roxa A) crus e B) cozinhados (20 minutd8@°C) apds 12h de extragdo, que reduziram a
atividade do radical DPPH em mais do que 50% a conaentracdo de 1mg/mL. CT: controlo. Os
valores correspondem a média da percentagem deai@flnal + SEM (n=12).

Tabela 2 - Valores médios de EE [min; max] (n=12) para os extratos obtidos a padi
hamburgueres crus e cozinhados que apresentarancapaeidade de reducdo do DPPH superior a
50%.

Tipo de Amostra ECso (ng/mL)
Hamburguer cru 338,70 [329,10; 408,80]
Hamburguer cozinhado 300,04 [270,20; 334,00]

3.2.2.Avaliacéo dos efeitos citotdxico e antiproliferatio

Foi testado o efeito do tratamento térmico sobrecapacidade citotoxica e
antiproliferativa dos hamburgueres de pata-roxalimaa celular MCF-7. Os resultados
expressos em percentagem do controlo e estdo teesems Figuras 14, 15 e 16. A
concentracdo de 1mg/mL, foram detetados 1,1% e #i®%élulas viaveis para as amostras
cruas e cozinhadas, respetivamente, no ensaiaatexitidade, enquanto para o ensaio de
proliferacdo celular, foi detetado 0% de céluladveis para ambos os tipos de amostras
(Figura 14).
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Figura 14 - Atividades citotdxica e antiproliferativa dos ettrs metandlicos de hamburgueres de
pata-roxa crus e cozinhados (20 minutos a 180°@) 4ph de extracdo a 1mg/mL em células MCF-7
apo6s 24h de incubacdo. Resultados obtidos atravésetbdo de calceina-AM e do método de MTT.
Os valores correspondem a média da percentageeddedo final £ SEM (n=12)p<0,05 representa
diferencas estatisticamente significativas detetads extratos de hamburguer em relagéo ao controlo
(t-studen}.

Ndo se verificaram 0s mesmos efeitos citotoxico néipeoliferativo observados
anteriormente, quando as células foram incubadasaomcentragdes mais baixas (10, 30 e
100pg/mL) de extratos de hambuarguer de pata-roMaeccozinhado (Figuras 15 e 16).
Obtiveram-se 100% de células viaveis em quase tadasituacdes. Os resultados nao
apresentaram diferencas estatisticamente sigimvasaiem relagcdo ao controlo>(p05, t-
studeny.
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Figura 15 - Efeito citotoxico dos extratos metandlicos de hamgberes de pata-roxa crus e
cozinhados (20 minutos a 180°C) apds 12h de extrachferentes concentra¢des (10-100pg/mL) nas
células MCF-7 ap06s 24h de incubacdo. Resultaddadosbatravés do método de calceina-AM. Os
valores correspondem a média da percentagem + S8E8).(
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Figura 16 - Efeito antiproliferativo dos extratos metandliaes hambuirgueres de pata-roxa crus e
cozinhados (20 minutos a 180°C) ap6s 12h de extrachferentes concentracdes (10-100ug/mL) nas
células MCF-7 apds 24h de incubacdo. Resultadadosbatravés do método de MTT. Os valores
correspondem a média da percentagem + SEM (n=8).
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3.3. Avaliacdo da estabilidade ap6s embalamento a vacuo

3.3.1.Estudo microbioldgico

O estudo ocorreu durante 14 dias, durante os quaie de hamburgueres de pata-roxa
(lote 3) e os respetivos controlos foram mantidosrefrigeragcéo 10,25°C [7,70°C; 14,30°C].
Como a principal matéria-prima que constitui o hargher é o pescado, foi considerado o
critério microbiolégico aplicado a pescado cru ezongelado cujo limite maximo aceite para
as contagens aerobias “totais” €uf6/g (Huss, 1993; IFST,1999) e par& @oli € 500ufc/g
(Huss, 1993).

3.3.1.1. Contagens de microrganismos viaveis “totdie degradativos

As contagens viaveis “totais” sdo definidas comondseo nimero de bactérias (em
ufc/g) num produto alimentar obtido sob condicG@®as de crescimento. N&o se trata de um
parametro para obter a populacdo microbiana totsepte na massa de alimento estudada,
mas apenas uma fragdo dos microrganismos que sevdbge no meio de cultura e nas
condicdes de incubacédo escolhidos (Huss, 1993f0Atgens de microrganismos “totais” e
degradativos foram realizados em méion Agar (Lingby) que é o mais indicado para
amostras de pescado ou derivados de pescado (28&6). Ao possuir uma percentagem
baixa de sal (0,5% de NaCl), este meio de cultunteria o desenvolvimento de
microrganismos halofilos ligeiros (que, embora ssitem de sal, desenvolvem-se em meios
com baixo teor de NaCl) e os halotolerantes lige{toleram a presenca de sal). Entre estes
microrganismos, encontram-se aqueles que sdo deyes isto €, sdo capazes de reduzir o
sulfito de sddio (N£&5Qs) a HS. O citrato de ferro presente no meio de cultaese com o
H>S e escurece as colonias formadas, permitindo ulmatificacdo visual deste tipo de
microrganismos (Baross, 1992; Atlas, 2010).

No presente estudo, fizeram-se as contagens pararganismos aerobios (Figura 17)
e anaerobios (Figura 18). Constata-se que as @dadgiciais para a pata-roxa foram altas
(2,00x16ufc/g para os aerobios “totais” e 6,90%1f@/g para os aerébios degradativos), ao
passo que as contagens para o hamburguer foranificsiimamente mais baixas
(2,03x1Gufc/g para o aerobios “totais” e 4,55X0ft/g para os aerdbios degradativos)
(p<0,05, t-student Figura 17). E possivel observar que o desenverim microbiano no
hambuarguer foi mais lento ao longo do estudo, pétsaando o critério microbioldgico
(10’ufc/g de aerdbios “totais”) apenas ao 8° dia deaaemamento em refrigeracdo, enquanto
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a pata-roxa ultrapassou-o ao 4° dia. Os restaatésngetros microbiol6gicos foram analisados
somente no periodo de tempo em que as amostrasiceatravam abaixo do critério

microbioldgico (2 dias para a pata-roxa e 6 diaa pehamburguer).
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Figura 17 — Contagens (C.) de microrganismos aerobios “totaiglegradativos incubados a uma
temperatura média de 22,2°C [21,50°C; 24,10°C] nder&8 dias presentes na pata-roxa € no
hamburguer ao longo do tempo. O limite maximo acdé& microrganismos aerobios presentes nas
amostras foi 10ufc/g. Foram detetadas diferencas estatistican@gtdficativas (0,05, t-studeny

nas contagens de microrganismos aerobios “totail€geadativos entre as amostras para os tempos 0,
2,4 e 6 dias.

O desenvolvimento anaerébio (figura 18) ndo aptesediferencas significativamente
significativas (p0,05, t-studen}t do que foi observado para o desenvolvimento @&zrds
contagens iniciais para a pata-roxa também foraas &V,55x18ufc/g para os anaerobios
“totais” e 5,25x10ufc/g para os anaerdbios degradativos), ao pass@s|econtagens para o
hamburguer foram significativamente mais baixa3Q®]fufc/g para o anaerdbios “totais” e
4,50x1Gufc/g para os anaerobios degradativos(p5,t-studen). Também se observou um

desenvolvimento microbiano anaerdbio mais lentbarmaburguer em relacéo a pata-roxa.
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Figura 18 — Contagens (C.) de microrganismos anaerébios &btaidegradativos incubados a uma
temperatura média de 22,2°C [21,50°C; 24,10°C] ndeir8 dias presentes na pata-roxa e no
hamburguer durante 2 e 6 dias de refrigeracdo,etigamente. Foram detetadas diferencas
estatisticamente significativas nas contagens aeonganismos anaerébios “totais” e degradativos,
entre as amostras, para os tempos 0 e 2 di@sOft-studeny.

3.3.1.2. Esporos d€lostridium sulfito-redutores

As bactérias do génerGlostridium sdo bactérias anaerébicas mesobfilas (capazes de
crescer entre 15°C a 40°C) que sofrem esporulapZiteacées dstress E possivel ocorrer
contaminacfes com estirpes patogénica€ldstridium nomeadamente @. botulinum(que
provoca o botulismo), a partir de pescado(C.e perfringens(que provoca intoxicacdes
alimentares), a partir de alimentos que foram,gx@mplo, colhidos da terra (Johnson, 2009).
Os esporos sao resistentes ao calor, pelo quéamiato térmico do alimento por vezes nao
assegura a sua destruicdo. Germinam quando suiggeondicdes ideais, nomeadamente no
trato intestinal humano, possibilitando o surgimedas doencas acima referidas (Johnson,
2009). A técnica aplicada para a pesquisa de espi@®lostridiumsulfito-redutores permite
detetar estas duas estirpes patogénicas (emboraendnta identifica-las), porque o meio
SPS contém na sua composicao citrato de ferroaquegagir com b5 que as duas estirpes
produzem, escurece as colonias formadas (Atlag€)201

No presente estudo, os esporoLiestridiumsulfito-redutores apenas foram detetados

em 1g de hamburguer de pata-roxa armazenado egeraffao nos dias 4 e 6.
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3.3.1.3. Enterobactérias

Enterobacteriaceae é uma familia de bactérias Geggativas que, na sua maioria, Sao
anaerdbios facultativos (conseguem sobreviver sagénio, mas quando presente, é usado)
e podem ser encontrados no trato intestinal dorasi Causam deterioragdo em diferentes
tipos de alimentos, incluindo em peixe e vegetBaylis et al, 2011). Nesta familia estdo
incluidos diversos patogénicos associados a irdo&es alimentares graves, nomeadamente
Salmonella Shigellg Escherichiae Serratia (Baylis et al., 2011). Por este motivo, este
parametro tem vindo a ser usado ndo s6 como irmmlicde higiene, mas também como
indicador da possivel presenca de patogénicosimeraio (Bayliset al.,2011). No presente
estudo, o meio de cultura VRBG foi usado por seingicado para a enumeracdo de
microrganismos pertencentes a Enterobacterig@akses, 2010).

Na Figura 19 estdo apresentadas os resultadossdaige de enterobactérias na pata-
roxa e no hamburguer. Constata-se que o crescinm@gtobiano variou pouco para a pata-
roxa ao fim de dois dias de refrigeracdo, manteselentre 2,45xT0fc/g e 3,90x1fufc/g.

No caso do hamburguer, o desenvolvimento microbiaaoteve-se entre 7,10X16c/g e
2,90x10d ufc/g e s6 aumentou a partir do 4° dia, atingih@9x1CGufc/g no 6° dia. Entre os
dois tipos de amostras, as contagens de enterabactédo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas{, 05, t-studen}.
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Figura 19 - Crescimento de enterobactérias a 30°C durante p2dbentes na pata-roxa e no
hamburguer em refrigeracdo ao longo de 2 e 6 tiapetivamente. Para os tempos 0 e 2 dias, ndo
existem diferencas estatisticamente significateraise as duas amostragQg05,t-studeny.
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Todos os testes de confirmacdes realizados (testxidase e crescimento em caldo
Dextrose BCP) confirmaram a presenca de enterafmxtéoxidase negativa e glucose

positiva).

3.3.1.4. Pesquisa dE. coli

A E. coli. € um microrganismo mesofilo que pertence a fankterobacteriaceae
pode ser encontrado exclusivamente na flora imigstie animais de sangue quente, incluindo
seres humanos. A sua presenca no ambiente est&spprassociada a libertacdo de fezes
(Paruch e Maehlum, 2012). Devido a simplicidadepdexz dos métodos de detecaokle
coli, trata-se do indicador ideal para detetar possisentaminacées com matéria fecal em
alimentos (Bayliset al, 2011). Embora hajam estirpes He coli que s&o habitualmente
comuns entre individuos e podem nao afetar a gaiilleca, por outro lado, existem estirpes
patogénicas, como agerocytotoxicE. coli, que provocam gastroenterites severas, diarreias
sangrentas e falha nos rins e figado. Assim, pl@ma ade ser um indicador de qualidade
higiénica, € também um parametro de seguranca ralmé¢Bayliset al., 2011; Paruch e
Maehlum, 2012). O meio de cultura utilizado (TBX)spoi na sua composi¢cao o substrato
cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indofiHD-glucuronidaque, ao ser absorvido peffacoli e
clivado pela enzim@-D-glucuronidase, confere a coldénia uma colorac&d-esverdeada
(Atlas, 2010).

Ao longo do presente estudo, foram detetadas 1l0fcLE&. coli por 1g de pata-roxa
nos dias 0 e 2, e 1,0x40c E. colipor 1g de hamburguer no dia 2, quando armazerados
refrigeracdo. Os resultados nao ultrapassaram itelimaximo do critério microbiolégico
(500ufc/g).

3.3.1.5. Pesquisa d8almonella spp.

A Salmonellaé um microrganismo mesoéfilo que pertence a farkitigerobacteriaceae e
pode ser encontrado em diferentes tipos de hospsdéiis como mamiferos, aves, peixes e
repteis (Baylis et al, 2011). Provoca desde gastroenterites comuns réiiardores
abdominais e febre) a febre tifoide, que pode sertah A acdo patogénica deste
microrganismo pode ser prevenida com boas préatieashigiene e bons processos de
refrigeracdo e cozedura dos alimentos, uma veoduatamento térmico dos alimentos é o

suficiente para eliminar @almonellaGianella, 1996; Baylist al, 2011).
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A detecdo deSalmonellapelo sistema miniVIDAS baseia-se no método imuno-
enzimético fluorescentd&Efizyme Linked Fluorescent Assal)LFA). O conceito consiste na
ligacdo de um antigénio especific@almonellaa um anticorpo especifico que, por sua vez, é
detetado através de um segundo anticorpo que, aagir reom um determinado substrato,
origina uma mudanca de fluorescéncia que é postegite detetada (Yolken e Stopa, 1979;
Gan e Patel, 2013).

Ao longo do presente estudoSalmonella sppnéo foi detetada em 25 gramas de pata-

roxa ou 25g de hamburguer armazenados em refri@y@esglongo do estudo.

3.3.2.indice de TBA

A peroxidacgéo lipidica € uma das causas princigpaideterioracdo dos alimentos com
elevado teor lipidico e os compostos secundariomddos durante este processo Sao
responsaveis pelo cheiro e sabor desagradaveisads® a degradacao de alimentos (Mgiki
al., 2005). A determinacao do indice de TBA baseiasextracdo do composto secundario
MDA e da formacéo de um complexo rosado entre o MDAuas moléculas de 2-acido
tiobarbitUrico, que é detetavel por espectrometrid30nm (Dahleet al, 1962). Como tal,
trata-se de um parametro comum para avaliar o@sieadegradacao oxidativa de um produto
alimentar.

Os resultados da humidade da pata-roxa e do hamdnirde pata-roxa estao
apresentados na Tabela 3, necessérios para a ihetgdio do indice de TBA das amostras.
Os valores determinados estéo representados niaa 2Qu

A pata-roxa possuiu uma humidade inicial de 76,386feeu um aumento de humidade
em 2,0%; o hamburguer possuiu uma humidade ind#al71,3% e sofreu uma perda de
humidade em 1,7% (Tabela 3). A humidade das duasstams nao teve uma variagao

estatisticamente significativa ao longo do temx®(p5, ANOVA).

Tabela 3 Valores de humidade em percentagem para a patenpae o hamburguer ao longo de 2 e
6 dias, respetivamente. Os valores correspondegdant SEM (n=2).

Tempo (dias) | Pata-roxa (%) | Hamburguer de pata-roxa (%)
0 76,37+0,32 71,04£0,32
2 78,3340,61 67,52+0,52
4 - 69,89+0,85
6 - 69,63+0,09

Diferencas estatisticamente significatifamm relacio ao dia fem relacédo ao dia 2em relacdo ao
dia 4 (0,05, ANOVA). ¢ Diferencas estatisticamente significativas parata-poxa em relagdo ao
hamburguer para 0 mesmo tempsgQ®5,t-studen}.
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A Figura 20 apresenta os resultados obtidos a&® d@ das amostras em refrigeracgéo.
A pata-roxa apresentou 0,585mg e 0,503mg MDA/1@20g os dias 0 e 2, respetivamente; 0
hamburguer apresentou 1,407mg, 1,691mg, 1,435m§lerhg MDA/1000g para os dias O,
2, 4 e 6, respetivamente. Os resultados entre aasb@sostras sdo estatisticamente diferentes
(p<0,05,t-studen}. Ao longo do tempo, a variacdo do indice de TEBA foi estatisticamente
significativa (0,05, ANOVA).
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Figura 20 - Variacdo do indice de TBA da pata-roxa e do haguemao longo de 2 e 6 dias de

refrigeracéo, respetivamente. Os valores correggored média + SEM (n=4). O indice de TBA néo

variou significativamente ao longo do tempe@®5, ANOVA). Para os tempos 0 e 2 dias, existem
diferencas estatisticamente significativas entrduas amostras £0,05,t-studen}.

3.3.3.Leitura da Cor

A cor é gualquer comprimento de onda na gama daikizel (380 a 750nm) que é
detetada pelo olho humano. Como é um parametroonsuibjetivo, foi desenvolvido um
instrumento de leitura que traduzisse a cor emlaseanérica para melhorar a percecédo da
qualidade alimentar do produto (Delgado-Vargasred®s-Lopez, 2002).

Verificou-se um ligeiro decréscimo dos valores dedrrespondente ao escurecimento
da cor para ambos os tipos de amostras e os vahlieam que a pata-roxa sofreu um maior
escurecimento na cor do que o hamburguer entrea® di 2 (Tabela 4). Em relacdo aos
valores de a*, os valores séo positivos, pelo guigag as amostras encontram-se na gama dos
tons avermelhados. Quer o hamburguer, quer a patasofrem um pequeno decrescimento
neste parametro entre o dia 0 e 2, embora se teetdo valores estatisticamente superiores
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(p<0,05,t-studen} para o hamburguer nos dias 4 e 6. Em relacduvadoses de b*, os valores
sao positivos, pelo que ambas as amostras se emmoona gama dos tons azulados, mas
verificou-se que a pata-roxa sofreu uma variacas B@entuada neste parametro do que no

hamburguer entre os dias 0 e 2.

Tabela 4 - Valores de L*, a* e b* para a pata-roxa e paraamiirguer ao longo de 2 e 6 dias,
respetivamente. Os valores correspondem a médivit(8=12).

. Pata-roxa Hamburguer de pata-roxa
Tempo (dias) L+ " b* L+ a* b
0 59,33+1,1% 6,91+0,46 14,16+0,48| 51,31+0,69 7,61+0,20 49,64+0,57
2 50,74+0,30 2,85+0,40° 6,93+0,389 | 50,77+0,30 6,85+0,22 47,17+0,5%
4 - - - 48,05+0,48° 9,48+0,46° 46,23+0,26"°
6 - - - 45,57+0,26° 9,03+0,2%° 43,36+0,68°¢

dDiferencas estatisticamente significativas parata-poxa em relagdo ao hamburguer para o mesmo
tempo (p<0,05,t-studen}.

Constatou-se uma diferenca total significativa oada pata-roxa e do hambuarguer ao
fim de 2 e 6 dias, respetivamente (Tabela 5). Hat&e a vivacidade da cor 4 verifica-se
uma diminuicdo dos valores para a pata-roxa e @dwa@mburguer. A tonalidade da coggh
nao sofreu diferencas estatisticamente signifiaati§@-0,05, ANOVA) ao fim de 2 dias de
refrigeracdo para ambas as amostras. Em compaegata-roxa sofreu uma variagdo maior
na cor AE=13,26+0,99) com uma perda mais acentuada naidaae da cor do que o

hamburguer4AE=4,37+0,73) ao fim de 2 dias de refrigeracéao.

Tabela 5 - Pard@metros da leitura da cor para a pata-roxaae@baamburguer determinados a partir
dos valores de L*, a* e b*. Os valores correspondameédia + SEM (n=12).

Tere () Pata-roxa Hambdurguer de pata-roxa
AE Cab hab (0) AE Cab hab (0)
0 - 15,76+0,58 64,72+0,44 - 50,18+0,55 81,05%0,21
2 13,26+0,99 7,58+0,48 68,34+2,78 | 4,37+0,73 47,67+0,5%  81,73+0,26
4 - - - 5,32+0,68 47,24+0,30 78,32+0,63"
6 - - - 9,54+1,28¢ 44,41+0,72°¢ 78,27+0,18"

Diferencas estatisticamente significatifamm relacéo ao dia fem relacéo ao dia 2em relacdo ao
dia 4 (0,05, ANOVA). ¢ Diferencas estatisticamente significativas parata-poxa em relagdo ao
hamburguer para o0 mesmo temps@®5,t-studeny.

Através do uso do simuladonline EasyRGB(IRO, 2014), foi possivel converter os
valores médios de L*, a* e b* nas respetivas cf{frggura 21) para facilitar a visualiza¢do da

variacdo da cor das amostras ao longo do estudo.
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Dias 0 2 0 2 4 6

Figura 21 - Variacdo da cor de A) pata-roxa e de B) hamburdeepata-roxa quando embalados a
vacuo e armazenados em refrigeracdo durante 2as Gespetivamente.
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4.1. Capacidade antioxidante e efeito citotdxico e
antiproliferativo nas células MCF-7

De um modo geral, verificou-se que o0s resultadosdad mostraram uma clara
vantagem em confecionar hamburgueres de pata-mxanedida em que foi detetado
potencial antioxidante neste produto alimentar &ebde pescado subvalorizado. Este
potencial deve-se essencialmente aos ingrediedigsrzados.

Nos ensaios de DPPH, os extratos produzidos ar pdati matéria-prima apenas
mostraram uma capacidade de 21,00% a 32,60% paduaire radical livre. O hamburguer
de pata-roxa revelou possuir uma capacidade de;&edantre 73,58% a 79,48% para a
mesma concentracdo de extrato. Uma vez que ja sitteacomprovado a capacidade de
reducao do radical livre DPPH da cebola e do athd’8,00% e em 62,00%, respetivamente
(Nuutila et al, 2003; Leeet al, 2011), é expectavel que a adicdo da cebola elldp a
contribuiram para o aumento do potencial antirddianonstrado pelo hamburguer em
relacdo a matéria-prima. Os valores deddeterminados para os extratos dos hamburgueres
(obtidos apds 12h de extragdo) mostraram que @teximetanolico teve maior efeito em
reduzir o radical DPPH, contudo a variacdo da dwoago processo de extracdo nao foi
significativamente vantajosa (de 366,80ug/mL a fidfa 354,60ug/mL a 24h de extracado).
Tendo em conta que o valor de gg@eterminado para o tomate foi de 550ug/mL (Pieela
al.,, 2012) e para o acafrao foi de 9740ug/mL (Cousinal, 2007), os resultados obtidos
revelaram que a suplementacdo do hamburguer dergg@acom os varios ingredientes
permitiu incorporar compostos fitoquimicos cujoitefesinergéticapode ter contribuido para
0 aumento do potencial antiradical do hamburguedyorido.

Ja foi comprovado em estudos anteriores que osediggtes adicionados ao
hamburguer de pata-roxa possuem valores elevadd3Téee ORAC, como mostram as
Tabelas 6 e 7, respetivamente. Contudo, os vattestas tabelas foram influenciados pelo
tipo e duracdo do processo de extracdo, pelosrdelvescolhidos, por adaptacdes ao método
de detecdo e por fatores como a origem, a espp@Eatidade utilizada, estado de maturacao,
o estado de conservacdo (frescas ou desidratadas) pgdprias condi¢cdes de producao
(estacéo do ano, temperatura, condicbes de sadojatms alimentos.

Relativamente aos resultados obtidos na QTP, @era$o um potencial antioxidante,
ao nivel dos valores de QTP obtidos para o hambkdérgubstancialmente superior, quer
pelos ingredientes presentes individualmente, peler possivel efeito sinergético entre estes.

O maior valor de QTP obtido foi de 34,68mg EAG/100g hamburguer (metanol e
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diclorometano, 24h) e, teoricamente, bastam 3gcd&an-das-indias para se obter o dobro
do contetido fendlico (Wet al.,2004). E necessario ter em conta que (i) os vabtacEabela

6 provieram de diferentes métodos de extracao,eoirfluencia a quantidade de polifendis
extraida, sugerindo, por sua vez, que o métodxiacdo utilizado neste trabalho pode néo
ter sido eficiente na extracdo dos compostos feosli (i) os varios ingredientes foram
analisados em conjunto e ndo individualmente, cnasestudos referenciados na Tabela 6, e
desconhece-se o efeito sinergético dos diferentggedientes sobre o contetdo fendlico total
do hambdurguer; e (iii) o hambuarguer também possoi teor lipidico (adquirido
principalmente pelo 6leo de linhaga) que poder&datribuido para uma ineficiente extracao
e/ou detecdo dos compostos fendlicos.

Huanget al. (2005) comprovaram que o método de FC nao é efeciea detecédo de
polifendis quando estdo presentes, no extrato dsanacompostos insollveis em agua,
tornando-se ineficiente para fazer a quantificagéa de polifendis. Sabe-se que a curcumina
(Prasacet al.,2014), a piperina, (Wattanathoet al.,2008) e o canferol (Calderon-Montafio
et al, 2011) sdo exemplos de compostos que sdo inssléweiagua, e a probabilidade de
estarem presentes no hamburguer é alta, pelo quessvel que existam compostos nos
extratos que interferiram com a metodologia de BE€rker et al. (2013), por exemplo,
propuseram usar isobutanol em vez de agua despkdapermitir a detecdo dos compostos
insollveis em agua.

Relativamente ao processo de extracdo, ndo exisfgacesso universal adequado para
todo o tipo de amostras (Boulekbach-Makhletfal, 2013). A extracdo liquido-sélido por
solventes é um processo simples e de facil execiNiientanto, tem as desvantagens de ser
demorado, de se usarem quantidades consideravaishamtes organicos (que sao toxicos
para o ambiente), e de ser pouco eficiente (Giv€hat al, 2013). A extragcdo por micro-
ondas tem vindo a revelar-se ser um método rapidbceente na extracdo de compostos
fitoquimicos (Zill-e-Humaet al, 2009; Liet al, 2011; Moreiraet al, 2012; Chemat e
Cravotto, 2013; Setyaningsit al, 2015). Em relacdo a extracdo de polifendis, €taal.
(2003) mostraram que a aplicacéo deste tipo deepsoccom etanol a 30% durante 4 minutos
permitiu extrair polifendis em maior quantidade giee a extracéo tradicional a temperatura
ambiente durante 20h. A extragcdo por micro-ondasipe reduzir o tempo de extracéo e a
guantidade de solvente utilizado, pelo que tambéntomma uma alternativa mais rapida,

econdmica e ecoldgica ao metodo de extracdo wldin® presente trabalho.
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Tabela 6 - Valores QTP (minimos e maximos) de referéncia pada ingrediente utilizado para a
confecdo de 100g de hamburguer de pata-roxa.

QTP | dient QTP
Ingredientes (mg EAG/100g ingrediente) ?Sria'rigs)s (mg EAG/x gramas)
Min. M&x. g Min. M&x.
Cebola
Cebola 23,00 164,000 (20,17) 4,64 33,08
Alho
Alho 1,9¢ 115,00 (3.009) 0,06 0,35
Acafrio-das-indias 2117,00  2754,00 A‘?afr?g'(;jfgs)"”d'as 6436 83,72
. Pimenta preta
Pimenta preta 0,30 2250,06 (0.800) 0,002 18,00
Polpa de Tomate
Polpa de Tomate 30,00 360,56 (15.779) 4,73 56,86
] . - Oleo de Linhaca
Oleo de Linhaca 136,93 - (4.969) 6,79 -

2 Haytowitz e Bhagwat, 2016;Lu et al, 2011;° Gorinsteinet al.,2008;% Nuutila, 2003 Wu et al.,
2004;" Sharet al, 2007;? Apaket al, 2007;" Patraset al.,2009;' Teh e Birch, 2013.

No que diz respeito ao método do ORAC, os resultadeelaram que os extratos de
metanol e metanol aquoso do hamburguer possuirammaior efeito antiradical sobre os
radicais ROO (que permitem o avanco da peroxidacao lipidicafiveam-se 8603,01pumol
ET/100g e 9274,58umol ET/100g ap6s 12h de extragd®597,80umol ET/100g e
10009,50pumol ET/100g apo6s 24h de extracdo paraxtrat@s metanolico e metandlico
agquoso, respetivamente. Estes resultados ultrapassas perspetivas, tendo em conta os
valores reunidos da Tabela 7. Teoricamente, se I¥gebola proporcionam 751 a
1457umol ET/100g (Haytowitz e Bhagwat, 2010), seneecessarios 6879 a 1333g de cebola
para obter o mesmo potencial antioxidante maxintetadéo para 100g de hambuarguer de
pata-roxa. Resumindo, reafirmou-se que o hamburtguempoder antioxidante com potencial
para retardar a peroxidacao lipidica.

Relativamente ao resultado de ORAC do extrato déamoe com diclorometano
(1766,02umol ET/100g), este foi inferior aos ougratos, embora tenha sido, ainda assim,
superior a matéria-prima tratada nas mesmas caxligéto sugere que o diclorometano
afetou a extracdo de compostos com acgao antiradeal direcionada para os radicais RDO
uma vez que a capacidade de reducdo do radical DRBH/ariou em relacdo aos outros

extratos.
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Tabela 7 -Valores ORAC (minimos e maximos) de referéncia gada ingrediente utilizado para a
confecdo de 100g de hamburguer de pata-roxa.

ORAC | dient ORAC
Ingredientes (umol ET/100g ingrediente) r(')?rera'r?]gse)s (umol ET/x gramas)
Min. Max. 9 Min. Max.

Cebola

Cebola 751,00 1457,00 (20,179) 151,48 293,88

Alho 6665,00 15430,00 Alho 199,95 462,90
(3,009)

Acafrio-das-indias 109400,08  183200,00 A‘?afr‘z‘??gj;)"”d'as 332576  5569,28

Pimentapreta  4600,00  42400,00 P'”(‘grggg‘;reta 36,80 339,20

Polpa de Tomate
Polpa de Tomate 420,00 694,00 (15.774) 66,23 109,44

2 Haytowitz e Bhagwat, 2010;Shanet al, 2007;¢ Apaket al, 2007;flliev et al, 2013

O potencial anticancerigeno dos alimentos usadas fagplementar o hamburguer de
pata-roxa ja foi determinado em estudos anterifRebertet al, 2001; Kris-Ethersoet al,
2002; Kaefer, 2008; Lin e Lin, 2008; Ravindratnal, 2009; Palozzat al, 2011; Bhagwaét
al., 2013) e, tendo conhecimento sobre o crescentenoide novos casos de cancro por todo
o mundo, foi avaliado o potencial do hamburguerpdéa-roxa para afetar a viabilidade
celular da linha celular MCF-7. Contudo, os ensagjos foram realizados apenas permitem
avaliar potenciais efeitos citotéxico ou antipraddtivo no modelo celular do cancro da mama
para concentragbes muito elevadas de extrato; ré&tonitem validar caracteristicas
anticancerigenas do hamburguer num organismo humano

Os resultados obtidos mostraram que (i) 0s extra®spata-roxa ndo possuem
citotoxicidade e que (ii) os extratos de metaneoicag e metanol com diclorometano tiveram
um pequeno efeito antiproliferativo sobre as c8lWMECF-7 a concentracdo de 1mg/mL. Este
altimo resultado é interessante, pois adiciona nuigé anticancerigeno ao hambuarguer de
pata-roxa. Por sua vez, os extratos de hamburgupatd-roxa so revelaram algum efeito na
viabilidade celular a concentracdo de 1mg/mL. Axdaviabilidade celular detetada nos
ensaios de proliferacdo celular indica que, a estaentracdo, os diferentes extratos sao
essencialmente citotoxicos.

Estes resultados néo significam que os extratdmdiurguer de pata-roxa ndo contém
compostos fitoquimicos com capacidade antiprofifesia Ja foi comprovado que a pimenta-
preta (Laiet al, 2012), a cebola e o alho (Boiwe al, 2009) tém potencial antiproliferativo
para com células do cancro da mama. Mais espeuiicte, a curcumina (do agafrdo), a

apigenina (da cebola), o dissulfureto de dialilo &ho e da cebola) e a quercetina (do alho,
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da cebola, do acafrdo e do tomate) ja demonstraraeu potencial antiproliferativo sobre
diferentes tipos de células cancerigenas (Detvéd, 2010).

Como ja foi comprovado que a combinacdo de difesermompostos fitoquimicos
potencia os seus efeitos anticancerigenos (Aretig, 2011), € possivel que, neste caso, o
conjunto de compostos extraidos tenha potenciadtivadade citotdxica sobre as células
MCF-7. Um dos mecanismos que é fortemente afetadm presenca da curcumina (Al-
Hujaily et al, 2011) e da quercetina (Sehal, 2010) é o sistemduclear Factors-kappaB
(NFxB) que, ao ser inibido ou bloqueado, pode ndo twromper a proliferacéo celular,
como pode tornar as células cancerigenas maisveengio efeito citotoxico de outros
compostos (Karin, 2006).

O sistema NRB consiste num conjunto de fatores de transcricddeares que
desempenham um papel fundamental da regulacaesiagstas imunitarias e inflamatorias,
da apoptose e da oncogénese (Karin e Lin, 2003)orifram-se ligados a inibidores no
citoplasma, uma vez que sua ativagdo aumenta assdw de genes anti-apoptoticos (Karin,
2006). O crescimento tumoral induzido por inflantagé&diado pelo desregulamento do fator
de necrose tumoral alfa (tumour-necrosis faator TNFu) (Sethi et al, 2009) pode
despoletar o desbloqueio do sistemax#-tornando-o num dos principais mecanismos para
a fase de iniciagdo de um tumor, pois impedirdajapoptose seja induzida (Karin, 2006). O
que justifica porque o sistema MB-¢€ alvo de agentes anticancerigenos (Ketnal, 2012).

A curcumina, ao inibir o sistema N#B, consegue, ainda que indiretamente, ativar atroc
entre o crescimento tumoral induzido por inflamagddiado por TNé& para a regresséao
tumoral mediado por outro fator de necrose tumgab et al, 2004) que induz a apoptose
através da ligacéo a recetores de morte (Baafi, 2001). A apoptose trata-se de um processo
de morte celular programada que € iniciado quasdilulas estdo danificadas, abnormais ou
em excesso (Daviet al, 2010). A inducéo deste processo através da wiacaridrial pode
ser acionada pela apigenina (cebola), quercetiha,(aebola, acafrdo, tomatg),caroteno
(linhaca), dissulfureto de dialilo (alho e cebota}ambém pela curcumina (acafrdo), entre
varios outros (Davigt al, 2010). Estes compostos possuem alguns mecansma@®mum

ou com o mesmo objetivo. Esta incluida a provocagaodiferenca de carga entre a
mitocondria e o citoplasma (potencial da membranacondrial) (curcumingj-caroteno, e o
dissulfureto de dialilo) (Davit al, 2010), que leva ao aumento de poros na membrana
mitocondrial e a libertacdo e aumento do citocromqge outros fatores apoptoéticos

mitocondriais) (Lyet al, 2003) no citoplasma (apigeningscaroteno e o dissulfureto de
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dialilo), bem como ao aumento das caspase-3 e s&§pdapigeninaf-caroteno e o
dissulfureto de dialilo), que sao protéases dogusa apoptoético (Igney e Krammer, 2002).

Contudo, o efeito da acdo dos compostos fitoquisnpomle ficar comprometido devido
a aplicacdo de tratamentos térmicos para proloagaeriodo de vida util de prateleira de
produtos alimentares. Como sdo compostos sensigeialor, a pratica € considerada como
um processo que desvaloriza as propriedades mmmaisi (Choiet al, 2005). No entanto, o
potencial antiradical e o contetudo fenodlico de afgwegetais, em alguns casos, tém-se
mantido relevantes ap0s um tratamento térmico (€hai, 2005; Abreu e Barcelos, 2012;
Dini et al, 2013). Os resultados sugerem que o hamburgugratéeroxa cozinhado (20
minutos a 180°C) é um desses casos, pois o0 pdtemtieadical contra o radical DPPH é
significativamente maior e a QTP néo apresentadtif@as estatisticamente significativas em
relacédo ao extrato do hamburguer cru.

Esperava-se que o tratamento térmico degradassepostys nutricionais e,
indiretamente, diminuisse o0 potencial antioxidanl® hambulrguer de pata-roxa
(Wangcharoen e Morasuk, 2009). Os resultados dae@@RAC comprovaram a diminui¢ao
no potencial antiradical, no entanto, os ensaioDB&H, mostraram que (i) a perda do
potencial antiradical situou-se essencialmente aa@dade de interagir com os radicais
ROQ:; e que (ii)) o hamburguer possui um potencial aid&nte relevante apés o tratamento
térmico. Em relacdo aos efeitos citotoxico e aotifarativo, verificou-se o mesmo
comportamento: ndo h4 efeito a baixas concentragfasuma concentracdo de 1mg/mL, os
extratos sdo essencialmente citotoxicos na linHalaceMCF-7. O tratamento térmico,
embora afete a capacidade antioxidante, ndo alterafeito citotéxico para elevadas
concentracdes de extrato no modelo celular do oatecmama utilizado.

Abreu e Barcelos (2012) demonstraram que, no cadordate, os teores de licopeno,
de B-caroteno e de polifendis aumentaram com a subédéechperatura. Trata-se de um
exemplo que permite justificar as observacfes adiefi@ridas em relacdo ao potencial
antioxidante e citotoxico do hamburguer de patayoguando era esperado resultados
inversos devido a sensibilidade térmica dos conmgofitoquimicos (Réblova, 2012). Os
resultados exigem um estudo mais pormenorizade swlefeito do tratamento térmico sobre
0 potencial antioxidante do hamburguer de pata-etravés da variacdo da temperatura, da
duracado do processo e da aplicacao de diferentisloséde cozedura, para avaliar a perda do
potencial antioxidante especifica para radicais ROO

Curiosamente, foi observada uma discrepancia ntwegade ORAC dos extratos

metanodlicos entre as amostras cruas usadas pastudoedo potencial antioxidante e as
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amostras cruas usadas como controlo no estudo et efo tratamento térmico. Estas
amostras pertenciam ao mesmo lote, foram armazemaeB0°C, mas foram usadas com 45
dias de diferenca. Apesar de analisadas nas mesmdgdes (estado cru, metanol, 12h de
extracao), ocorreu uma perda de 54,72% no poteawcimhdical para com radicais RO®or
outro lado, os respetivos valores de DPPH mostraenagatividade antiradical manteve-se
estavel, apresentando valores dedEsInilares entre as amostras cruas frescas e asrasi0
cruas apos 45 diakstes resultados sugerem que houve uma perdaviliadé antiradical
especifica, pelo menos, para o tipo de radicaiedigerados no ensaio ORAC a semelhanca
do que foi observado nas amostras que sofreraamtesito térmico.

Patthamakanokporet al. (2008) mostraram que o potencial antioxidante avaie
alimento para alimento, no mesmo periodo de temmpoaenazenamento. Mas ha poucos
estudos sobre o efeito do armazenamento a bamxgetaturas sobre o potencial antioxidante
de um produto alimentar para ser possivel preval ppdera ser o efeito do armazenamento
sobre o potencial antioxidante do hamburguer de-peta. Como tal, € aconselhada a
realizacdo de um estudo que permita determinartsemiburguer perde efetivamente algum
potencial antioxidante (como sugerem os resultadisios) devido & temperatura baixa de
armazenamento e o que pode ser feito para o prevemeterminacdo em simultaneo do
indice de TBA pode testar a hipotese de ter sidgéa antiradical que reduziu o potencial no
hamburguer de pata-roxa ao impedir 0 avanco dajoklagio lipidica, porque (i) as amostras
ndo foram privadas de oxigénio durante o armazenianae-80°C e (ii) a atividade antiradical
detetada no ensaio de DPPH continuou elevada, seugere que o hamburguer ainda tem um

potencial antioxidante significativo apesar da perspecifica observada.

4.2. Estabilidade ap6s embalamento a vacuo

A qualidade de um produto alimentar € um concedmplexo que envolve Varios
fatores para o0 consumidor, nomeadamente, segurangdicdo, disponibilidade,
conveniéncia, frescura e caracteristicas fisicas.p@rticular para pescado e derivados de
pescado, a frescura é um parametro essencial quendie de varios fatores biologicos,
bioquimicos e fisicos, como alteragbes na cargaoimi@na, o aumento da peroxidacao
lipidica e as alterac6es na cor do produto alimeg@iafsdottiret al, 2004).

O tipo de embalamento tem um forte impacto sobgriaidade de um alimento. O
embalamento a vacuo prolonga o tempo de vida otilimitar a disponibilidade de O

necesséria para o desenvolvimento de microrganiser@bios (Genet al, 2013). Contudo,
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o0 produto alimentar continua suscetivel ao crestimenicrobiano aerdbio facultativo e
estritamente anaerobio.

As contagens de microrganismos viaveis “totais” egrddativos em ambientes de
aerobiose e anaerobiose realizadas no presen@hivapermitiram constatar: (i) que nao
havia diferencas estatisticamente significativasreeras contagens dos microrganismos
aerébios dos anaerdbios, quer na pata-roxa, quehamobulrguer, sugerindo que o0s
microrganismos presentes nestas amostras sdoatamg{ pois conseguem sobreviver em
ambientes com e sem oxigénio; (i) que ndo havierehcas estatisticamente significativas
entre as contagens dos microrganismos “totais’gead@tivos na pata-roxa, o que sugere que
estdo presentes maioritariamente microrganismosadativos no pescado; (iii) e que as
diferencas estatisticamente significativas entre@gagens dos microrganismos “totais” e
degradativos no hamburguer sugerem uma culturaobiata mais diversificada.

No caso da pata-roxa, as observagfes anterioragaapgpara que a maioria dos
microrganismos presentes inicialmente na matéimagopodera seshewanella putrefaciens
um organismo anaergbico facultativo e produtor d& Fequentemente responsavel pela
degradacdo de pescado conservado em gelo ou egerafdo (Moser e Nealson, 1996;
Gram e Dalgaard, 2002; Remenantal, 2014). Contudo, tendo em conta a conservacao
posterior em vacuo, é natural que outros microsyaos sejam favorecidos pelas condi¢ées
anaerobias. E o caso das enterobactérias, dasibadéticas ou déhotobacteriumgue s&o
microrganismos anaerobios facultativos/estritogywalmente produtores de>$ (Gram e
Dalgaard, 2002; Masniyom, 2011). As enterobacté@rias bactérias lacticas, sendo mesofilos,
desenvolvem-se principalmente no pescado consercado abuso de temperatura. A
temperatura de conservacao da pata-roxa e do hguodslapresentou, neste estudo, algumas
flutuacbes, tendo-se registado um valor médio de3°C0 [7,7°C; 14,3°C]. Como o
hambuarguer é a base de pata-roxa, pode-se dedigiesies produtores de3itambém
estejam presentes na populagcdo microbiana do hgom#uiContudo, ao contrario da matéria-
prima, possui ainda uma populacdo de microrganisraodbios facultativos significativa que
nao produzem £8.

Como a temperatura de armazenamento observadammarecdrigorifica foi sempre
demasiado alta para uma refrigeracdo alimentaruadieg um armazenamento a 5°C tera
consequéncias positivas sobre o periodo de viddaliamburguer de pata-roxa.

Para controlar o desenvolvimento d& putrefaciens de enterobactérias e de
microrganismos estritamente anaerdébios, como Photobacterium phosphoreym

frequentemente responséavel pela degradacdo dedpestanazenado em vacuo e em
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ambientes ricos em CO(Remenantet al, 2014), € necessario recorrer a um tipo de
embalamento diferente. O embalamento com atmosfedificada é uma alternativa (Vedt

al., 2013), usando-se ratios de azotg){l» e CQ diferentes do ar comum (78%,21% Q

e 0,04% CQ (Gorris e Peppelenbos, 1992). Ja foi aplicadaremmmente a pescado,
nomeadamente a sardinha fresca, usando 60%eC@% N (Ozogul et al. 2004) e ao
salmédo com 80% C0O5% O e 15% N (Pastoriza e Bernardez, 2011). Em ambos os casos, 0
pescado fresco manteve a qualidade durante 12Rhas.que uma atmosfera rica em didxido
de carbono ndo favoreca exclusivamente microrgarsisamaerobios comBhotobacterium
phosphoreumum nivel minimo de 1 a 2% de oxigénio deve sepduzido na embalagem
(Gorris e Peppelenbos, 1992).

Para além de especular sobre o tipo de microrgasispresentes no pescado
subvalorizado usado e no hamburguer de pata-rogayesultados das contagens de
microrganismos viaveis “totais” e degradativos pgéram também analisar o comportamento
do crescimento microbiano ao longo do estudo.

O presente trabalho mostrou que, ao ser embaladoum, foi possivel manter a pata-
roxa abaixo do critério microbiologico de “1@fc/g durante 2 dias, o que confirma a
estimativa apresentada por Huss (1995). No entantarga microbiana inicial do pescado ja
se encontrava acima de®l0fc/g para as contagens “totais” de aerdbios.sEstsultados
permitem especular que o tempo de preparacdo @ 166h a temperatura ambiente) pode
ter sido um fator determinante para um grande dedamento microbiano no produto
alimentar logo apos a sua preparagao.

Para o hamburguer, os resultados revelaram: (i)agueontagens “totais” iniciais nao
foram tdo elevadas como se constatou para a matéria e que (ii) o desenvolvimento
microbiano aerdobio e anaerdbio foi mais lento, maaib-se abaixo do critério microbioldgico
durante 6 dias. Ambas observacoes estéo interbgamta o facto das quantidades de pescado
utilizadas no controlo (51g) e no hamburguer (28g¢m sido diferentes (para que a massa
final fosse igual), o que tera influenciado a cang@arobiana inicial do hamburguer. No
entanto, varios estudos ja comprovaram que asiaspsce 0s vegetais permitem prolongar o
tempo de vida util de prateleira de produtos alitaes devido a capacidade de compostos
fitoquimicos para afetar o desenvolvimento baateriPrasad e Seenayya, 2000; @ual.,
2009; Zhanget al, 2009; Radha krishnagt al., 2013). Em particular, o alho (Balat al.,
2011) o acafrdo-das-indias (Waeg al, 2009) e a pimenta preta (Zawt al., 2013) s&o

ingredientes com grande poder antibacteriano nobliegner de pata-roxa. E, por isso,
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possivel que tenham exercido esse efeito sobreandelvimento bacteriano do hambarguer,
tornando-o mais lento.

Em relacédo aos esporos @stridiumsulfito-redutores, a presenca foi negativa para 1g
de pata-roxa e positiva para 1g de hamburguer derpra. Estes resultados levam a
considerar o uso do calor para reduzir a preseerstes microrganismos no hamburguer.
Glass e Marshall (2013) aconselham um pré-tratamt&rmico antes do embalamento e
armazenamento de um alimento para reduzir o des@memto microbiano patogénico. O
tratamento térmico a 90°C durante 10 minutos (noimd) € necessario para reduzir até
1CPufc C. botulinunig (ECFF, 2006), ao passo que bastam 90 segun@®¥Capara eliminar
90% da carga inicial dé. perfringengByrneet al, 2006). Como se trata de um indicador de
contaminacgdes persistentes e também um indicadaredanca de patogénioBkostridium,a
pesquisa de esporos deve ser realizada no hambagpata-roxa sempre que o produto ndo
for tratado termicamente.

Em relagdo ao desenvolvimento das enterobactémabas as amostras apresentaram
um nivel inicial acima de fQufc/g. Mais uma vez, o tempo de preparacio dodhayueres
foi um fator determinante para os resultados obtidm abuso de temperatura favorece o
crescimento das enterobactérias (Huss, 1995).

Ao contrario do que se observou para as contagenseddbios e anaerdbios, as
contagens iniciais de enterobactérias em ambasnasti@as ndo apresentaram diferencas.
Logo, ndo € possivel que a origem de contaminagibe cdtipo de microrganismos no
hamburguer fosse somente a matéria-prima. Na verdachbora algumas estirpes de
enterobactérias sejam especificas no ambiente imédstinal, outras, comgitrobacter,
Klebsiellae Serratia,sdo comummente encontradas no solo, em aguamamaas(Baylis et
al., 2011).A sua dispersdo na natureza pode implicar queersilibs de manuseamento para
a confecdo dos hamburgueres estivessem minimamentaminados com enterobactérias.
Apesar das contagens iniciais elevadas, observausendo houve mais desenvolvimento
microbiano na matéria-prima nos primeiros dois @apara o hamburguer, s6 aumentou a
partir do 4° dia de armazenamento em refrigerabdas uma vez, € possivel que os
ingredientes adicionados tenham exercido o seutoefentibacteriano e retardado o
desenvolvimento destas bactérias.

Por norma, um grande desenvolvimento de enterafesxté como o verificado no
presente trabalho — pressupfe que haja tambéns#itidade de contaminantes patogénicos
no alimento (Baylit al, 2011). Contudo, os resultados foram (i) 1,0xi®deE.coli por 1g

de pata-roxa e 1g de hamburguer e (ii) ausénctattaonellaem 25g de pata-roxa e em 25¢g
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de hamburguer. Assim, verifica-se que ndo houvéactinacdes fecais na matéria-prima ou
no hamburguer, na medida em que foi detetado uml divE.coli muito abaixo do limite
maximo permitido em alimentos (500ufc/g). Algunstudes comprovam a acao
antibacteriana da pimenta preta (Zaghial, 2013) e do acafrdo-das-indias (Waetgal,
2009; Bajpaiet al, 2012) sobre &.coli e estirpes d&almonellaPor outro lado, a pata-roxa
ndo contém nenhuma especiaria adicionada e tambémsa observou a auséncia destes
patogénicos. Pode-se deduzir que a matéria-prima&midiou em contacto com qualquer fonte
de contagio dé&almonelladurante o seu processamento. No entanto, osaéssltobtidos
ndo invalidam a presenca de outras enterobacigaiagénicas (Huss, 1993) e como existe
uma contaminacdo geral de enterobactérias em églege alimentos (Baylist al, 2011),
realizar pesquisas para outros patogénicos podarsemedida fundamental para assegurar a
seguranca alimentar do hamburguer de pata-roxadtésips a ter em consideracdo sdo a
Shigella (contaminagcdo fecal) Yersinia (contaminacdo por solo ou &gua) Serratia
marcescengcontaminagao por solo ou agBpyliset al, 2011).

A auséncia de oxigénio ndo afeta somente o desemaito microbiano num alimento
embalado a vacuo; afeta igualmente o avanco daidagdo lipidica do produto alimentar
(Masniyom, 2011). Tendo em conta a natureza dastaaso a diferenca dos indices iniciais
de TBA entre ambas foi a esperada. O baixo valopaszado estd em concordancia com o
facto de a pata-roxa ser um peixe de baixo tedditip (2,7% de lipidos) (Garcia-Morerbd
al., 2013). O hamburguer acusou um indice de TBA supem relacdo ao pescado, o que
concorda com o facto de possuir 6leo de linhagcauaacomposicdo. E um ingrediente com
cerca de 30% de acidos gordos saturados e 70%idiss &gordos insaturados, possuindo
cerca de 50mg aciderlinoleico (dmega-3) por cada 100g de 6leo de [pah@lozaffarian e
Wu, 2011). O elevado teor de lipidos insaturadosat@ 6leo de linhaca mais suscetivel a
sofrer peroxidacéo lipidica, quando entra em céote@m o oxigénio. Embora fosse esperado
que o indice de TBA do hamburguer de pata-roxaefesperior ao da matéria-prima, ha
também a possibilidade dos valores obtidos seremresado que o esperado: o tempo de
confecdo do lote de hamburgueres foi longo, o cuae per contribuido para acelerar a
peroxidacao lipidica; ou, ndo sendo especificcaga® entre o reagente TBA e o composto
MDA (Schmidt, 1959), existe a probabilidade querasitcompostos tenham reagido com o
TBA, induzindo a um indice de TBA maior do que detdr sido.

O comportamento da peroxidacao lipidica ao longdetopo para as duas amostras
também vai de encontro ao esperado. O oxigénio uempapel fundamental na fase de

propagacédo do processo, induzindo a uma contindagio de acidos gordos polinsaturados.
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Como a peroxidacéo lipidica origina alteracdes gleskveis a nivel do sabor, do odor e da
cor, a privagdo do £provou ser uma medida importante para retardardapa qualidade do
produto alimentar. O hamburguer de pata-roxa pagsda a vantagem de possuir potencial
antiradical relevante e suficiente para, teoricameser capaz de retardar a acdo dos radicais
ROO sobre os acidos gordos polinsaturados. No entargstudo néo foi longo o suficiente
para se puder concluir sobre o efeito antioxiddogingredientes sobre o periodo de vida util
de prateleira dos hamburgueres.

O indice de TBA nado permite concluir sobre a q@aa&ldo produto, uma vez que é um
valor meramente indicativo e ndo se encontra kegisINo entanto, se se possuir um perfil de
peroxidacao lipidica ao longo do tempo para o hagusr de pata-roxa, este parametro pode
tornar-se num avaliador de seguranca alimentar.

A cor é um parametro de qualidade que se altersoemte a acdo microbiana e a agdo
oxidativa que ocorrem no produto alimentar (Ghatyal, 2010). Os resultados obtidos
sugerem que, em termos visuais, a qualidade darg@eadadiminui mais depressa em
comparacdo com o hamburguer, nos primeiros dos dkarefrigeracdo. Dado que, para o
mesmo periodo de tempo, ndo houve alteracdesstisttiente significativas no indice de
TBA no pescado, mas houve, desde o dia 0, umadelesarga microbiana, é possivel deduzir
que as alteracdes a nivel da cor devem-se prinocgrdé a acao microbiana na pata-roxa. No
caso do hambudrguer, a mesma deducdo mantém-sdi¢e e TBA também nao variou),
mas tal como se observou um desenvolvimento bantemais lento, a cor também variou
mais lentamente, ndo variando significativameréeaat4° dia.

Ao contrario do indice de TBA, a variacdo da campte concluir sobre a qualidade
alimentar. No ato da compra, € um parametro decigara a aceitabilidade do produto; so
depois é que s&o usados outros sentidos, comato elfo paladar, na avaliacdo da qualidade
do produto (Wu e Sun, 2013). Assim, como o hambgrgemonstrou estabilidade na cor até
ao 4° dia de refrigeracdo, poder-se-ia supor queeaaqualidade seria aceitavel. Mas o0s
resultados obtidos mostraram que, ao 4° dia engeeficdo, a carga microbiana era elevada,
pelo que a andlise da cor, neste caso especifiogsu@ciente para a avaliar a qualidade do
hamburguer de pata-roxa.
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O desenvolvimento do hamburguer de pata-roxa te¥madidade de reaproveitar
pescado subvalorizado e proporcionar uma fontecrtal rica em antioxidantes pela adicao
de ingredientes com elevada capacidade antioxidBaste modo, procedeu-se a avaliacédo
do potencial antioxidante e da estabilidade emigefacdo do hamburguer de pata-roxa
embalado a vacuo.

De acordo com os resultados obtidos, a suplementicamburguer de pata-roxa com
ingredientes comummente usados no dia-a-dia permiie se evidenciasse uma elevada
capacidade antioxidante através dos métodos de EPORAC. Por outro lado, os extratos
dos hamburgueres revelaram citotoxicidade apenas @s concentracdes extremamente
elevadas e auséncia de capacidade antiproliferdiimaaios preliminares sugerem que o
hambulrguer consegue manter caracteristicas ardiwesl apos o tratamento térmico (20
minutos a 180°C). Por sua vez, o embalamento aovaca temperatura de conservacao,
permitiram que o hambulrguer se mantivesse abaixocritério microbiologico para
microrganismos aerébios (@c/g) durante os primeiros 6 dias de armazenaméimam
detetados esporos @dostridiumsulfito-redutores e 1,0x10fc E. colipor 1g de hambdrguer,

e ndo foi detetad&almonellaspp. no hamburguer de pata-roxa. A diferenca deecar
peroxidacdo lipidica do hambdrguer mantiveram-s¢dvess durante 4 e 6 dias,
respetivamente. Claramente, o hamburguer de pasaapresentou uma maior estabilidade
durante o armazenamento em vacuo em termos mitdglmos e evolucéo da cor.

Contudo, € necessario continuar o estudo a fim oepreender o efeito do
armazenamento e tratamento térmico sobre as qdefidautricionais e a aceitabilidade do
consumidor. Do presente trabalho conclui-se queamhiirguer de pata-roxa relne as
condicbes para apresentar um elevado potenciabxadnte e, em simultaneo, poder

constituir uma solucéo para o desperdicio de pescad
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O processo de desenvolvimento de um novo produiidoal com sucesso € composto
por diversas etapas (IFT, 2004). Relativamenteasas correspondentes ao estudo do novo
alimento funcional, a identificacdo da relacédo emts componentes do produto alimentar e
beneficios na saude (prevencéo contra a peroxidggjdica), e o veiculo de transporte dos
compostos fitoquimicos com capacidades antioxidant@nticancerigena (hambuarguer de
pata-roxa) foram etapas desenvolvidas por Marinhdoge (2012). O presente trabalho
desenvolveu a etapa da demonstracdo do efeitngréte(elevado potencial antioxidante) e
da observacédo da estabilidade do hamburguer de@ata@mbalado em vacuo. No entanto, é
ainda necessario:

» Estudar o efeito da congelacdo sobre o potencialxaante do hamburguer de
pata-roxa cru embalado a vacuo;

* Acompanhar a estabilidade ao longo do armazenaneemtmongelacao a fim de
prever o periodo de vida util de prateleira, ja queongelagdo constitui uma
forma de armazenamento mais interessante paraiatii@dna medida em que
permite a exportacao para paises longinquos;

» Afinar a receita do hamburguer de pata-roxa;

* Realizar analises sensoriais ao hamburguer dergedafresco e ao processado
para prever a aceitabilidade do consumidor final,

» Estudar o efeito do pré-tratamento térmico sobrpedodo de vida util de
prateleira do hamburguer de pata-roxa conservadegigeracao;

» Estudar o efeito do embalamento com atmosfera madd sobre o periodo de
vida util de prateleira do hamburguer de pata-k@servado em refrigeracao;

 Estudar o efeito de diferentes tratamentos térmisobre o potencial
antioxidante do hamburguer de pata-roxa para awarigual o tratamento
térmico que salvaguarde (ao maximo) o potenciabgidiante e, em simultaneo,
permita a seguranca alimentar do hamburguer derpega

A etapa da demonstracdo da seguranca do novo praglihentar pode ser
complementada através de realizacdo de ensaiasles telulares humanas normais com o0s
extratos que demonstraram citotoxicidade na lirghalar MCF-7. Posteriormente, e sé apds a
confirmacdo da seletividade do efeito citotoxico edfulas cancerigenas, seria interessante
testar os extratos de hamburguer de pata-roxa emelosbanimais para averiguar se o efeito
citotoxico é relevante em organismos.

Algumas modificacbes e otimizacées podem ser telas conta para melhorar a
exatiddo e precisdo dos resultados obtidos pamso do hamburguer de pata-roxa. Ja foi
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proposto anteriormente (i) a adaptacdo do protgeata a quantificacao total de polifendis as
caracteristicas do hamburguer, (ii) modificar ocpsso de extracdo para melhorar a
eficiéncia da extracdo dos compostos fitoquimi¢og, estabelecer condicbes para que a
confecdo do hamburguer seja mais rapida e, conseguente, limite a carga inicial
microbiana e o inicio da degradacdo dos ingredierge(iv) incluir pesquisas de mais
microrganismos patogénicos da familia Enterobaatede no estudo microbioldgico.

Caprioliet al. (2011) sugerem que o método para determinar odra# TBA deve ser
adaptado e otimizado para produtos alimentarescé®s na eventualidade de possuirem
compostos que possam interferir nas leituras dadteglos. Também é aconselhado recorrer
a diferentes geradores de radicais livres parazegabs ensaios ORAC, porque, embora o
reagente AAPH possa ser usado para gerar oxidag&widos gordos dispersos em solucdes
aquosas, existem outros geradores mais apropratasambientes apolares (Yamameto
al., 1984; Noguchet al, 1998; Culbertsoet al, 2000).

O presente trabalho mostrou que o potencial amtémte do hamburguer de pata-roxa
provinha essencialmente dos ingredientes usadassp@iementar o hamburguer. Este facto
alerta a necessidade de conhecer melhor o potemtiakidante dos proprios ingredientes. A
compilacdo dos valores de QTP e ORAC revelarampariténcia da origem e das condi¢des
de producdo das amostras que estdo a ser analisada® tal, pode ser importante
determinar o potencial antioxidante dos ingred®ie hamburguer, inclusive de ingredientes
de diferentes marcas ou origens. Ira ajudar nda gever com maior exatiddo o potencial
antioxidante do hamburguer, como também permitiselagcdo dos ingredientes que mais
enrigueceréo o produto final.

Pode ser igualmente interessante complementaudcesticrobioldégico com ensaios de
aplicacao direta do extrato de hamburguer (antasagpois de um tratamento térmico) sobre
culturas de microrganismos patogénicos ou nao-patogs isolados para determinar o seu
potencial antibacteriano. Poder-se-ia aplicar #gtede ensaio em culturas 8&eptococcus
bovis e deHelicobacter pylori uma vez que estdo associados ao surgimento deocan
colon (Peek e Blaser002; Goldet al.,2004).
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