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Resumo

A carne e 0s produtos carneos apresentam matrizes muito complexas incorporadas
com constituintes muito suscetiveis aos processos de oxidacao, possiveis de afetar a qualidade
final do produto, incluindo alteracGes da cor, textura, flavor, perda de nutrientes e formacéo de
compostos toxicos, como €é o caso do aldeido malonico e das aminas biogénicas. Dentro dos
produtos carneos, o salame é um produto carneo maturado de humidade intermédia que resulta
da transformacédo da carne, de tal forma que a superficie de corte do produto final permita

constatar a auséncia das caracteristicas da carne fresca.

Neste estudo, foi avaliada a influéncia do pH e do a, na evolucdo do processo
oxidativo e na suscetibilidade da formacdo de aldeido mal6nico e de aminas biogénicas em
salames, para diferentes tempos de maturacdo. Através dos resultados foi possivel observar que
0s produtos mais acidos e simultaneamente detentores de a,, mais elevado tendem a apresentar
maior suscetibilidade oxidativa para a formacdo de aldeido malénico, nomeadamente se
maturados por longos periodos. Relativamente a formacgdo de aminas biogénicas, este perigo
biologico esta significativamente aumentado nos produtos com maior teor de &gua
biologicamente ativa, ndo sendo detetado qualquer efeito do pH dentro dos limites testados no

ambito do presente trabalho.

Posto isto, devera continuar a existir um controlo rigoroso durante os processos de
maneio, processamento e armazenamento dos produtos carneos de forma a prevenir a
ocorréncia deste tipo de reacdes, reduzindo por sua vez as perdas econdmicas das industrias

alimentares.

Palavras-chave: Oxidagéo lipidica; Acidos gordos polinsaturados; Aldeido malénico; Aminas

biogénicas; Produto carneo; pH; a,,
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Abstract

Meat and meat products have highly complex matrices containing constituents that are
very susceptible to oxidation processes. These processes can impact the final product’s quality,
leading to changes in color, texture, flavor, nutrient loss, and the formation of toxic compounds
such as malondialdehyde and biogenic amines. Among meat products, salami is a semi-dry
cured meat product resulting from the transformation of meat, in such a way that the cut surface

of the final product no longer exhibits the characteristics of fresh meat.

In this study, was evaluated the influence of pH and a,, on the progression of oxidative
processes and the susceptibility to the formation of malondialdehyde and biogenic amines in
salamis, considering different maturation times. The results indicated that products with higher
acidity and simultaneously elevated a,, levels tend to display greater oxidative susceptibility,
especially during extended maturation periods. Concerning the formation of biogenic amines,
this biological risk is notably increased in products with higher levels of biologically active

water, with no observable pH effect within the investigated parameters of this study.

With that being said, it remains crucial to continue the rigorous control during the
handling, processing, and storage of meat products in order to prevent the occurrence of these
types of reactions. This proactive approach will effectively reduce the economic losses incurred
by the food manufacturing sector.

Keywords: Lipid oxidation; Polyunsaturated fatty acid; Malondialdehyde; Biogenic amines;

Meat product; pH; a,,
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1. Atividades do estagio curricular

O estagio curricular do autor para conclusdo do Mestrado Integrado em Medicina
Veterinéria, ministrado na Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias (ULHT), que
deu origem a esta Dissertacdo, foi realizado no Instituto Nacional de Investigacdo Agréria e

Veterinaria (INIAV), situado em Oeiras, distrito de Lisboa.

O mesmo foi orientado pelo Professor Doutor Carlos Santos e pela Professora Doutora
Cristina Roseiro, ambos investigadores da instituicdo, tendo uma duracdo de 21 semanas, com
inicio a 8 de Marc¢o de 2021 e término a 30 de Julho de 2021, perfazendo um total de 714 horas.

O autor durante este estagio realizou técnicas laboratoriais para a avaliacdo da
suscetibilidade a oxidacéo lipidica, ao longo do tempo de prateleira (6 e 9 meses), de produtos
carneos fermentados e maturados crus de humidade intermédia, nomeadamente salames de
miga fina. Para tal, efetuou a analise e quantificacdo de pardmetros como o pH, a,,, gordura,
aldeido malénico, aminas biogénicas, azoto dos aminodacidos livres e acidez livre para cada uma

das dezanove amostras do estudo.

O estagio curricular permitiu ao autor consolidar e aplicar os conhecimentos
adquiridos ao longo do curso, assim como adquirir novos conhecimentos técnico laboratoriais,

para a area de tecnologia alimentar, bem como da higiene, seguranca e qualidade alimentar.

Surgiu a oportunidade de o autor participar em diversas acdes de formacdo e/ou
divulgacdo na area da tecnologia alimentar, nomeadamente: Comunicacdo em painel no XVI
Encontro de Quimica dos Alimentos (poster em anexo); 9° SPASS — Simp06sio para a Promoc¢éo
de uma Alimentagdo Saudavel; 14.2 Reunido Anual PortFIR; 3? edi¢do Comunicacdo para uma

Alimentacdo Saudavel e Segura.

Para além deste estudo, o autor participou e colaborou com outros projetos do Instituto
Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria, destacando-se principalmente o cargo de
bolseiro de investigacdo do projeto Clean Label+: “Substituigao do nitrito e fosfato em fiambre

de baixa inje¢ao”.
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2. Introducao

A ocorréncia, relativamente recente, de episodios graves de quebra da seguranca de
alimentos produzidos em fileiras, consideradas de grande credibilidade técnico-cientifica, em
termos das boas praticas consolidadas em décadas do seu histérico de producéo, transformacao
e comercializacdo, acarretou, na opinido publica, uma renovada onda de preocupacéo por este
aspeto central da qualidade alimentar obrigando a vigilancia redobrada das organizagdes (EFSA
— European Food Safety Authority; FDA — Food and Drug Administration; FSCJ — Food Safety
Commission of Japan; WHO — World Health Organization), que tratam de assegurar, a nivel
global, a avaliacdo e controlo dos perigos eminentes e respetivos niveis de risco associados
(FDA, 2022; CDCP, 2022).

A carne e 0s seus produtos processados, com caracteristicas estruturais e composicao
guimica tdo Unicas, representam alimentos incontornaveis da dieta equilibrada dos seres
humanos, nomeadamente daqueles em fase de crescimento/desenvolvimento corporal,
destacando-se o seu nivel elevado de proteina de valor bioldgico impar e seus derivados
funcionais (péptidos e aminodcidos livres), o teor consideravel de vitaminas, nomeadamente do

grupo B e ainda multiplos minerais e outros micronutrientes (Toldrd & Reig, 2011).

Porém, alguns dos constituintes das respetivas fracGes lipidicas intrinsecas (&cidos
gordos insaturados/polinsaturados) sdo, face as condi¢Ges habitualmente associadas as
tecnologias de producdo e conservacdo praticadas, particularmente suscetiveis ao ‘“stress”
oxidativo, dai resultando a alteragdo dos padrdes da qualidade sensorial ou “inclusive” a
acumulacao de compostos com algum risco de toxicidade cumulativa associada a perda do valor
nutricional destes alimentos (Dominguez et al., 2019). Cabe destacar neste dominio particular
de suscetibilidade os produtos carneos classificados como fermentados e maturados cris de
humidade intermédia, representantes largamente maioritarios dos produtos referenciados na
salsicharia tradicional portuguesa (Santos & Roseiro, 2018) e um pouco por todo 0 mundo
(Leistner, 1992).

A forte componente microbiana deste tipo de produto, natural ou adicionada, com
participacdo importante em vias metabolicas responsaveis pela evolugao quimica e bioquimica
das componentes proteica e lipidica e, indiretamente, pela definicdo de padrdes sensoriais
ligados a sua excelente aceitabilidade pela maioria dos consumidores qualificados, pode

igualmente contribuir para a presenca de metabolitos questionaveis em termos do melhor
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padrdo de seguranga que se pretende assegurar. Se as estirpes dominantes ao longo do processo
de fabrico forem detentoras de capacidade descarboxilasica dos aminodcidos livres largamente
presentes na matriz, a acumulacdo de aminas biogénicas pode acontecer com niveis
preocupantes. Se nestes teores tivermos incluida a presenca maioritaria de alguns destes
compostos, como a histamina, triptamina e tirosina, tal situacdo pode configurar um perigo

quimico iminente, de risco acrescido em consumidores sensiveis/hipersensiveis.

Pelas razbes apontadas, os estudos versando esta problematica sdo de grande acuidade
sectorial, importando avaliar os diferentes fatores implicados no processo oxidativo, na
formacédo de aldeido maldnico e das aminas biogenicas, por forma a obterem-se as melhores
ferramentas técnico-cientificas para o respetivo controlo, minimizando os efeitos do seu
consumo na salde (Ruiz-Capillas & Herrero, 2019). Com a presente dissertacdo pretendeu-se
avaliar o efeito do pH e do a,, na evolugdo do processo oxidativo e na suscetibilidade da
formacdo de aldeido mal6nico e de aminas biogénicas em produto modelo fermentado e
maturado cru de humidade intermédia (tipo salame de miga fina), para diferentes tempos de

maturacao/conservacao.

Para melhor se perceber e enquadrar a discussdo dos resultados e conclusGes obtidas,
faz ainda parte integrante da presente dissertacdo uma revisao sucinta dos principais aspetos da
composicao da carne neste contexto, dos mecanismos envolvidos na oxidacdo lipidica e dos
fatores que mais a impactam na sua dindmica evolutiva bem como das condic¢des bioldgicas e
quimicas indispensaveis para a formacao de aldeido mal6nico e de aminas biogénicas. Acresce
ainda a descricdo das principais técnicas analiticas utilizadas na detecéo e quantificacdo dos
compostos indicadores da respetiva evolucdo temporal e das tecnologias aplicadas na prevencgéo

dos compostos derivados.
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3. Caracterizacgdo do setor de carnes/enchidos em Portugal

Entre 2015 e 2016, mais de 3,5 milhdes de portugueses, cerca de 34 % da populagéo,
consumiu mais de 100 g/dia de carne (Lopes et al., 2017). A tradi¢céo da producéo de enchidos
em Portugal, principalmente a base de carne de suino, prevalece ainda nos dias de hoje,
encontrando-se representada em 4 zonas de forte incidéncia: 1. Minho, Tras-os-Montes e Alto
Douro; 2. Beira Interior; 3. Alto Alentejo; 4. Baixo Alentejo. Apesar de em Portugal existirem
3 ragas autdctones de suinos, como o Porco Alentejano, Bisaro e o Porco Malhado de Alcobaca,

0s animais maioritariamente utilizados sdo geneticamente cruzados (Qualificadagro, 2020).

Como resultado da valorizacdo dos produtos carneos a nivel comercial tém sido
implementadas estratégias de certificacdo através da atribuicdo de marcas, como Denominacgéo
de Origem Protegida (DOP), Indicacdo Geogréfica Protegida (IGP) e Especialidade Tradicional
Garantida (ETG) (Fernandes, Ribeiro, Cabo & Matos, 2016).

No ano de 2018, Espanha foi considerada como o principal pais importador de carne
e enchidos portugueses (Qualificadagro, 2020). Em 2020 a producao total de carne em Portugal
foi cerca de 902 mil toneladas, com a carne de suino a atingir 380 mil toneladas, representando
um decréscimo de 2,1% em relacdo ao ano de 2019 (Gréafico 1). Por outro lado, a producédo de

carne de bovino foi de 98 mil toneladas, sendo 6,2% superior a do ano de 2019 (INE, 2020).

Bovino Suino
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110 1 L 400
100 A
90 | - 350
80 1 - 300
70 1 L 250
60 1
50 - 200
40 A - 150
30 1 L 100
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10 p B 50
0 -0
2018 2019 2020
mmmmm Bovino s SUNO

Gréfico 1. Producdo de carne de bovino e suino em Portugal (INE, 2020)
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4. Aspetos nutricionais e tecnologicos relevantes da carne de suino

A composicdo da carne € determinada por uma gama alargada de fatores, dentre os
quais se destacam a espécie e raca do animal, o sexo e idade ao abate, o tipo de maneio e dieta
ministrada nas diferentes fases do crescimento e a localizagcdo anatémica dos musculos que
integram as diferentes pecas resultantes da desmancha da carcaca (Cobos & Diaz, 2015). Entre
as espécies zootécnicas mais relevantes na produgdo de carne “vermelha” (Tabela 1), a carne

de suino destaca-se pelo teor de gordura mais elevado (USDA, 2014).

Porém, a respetiva composicdo média em acidos gordos garante uma expectativa de
maior resiliéncia ao “stress” oxidativo e ao consequente desenvolvimento de metabolitos
responsaveis pela rancificacdo, conotados a desvios inaceitaveis da qualidade sensorial dos
produtos processados. Atualmente, alvo de critica no presente estadio da evolucdo
civilizacional da populacdo, o teor de gordura potencialmente mais elevado da carne de suino
faz com que também a respetiva porcao intramuscular possa surgir com teores superiores a das
restantes espécies, sendo esta uma garantia de superiores niveis de aceitabilidade no consumo,

no que concerne ao sabor e suculéncia percecionados (Ruiz Carrascal et al., 2000).

Como animais monogastricos, a composicdo em &cidos gordos da gordura suina
depositada depende diretamente do perfil existente na dieta ministrada, nomeadamente durante
0 Ultimo terco da sua vida util. Neste dominio, pequenos, mas significativos desvios no teor de
acidos gordos polinsaturados da racdo, nomeadamente do C18:2 (acido linoleico) e C18:3
(&cido  linolénico), poderdo determinar alteragbes fisico-quimicas indesejaveis,
comprometedoras do seu melhor desempenho tecnoldgico, em aspetos particularmente
relevantes para a concretizacdo das boas caracteristicas de textura e conservagdo dos produtos

fermentados/maturados cris de humidade intermédia.

Como em qualquer tipo de carne, a de suino € também sensivel a deterioracéo
microbiana em condi¢Ges ambiente que potenciem a sua multiplicacdo e desenvolvimento. No
entanto, para idénticas condi¢des de evolugdo de pH e temperatura “post-mortem”, 0 tempo de
vida atil comercial é substancialmente mais reduzido comparativamente a da sua congénere

bovina. As raz0es para esta maior suscetibilidade ainda ndo estdo totalmente esclarecidas.
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Tabela 1. Composicdo quimica (valor por 100g) da carne de diferentes espécies. (USDA, 2014)

Componente Unidade Vaca Borrego Porco  Frango  Peru

Agua g 75.91 73.78 72.90 75.46 75.37
Proteina g 20.20 20.75 20.48 21.39 22.64
Gordura g 2.87 441 541 3.08 1.93

Acidos gordos % 41.35 49.60 38.24 32.38 34.08
_ saturados
Acidos gordos % 44.23 44.59 49.90 36.89 35.41
monoinsaturados
Acidos gordos % 14.42 5.80 11.86 30.74 30.51
polinsaturados

Cinzas g 1.08 1.12 1.05 0.96 1.04
Minerais g 1.2 1.2 1.0 1.2
Energia Kcal 116 103 112 110 116

Vitamina C mg 0 0 0.9 2.3 0
Vitamina B1 mg 0.08 0.15 0.88 0.07 0.05
Vitamina B2 mg 0.28 0.39 0.23 0.14 0.19
Niacina mg 7.83 6.54 5.34 8.24 8.10
Acido pantoténico mg 1.37 0.49 0.81 1.06 0.84
Vitamina B6 mg 0.43 0.14 0.50 0.43 0.65
Folatos ug 13 0 9 7 7
Vitamina B12 ug 1.4 2.71 0.71 0.37 1.24
Vitamina A ug 0 0 2 16 9
Vitamina D3 ng 0.6 0.1 0.2
Vitamina E mg 0.26 0.21 0.17 0.21 0.09
Vitamina K ug 0 1.8 0

Célcio mg 15 8 6 12 11

Ferro mg 0.85 1.64 1.01 0.89 0.86
Magnésio mg 25 19 25 25 27

Fosforo mg 211 202 229 173 190
Potéssio mg 328 171 369 229 235

Sadio mg 86 46 55 77 118

Zinco mg 3.23 3.01 2.27 1.54 1.84

Cobre mg 0.113 0.099 0.075 0.053 0.079
Magnésio mg 0.029 0.024 0.029 0.019 0.012

Selénio ug 8.6 1.5 35.4 15.7 22.6
Colesterol mg 83 74 68 70 67

Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa | Faculdade de Medicina Veterinaria 15



Luis Pedro Pereira Canhoto | Influéncia do pH e a,, na suscetibilidade a oxidacao e formagao de aminas
biogénicas em produtos carneos maturados de humidade intermédia

Porém, a reduzida idade ao abate praticada na maioria das racas e cruzamentos
industriais desta espécie e uma superior disponibilidade de substancias facilmente
metabolizaveis pelos microrganismos poderdo estar implicadas. Por esta fragilidade, a carne
suina devera apresentar valores finais de pH entre 5,6 — 5,8, intervalo indicador de acidificacdo
post-mortem satisfatoria associada a critérios de maneio ante/peri-mortem respeitadores do
bem-estar animal, e ser manuseada sob condic¢Ges de temperatura ambiente tdo proxima quanto

possivel do ponto de congelacdo da respetiva fase aquosa (-1,5°C) (Araujo et al., 2007).

As bactérias sdo o grupo de microrganismos que prevalecem na contaminacao da carne
e produtos carneos, sendo capazes de se multiplicar e desenvolver mais rapidamente nas
condicdes fisico-quimicas ai prevalecentes e assim promoverem alteracdes quimicas e
sensoriais indesejaveis (Gava, Silva & Frias, 2009). Das que possuem potencial patogenicidade,
a Escherichia coli O157:H7, Campylobacter, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes sdo 0s géneros que mais frequentemente sao
detetados nesta matriz, podendo a sua presenca resultar de contaminacao ocorrida nas diferentes
fases do processo produtivo, se mal gerido do ponto de vista higio-sanitario (Veloso, 2000;
Warriss, 2009).

No caso da carne e dos produtos carneos, utilizam-se embalagens com atmosferas ricas
em dioxido de carbono de forma a prolongar o tempo de vida Gtil destes mesmos produtos. Para
além deste método de conservacdo, é também usual recorrer-se a outras tecnologias de
conservacao, como € o caso da congelacao, desidratacdo, arrefecimento réapido, controlo do pH
e a,, salga, fumagem e adicdo de aditivos. A atividade da agua (a,,) define-se como a
quantidade de agua livre ou disponivel para os microrganismos nos alimentos, classificando-se
estes valores em elevados (> 0.92), intermédios (0.85 — 0.92) ou baixos (< 0.85). Quando os
valores de a,, se encontram elevados, a grande parte das bactérias patogénicas consegue
desenvolver-se, no entanto quando os valores de a,, sdo intermédios, o desenvolvimento de
microrganismos e producdo de toxinas € inibido e controlado, exceto no caso do Staphylococcus
aureus que se consegue desenvolver em valores de a,, inferiores a 0.90 (Baptista & Linhares,
2005).
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5. Produtos carneos processados de suino

Ao longo dos anos, 0 consumo de carne tem vindo a aumentar, especialmente quando
se fala na carne de suino, constatando-se a preferéncia da populacdo portuguesa por este tipo
de carne fresca, sendo esta a mais utilizada tradicionalmente na producdo da maior parte dos
produtos carneos de humidade intermedia que se encontram no mercado em Portugal (Santos
& Roseiro, 2018).

Segundo o regulamento (CE) n° 853/2004 de 29 de Abril de 2004, os produtos carneos
sdo considerados produtos fabricados a base de carne, sujeitos a tratamentos tecnoldgicos
diferenciados, impactantes de tal forma na estrutura e caracteristicas fisico-quimicas das
matérias primas que no produto final deixa de ser possivel distinguir as caracteristicas iniciais
da carne fresca. Estes produtos classificam-se atendendo a varios critérios, incluindo o formato,

a tecnologia aplicada e os aditivos adicionados (Santos, Goncalves & Roseiro, 2022).

Em virtude das suas caracteristicas fisico-quimicas resultarem da tecnologia de fabrico
pouco redutora do desenvolvimento dos mecanismos bioquimicos virtuosos de maturacao, os
produtos carneos fermentados e maturados crus de humidade intermédia tém um nivel de
preferéncia abrangente em todo o mundo, com especificidades organoléticas que os tornam

Unicos.

Dentro dos produtos carneos sujeitos a tratamento térmico pode-se encontrar produtos
com coloracéo rosada como os fiambres e patés. Por outro lado, existem produtos carneos onde
ndo se aplica esta via para acautelar niveis efetivos de seguranca bioldgica, mas antes sim a
implementacdo de tecnologias de barreira, como € o caso dos salames, salpic6es, chouricos,
paios e presuntos que apresentam uma cor avermelhada. Quando se fala de tratamento térmico,
significa intervir com temperaturas superiores a 50°C, ja que abaixo desta temperatura, ndo
ocorre a desnaturacdo significativa das proteinas miofibrilares da carne. Os produtos carneos
que ndo sdo sujeitos a tratamento térmico, acabam por apresentar um tempo de vida Gtil mais
longo, pois ao serem produzidos com recurso a salga, secagem e fumagem, irdo possuir valores

de a,, mais baixos (Vandendriessche, 2008).
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5.1. Processo de fabrico de produtos carneos de humidade
intermeédia

O processamento tecnoldgico de transformacgdo da carne neste tipo de produtos foi
desenvolvido maioritariamente na Europa e Asia (Leistner, 1992). Independentemente do tipo
de enchido, os fluxogramas dos respetivos processos de fabrico, se bem que com diferencas
tipicas ligadas a tradicdo regional e até local, convergem para a prossecucdo de objetivos
comuns: a implementacdo de barreiras tendentes a assegurar a reducdo do a,,, em simultaneo
ou ndo com a diminuicdo do pH, por forma a garantir valores destes pardmetros compativeis
com a seguranca microbioldgica dos produtos finais. O fluxograma de fabrico representado na

Figura 1 exemplifica uma sequéncia de operacGes unitarias para atingir este desiderato.

N AR oo b
la. Escolha da

2a. Condimentacao
matéria-prima da massa

: » / ‘H TN
4. Secagem/fumagem 3b. Atadura

5. Salame

Figura 1. Processo de fabrico de salames
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5.1.1. Matérias-Primas e obtencdo da Miga

Na rececdo das matérias-primas devera ter-se em linha de conta o controlo da
temperatura e pH, procedendo a respetiva selecdo tendo em consideracdo a relacdo quantitativa
entre a carne e a gordura da formulacdo, de acordo com a valorizagcdo da aparéncia almejada
aquando da comercializacdo do produto pré-embalado fatiado. Os aspetos especificos da
qualidade desejavel da gordura utilizada, nomeadamente da sua composicao em acidos gordos,
devera ser, sempre que possivel, salvaguardada para assegurar que nao fundira facilmente no
decorrer da preparacdo da miga, do enchimento da massa ou durante a secagem/fumagem finais.
Apos a selecdo, procede-se a reducdo da carne e gordura em fragmentos de dimensdes

semelhantes consoante o tipo de enchido que esta a ser produzido (Incze, 1998).

5.1.2. Preparacao e condimentagdo da massa

Durante a preparacdo da miga da carne e da gordura, procede-se a adicdo de
ingredientes essenciais ou opcionais, como o0s aditivos e 0s condimentos, socorrendo-se da
energia mecanica das misturadoras para ajudar na sua incorpora¢do na matriz e facilitar a
solubilizacdo e extracdo de proteina miofibrilar necessaria para promover a ligacdo e garantir a
coesdo da massa do produto final. A gestdo da temperatura das matérias-primas assume também
particular relevancia nesta fase, devendo ser sempre mantida dentro dos limites exigiveis da

boa seguranca microbioldgica (Janeiro, 1948; Kramlich, 1976).

5.1.3. Enchimento e Atadura

Colocacdo da massa na tripa natural ou semi-sintética permeavel com &timas
condic@es higiénicas e fisicas, assegurando auséncia de refluxo da massa durante esta operacao
e a obtencao da sua compactacgdo no interior, indispensavel a um 6timo potencial de ligacdo nas

etapas seguintes. Ap0s 0 enchimento da tripa, esta sera atada ou clipsada (Janeiro, 1948).

5.1.4. Tratamento Térmico

Assegurar a desidratacdo e a intensificacdo dos processos bioquimicos da protedlise e
da lipdlise, indispensaveis a estabilidade microbiolégica e ao desenvolvimento das
caracteristicas fisicas e sensoriais desejaveis (textura, sabor e aroma) a boa aceitabilidade deste

tipo de produtos.
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a) Secagem

De preferéncia conduzida em camara climatizada com temperatura, humidade
relativa e taxa de ventilacdo controladas, programadas para permitir a desidratacao
progressiva e em perfeito equilibrio com o fluxo de humidade estabelecido entre o centro e
a superficie do produto, minimizando a formacdo exterior de crosta demasiado seca e
impermeéavel a regular reducdo do a,,, condicdo indispensavel para a fermentacdo

homogénea e a boa conservagdo do produto (Prandl et al., 1994).

b) Fumagem

A fumagem a temperaturas maximas de 35°C, podendo ser facultativa, serve para
impregnacdo do produto com os compostos do fumo, muitos com potencial antioxidante e
antimicrobiano, responsaveis pela transmissao de sabor, odor e cor caracteristicos, que sdo
do agrado da maioria dos consumidores. Atingidas quebras do peso inicial entre 30-35%, 0
a,, de seguranca microbioldgica (0,87) estard garantido e assim assegurado o poder de

conservacao a temperatura mais elevada da Ultima fase desta etapa (Bard & Towsend, 1976).

5.1.5. Embalagem e maturagéo

Atingidos os valores finais almejados para o a,,, pH e as caracteristicas fisicas proprias
de cada produto, urge parar a continuidade das perdas para ndo prejudicar o rendimento
tecnoldgico e a qualidade final, recorrendo-se para este efeito a respetiva embalagem a vacuo
ou de atmosfera modificada. O periodo necessario para a continuidade e extenséo da protedlise

e lipolise, dependera da temperatura ambiente adotada, ndo devendo esta exceder 35°C.
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6. Oxidacéao Lipidica

A qualidade sensorial do produto é influenciada pelo desenvolvimento da oxidacao
lipidica, desde que esta ndo confira caracteristicas negativas ao produto final, tais como, sabor
e odor a ranco e formacdo de substancias toxicas para o ser humano (Dobarganes & Marquez-
Ruiz, 2003). O inicio desta cadeia de reagdes esta ligado a mecanismos enzimaticos ou nao
enzimaticos, como por exemplo a luz, a temperatura, 0s microrganismos e a presenca de metais
(Chan, 1987).

Os lipidos podem ser oxidados por 3 mecanismos diferentes envolvendo reacgdes

complexas: 1. Auto-oxidacéo; 2. Foto-oxidacao; 3. Oxidacdo enzimatica. Destas 3 vias, a auto-
oxidacdo é o processo mais importante da oxidacao lipidica na carne, pois é através dela que o0s
acidos gordos insaturados irdo reagir com o oxigénio molecular e outras “ROS” (Reactive
Oxigen Species), levando a formacdo de radicais livres e iniciando-se assim a oxidagdo do
produto (Cheng, 2016). A oxidacdo enzimatica e a foto-oxidacdo apenas diferem da auto-
oxidacdo no momento da formacdo dos hidroperéxidos durante a fase de iniciagdo do respetivo
processo (Chaijan & Panpipat, 2017).

1. Auto-oxidacao lipidica

Tal como se encontra ilustrado na figura 2, o processo de auto-oxidacao divide-se em
3 fases: 1. “Iniciagdo”, onde ocorre a formagao de radicais livres; 2. “Propagacdo”, em que
existe a multiplicacdo dos compostos reativos; 3. “Termina¢do”, na qual 0s compostos reativos
se degradam ou reagem entre si de forma a dar origem a compostos néo reativos (Cheng, 2016).

Na fase de iniciacdo ocorre a extracdo de um H*do grupo metileno, uma vez que os lipidos

sdo sujeitos a acdo de um radical pro-oxidante. A remocdo deste atomo de hidrogénio e a
formacdo de radicais € facilitada pela quantidade de duplas ligacdes que se encontram nos
acidos gordos, caracteristica diretamente relacionada com a probabilidade de ocorrer oxidacéo.
Por este motivo, os acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e os saturados (SFA), apresentam
uma maior resisténcia aos radicais do que os acidos gordos polinsaturados (PUFA) (Moerck &
Ball, 1974).

De seguida tem origem a fase de propagacéo, onde ocorre uma reacdo do radical livre

com a molécula de oxigénio, levando a formacdo de um radical peroxido. Este, ira reagir com
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outro lipido, acabando por lhe retirar um hidrogénio do seu grupo metileno e formar outro
radical livre e um hidroperoxido, havendo assim uma propagacgdo da peroxidacdo lipidica. Por

ultimo a fase de terminacdo, carateriza-se pela reducéo do teor de acidos gordos insaturados e

pela ligacdo entre os radicais, levando a formacéo de produtos néo reativos (Carocho & Ferreira,
2013).

Iniciacao RH — R'+H’

R°+0, = ROO"

Propagacao
ROO*+RH — ROOH + R*

ROO*+R* — ROOR

Terminagao ROO*+ROO° — ROOR+0, | Frodutos
nAo reativos

R*+R* — RR

Figura 2. Processo de auto-oxidago lipidica. RH, Acido gordo insaturado; R*, Radical livre; ROO*, Radical

peréxido; ROOH, Hidroperdxido

2. Foto-oxidacdo lipidica

Normalmente nas cadeias de supermercados, a carne e 0s produtos carneos encontram-
se expostos a luz artificial com o objetivo de facilitar a consulta do consumidor. No entanto,
esta situacdo ird favorecer o desenvolvimento do processo da foto-oxidacdo, acabando por
acrescentar celeridade ao processo da auto-oxidacdo (Lorenzo et al., 2017). Assim, a foto-
oxidacdo € uma forma alternativa para a formacgdo de hidroperdxidos, adicionando stress
oxidativo ao produto, iniciado pelo processo de auto-oxidagdo (Wasowicz et al., 2004).

3. Oxidacéo lipidica enzimatica

Para alem dos dois mecanismos ndo enzimaticos anteriormente expostos, existe um
mecanismo enzimatico responsavel pelo inicio do processo de oxidag&o lipidica. A principal
enzima que se encontra envolvida na oxidagdo enzimatica € a lipoxigenase, sendo a sua
concentragdo proporcional a probabilidade de ocorrer o processo de oxidagdo (Schilstra,
Veldink & Vliegenthart, 1993).
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6.1. Fatores que afetam a oxidacao lipidica

As reacOes associadas a oxidacdo lipidica podem ser exponenciadas ou inibidas por
diferentes fatores internos, como € o caso da composi¢do do produto, e por fatores externos
como as respetivas condi¢des de processamento e armazenamento (Wasowicz, 2004; Lorenzo,
2017). A ingestdo destes produtos marcadamente oxidados podera levar a ocorréncia de certas
patologias no ser humano, tais como, aterosclerose, cancro, processos inflamatorios e

envelhecimento (Broncano et al., 2009; Pereira & Abreu, 2018).

Dentre os fatores internos, a composicao de &cidos gordos € um dos mais importantes,
ja que estes sdo considerados como 0s principais compostos para o desenvolvimento da
oxidacdo lipidica. Para além destes compostos, as proteinas, 0s metais, as vitaminas, as enzimas
antioxidantes e os péptidos, também sdo determinantes para o desenvolvimento/inibicao das
reacOes oxidativas. Fatores como o tipo e localizacdo anatémica do masculo, a espécie, raca e
0 tipo de dieta do animal, poderdo modificar a composicdo da carne e por sua vez afetar a
dindmica do processo de oxidacdo (Kralova, 2015). Em relacdo aos fatores externos, é
importante ter em conta que parametros como a temperatura, presenca de luz e oxigénio
aumentam o processo oxidativo (Wasowicz et al., 2004). Para além disso, processos como a
desmancha, desossa, miga e cozedura, propiciam o desenvolvimento da oxidag&o lipidica, pois
irdo contribuir para a destruicdo dos sistemas membranares das células e das suas organelas,

expondo os fosfolipidos fortemente insaturados ai presentes (Cheng, 2016).

6.1.1. Composicdo da Carne
6.1.1.1. Gordura e Acidos Gordos

O teor de gordura e o respetivo perfil de acidos gordos séo os principais fatores que
influenciam a oxidacdo lipidica nos produtos cérneos, sendo os lipidos classificados
principalmente em triglicerideos e fosfolipidos. A quantidade de gordura intramuscular
encontra-se diretamente relacionada com o teor de triglicerideos, ja que estes sdo considerados
como elementos de reserva (95 % dos lipidos da carne), enquanto os fosfolipidos estruturais
representam cerca de 500 mg/100 g de carne (Pereira & Abreu, 2018). Assim, um aumento da
gordura intramuscular resulta num aumento dos triglicerideos, enquanto o teor de fosfolipidos

se mantém praticamente inalterado, pois a estrutura de membranas ndo varia substancialmente.
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No entanto, como os fosfolipidos apresentam uma maior quantidade de &cidos gordos
polinsaturados, ird haver uma maior contribuicdo para o desenvolvimento da oxidacao lipidica

e da rancificacdo do produto carneo (Cheng, 2016).

6.1.1.2.  Hemoproteinas e Metais

A presenca de metais na carne promove 0 processo oxidativo com mais eficiéncia do
que parametros como a temperatura e a luminosidade. Isto acontece porque metais como 0
cobre e o ferro, sdo potentes catalisadores de diferentes etapas do processo de oxidacéo lipidica
(Richards, 2005). As hemoproteinas que se encontram em maior quantidade na carne
(mioglobina e a hemoglobina), sdo a possivel origem de ferro livre, resultante da destruicdo do
grupo heme. Para além do desenvolvimento da rancificacdo, a oxidacdo das hemoproteinas
resulta na alteracdo da cor do produto durante o armazenamento, sendo um aspeto crucial na

escolha do consumidor (Chaijan & Panpipat, 2017).

6.1.1.3.  Enzimas proé-oxidantes

Existem diversos sistemas enzimaticos na carne capazes de iniciar a oxidagdo
lipidica. A principal enzima no processo de oxidacéo lipidica é a lipoxigenase, encontrando-
se presente nos tecidos dos animais e acaba por ser essencial para a biossintese de alguns
acidos gordos de cadeia longa (Amaral, da Silva & da Lannes, 2018). A mieloperoxidase é
outra enzima pro-oxidante que continua ativa na carne mesmo ap6s o abate do animal,
encontrando-se nas células do sangue e ainda presente no masculo (Erickson, 2002). Para
além das enzimas pro-oxidantes, existem outras que possuem atividade antioxidante, tais

como a catalase, a superdxido dismutase e a glutationa peroxidase (Richards, 2005).

6.1.1.4.  Antioxidantes end6genos

A presenca de compostos antioxidantes endégenos, sejam vitaminas, péptidos ou
enzimas/co-enzimas, permite a carne obter uma protecdo contra a acdo dos radicais livres que

promovem o processo de oxidagéo lipidica (Dominguez et al., 2019).
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a) Vitaminas

Uma das vitaminas antioxidantes com maior capacidade protetora dos tecidos do
animal ¢ a Vitamina E (a-tocoferol), localizando-se nos fosfolipidos, o que significa que a sua
concentracdo serd determinada pelo tipo de musculo em questdo. Os musculos facilmente
oxidados, como apresentam sistemas membranares mais desenvolvidos, irdo possuir uma
concentragdo mais elevada desta vitamina. Outra vitamina lipossolivel importante na
estabilidade oxidativa da carne é a Vitamina A (Retinol), que a semelhanca da Vitamina E,
ird proteger os acidos gordos polinsaturados do processo de oxidacdo, através da eliminagdo
dos radicais peroxidos (Erickson, 2002). Por fim, existe a Vitamina C (Acido Ascdrbico) que
também atua como um antioxidante endogeno (Bekhit, Hopkins, Fahri & Ponnampalam,
2013).

b) Péptidos

Alguns péptidos da carne, livres ou inclusos na estrutura das proteinas, apresentam
funcBes reconhecidamente antioxidantes, acabando por assegurar e aumentar a estabilidade
oxidativa do produto (Bekhit et al., 2013). Dentro deste grupo de compostos, a carnosina e a
anserina representam os dipéptidos antioxidantes enddégenos mais abundantes da carne. Embora
0 mecanismo de acdo dos péptidos como agentes antioxidantes ainda ndo se encontre totalmente
esclarecido, sabe-se que sdo responsaveis pela eliminacdo dos radicais, pela reducdo dos
hidroperdxidos e que a sua fungdo antioxidante ira depender dos residuos de aminoacidos que
os integram (Lorenzo et al., 2017).

6.1.2. CondicGes de armazenamento
6.1.2.1. Tempo e temperatura

A oxidacdo lipidica é potenciada pelo aumento da temperatura e do tempo de
exposicdo, favorecendo a decomposicdo dos hidroperoxidos e o desenvolvimento da fase de
propagacio (Choe & Min, 2006). E necessario controlar o tempo de armazenamento pois o seu
prolongamento excessivo, aumenta a probabilidade dos radicais provocarem danos na estrutura
dos lipidos e de promover a libertacdo de ferro das hemoproteinas, catalisando diversas reacdes

nas fases de iniciacdo e de propagacdo do processo de oxidacao lipidica (Richards, 2005).
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As variagOes da temperatura nas cdmaras de manutengdo de congelados provocam
queimaduras pelo frio, levando a sublimacdo dos cristais de gelo a um contacto mais estreito
com o oxigénio da atmosfera envolvente. Estas variacGes da temperatura também provocam
fendmenos de recristalizacdo que aumentam a dimenséo dos cristais e a lesdo da estrutura das
células (Erickson, 2002). Para combater esta situacdo, é necessario que a congelacéo do produto
seja répida, realizando-se a baixas temperaturas com o objetivo de causar menos lesGes nas

células e de formar cristais de gelo de menor tamanho (Richards, 2005).

6.1.2.2. Embalagem

Na carne e em produtos carneos processados, as técnicas de embalagem mais utilizadas
sdo a embalagem a vacuo e a embalagem com atmosfera modificada de composicédo
diferenciada (Lorenzo et al., 2017). E necessério ter em conta que a molécula de oxigénio
representa o principal elemento iniciador e de propagacéo da oxidagdo. Assim, a sua auséncia
na atmosfera envolvente ird permitir um melhor controlo da oxidacéo na carne (Amaral et al.,
2018).

Uma das formas mais simples e econémicas para reduzir a concentracao de oxigénio
na embalagem é através do uso de uma embalagem a vacuo e em alternativa a embalagem com
atmosfera rica em azoto (N,) e diéxido de carbono (C0O,). No entanto, na comercializag¢ao “sel-
service” é impossivel retirar o oxigénio da embalagem sem prejudicar a aparéncia comercial do
produto, que perdera a sua coloracdo vermelha rutilante apetecivel a cargo da oximioglobina
(Lorenzo et al., 2017).

A luz é outro parametro importante a ter em conta porque é responsavel pelo aumento
da probabilidade de ocorrer foto-oxidacao lipidica no produto. Assim, foram desenvolvidas
embalagens capazes de absorver as radiagdes ultravioletas, prevenindo o desenvolvimento deste

processo e assegurando a estabilidade do produto (Erickson, 2002).
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6.2. Principais compostos formados na oxidacao lipidica

Tal como referido anteriormente, a oxidacéo lipidica resulta da reacdo dos acidos
gordos insaturados com as moléculas de oxigenio por intermédio da intervencdo de radicais
livres. Através desta reacdo sdo produzidos primeiramente os hidroperdxidos lipidicos,
considerados inodoros, incolores e sem contribuicdo apreciavel para o aroma do produto. No
entanto, estes compostos sdo altamente instaveis, o que leva & ocorréncia de uma rapida
decomposicéo do produto e consecutivamente a formacéo de compostos secundarios, tais como,
aldeidos, hidrocarbonetos, cetonas, acidos e alcoois, com diferencas de volatilidade, polaridade
e peso molecular, que sdo responsaveis pela alteracdo da textura, cor, flavor e odor da carne (St.
Angelo, Vercellotti, Jacks & Legendre, 1996).

De todos estes compostos resultantes do processo de oxidacdo lipidica, os aldeidos
(pentanal, hexanal, heptanal, octanal, 4-Oxo-2-nonenal, 4-Hidroxinonenal, acroleina e
principalmente o malonaldeido) sdo os que apresentam um maior efeito na alteragdo sensorial
na carne (Tabela 2) (Cheng, 2016; Chaijan & Panpipat, 2017). Posto isto, um dos melhores
marcadores para se determinar o nivel de oxidacdo lipidica de um produto, € através da
avaliacdo do valor de aldeido malénico, pois este é considerado o principal produto secundario
da oxidacdo dos acidos gordos polinsaturados (Kinter, 1995).

Tabela 2. Estrutura quimica dos aldeidos. (Adaptado de Wadhwa, Mathew, Jatawa & Tiwari, 2012)

Aldeidos
0 0 Q
CH
W H)j\/\”/\/ 3
H H o)
Malonaldeido 4-0Ox0-2-nonenal
O 0
CH
H OH
Acroleina 4-Hidroxinonenal
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O malonaldeido ou aldeido malénico (C;H,0,) é uma pequena molécula polar, toxica,
solivel em &gua e de dificil extracdo, que resulta da peroxidagdo dos &cidos gordos
polinsaturados com dois ou mais grupos metileno interrompidos por ligagdes duplas. Este
composto é considerado um iniciador carcinogénico e mutagénico, que se pode acumular em
alimentos e por via do seu consumo, nos tecidos, na urina e no plasma, podendo provocar
disturbios nos processos fisiologicos dos seres humanos e dos animais, nomeadamente induzir
stress oxidativo intracelular, provocar lesdes nas membranas dos eritrocitos e reagir com o DNA

das células humanas (Okolie, Akioyamen, Okpoba & Okonkwo, 2009).

Para além destes distdrbios, a ingestdo de alimentos com concentracdes de aldeido
maldnico elevadas também pode provocar e desenvolver no ser humano patologias como,
cancro pulmonar, gastrico e/ou mamario, diabetes, alzheimer’s, parkinson’s, pré-eclampsia,

falha cardiaca congestiva e cirrose (Del Rio, Stewart & Pellegrini, 2005).

Diversos estudos recentes afirmaram que ap6s a formacgdo do aldeido malonico, este
possui uma elevada capacidade de reagir com diversas biomoléculas, como é o caso das
proteinas e do DNA, levando posteriormente a formacdo de aductos e danos biomoleculares
nas células humanas. Estes aductos sdo estruturas anormais que tém a capacidade de interferir
nos processos normais de replicacdo e transcricdo do DNA, levando posteriormente ao
aparecimento de mutacGes ou interrupgdes da cadeia genética (Luczaj & Skrzydlewska, 2003;

Zarkovic, Cipak, Jaganjac, Borovic & Zarkovic, 2013).

Leuratti observou que a predisposicdo para a formacdo de aductos apresenta uma
correlacdo direta com a idade do individuo e uma relacdo inversa com o indice de massa
corporal. Para além disso, detetou que o consumo de determinados alimentos como 0s vegetais
e pdo integral se encontra inversamente proporcional a concentracdo de aductos, enquanto por
outro lado, o consumo de alcool, tabaco e carne se encontra diretamente proporcional (Leuratti
etal., 2002).

Na legislacdo ndo existem limites méaximos para a concentragdo de aldeido maldnico
nas amostras de carne e produtos carneos. No entanto, segundo alguns estudos, valores de
aldeido maldnico entre os 2-2,5 mg/kg correspondem ao limite maximo para a carne € 0sS

produtos carneos apresentarem isencdo de sinais de rancificagdo (Campo et al., 2006).
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7. Formacado de Aminas Biogenicas

As aminas biogénicas sdo moléculas de baixo peso molecular que integram um ou
mais grupos de aminas e que resultam da acdo dos microrganismos capazes de realizar a
descarboxilacdo enzimatica dos aminoacidos livres e da aminacdo ou transaminacdo dos
aldeidos e cetonas (Santos, 1996). As aminas biogénicas podem surgir nos alimentos ou nas
matérias-primas ricas em proteinas, porém acabam por ser todas formadas pelo processo de
descarboxilacdo de aminoacidos e catalisadas por enzimas de origem microbiana (Lorenzo,
Franco & Carballo, 2016). Podem ser classificadas de acordo com as suas caracteristicas
estruturais em: 1. Heterociclicas (Histamina; Triptamina); 2. Alifaticas (Putrescina; Espermina;
Espermidina; Cadaverina); 3. Aromaticas (Tiramina; Feniletilamina) (Tabela 3) (Santos, 1996).

Tabela 3. Estrutura quimica das aminas biogénicas. (Adaptado de Santos, 1996)

Aminas Heterociclicas Aminas Aliféticas Aminas Aromaticas
CH,CH,NH,
CH, CH,NH, KN~~~ NH, P
7\ _ [ 1]
N7 Cadaverina \_\T/.
ﬂ OH
Histamina H: N\__‘/p‘\___/""'-\_ NH. Tiramina
CH, CH, NH, Putrescina C ‘CH: NH_.
/‘\:"“- ,J§ ~,
( /[ % o~ - NH, T A
~= N H, N . N ~~ ‘
- H : H \yrf'
Triptamina
Espermidina
" 2-Feniletilamina
N o~ N _~_ _NH
H. N N
2 B
Espermina

Através da descarboxilacdo enzimética dos aminoécidos livres ira ocorrer a remogéo
do grupo carboxilo da estrutura dos aminoacidos, permitindo a libertacdo de didxido de carbono
e a formacdo da respetiva amina (Figura 3) (Tabanelli, Montanari & Gardini, 2019). Este
processo pode ocorrer por via enddgena, se as enzimas estiverem presentes nos alimentos, ou
por via exogena onde as enzimas sdo produzidas no decorrer do metabolismo do microbiota
associado aos alimentos e onde acaba por ocorrer uma maior producao de aminas (Santos, 1996;
Flick & Granata, 2004).
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Aminoacidos Livres

Tirosina Histidina Fenilalanina Triptofano Lisina Ornitina
. : : . Putrescina
Tiramina Histamina Feniletilamina Triptamina Cadaverina .
Espermina
Espermidina

Figura 3. Descarboxilacdo dos aminoacidos livres e formagdo das respetivas aminas biogénicas

O perfil das aminas biogénicas presentes nos alimentos, sera diferente consoante a
natureza dos produtos considerados. Os niveis de histamina, putrescina e cadaverina
normalmente aumentam com a degradacdo da carne e do peixe, enquanto a espermidina e a
espermina diminuem as suas concentracOes (Lorenzo et al., 2016). Nos produtos néo
fermentados, como € o caso da carne e do leite fresco de boa qualidade, os valores de aminas
biogénicas sdo baixos ou inexistentes. Se este parametro se encontrar elevado, € normalmente
indicativo de uma fraca qualidade da matéria-prima ou da prevaléncia de mas praticas de
manipulacdo e de armazenamento dos produtos (Santos, 1996). As aminas biogénicas sao
termoestaveis, o que significa que dificilmente sdo eliminadas por processos como a
pasteurizacdo. Logo as matérias-primas utilizadas deverdo ser de 6&tima qualidade
microbioldgica, para que nao se registem niveis toxicos de aminas biogénicas no produto final
(Ruiz-Capillas & Herrero, 2019).

Por outro lado, nos alimentos fermentados 0s microrganismos sdo responsaveis pelas
alteracdes bioguimicas que irdo estar na origem das caracteristicas organoléticas e nutricionais
destes produtos. Os produtos carneos, apresentam matrizes favoraveis a formacdo de aminas
biogénicas, devido a presenca de microrganismos, ao elevado teor de aminoacidos livres e ao
pH &cido proveniente do metabolismo de carboidratos por parte das bactérias lacticas (Lorenzo
et al., 2016). As aminas biogénicas, os péptidos de cadeia curta, 0s aminoacidos e outros
compostos azotados de baixo peso molecular, contribuem para o odor e sabor caracteristico dos
alimentos fermentados (Maga & Katz, 1978) Porém, a presenca de quantidades elevadas de
aminas biogénicas, nomeadamente putrescina e cadaverina, podera dar origem a um odor
putrido e flavour indesejado para o consumidor (Lorenzo et al., 2016). O consumo de produtos
excessivamente contaminados, nomeadamente por histamina, putrescina e tiramina, podera ter
consequéncias para o consumidor, tais como, intoxicagao, vomitos, diarreia, suores, problemas

respiratorios, taquicardia e hipotensdo ou hipertenséo (Kordiovska et al., 2006).
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A histamina, segundo a “Food and Drug Administration” (FDA) e a “European Food
Safety Authority” (EFSA), é considerada a amina biogénica clinicamente mais problematica
para 0 ser humano, estando mais associada ao consumo de peixe processado da familia
Scombridae e de queijo largamente maturado. Como possui efeitos vasodilatadores, pode
causar hipotensdo, enxaquecas, rubor, colicas, diarreia e vomitos (Taylor, 2014). Por outro lado,
a triptamina, feniletilamina e principalmente a tiramina possuem efeitos vasoconstritores
capazes de provocar hipertensdo, vasoconstricdo periférica, taquicardia, taquipneia,
hiperglicemia e libertacdo de norepinefrina por parte do sistema nervoso simpatico (McCabe-
Sellers, Staggs & Bogle, 2006).

Podera ocorrer formagéo de nitrosaminas devido a interacdo das aminas biogénicas,
principalmente a putrescina e a cadaverina, com 0s nitritos e nitratos residuais presentes nos
produtos carneos. Porém em condic@es fisioldgicas normais o corpo humano apresenta sistemas
de desintoxicacdo para as aminas biogénicas, localizadas principalmente a nivel do intestino
através da acdo da monoamina oxidase, da diamina oxidase e da poliamina oxidase (Ruiz-
Capillas & Jiménez-Colmenero, 2004; EFSA, 2011). No entanto, estes sistemas de
desintoxicacdo tornam-se infuncionais devido ao consumo de inibidores da amina oxidase,
ingestdo de alcool, falha de imunidade do consumidor, patologias gastrointestinais, elevada
concentracdo de aminas biogénicas em alimentos fermentados ou em produtos fora da validade
(Alvarez & Moreno-Arribas, 2014).

A quantificacdo das aminas biogénicas dos alimentos permite avaliar a sua provavel
toxicidade e, consequentemente, o risco associado ao seu consumo (Shalaby, 1996). Por vezes
certos alimentos fermentados com niveis alegadamente problematicos de histamina e tiramina
podem surgir com um aspeto organolético normal. Por este motivo justifica-se o controlo
profilatico destes compostos nos alimentos que apresentam uma maior suscetibilidade de os
desenvolver (Ruiz-Capillas & Herrero, 2019).

As diferencas na quantidade e natureza das aminas biogénicas dos produtos carneos
fermentados, deve-se em grande parte as condi¢fes ambientais que influenciam o
desenvolvimento microbiano e a descarboxilagdo. Isto ocorre por influéncia de fatores
intrinsecos e extrinsecos durante a fermentacdo e maturacdo dos produtos carneos, tais como,
0 pH, a concentracdo de NaCl e de amino&cidos livres, a temperatura de armazenamento, as

condigdes de higiene e maneio do processamento e a presenca de microrganismos, como a
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Enterobacteriaceae, Micrococcaceae e bactérias lacticas (Komprda et al., 2004; Ruiz-Capillas
& Jimenéz-Colmenero, 2004; Benkerroum, 2016; Gardini et al., 2016).

Quanto mais rapida for a maturacao do alimento, maior serd a quantidade expectavel
de aminas biogénicas formadas, justificada pelas mais elevadas temperaturas praticadas durante
0 processo de secagem/cura do alimento. A temperatura de armazenamento dos produtos finais
é um dos principais parametros a ser controlado, pois as temperaturas superiores a 5 °C na carne
ou no pescado, levam ao aumento e desenvolvimento de microrganismos nos produtos e por
sua vez ao aumento da protedlise no tecido muscular e um aumento da atividade das enzimas

de descarboxilagédo (Ruiz-Capillas & Herrero, 2019).

Segundo o regulamento da Comissdo Europeia (1441/2007), a histamina no pescado é
a Unica amina biogénica com limite maximo estabelecido, cujos valores de aceitabilidade se
situam entre 100-200 mg/kg. Para produtos derivados do pescado sujeitos a maturagédo
enzimatica em salmouras, o intervalo de valores, ja se encontra mais elevado, entre 200-400
mg/kg (Regulamento n° 1441/2007). Atualmente na Unido Europeia ndo existe legislacdo para
as restantes aminas biogénicas ou para outros produtos alimentares, apesar do risco do consumo
de alimentos com niveis elevados de aminas biogénicas para a saide humana (Ruiz-Capillas &
Herrero, 2019).

Uma das formas de limitar a atividade de descarboxilacdo seria aumentar a
concentracdo de sal no produto alimentar. No entanto, o teor de sal necessario para controlar
este desidrato é demasiado elevado (5%) para se aplicar na formulacdo dos alimentos
produzidos industrialmente, atendendo a exigéncia dos atuais consumidores por niveis de NaCl
cada vez mais reduzidos (Tabanelli et al., 2019). Diversos estudos tém sido realizados com o
intuito de compreender a relagdo entre o pH e a concentracdo de aminas biogénicas, ja que a
descarboxilacdo consiste numa atividade celular que contraria o stress acido. Concluiu-se que
a Tirosina descarboxilase evidenciou um pH o6timo entre 5 e 6, a Tiramina entre 4 e 5, e a
Histidina descarboxilase entre 6 e 7 (Moreno-Arribas & Lonvaud-Funel, 2001; Kanki et al.,
2007; Bargossi et al., 2015).

Os compostos antimicrobianos naturais, como certos 0leos que contém eugenol, timol
e carvacrol, e determinadas especiarias e ingredientes como a pimenta, agucar, canela e alho,
podem ser Uteis para a reducdo da concentracdo de aminas biogénicas nos alimentos, porque
sdo detentores de acOes antibacterianas seletivas contra diversas espécies problematicas
(Komprda et al., 2004; Naila et al., 2010; Cai et al., 2015; Ozogul et al., 2015).
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8. Metodologias analiticas usadas na avaliacdo da taxa de oxidacéao
lipidica

Tal como ja foi referido os hidroperéxidos formados na fase inicial da oxidagdo

lipidica rapidamente se decompdem e ddo origem a compostos secundarios (Estévez,

Morcuente & Ventanas, 2008). Posto isto, para se assegurar uma boa seguranca e qualidade

alimentar, os métodos de avaliacdo da oxidacao lipidica na carne e produtos carneos deverao

avaliar/determinar os produtos priméarios e secundarios que se encontram presentes neste
processo (Ross & Smith, 2006).

E necessario ter em conta que a carne representa uma matriz estruturalmente muito
complexa constituida por uma grande multiplicidade de componentes, que leva ao frequente
aparecimento de artefactos, prejudicando/dificultando a obtencdo clara de resultados. Por este
motivo, todo o processo de extracdo analitica devera ser conduzido de forma tecnicamente
irrepreensivel com o objetivo de garantir resultados claramente especificos, precisos, rapidos e
reprodutiveis (Dominguez et al., 2019).

A obtencdo do perfil de &cidos gordos apesar de representar um indicador
complementar da evolugdo expectavel da oxidacao lipidica, ndo é uma técnica de eleicdo neste
dominio especifico. Uma das razdes para esta técnica ndo ser selecionada é pelo facto de a
oxidacdo lipidica comecar na fracdo fosfolipidica e a separacdo dos fosfolipidos dos outros

lipidos ser algo necessario para obter bons resultados. (Lorenzo et al., 2017).

Devido a instabilidade dos compostos primarios, como é o caso dos hidroperoxidos,
um teor reduzido destes compostos no produto tanto pode ser observado numa fase inicial da
oxidacdo como numa fase avangada. Assim, a avaliacdo dos compostos secundarios serd mais
representativa, pois estes sao mais estaveis e acabam por ser os responsaveis pela inducéo do
flavor e odor a ran¢o como resultado do processo de oxidacao, no produto final (Estévez et al.,
2008).

Desde 1960 que varios métodos tém sido desenvolvidos para avaliar o nivel de stress
oxidativo in vivo e in vitro (Del Rio, Stewart & Pellegrini, 2005). Com o desenvolvimento e
inovacdo dos equipamentos analiticos disponiveis, tém vindo a ser implementados varios

métodos para a detecdo de produtos primarios e secundarios resultantes da oxidagé&o.
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Os métodos que se usam mais frequentemente s&o: 1. indice de peréxido; 2. Teste do
acido tiobarbitdrico (TBA); 3. Quantificacdo do aldeido maldnico por cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC) (Bigolin, Weber & Alfaro, 2014). O teste do acido tiobarbitdrico (TBA) é
a técnica mais utilizada para quantificar o nivel de oxidacdo instalado nos alimentos,
consistindo na avaliacéo colorimétrica do complexo formado como resultado da reagdo do TBA
com as diferentes moléculas, dentre as quais se destaca o aldeido malonico (Estévez et al.,
2008).

Mais recentemente foi desenvolvida a técnica de cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) com o objetivo de quantificar o aldeido malénico na carne e nos produtos carneos
(Reitznerova et al., 2017). No entanto, € importante referir que apesar da técnica de HPLC
oferecer uma melhor especificidade e sensibilidade, o teste do acido tiobarbitdrico (TBA) acaba
por ser mais utilizado na rotina diaria de analises devido a sua simplicidade e baixo custo
(Pereira & Abreu, 2018).

Relativamente a determinacdo do teor de aminas biogénicas, pode-se recorrer ao uso
de métodos analiticos precisos como é o caso da cromatografia gasosa, da eletroforese capilar,
da cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) e da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (Ruiz-Capillas & Herrero, 2019). Dentro destes métodos, a técnica por
HPLC ¢é a mais frequentemente utilizada na comunidade europeia para a identificacdo e
quantificacdo das aminas biogénicas, permitindo identifica-las e quantifica-las individualmente
(EFSA, 2011).

Recentemente foram desenvolvidas novas técnicas de analise, tais como: 1.
Quimiluminescéncia; 2. Fluorescéncia; 3. Espectroscopia Raman; 4. Espectroscopia de
infravermelhos; 5. Ressonancia Magnética (Dominguez et al., 2019). No entanto, estas técnicas
sdo normalmente utilizadas para monitorizar a oxida¢do em tempo real com recurso a condi¢des
especificas, acabando por ndo serem métodos faceis de se adaptar a rotina laboratorial

(Barriuso, Astiasaran & Ansorena, 2013).
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9. Material e Métodos

9.1. Delineamento Experimental

As amostras de salame (19 unidades) utilizadas no presente estudo foram obtidas de
produto modelo “puro porco” produzido em oficina piloto do Instituto Nacional de Investigagéo
Agréria e Veterinaria de Oeiras (INIAV) no ambito das aulas praticas de Tecnologia Alimentar
I da Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias. Utilizou-se uma formulacgéo base
80:20 (80% de carne limpa e 20% de gordura macroscopicamente visivel) com miga de
aproximadamente 3-5 mm, enquadrando produtos com 3 niveis diferentes de a,, e pH finais,

submetidos a processos de maturagdo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 6 e 9 meses.

9.2. Tecnologia de producio de Salame modelo “puro porco”

A producdo dos 19 salames modelo “puro porco” nas aulas praticas iniciou-se na cutter
(Alexanderwerk, Germany) equipada com duas navalhas e conduzida a velocidade lenta, até
ser atingida a dimensdo da miga pretendida, de carne limpa e gordura, adicionando ao longo
deste processo 0s seguintes aditivos e condimentos: sal (NaCl) 2,5 %, nitrito de sédio 200
mg/Kg, eritorbato de sddio 0,5 g/kg, glicose 7 g/kg, &cido citrico 0,1 % e pimenta preta em gréo

(14,5 g nos cerca de 9,5 kg das formulag6es praticadas).

As matérias-primas (“trimmings”/aparas) foram previamente acondicionadas a -5°C,
condicdo fisica essencial ao seu corte em figuras poliédricas, com faces e arestas bem definidas,
facilitadoras do desenvolvimento homogéneo da flora microbiana nos intersticios capilares
obtidos ap06s o enchimento. Seguiu-se a transferéncia imediata da massa para a enchedora e
realizou-se o enchimento em tripa colagénea previamente demolhada em agua fria, para

minimizar fenémenos de re-congelacao prejudiciais a sua regular fermentacéo.

Depois de submetidos a escorrimento durante cerca de 2 horas para eliminacdo do
excesso de agua na tripa, os enchidos foram transferidos para uma camara frigorifica a 0-2°C
com o intuito de criar ambiente de privilégio ao desenvolvimento da flora latica autoctone

integrada no microbiota acumulado nas matérias-primas.
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Ap0s o registo de quebra de aproximadamente 10% do peso inicial, calculado por
pesagens sucessivas dos produtos obtidos apo6s escorrimento, os enchidos sofreram um processo
de fumagem com madeira de azinho, englobando duas sessdes intensas de aproximadamente 6
horas de duracdo cada, cuja temperatura ambiente nunca ultrapassou os 30-35 °C, com o
objetivo de impregnar os compostos do fumo na superficie dos produtos (cor e sabor) e

controlar o desenvolvimento de fungos a superficie.

O processo de secagem prosseguiu em camaras climatizadas, operadas com
temperatura progressivamente aumentada (12-15°C; 20-25°C; 25-30°C) e humidade relativa
progressivamente mais reduzida (85-75%; 75-70%), até se registarem perdas de peso totais
entre 25-35%, indicadoras de diferentes valores de a,, no produto final, mas com niveis de
seguranca confortavelmente assegurados. O produto final foi posteriormente embalado sob
vacuo (pelicula BB4L) e armazenado a temperatura ambiente (17-20°C) pelo tempo previsto
no desenho experimental. No caso do protocolo analitico ndo poder ser de imediato executado,

as amostras permaneceram em camara de congelagéo a -20°C.

9.3. Metodologias de analise

Os parametros fisico-quimicos e bioquimicos considerados no presente protocolo
experimental, enquanto facilitadores da compreensdo do enquadramento tecnoldgico e
indicadores da estabilidade oxidativa e da predisposicdo das matrizes para a formacdo de
aminas biogénicas e aldeido maldnico, em func¢do do pH, a,, finais e do tempo de maturacéo,

foram analisados de acordo com o seguinte conjunto de praticas laboratoriais:

9.3.1. Preparagdo da amostra

Na primeira etapa, as amostras foram trituradas, numa picadora tipo 123 (Moulinex,
Spain), com o intuito de homogeneizar a matriz e de aumentar a area de contacto do produto
carneo com o solvente de extracdo, tendo permanecido acondicionadas sob refrigeracdo ou

congelagdo até a analise.
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9.3.2. Determinagéo do pH

A medicdo do pH foi realizada utilizando o protocolo descrito na NP 3441:2008 com
0 auxilio de um potenciometro 654 pH-Meter (Metrohm Herisau, Switzerland), provido de um
elétrodo de vidro (Mettler Toledo, Switzerland), calibrado antes de cada sesséo de trabalho,
com solugdes padrdo de pH 4 e 7. Com o recurso a balanga de precisdo digital (+ 0,019)
(Sartorius, Germany), pesaram-se 5 gramas de amostra para um gobelé, no qual se adicionou
10 gramas de agua destilada. Apds mistura com uma vareta de vidro, procedeu-se a leitura do

pH de cada amostra.

9.3.3. Determinacdo da atividade da agua (a,,)

A atividade da agua das amostras trituradas foi efetuada em aparelho Rotronic
HygroLab, equipado com duas sondas AWVC-DIO (Rotronic AG, Switzerland), mantendo-as
a cerca de 25°C durante o tempo necessario para a estabilizacdo do valor indicado no visor, a

que correspondeu o valor de a,, final.

9.3.4. Determinacéo da gordura total

O teor de gordura total foi determinado de acordo com o método descrito por Folch et
al., 1957. Para este efeito pesaram-se 3 gramas da amostra triturada e adicionaram-se 20
mililitros de uma mistura constituida por diclorometano e metanol (2:1, v:v). De seguida,
homogeneizou-se em Polytron modelo PT3100 (Kinematica AG, Switzerland) a 10000 rpm
durante 2 minutos e a suspensao obtida foi filtrada com papel de filtro n°1238 (Filter-Lab,
Barcelona) através da bomba de vacuo (Gast, U.S.A). O filtrado foi colocado numa ampola de
decantacdo, adicionado de 5 mililitros de uma solucéo de cloreto de sodio (NaCl) 0,73 % e
agitado vigorosamente. Ap6s 24 horas de repouso para que ocorra a separacdo de fases,
procedeu-se a decantacdo da fase mais densa para um baldo de 250 ml, previamente pesado, e
evaporou-se o solvente até a secura em evaporador rotativo (Heidolph, Germany) a 50 °C e a
150 rpm. Por fim, os bales sdo colocados em estufa (Memmert, Germany) a 103°C durante 1
hora, arrefecidos em exsicador e pesados numa balanca analitica (£ 0,0001) (Mettler Toledo,
Switzerland). O teor de gordura total é expresso em percentagem e consiste na diferenca do

peso inicial e final dos baldes.
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9.3.5. Determinacao do aldeido maldnico

Extracéo

O aldeido malénico foi determinado por HPLC de acordo com o método descrito por
Roseiro et al. 2017. Quinze gramas da amostra, pesadas em balanca de precisao digital (x 0,01
g) (Sartorius, Germany) foram homogeneizadas com 20 mililitros de uma solucdo de acido
tricloroacético (TCA) 7,5 %, com recurso a Polytron modelo PT3100 (Kinematica AG,
Switzerland) efetuado a 5000 rpm durante 2 minuto. Procedeu-se de seguida a filtracdo do
homogeneizado com papel de filtro n® 1238 (Filter-Lab, Barcelona) e, antes da inje¢do em
HPLC, ¢ de novo filtrada através de Acrodisc 0,45 um. Uma aliquota do filtrado (1000 ul) foi
derivatizada pela adicdo de 100 pl de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), mantendo-se em
repouso durante 30 minutos ao abrigo da luz. Ao fim deste periodo, 50 pl desta mistura foram
injetados no sistema HPLC.

Andlise por HPLC (Cromatografia liguida de alta presséo)

A andlise cromatogréfica do aldeido maldnico foi efetuada num sistema HPLC da
marca Waters constituido por um modulo de separacdo Alliance 2695 (Waters, Milford, MA)
e um detetor de UV/VIS Waters 2487 Dual A Absorbance detector (Waters, Milford, MA),
equipado com uma coluna de fase reversa (Spherisorb ODS2, 4.6x 250 mm, 5 mm) da Waters
(Milford, MA). A eluicdo foi efetuada em modo isocratico com um solvente composto por
agua:acetonitrilo:acido acético glacial (55:45:0,2) a uma velocidade de fluxo de 1 ml min-
durante 20 minutos. A detecdo foi monitorizada a 310nm. A quantificacdo do aldeido malonico
foi efetuada pelo método do padrdo externo, utilizando-se para este efeito uma solucdo de

1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) 2,5 mM em &cido tricloroacético a 7,5% como solucéo stock.

9.3.6. Determinacdo das aminas biogénicas

Extracéo

As aminas biogeénicas foram determinadas por HPLC de acordo com o método descrito
por Roseiro et al. 2006. Oito gramas de amostra foram homogeneizadas, com 25 mL &cido
perclérico 0,4 M em Polytron modelo PT3100 (Kinematica AG, Switzerland) a 10000 rpm

durante 2 minutos.

Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa | Faculdade de Medicina Veterinaria 38



Luis Pedro Pereira Canhoto | Influéncia do pH e a,, na suscetibilidade a oxidacao e formagao de aminas
biogénicas em produtos carneos maturados de humidade intermédia

As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm durante 10 minutos a 4 °C em centrifuga
modelo RC-5C (Sorvall® Instruments, Newtown). O sobrenadante foi filtrado através de filtro
n°1238 (Filter-Lab, Barcelona) para baldo volumétrico de 100 ml e o sedimento foi de novo
extraido com 25 ml de acido perclérico 0,4 M. Ap6s nova centrifugacao a 5000 rpm durante 10
minutos a 4°C, os sobrenadantes foram combinados e perfez-se o volume para 100 mL com

acido perclorico 0,4 M.

Derivatizacdo dos extratos

Adicionar a 0,5 ml do extrato da amostra 100 pl de hidroxido de sodio 2N e 150 pl de
bicarbonato de sddio saturado. A mistura foi depois derivatizada com 1 ml de solugéo de cloreto
de dansilo (cloreto de 5- dimetilaminonaftaleno-1-sulfonilo) em acetona (5mg/1ml de acetona),
permanecendo incubada em estufa (Memmert, Germany) a 40 °C durante 45 minutos. E
importante realcar que a solucéo de cloreto de dansilo deve ser preparada no dia de andlise e
mantida ao abrigo da luz natural. Apds o tempo de incubagdo os extratos foram adicionados de
50 pl de amonia, para remocao do cloreto de dansilo, colocados no escuro durante 30 minutos
e de seguida adicionados de 700 pl de acetonitrilo. Por fim, agitou-se ligeiramente no vortex

(Heidolph, Germany) e filtrou-se o sobrenadante através de Acrodisc 0,45 pm.

Anélise por HPL C (Cromatografia liguida de alta presséo)

As aminas biogénicas foram separadas e quantificadas por HPLC, com recurso a uma
coluna de fase reversa Spherisorb ODS2, 5 mm, 4,0x125 mm (Waters, Milford, MA). Esta
coluna foi eluida em gradiente com uma solucdo de fase mével composta por dois solventes,
acetato de amonio 0,1M e acetonitrilo, com uma velocidade do fluxo de 1 ml/min, a um
comprimento de onda de 254 nm durante 35 minutos. A concentracdo de aminas biogénicas nos
produtos carneos foi expressa em mg.Kg~1. A quantificacdo das 8 aminas biogénicas em
analise (triptamina, tiramina, histamina, feniletilamina, cadaverina, putrescina, espermina e

espermidina) foi efetuada pelo método do padréo externo.
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9.3.7. Determinagéo do azoto dos aminoacidos livres

A determinacdo do azoto dos aminoacidos livres foi efetuada de acordo com o
procedimento descrito na NP 3443:1990. Vinte e cinco gramas de amostra foram
homogeneizadas em Polytron modelo PT3100 (Kinematica AG, Switzerland) com 90 ml de
agua destilada e 25 ml de &cido tricloroacético (TCA) a 20 %. A mistura foi mantida em repouso
a 2°C durante 2 horas. Apds este periodo, filtrou-se a solucdo para um baldo volumétrico de
200 ml e lavou-se o papel de filtro n°1238 (Filter-Lab, Barcelona) com pequenas porcdes de

agua destilada até se perfazer o volume do baldo volumétrico.

De seguida, introduziu-se 25 ml do filtrado num baldo de Erlenmeyer de 250 ml, adicionou-se
3 gotas de fenolftaleina (1%) e procedeu-se a respetiva neutraliza¢do gota a gota com NaOH
1,5 N até obtencdo de cor rosea ténue, mas persistente. Por fim, adicionou-se em hotte 10 ml
de formol 40 %, ja anteriormente neutralizado com fenolftaleina e NaOH 1,5 N, e procedeu-se
a titulacdo com NaOH 0,02 N até cor rosea ténue, mas persistente. O teor de azoto dos

aminoéacidos livres, expresso em g/100 g de amostra € calculado pela seguinte formula:

5,6 XV
AAL (%) =1 S

V — Volume, em mililitros, de NaOH 0,02 N gasto na titulagao
m — Massa, em gramas, da toma para a analise

V; — Volume, em mililitros, do filtrado utilizado na determinacao

9.3.8. Determinacdo da acidez

Extracéo

A determinacdo da acidez foi efetuada de acordo com o procedimento descrito por
Pearson, 1973. Dez gramas de amostra foram homogeneizadas com 50 ml de diclorometano em
Polytron modelo PT3100 (Kinematica AG, Switzerland) a 10000 rpm durante 2 minutos. O
extrato foi filtrado, para baldo volumétrico de 100 ml, de forma sequencial através de 2 filtros
N°1238 (Filter-Lab, Barcelona), contendo o segundo sulfato de sodio anidro. Completou-se o

volume com diclorometano resultante da lavagem dos filtros.
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Teor de Gordura

Pipetou-se 10 ml do extrato para um baldo de 250 ml, previamente tarado, e evaporou-
se 0 solvente em evaporador rotativo (Heidolph, Germany) a 61 °C e 151 rpm. O residuo foi
colocado na estufa (Memmert, Germany) durante 1 hora a 100°C para secar. Apds esse tempo
os balGes foram arrefecidos em exsicador durante 20 minutos. Finalmente os balGes foram
pesados em balanca analitica (Mettler Toledo, Switzerland) e o teor de gordura calculado por

diferenca de peso.

Acidez Livre

Para a determinacédo da acidez livre, pipetaram-se 25 ml do extrato para um baldo de
Erlenmeyer de 100 ml e adicionaram-se 25 ml de etanol a 95 %, ja anteriormente neutralizado.
Na hotte, procedeu-se a titulagdo com NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina como indicador até
obtencdo de cor résea persistente durante 15 segundos. O teor de acidez, expresso em g de acido

oleico por 100g gordura é calculado através da seguinte formula:

282 X N X Vijeylante
g X Vioma

Acidez (%) =

N — Concentracao da solucdo titulante (NaOH 0,1 N)
Viitulante — VOIume de solucdo titulante adicionada na titulacédo
g — Peso da gordura existente em 25 ml de extrato

Vioma — VOlume da toma (25 ml)

9.4. Analise Estatistica

A analise estatistica de todos os resultados obtidos pelo autor foi efetuada com recurso
ao software STATISTICA® Version 12 (StatSoft, Inc. 1984-2014). A influéncia dos niveis de
pH e a,, e do tempo de maturagdo nos diversos parametros fisico-quimicos analisados foi
avaliada através de Analise de Variancia (Two-Way ANOVA). Quando os fatores ou as suas
interacOes apresentaram diferencas significativas (p < 0,05), as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey.

Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa | Faculdade de Medicina Veterinaria 41



Luis Pedro Pereira Canhoto | Influéncia do pH e a,, na suscetibilidade a oxidacao e formagao de aminas
biogénicas em produtos carneos maturados de humidade intermédia

10. Resultados e Discussao

10.1. Caraterizagdo dos salames

Na tabela 4, encontram-se os resultados obtidos pelo autor relativamente aos
parametros de aW, gordura, pH nos dois tempos de maturagéo e as perdas de peso das dezanove
amostras de produtos carneos maturados analisados neste trabalho. Os parametros como a
percentagem de gordura e a percentagem de perda de peso apresentaram desvios padrdes
superiores (4,090 e 4,737, respetivamente) comparativamente aos parametros de aW, pH de 6
meses e pH de 9 meses (0,018; 0,185 e 0,243, respetivamente). Este aumento do valor do desvio
padrdo deve-se ao facto dos dados da percentagem da gordura e da percentagem de peso se

encontrarem mais dispersos e mais distantes dos valores da média de cada parametro.

Tabela 4. Caraterizacéo dos salames

Salames aw Gordura pH 6 meses pH9meses Perdasde
(%) peso (%)
1 0,855 9,83 5,55 5,10 32,4
2 0,858 18,89 5,85 5,28 31,69
3 0,863 21,82 5,6 5,48 43,23
4 0,855 25,07 5,35 5,27 39,82
5 0,873 17,36 5,55 5,56 38,35
6 0,811 18,35 5,59 5,48 36,62
7 0,860 26,65 5,32 5,22 36,79
8 0,857 23,66 5,36 5,29 43,27
9 0,821 29,45 5,78 5,49 43
10 0,838 18,98 5,75 5,62 36,67
11 0,845 22,19 5,85 6,01 39,03
12 0,840 21,93 5,87 5,46 44,74
13 0,862 17,83 5,54 5,54 32,89
14 0,843 21,18 5,88 5,85 39,5
15 0,871 19,52 5,83 5,84 45,61
16 0,817 18,96 5,58 5,22 32,95
17 0,823 21,08 5,48 5,37 39,51
18 0,846 19,37 5,79 5,75 29,44
19 0,845 21,39 5,68 5,54 41,4
Média 0,85 20,71 5,64 5,49 38,26
Minimo 0,811 9,830 5,320 5,097 29,440
Maximo 0,873 29,450 5,880 6,008 45,610
Desvio 0,018 4,090 0,185 0,243 4,737
Padrao
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Neste estudo, os salames foram agrupados pelo autor de acordo com o pH médio de
5,38; 5,62; 5,85, tendo sido registadas variacOes entre 5,32-5,48; 5,54-5,78 e 5,80-5,90,
respetivamente. Estes grupos refletem diferentes niveis de eficacia do pH enquanto barreira ao
desenvolvimento microbiano, sendo efetivo no primeiro grupo (pH meédio = 5,38) e
praticamente inexistente no terceiro grupo (pH médio = 5,85), no entanto qualquer um deles

configura situacGes perfeitamente enquadradas nas praticas comuns da sua producao.

Relativamente ao a,,, 0 universo de amostras foi igualmente dividido em 3 grupos de
valor médio 0,82; 0,85 e 0,87, com intervalos entre 0,81-0,83; 0,84-0,85; 0,86-0,87,
respetivamente. Qualquer um destes grupos apresenta garantia de protecdo desta matriz
relativamente ao agente patogénico mais exigente neste dominio da seguranca (Staphylococcus
aureus). Contudo a dispersao dos resultados relativamente a este indicador de seguranca crucial,
ajusta-se a produtos finais com texturas diferenciadas no que respeita a dureza e coesividade,

igualmente exequiveis do ponto de vista de interesse da comercializagdo deste tipo de produtos.

10.2. Curvas padréo do aldeido maldnico e das diferentes aminas biogénicas

Das curvas padréao efetuadas para cada composto (tabela 5), resultaram equacdes das
retas (Anexos) que originaram coeficientes de correlagdo que atestam as boas praticas
executadas nas técnicas utilizadas na avaliagdo cromatografica, por cromatografia liquida de

alta eficacia (HPLC), das amostras em estudo.

Tabela 5. Equaces das retas e respetivos coeficientes de correlagdo de cada composto analisado

Compostos Equacéo da reta Coeficiente de correlacao
(R?)

Aldeido Malonico y = 36485x - 3268,2 0,9953
Triptamina y = 3986,5x - 2113,7 0,9938
Tiramina y =5063,9x - 2443,8 0,9660
Histamina y = 8087,8x - 3614,2 0,9954
Feniletilamina y = 3907,7x + 406,45 0,9963
Cadaverina y = 1566x + 212,97 0,9987
Putrescina y =9613,1x - 1976,1 0,9986
Espermina y = 4230,6x - 3657,2 0,9964
Espermidina y =4791,9x - 1266,1 0,9922
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10.3. Influéncia do pH e do tempo de maturacgéo

As concentracdes obtidas para os diferentes pardmetros quimicos analisados em
funcdo dos intervalos de pH e tempos de maturacdo considerados no @mbito do presente

trabalho constam na Tabela 6.

Tabela 6. Influéncia do pH e tempo de maturacdo nos diferentes pardmetros quimicos (Two-Way
ANOVA)

PHumedio 5,38 PHueaio 5,62 PHmeaio 5,85 P

6m 9m 6 m 9m 6 m 9m Grupo pH Tempo (T) pH*T
Aldeido malonico (mg.Kg-1) 0,47 1,14 0,32 0,89 0,32 0,79 0,175 <0001 0,876
Acidez (%) 13,25 11,55 14,09 11,27 14,10 13,40 0,612 0,142 0,701
Azoto AA lives (mg.Kg-1) 0,54 0,46 0,54 0,49 0,57 0,53 0,652 0,216 0,970
Triptamina (mg.Kg-1) 285,12 108,24 359,60 128,02 170,71 124,37 0,237 0,005 0,260
Feniletilamina (mg.Kg-1) 40,20 6,99 37,16 5,07 25,53 20,69 0,956 0,005 0,235
Putrescina (mg.Kg-1) 8,38 8,17 26,82 20,90 34,14 24,01 0,184 0,525 0,907
Cadaverina (mg.Kg-1) 31,33ab  51,86ab 21,64b 23,76b 66,79a 18,12b 0,032 0,248 0,002
Histamina (mg.Kg-1) 46,22 14,70 70,26 16,94 33,94 34,89 0,714 0,058 0,230
Tiramina (mg.Kg-1) 24,91 27,70 56,97 22,78 92,98 22,77 0,653 0,205 0,579
Espermidina (mg.Kg-1) 9,64 15,12 21,31 10,21 11,66 14,21 0,821 0,844 07321
Espermina (mg.Kg-1) 21,88 11,54 35,39 12,75 20,58 12,66 0,564 0,069 0,605
AB total (mg.Kg-1) 467,67 244,33 629,16 240,43 456,32 271,71 0,712 0,001 0,521

Para cada parametro, médias com letras diferentes sdo significativamente diferentes (Tukey, P < 0,05)

Nas condi¢cOes experimentais ensaiadas, a variagdo do pH e a respetiva interagdo com
0 tempo de maturacdo apenas afetaram significativamente (P < 0,05) o teor de cadaverina.
Relativamente ao tempo de maturacéo (T), este fator afetou significativamente o teor de aldeido
malonico (P < 0,001) e a concentracdo total de aminas biogénicas (P = 0,001), sendo neste
dominio de destacar também a influéncia registada para a triptamina (P = 0,005), a
feniletilamina (P = 0,005) e tendencialmente para a histamina (P = 0,058).

Apesar de existir apenas impacto estatisticamente significativo do pH em relacdo ao
teor de cadaverina na evolugédo do processo oxidativo, os resultados configuram uma tendéncia
para a reducdo ligeira, mas continua do valor residual de aldeido malénico entre os produtos
mais e menos &cidos, independentemente dos tempos de maturacao (6 e 9 meses) considerados

para este estudo (Gréfico 2).
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Grafico 2. Influéncia do pH no aldeido malénico dos salames

Acresce a estas diferencas no teor de aldeido malo6nico, o facto deste composto denotar
distintos niveis de reatividade molecular em funcdo do pH do meio. Sendo baixa a sua
reatividade na gama de valores de pH fisioldgicos, este composto transforma-se em beta-
hidroxiacroleina a valores de pH mais reduzidos, em virtude do seu caracter eletrofilico. Esta
maior reatividade é particularmente associada aos nucleotidos e residuos de acidos aminados
basicos (oxidagdo proteica) formando aductos que podem ser considerados também como
produtos finais da oxidacdo lipidica. Assente neste pressuposto, a assuncdo de diferentes
potenciais de oxidacdo/rancificacdo da matriz em funcdo do pH, é uma realidade no minimo

expectavel (Ayala, Mufioz & Arguelles, 2014).

Os valores médios de aldeido maldnico, sistematicamente mais elevados nos produtos
maturados durante 9 meses comparativamente aos dos analisados apds 6 meses, evidenciam o
carater temporal das reacfes de propagacdo do processo da oxidacgdo lipidica, dependentes do
tempo de contacto das “ROS” (Reactive Oxigen Species) com os componentes da fragao

lipidica suscetiveis ao “stress” oxidativo (acidos gordos livres insaturados).

O aldeido malénico, como produto secundario da peroxidagdo lipidica pode ser
metabolizado, envolvendo a sua oxidacao através da acdo da aldeido dehidrogenase e posterior
descarboxilacdo, formando-se acetaldeido. Por sua vez, este metabolito podera ainda sofrer
nova oxidag&o (aldeido dehidrogenase) e dar como produtos finais 0 CO2 e H20 (Ayala, Mufioz
& Arguelles, 2014).
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De qualquer forma, importa realcar que os valores detetados estédo consideravelmente
abaixo do limite habitualmente conotado com o desenvolvimento de rango, compativel com a
instalacdo de flavor sensorialmente inaceitdvel para a maioria dos consumidores. Para esta
concentracdo detetada de aldeido malonico podera ter contribuido o acondicionamento dos
produtos finais em embalagem a vacuo e ao abrigo da luz durante a maturagdo posterior por 6

e 9 meses.

Para além do perfil de &cidos gordos da gordura utilizada na formulacéo, a maior ou
menor rapidez do processo oxidativo depende igualmente da tecnologia de fabrico,
nomeadamente da quantidade de ar aprisionado na matriz no decorrer do enchimento do
produto. O facto das amostras terem sido obtidas de ensaios executados nas aulas praticas de
Tecnologia Alimentar I, com utilizagao de “trimmings” obtidos de uma grande diversidade de
animais e, por via deste facto possivelmente submetidos a dietas distintas, e com a participagdo
dos alunos na execucdo daquela operacdo unitaria, podera ter contribuido para uma maior
heterogeneidade do grau de compactacdo da massa no interior da tripa e, consequentemente, de

uma diferente dinamica do processo oxidativo.

Os valores inferiores da acidez da gordura nas amostras com 9 meses de maturagéo
(Grafico 3) poderédo dever-se a maior mobilizacdo dos acidos gordos livres obtidos da lipolise
instalada na matriz para 0 processo oxidativo que concomitantemente se desenrola,
concordando fielmente os teores médios obtidos em funcdo do pH com a evolucdo inversa
registada para o aldeido malonico.
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Gréfico 3. Influéncia do pH na acidez dos salames
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Com inferior expressdo diferenciadora entre 0s 2 tempos de maturagdo testados, a
concentracdo de acidos aminados livres paraambos os lotes de produto (Gréfico 4) traduz niveis
de atividade proteolitica muito proximos. Sendo os valores médios ligeiramente superiores nas
amostras com 6 meses de maturacédo, a evolucdo da concentracdo dos acidos aminados livres,
independentemente do valor de pH considerado, traduz uma menor expressao desta importante
componente do perfil sensorial nos produtos maturados durante 9 meses, possivelmente

mobilizados para oxidacdo na sequéncia da oxidacéo lipidica que decorre em primeiro lugar.
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Graéfico 4. Influéncia do pH no azoto dos aminoacidos livres dos salames

Este quadro evolutivo podera também estar ligado a uma perda de funcionalidade das
enzimas proteoliticas intrinsecas ao longo do tempo, nomeadamente das catepsinas, bem como

a reducdo observada na flora microbiana com potencial proteolitico (Roseiro et al., 2010).

A superior disponibilidade de &cidos aminados livres nas amostras com 6 meses de
maturacdo podera ter contribuido para a maior formacdo de aminas biogénicas,
independentemente da sua condicdo de pH final (Grafico 5). CondicGes primordiais para a
formacdo destes compostos, como a presenca de acidos aminados livres e também de flora
bacteriana mais abundante com potencialidade para a sua descarboxilacdo, nos produtos
maturados por 6 meses traduziu-se num teor total de aminas biogénicas cerca de 2 vezes
superior a das amostras com 9 meses de maturacao (467,67 vs. 244,33; 629,16 vs. 240,43;
456,32 vs. 271,71; para os valores de pH médio de 5,38, 5,62 e 5,85, respetivamente).
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Gréfico 5. Influéncia do pH nas aminas biogénicas dos salames

O perfil das aminas biogénicas ndo diferiu de forma consideravel entre os valores
experimentais de pH mais acido, tendo nestes persistido a triptamina como a mais concentrada,
seqguida, de forma quantitativamente decrescente, pela cadaverina, histamina, tiramina,
feniletilamina, espermina, espermidina e a putrescina. Com um teor total ligeiramente mais
reduzido, as amostras de pH final mais elevado caracterizaram-se por um perfil de aminas

biogénicas, menos problematico em termos de risco associado ao respetivo consumo.

O caracter habitualmente aleatério da taxa de formacdo e metabolizacdo posterior
destes compostos podera justificar a evolucdo registada para a histamina. O teor desta amina
nos produtos com 6 meses de maturacdo aumenta do grupo mais acido para o de pH intermédio
(46,22 Vs 70,26), voltando a cair para menos de metade no produto de pH médio menos acido
(70,26 Vs 33,94), sem que tal evolucdo seja tutelada por qualquer alteracéo registada no teor de

acidos aminados livres (Gréfico 4).

No que concerne a avaliagdo comparativa dos tempos de maturacao testados, sublima-
se uma reducdo consideravel do valor médio da histamina nos produtos com 9 meses, com
valores de pH mais acidos (46,22 Vs 14,70 — pH 5,38; 70,26 Vs 16,94 — pH 5,62) e uma quase
estabilizagdo dos valores nos produtos com pH médio superior (33,94 Vs 34,89). Sublinha-se o
facto da resolucéo deste perigo quimico so poder ser realizado através de tecnologia assente na

utilizacdo de culturas de arranque constituidas por estirpes descarboxilase negativas.
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10.4. Influéncia do a,, e do tempo de maturacéo

Os teores obtidos de cada parametro quimico analisado em funcdo dos intervalos de

a,, € tempo de maturacdo considerados para este estudo, encontram-se presentes na Tabela 7.

Tabela 7. Influéncia do a,, e do tempo de maturagdo nos diferentes pardmetros quimicos (Two-Way
ANOVA)

aW, .4, 0,82 aW,_ .4, 0,85 aW, .4, 0,87 P

6m 9m 6m 9m 6m 9m aW  Tempo (T) aW*T
Aldeido malonico (mgKg1) 0,34 0,87 040 0,83 028 1,10 0,830 <0001 0,326
Acidez (%) 13,78 8,67 13,43 12,25 14,93 14,89 0,031 0,042 0,140
Azoto AA lives (mg.Kg-1) 0,47 0,36 056 0,50 060 0,61 0,001 0,153 0,467
Triptamina (mg.Kg-1) 266,96 137,64 264,42 115,46 318,79 120,80 0,893 0,007 0,885
Feniletilamina (mg.Kg-1) 29,47 4,16 38,28 7,00 31,31 22,77 0,609 0,008 0,457
Putrescina (mg.Kg-1) 17,47 12,90 3437 1417 16,61 34,56 0,562 0,782 0,151
Cadaverina (mg.Kg-1) 18,03 15,76 49,67 30,13 36,73 36,00 0,082 0392 0,562
Histamina (mg.Kg-1) 51,22 15,03 57,45 17,36 49,54 37,85 0,859 0,052 0,696
Tiramina (mg.Kg-1) 24,20b 17,32b 27,78b  28,80b 159,85a 21,32b 0,033 0,034 0,025
Espermidina (mg.Kg-1) 9,21 9,94 19,83 14,03 15,16 12,32 0,478 0611 0,862
Espermina (mg.Kg-1) 25,38 13,77 33,52 1151 20,19 12,89 0,776 0,067 0,652
AB total (mg.Kg-1) 441,93 226,52 52532 238,47 648,18 298,51 0,175 <0001 0,546

Para cada parametro, médias com letras diferentes sdo significativamente diferentes (Tukey, P < 0,05)

A influéncia do a,, e do tempo de maturacdo expressou-se de forma significativa para
uma maior gama de parametros analisados (Tabela 7). O primeiro fator considerado
isoladamente afetou o valor da acidez da gordura (P = 0,031), o teor do azoto dos acidos
aminados livres (P = 0,001) e a concentracdo da tiramina (P = 0,033), enquanto o tempo de
maturacdo influenciou de forma muito significativa o teor do aldeido malénico (P < 0,001) e
aminas biogénicas totais (P < 0,001), sendo este ultimo efeito refletido na triptamina,
feniletilamina e tiramina (P = 0,007; P = 0,008 e P = 0,034, respetivamente) e ainda de forma
consideravel na acidez da gordura (P = 0,042). De referir ainda a influéncia significativa
observada para a concentragéo da tiramina (P = 0,025) em resultado da interagdo destes fatores.

Independentemente do valor de a,, considerado, os teores médios de aldeido maldnico
das amostras obtidas dos produtos maturados durante 9 meses foram superiores aos dos
congéneres maturados por 6 meses, sendo esta diferenca cerca de 4 vezes mais expressiva entre

as amostras do grupo de maior valor de agua livre (0,28 vs. 1,10).
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A tendéncia para valores crescentes de aldeido malénico em fungdo do aumento do a,,
registada nos produtos com 9 meses de maturacdo ndo se observou nos congéneres submetidos

a esse estadio evolutivo durante 6 meses (Grafico 6).
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Gréfico 6. Influéncia do a,, no aldeido maldnico dos salames

A taxa de formacdo Vs. metabolizacdo do aldeido maldnico observada nas amostras
maturadas durante 9 meses e com a,, de 0,87 determinou um teor médio deste produto
secundario da oxidacdo lipidica tendencialmente superior ao do registado nos congéneres com
a,, inferiores. Apesar do intervalo de variacdo do a,, experimentado neste estudo garantir
elevados niveis de seguranca microbiolégica dos produtos analisados, o seu potencial de

evolucdo bioquimica permanece presente.

Estes resultados aconselham a gestdo cuidada das praticas tecnoldgicas que possam
impactar no desenvolvimento do processo oxidativo se o produto alvo pretendido passar pela
observacdo de periodos de maturacdo mais prolongados. A complexidade da perce¢do sensorial
deste tipo de produtos estd também intimamente associada ao desenvolvimento da oxidacao
lipidica e & formacdo de variados produtos quimicos secundarios dai derivados, destacando-se
os aldeidos, cetonas, alcoois, etc. Porém, a sua aceitabilidade sera prejudicada pela populacéo
alargada de consumidores urbanizados se forem ultrapassados determinados limites no teor de

substancias causadoras de “off flavors”.
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Também os valores crescentes da acidez da gordura em relagéo direta com o valor do
a,, das amostras (Gréafico 7), indicia que este fator central da estabilidade microbioldgica é
também determinante da potencial evolucdo quimica da matriz, a cargo maioritariamente do
seu arsenal enzimatico intrinseco e microbiano. Se atendermos que a producdo industrial e a
comercializacdo destes produtos assenta frequentemente na persisténcia de valores mais
elevados deste pardmetro (salvaguarda de rendimento superior), tal estratégia podera dar lugar
a matrizes com atividade bioquimica mais rapida e mais prolongada no tempo, originando
desvios do perfil e do grau de “stress” oxidativo nos preparados para a prossecucao de um nivel

de maturagdo mais profundo.
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Grafico 7. Influéncia do a,, na acidez dos salames

Relativamente ao impacto do a,, no desenvolvimento da protedlise, os resultados
observados para o teor de acidos aminados livres evidenciam maiores indices de formacéo
destes compostos para valores crescentes de a,,. Sublinhe-se que o desenvolvimento
comparativo desta via metabdlica para os valores de a,, mais reduzidos, ainda que muito
ligeiramente superior nos produtos com 6 meses de maturacdo, passa a ser praticamente

coincidente com a observada no nivel de a,, mais elevado (Grafico 8).
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Gréfico 8. Influéncia do a,, no azoto dos amino&cidos livres dos salames

No que respeita a potencial formacdo de aminas biogénicas em fungéo do a,,, 0 valor
total deste composto aumentou com a elevacdo deste fator, independentemente do tempo de
maturacdo em consideracdo, porém com resultados quantitativamente mais expressivos para 0s
produtos maturados por 6 meses (Gréafico 9). A elevacédo do a,, de 0,82 para 0,87 traduziu-se
num aumento do teor total de aminas biogénicas de 47 % e 32 % para o0s produtos maturados
por 6 e 9 meses respetivamente, verificando-se um duplicar da concentracdo de aminas
biogénicas nos produtos com 6 meses de maturacéo e a,, 0,87, em relacdo aos produtos com 9
meses (648,18 Vs 298,5). Tal evolucdo estara por certo relacionada com a diferenca quantitativa
e qualitativa da flora remanescente nos dois tipos de produto que se traduziu no presente estudo,
sobretudo, no acréscimo das concentracfes de tiramina e triptamina (Tabela 7).
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Gréfico 9. Influéncia do a,, nas aminas biogénicas dos salames
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11. Conclusao

Os produtos fermentados crus de humidade intermédia maturados por 6 e 9 meses sob
vacuo tendem a desenvolver o processo de oxidacdo lipidica de forma inversamente
proporcional ao seu pH final, com os valores do malonaldeido, enquanto indicador deste
processo, significativamente mais elevado nos submetidos a maturagdo mais prolongada.
Precisamente pela maior mobilizacdo dos &cidos gordos livres no processo oxidativo, o nivel
de acidez da gordura, expresso em teor de acido oleico, denota uma evolugdo diretamente
proporcional ao valor do pH da matriz, para ambos os tempos de maturacdo ensaiados, sendo

os valores comparativamente mais elevados nos produtos submetidos a 6 meses de maturacéo.

No que respeita a taxa da prote6lise, o teor de &cidos aminados livres formado é
praticamente estavel para a gama de pH testada, aparecendo muito ligeiramente mais elevada
nos produtos com 6 meses de maturagdo. Porém, atendendo a sua também superior mobilizacéo
para a formag&o de aminas biogénicas, conclui-se existir uma maior atividade enzimética nesta

condicdo, a cargo dos agentes intrinsecos e dos de origem microbiana.

Relativamente ao impacto do a,, na taxa de oxidacdo lipidica, o teor médio de aldeido
malodnico tende a ser superior nos produtos com valor de a,, mais elevado, sendo esta tendéncia
corroborada pela respetiva evolucdo da acidez da gordura. A evolucdo da protedlise em funcao
do a,, segue 0 mesmo padrdo observado para o pH. No que concerne as aminas biogénicas,
produtos finais com valores mais elevados de a,,, tendem a agravar o risco associado a este

perigo.

Em sintese, produtos finais mais acidos e simultaneamente detentores de a,, mais
elevado tendem a apresentar maior suscetibilidade oxidativa, nomeadamente se maturados por
periodo dilatado. Relativamente a formacdo de aminas biogénicas, este perigo bioldgico esta
significativamente aumentado nos produtos com maior teor de 4gua biologicamente ativa, ndo
sendo detetado qualquer efeito do pH dentro dos limites testados no ambito do presente
trabalho.

E importante continuar com o controlo, identificagdo e quantificacdo destes tipos de
compostos durante o processamento e 0 armazenamento dos produtos alimentares de forma a
minimizar os efeitos negativos nos consumidores que a sua presenca excessiva podera
desencadear. Assim, este desafio, requer um compromisso por parte das instituicbes publicas,

dos setores de producgéo, do comércio e dos consumidores.
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13. Anexos

Anexo | — Curvas Padrao
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Anexo Il — Comunicacoes

L2Canhoto, L., !Gongalves, H., !Serrano, C., 2?Santos, C., ?Roseiro, C. (2022). “Influence of
pH on lipid oxidation, lipolysis and proteolysis susceptibility of pork dry cured sausage”. Poster
apresentado no XVI Encontro de Quimica dos Alimentos, que decorreu em Castelo Branco, no
Cine-Teatro Avenida de 23 a 26 de outubro de 2022.

Influence of pH on lipid oxidation, lipolysis and proteolysis

T |

susceptibility of pork dry cured sausage <
iav LUSOLOIA
Luis Canhoto,*? Helena Gongalves?, Cristina Serrano?, Carlos Santost2, Cristina Roseiro®? -USOLON
* Instituto Nacional de nvestigagiia Agréria e Veterindria, | Unidade de Tecnalogia e Inavagdio, Av. da Républica, Quinta do Margqués, 2780-157 Oeirgss
2 Universidade Lusdfona de idades & ias, Depa de Faculdade de Medicina Veterindria, Campo Grande 376, 1743024
Iuispadro 301 997 Bhotenail com I
Background

Lipid oxidation is considered as one of the main causes of meat products quality
deterioration, affecting its nutritional, sensory and technological characteristics, and

insaturated lipids

also causing adverse effects on consumer health. The economic implications for the Metak: Fe, Cu ::::::am
meat industry make the control of the oxidative process a real challenge in this sector. = gt

Lipid oxidation depends on multiple intrinsic and extrinsic factors and on the balance E 5

between anti- and pro-oxidant compounds. :‘::';I N ' . :"u;‘:l"w‘""
Muscle pH is recognized as an important factor influencing the rate and extent of Production Deboning
meat lipid oxidation. Several studies have shown an inverse relationship between pH i nn.j..:— :';q"‘;’g
and lipid oxidation in meat. Higher pH values are associated with inhibition of lipid |

oxidation in pork. The pH decline facilitates the oxidation of the muscles components Discoloration

as H+ may promote the redox cycle of myoglobin and its pro-oxidant action. ::‘m:""“""

- Undesirable taste and odar
Aim Formation of taric compounds
The aim of the present study was to evaluate the effect of pH on lipid oxidation,
lipolysis and proteolysis susceptibility in pork dry cured sausage. P 1.- Factoss that inflience. mest Bpki oatctisn

Materials and Methods

Nineteen pork cured meat products were produced in the pilot plant of INIAV and
kept vacuum-packed at 42C until analysis. The pH of the salami was evaluated with a
654-pH meter (Methrom Herisau, Switzerland). Lipid oxidation was evaluated
through malondialdehyde determination by HPLC (Roseiro et al., 2017). Acidity and
free amino acids nitrogen (FAAN) were determined according to Santos et al. (2019) |
in order to evaluate the lipolysis and proteolysis. The products were grouped in 3
classes of pH up to 5.4; pH between 5.5 to 5.79 and pH between 5.8 to 6.0.

Results Malonaldehyde

The results evidenced an inverse relationship between malonaldehyde content and
the pH value of the products, with those having a pH range 5.8 to 6.0 presenting a

significantly lower mean value (0.28 mg/kg), almost 2-fold, than counterparts with o |
the pH < 5.4 (0.45 mg/kg). i =
FAAN Acidity
e Lipolysis and proteolysis indicators showed a direct
relationship with the final pH of products. While the FAAN
- : content increased continuously a long the pH interval
i considered in the present study, the acidity value incremented

significantly in products up to pH 5.6 but kept the content
practically unchanged in those with pH between 5.8 to 6.0.

Conclusions

This work showed an inverse relationship between the malonaldehyde content and the pH value of the products, and on the other
hand, a direct relationship between the lipolysis and proteolysis content with the final pH of the products. This confirms the
influence of pH on lipid oxidation, lipolysis and proteolysis of meat products.
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Preparacéo da amostra:

Picadora (Moulinex, Spain)

. Avaliagéo do pH:

Potenciémetro 654 pH-Meter (Metrohm
Herisau, Switzerland);

Elétrodo de vidro (Mettler Toledo,
Switzerland);

Solucdes padrdes de pH 4 e 7

. Avaliacdo da atividade da &gua (a,,):
Cépsulas de porta amostras;

Medidor de a,, (Rotronic HygroLab);

Sonda AWVC-DIO (Rotronic AG, Switzerland)

. Avaliacdo da gordura:

Balanca digital (Sartorius, Germany);
Método de Folch;

Polytron® modelo PT3100 (Kinematica
AG, Switzerland);

Papel de filtro n°1238 (Filter-Lab,
Barcelona);

Bomba de vécuo (Gast, U.S.A);

Cloreto de sddio (NaCl) 0,73 %;

Anexo 11 — Materiais e Reagentes utilizados em cada técnica

Balanca digital (Sartorius, Germany);

Agua Destilada;
Gobelé;

Vareta de vidro

Ampola de decantacéo;

Baldo de erlenmeyer de 250 ml;

Evaporador rotativo (Heidolph,

Germany);
Estufa (Memmert, Germany);
Exsicador;

Balanca analitica (Mettler

Switzerland)
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. Avaliacéo do aldeido malonico:
Balanca digital (Sartorius, Germany);
Acido tricloroacético 7,5 %;

Polytron® modelo PT3100 (Kinematica
AG, Switzerland);

Papel de filtro n° 1238 (Filter-Lab,
Barcelona);

Funil;

Seringa;

Acrodisc 0,45 pm;

. Avaliacdo das aminas biogénicas:
Balanca digital (Sartorius, Germany);
Acido perclorico 0,4 M;

Polytron® modelo PT3100 (Kinematica
AG, Switzerland);

Tubos de centrifuga;

Centrifuga modelo RC-5C (Sorvall®
Instruments, Newtown);

Funil;

Papel de filtro n°1238 (Filter-Lab,
Barcelona);

Baldo volumétrico de 100 ml;

Vortex (Heidolph, Germany);
Micropipeta;

Hidrdxido de sodio 2N;

Micropipeta;

Vial;

2,4-Dinitrofenilhidrazina;

HPLC;

Coluna “Phenomenex Gemini C18”;
Agua destilada;

Acetonitrilo;

Acido acético glacial

Cloreto de dansilo (cloreto de 5-
dimetilaminonaftaleno-1-sulfonilo);
Bicarbonato de sddio saturado;
Estufa (Memmert, Germany);
Acetona;

Amonia;

Tubos de ensaio;

Acetonitrilo;

Seringa;

Acrodisc 0,45 pm;

Vial,

HPLC;

Acetato de amoénio 0,1M;

Acetonitrilo
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. Avaliacdo do azoto dos aminoacidos livres:

Balanca digital (Sartorius, Germany);
Frasco de schott 250 ml,

Agua destilada;

Acido tricloroacético 20 %;

Polytron® modelo PT3100 (Kinematica
AG, Switzerland);

Frigorifico (Liebherr, Germany);

Baldo Volumetrico 200 ml,

Funil;

Papel de filtro n°1238 (Filter-Lab,
Barcelona);

. Avaliacdo da acidez:

Balanca digital (Sartorius, Germany);
Diclorometano;

Polytron® modelo PT3100 (Kinematica
AG, Switzerland);

Funil;

Papel de filtro n°1238 (Filter-Lab,
Barcelona);

Sulfato de sddio anidro;

Baldo volumétrico de 100 ml;

Baldo de erlenmeyer de 250 ml,;
Evaporador rotativo (Heidolph,

Germany);

Baldo de erlenmeyer de 250 ml;
Fenolftaleina (1%);

Conta gotas;

NaOH 1,5N;

Hotte;

Formol 40 %;

NaOH 0,02 N;

Agitador magnético (lkamag® RCT,
Germany);

Bureta;

Pipeta

Estufa (Memmert, Germany);
Exsicador;

Balanca analitica (Mettler Toledo,
Switzerland);

Pipeta;

Etanol 95 %;

Hotte;

NaOH 0,1N;

Fenolftaleina (1%);

Bureta;

Agitador magnético (lkamag® RCT,
Germany)
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