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RESUMO

A sardinha (Sardina pilchardus) é uma espécie que, pela sua abundéancia, assume grande
importancia no sector Portugués da pesca, representando aproximadamente 50% das
capturas totais anuais. No entanto, em certos periodos do ano, tendo em conta o seu
baixo conteldo em gordura, uma fraccdo significativa da sardinha capturada ndo é usada
como um produto fresco para consumo humano. A fim de contribuir para um melhor
aproveitamento e valorizacdo desta espécie tem sido estudada, nos ultimos anos, a
preparacao de diversos produtos como por exemplo filetes, produtos fumados, polpas e

surimi.

Este trabalho teve como objectivo investigar o efeito de um pré-tratamento de
estabilizagdo com gas soluvel - SGS (100% de CO; a 2 bar, durante 15 e 30 minutos) na
gualidade e no periodo de vida util de filetes de sardinha embalados em trés tipos de
embalagem: ar (AR), vacuo (EV) e atmosfera modificada (EAM - 35%CO;: 5%0;:
60%N,).

Durante o periodo de armazenagem das amostras a 2+1°C, foram feitas analises
regularmente e as alteragdes na qualidade dos filetes foram avaliadas por diferentes
métodos: analises quimicas (teor dos nucledtidos, indice do acido tiobarbitlirico - TBA,
indice de perdxidos - IP e teor de azoto basico volatil total - ABVT, analises
microbioldgicas (contagem de vidveis totais - CVT e contagem de anaerdbios vidveis
totais - CAVT) e foi efectuada a avaliacdo sensorial por um painel de provadores com

experiéncia em analise de pescado.

Durante o periodo de armazenagem, os filetes de sardinha dos trés tipos de embalagem,
mantiveram os valores de ABVT entre 16 e 19 mg/100g, no entanto, os indices que
medem o grau de oxidagdo lipidica, TBA e IP, aumentaram para todas as condigdes de
armazenagem. Os resultados microbioldgicos, relativamente as contagens de viaveis
totais, mostraram que os filetes sem o tratamento SGS atingiram um valor igual a 7 log
ufc/g, quando embalados em AR, 6 log cfu/g quando embalados em EV e 4 log ufc/g,
quando embalados em EAM. Os filetes com tratamento SGS embalados em AR, EV e EAM
registaram valores de CVT entre 3 e 4 log ufc/g, durante os 12 dias de armazenagem.
Considerando os critérios sensoriais, o tempo de vida util dos filetes de sardinha pré-
tratados com SGS foi de 5 dias quando embalados em AR e EAM, e de 8 dias quando

embalados em EV.

Palavras chave: Filetes de sardinha, estabilizagdo com gas sollvel, embalagem em

atmosfera modificada, embalagem a vacuo, qualidade do pescado
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ABSTRACT

Sardine (Sardina pilchardus) is a species that for its abundance assumes a great
importance in the Portuguese fishing sector, representing about 50% of the annual total
captures. However, in some periods of the year, due to its low fat content, a significant
fraction of the captured sardine is not used for human consumption as a fresh product. In
order to contribute for a better use and upgrading of this species the preparation of

several products like fillets, mince and surimi has been assayed in recent years.

The aim of this study was to investigate the effect of a pre-treatment with soluble gas
stabilisation - SGS (100% CO, at 2 bar, during 15 and 30 min) on the quality and shelf
life of sardine fillets packed in three different packaging conditions: air (AP), vacuum
(VP) and modified atmosphere (MAP - 35%C0,:5%0,:60%N.).

During the storage at 2+1°C, samples were regularly taken from all batches and the
quality changes evaluated by different methods, including chemical analysis (nucleotide
degradation products, thiobarbituric acid reactive substances - TBARS, peroxide value -
PV and total volatile basic nitrogen - TVB-N), microbiological analysis (total viable counts
and anaerobic viable counts) and sensory evaluation was performed by a panel of

experienced judges.

During the storage period, the TVB-N content remained almost constant, between 16 and
19 mg/100g muscle, for all samples. The formation of TBARS and the PV increased with
time, for all storage conditions. Results from bacteria counts showed that, fillets without
SGS treatment, achieved a value of 7 log cfu/g, when packed in AP, 6 log cfu/g, when
packed in VP and 4 log cfu/g, when packed in MAP. Fillets with SGS treatment packed in
AP, VP and MAP, showed values between 3 and 4 log cfu/g, during the storage period.
Considering sensory criteria, the shelf life of SGS pre-treated sardine fillets was found to
be 5 days in MAP and AP, and 8 days in VP.

Keywords: Sardine fillets, Soluble gas stabilisation, Modified atmosphere packaging,
Vacuum packaging, Fish quality.
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INTRODUGCAO

1. INTRODUCAO

1.1. A sardinha (Sardina pilchardus)

Em muitas regides do mundo, o pescado faz parte desde ha muito tempo da dieta
alimentar e representa, nalguns paises, a principal fonte de proteinas de origem animal.
Actualmente, um numero cada vez maior de pessoas da a sua preferéncia ao pescado

como uma alternativa saudavel a carne (Huss, 1997).

As espécies de peixes pelagicos gordos pequenos, constituem produtos alimentares de
grande importancia econémica em muitos paises europeus. Embora sejam reconhecidos
como alimentos saudaveis, o seu periodo de vida curto, durante o armazenamento em
refrigeracdo, limita fortemente a sua comercializagdo. Uma espécie abundante em paises
da Europa Ocidental e em Marrocos € a sardinha do Atlantico (Sardina pilchardus), uma
espécie de peixe que pertence a familia Clupeidae, que exibe uma importancia comercial

crescente e um aumento da procura por parte do consumidor (Losada, 2006).

A composicdo quimica da parte edivel dos produtos da pesca varia consideravelmente de
espécie para espécie e, mesmo entre individuos da mesma espécie, registam-se
diferencas que decorrem do grau de maturacdo sexual, idade, sexo, meio ambiente,
época do ano e disponibilidade de alimento. Num mesmo exemplar sdo também
encontradas variagdes ndo s6 entre a zona anterior e posterior, mas também entre a
parte dorsal e ventral (Bandarra et al., 2004). Mas as causas basicas da mudanca na
composicdo sao geralmente a variacdo na quantidade e na qualidade do alimento que o
peixe ingere e a quantidade de movimento que faz. Quando ha um excesso de peixes,
pode ndo haver suficiente alimento para todos, o consumo alimentar serd mais baixo e a
composicdo mudarad de acordo com a quantidade de alimento que ingerem (Murray e
Burt, 2001). Por outro lado, os peixes geralmente param de se alimentar antes da
desova e aproveitam para este processo as suas reservas de gordura e de proteina.
Portanto, na sardinha, os niveis de gordura mais baixos durante a desova sdao um
resultado da mobilizagdo da gordura associado a gametogénese (Hardy e Keay, 1972).
Tendo em consideracdo todas as espécies, o teor em gordura nos peixes pode variar

mais extensamente do que o teor em humidade, em proteina e em cinza.

Os principais constituintes dos produtos da pesca sdo a agua (50 a 85%), as proteinas
(12 a 24%) e os lipidos (0,1 a 22,0%), estes representam cerca de 98% do total da
fraccdo edivel. Os restantes 2,0% sdo constituidos por sais minerais (0,8 a 2,0%),

glucidos (0,1 a 3,0%) e vitaminas.

Murray e Burt (2001) registaram na Sardina pilchardus variagdes de humidade entre 60 e

80%, de gordura entre 2,0 e 18,0% e de proteina entre 17,0 e 20,0%. A sardinha é um
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INTRODUGCAO

bom exemplo de uma espécie cujo teor em gordura estd sujeito a variagées sazonais
apreciaveis, com um minimo de 1,2% em Margo-Abril e um maximo de 18,4% em
Setembro-Outubro (Bandarra et al., 2001).

O pescado é um alimento saudavel uma vez que contém proteinas de elevada qualidade,
com todos os aminoacidos essenciais, € uma importante fonte de calcio, iodo e selénio e
€ bastante rico em acidos gordos polinsaturados. As espécies pelagicas, em geral as de
pequenas dimensdes, como a sardinha, sdo geralmente ricas em acidos gordos omega-3,
nomeadamente acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 w3) e acido docosahexaenoico (DHA,
22:6 w3) (Quadro 1). Estes acidos gordos ndo sdo essenciais a dieta, contudo, evidéncias
cientificas indicam que poderdo influenciar beneficamente na reducdo das doengas
coronarias (Nunes, 1990). No entanto, estes acidos gordos, sdo altamente susceptiveis a
oxidacdo devido ao elevado numero de ligagBes duplas reactivas. A sardinha é ainda uma
fonte de vitaminas A e E com beneficios para a salide. Uma das fungdes mais conhecidas
da vitamina A é garantir a boa saude dos olhos e ajudar a fortalecer o sistema
imunologico, para melhor combater possiveis infecgdes. Os seus beneficios também se
estendem na melhoraria do sistema respiratério e na reparacao de lesGes na pele. A
vitamina E, € muito conhecida por auxiliar na proteccdo cardiovascular e retardar o

envelhecimento, prevenindo a oxidacdo e a formacao de radicais livres.

Quadro 1. Valores nutricionais para a sardinha. (Fonte: Bandarra et al., 2004)

Dados Nutricionais (/100 g)
Cru Grelhado Conserva

Valor energético (kcal/k]) 187,1/783,0 197,7/827,2 210,7/881,7
Parte edivel (%) 56,8 - -
Gordura total (g) 10,9 8,9 12,0
Saturada (g) 2,75 2,40 3,00
w-3 (g) 3,75 3,25 0,50
w-6 (g) 0,32 0,25 2,31
Colesterol (mg) 28,0 37,9 n.a.
Proteina (g) 17,9 24,1 24,0
Vitamina A (mg) 12 9,0 9,0
Vitamina E (mg) 0,025 0,7 1,5
Potassio (mg) 404 496 369
Fosforo (mg) 296 307 637

Tanto o industrial, como o nutricionista, o cozinheiro e o consumidor tém um interesse
directo na composicdao dos peixes. O industrial, necessita saber qual a natureza do
material cru para que possa aplicar correctamente as técnicas de processamento. O

nutricionista, quer saber qual a contribuicdo dos peixes para a dieta e salde e o
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INTRODUGCAO

cozinheiro deve saber por exemplo se um peixe € normalmente magro ou gordo para
decidir sobre a confecgdo culinaria. O consumidor esta interessado ndo apenas no sabor
do peixe, o que é uma questdo de gosto, mas também no aspecto nutricional. A andlise
dos constituintes do peixe, por vezes é necessaria, para determinar especificacbes ou

para saber se este esta de acordo com os regulamentos (Murray and Burt, 2001).

1.1.1. A actividade da pesca, o processamento e o consumo de sardinha em
Portugal

A procura de produtos da pesca tem aumentado nos ultimos anos sendo de destacar, os

produtos da pesca frescos minimamente processados com um tempo de prateleira

razoavel e que necessitam de um tempo de preparagao minimo.

Portugal € um dos lideres de consumo de peixe na Europa, sendo consumidos 50 a 60kg
de pescado por pessoa por ano. Os produtos da pesca processados representam

aproximadamente 40% do total de peixe consumido (FAO, 2004).

A sardinha, devido a sua abundéancia, assume grande importdncia no sector pesqueiro
nacional, com descargas anuais de cerca de 50% do total das capturas na costa
portuguesa e ocupando um lugar de relevo no que se refere ao consumo de peixe pelos
portugueses. Porém, em algumas alturas do ano, uma fracgdo significativa da sardinha
capturada ndo é aproveitada, devido a dificuldades de escoamento do produto no
mercado. Nesta matéria, o Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das
Pescas, avanca que existem alguns mecanismos, no ambito da Politica Comum de Pescas
que ajudam a garantir um rendimento minimo aos produtores, nomeadamente, apoios a
retirada de sardinha, com vista a posterior transformacdo em farinha e/ou congelagdo
para venda, em periodos posteriores, com uma garantia de prego na ordem dos 50% do

preco médio de venda em lota (Bexiga, 2005).

A sardinha tem sido tradicionalmente utilizada na indUstria das conservas ou consumida
em fresco. Actualmente, os consumidores mostram, no entanto, um baixo interesse pela
sardinha enlatada e procuram cada vez mais peixe fresco (Nunes, 1990). O consumo de
sardinha fresca € sazonal e tem maior expressao entre Junho e Outubro, correspondendo

aos meses em que esta apresenta um maior teor em gordura.

A fim de contribuir para um melhor aproveitamento e valorizacdo desta espécie tem sido
investigada, nos ultimos anos, a preparacdao de diversos produtos, nomeadamente
confeccao de filetes e de produtos fumados e ainda a preparacao de polpas e de surimi
(Campos et al., 1990).
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1.1.2. AlteragfOes qualitativas da sardinha

A sardinha, sendo um produto da pesca, difere dos outros tipos de produtos alimentares
por diversas razdes, nomeadamente devido ao facto da maior parte do pescado ser
retirado de uma populagdo “selvagem” e os pescadores serem como cacadores sem
influéncia no maneio das suas presas antes da sua captura. Assim, ndo é possivel imitar
a situacao dos animais de abate, em que apenas sao seleccionados os exemplares
adequados para a captura, mantendo e alimentando os restantes até apresentarem boas
caracteristicas para serem abatidos. Por outro lado, o industrial do pescado esta limitado
as matérias primas disponiveis, no que respeita ao tamanho, condicdo e espécies de
peixe descarregadas pelos pescadores. Outra razao para a diferenca entre o pescado e os
animais de temperatura constante estd relacionada com o facto destes Ultimos
apresentarem nas superficies interior e exterior (tracto gastrointestinal, pele) ambientes
ecoldgicos especificos com uma flora microbioldgica também muito especifica. A flora
microbioldgica nos intestinos dos animais de temperatura varidvel é bastante diferente,
sendo de natureza psicrotréfica e até certo ponto, admite-se que seja um reflexo da
contaminacdo geral do ambiente aquatico (Huss, 1997). Este facto, pode contribuir para
que a deterioragdo microbioldgica ocorra mais rapidamente, quando um produto da

pesca é conservado a temperaturas de refrigeragao.

A degradacdo do pescado € causada principalmente por bactérias ou oxidacdo dos lipidos
em peixes gordos e mudangas autoliticas, como resultado da actividade de enzimas
endogenas, tém um papel menor na deterioracdo. As bactérias decompdem varios
constituintes do pescado, principalmente compostos de azoto ndo proteicos, causando o

desenvolvimento de maus odores e maus sabores (Ababouch, 1996).

A natureza e a rapidez da deterioracao, de acordo com Beirdao et al. (2002), dependem

de vérios factores, como:

- Espécie - peixes gordos deterioram mais rapidamente, devido a oxidagdo dos lipidos;

- CondigOes do produto na captura - exaustdo do peixe pela captura, falta de oxigénio e
manuseamento excessivo sao factores que aceleram a deterioragcao, provavelmente pelo
consumo completo do glicogénio e consequente menor reducdao do pH;

- Natureza e extensdao da contaminagao bacteriana - logo apds a captura, contaminantes
podem ser introduzidos, provenientes por exemplo da manipulagao, do gelo, etc.;

- Temperatura - a reducdo da temperatura o mais rapido possivel até préximo de 0° C, é

fundamental a fim de reduzir a actividade microbioldgica e enzimatica.
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As causas dos varios tipos de deterioracdo do pescado estdo resumidas no Quadro 2.

Quadro 2. Causas da deterioracdo do pescado (Fonte: Huss, 1997).

Causas da deterioracao
Sinais de deterioracao Microbiolbgicas (g)u(ii;naiggg) Autoliticas Fisicas
Cheiros e sabores desagradaveis + + + -
Formagdo de muco + - - -
Coloragao + +
AlteragOes de textura + - +

1.1.2.1. Alteracdes sensoriais

A avaliacdo da frescura € uma parte importante da inspeccdo do pescado e da avaliacéo
da sua qualidade. A frescura é uma propriedade complexa, dificil de definir
objectivamente, no entanto, pode ser percepcionada pelos sentidos e classificada através
da avaliacdo sensorial. Os procedimentos nao-sensoriais permitem apenas avaliacoes

secundarias e indirectas do nivel de frescura.

A perda de frescura dos produtos da pesca é o resultado de reaccbes quimicas e
bioguimicas que ocorrem em cadeia, do metabolismo microbioldgico nos tecidos do peixe
e de mudangas nas propriedades fisicas, correspondendo ao desenvolvimento da

deterioragao.

Os métodos sensoriais, através da percepgdao dos sentidos humanos, como o olfacto,
visdo e gosto, permitem avaliar o aspecto, textura, aroma e sabor das amostras de
pescado. Consistem em testes efectuados por um painel de provadores, onde se utilizam
fichas de prova para caracterizar o produto a ser avaliado e cuja analise dos resultados
ddao uma boa percepcdo da frescura, do aspecto geral do produto e do grau de

deterioracdo.

Na avaliacdo sensorial, a degustacdao de amostras ao longo do tempo permite seguir o
aparecimento progressivo dos produtos de degradacdo dos lipidos, causadores de cheiros
e sabores desagradaveis. E considerada a mais fidedigna de todas as determinacdes, pois
mede aquilo que o consumidor se apercebe, traduzindo a sua aceitacao relativamente ao
produto (Silva et al., 1998). Este tipo de andlise é extremamente sensivel, pois permite
detectar olfactivamente compostos de deterioracdo em quantidades da ordem dos
ug.kg?, enquanto que outros métodos analiticos possuem em geral um limite de
deteccdo mil vezes superior (Presa-Owens et al., 1995). No entanto, esta analise nao
pode constituir por si s6 um método de controlo. Dificil de pér em pratica e de custos

elevados, a analise sensorial apresenta muitos inconvenientes. Reconhecer e quantificar
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sabores e odores desagradaveis necessita de uma longa aprendizagem, uma vez que a
sensacao percebida ndo é Unica e modifica-se a medida que a oxidagdo progride. Se por
um lado os diferentes constituintes de um produto influenciam a percepcdo (a natureza
dos cheiros desagradaveis pode sofrer alteragdes pela interaccdo de outros constituintes
da matriz), por outro lado a sensibilidade difere de individuo para individuo (Hamilton et
al., 1983). A preferéncia pessoal subjacente a esta forma de avaliacdo, aliada as
dificuldades quer de determinagcdao do momento exacto em que um produto sofre
oxidacdo, quer de comparagdo de resultados, justificam a existéncia de um conjunto de
testes objectivos, baseados na determinagdo de propriedades fisicas e quimicas
(Hamilton et al., 1983). Porém, na opinido de alguns autores, a anadlise sensorial é
insubstituivel para saber se um teste utilizado (quimico ou fisico) é representativo de

alteracGes nas propriedades organolépticas (Berset e Cuvelier, 1996).

No que se refere as alteracbes sensoriais do pescado, o estado designado por
“deteriorado” ndo estd claramente definido em termos objectivos. Podem-se indicar os

seguintes sinais evidentes de deterioragao:

e coloracdo anormal
e formacgdo de muco
e deteccdo de cheiros e sabores desagradaveis

e alteragdes na textura.

Aspecto

Relativamente ao aspecto, as sardinhas frescas
(Fig. 1) sdo caracterizadas por uma cor de pele clara
e iridescente, muco transparente e aquoso, olhos
convexos com pupila preta e cérnea convexa. A

medida que aumenta a contaminacdo microbiana, a

- _ i pigmentacao perde progressivamente o seu brilho,
| V> P

Fig. 1. Aspecto de sardinhas até se tornar baca e o0 muco perde a sua

frescas. transparéncia tornando-se, enevoado, leitoso e
finalmente amarelado (Ababouch, 1996).
Em termos sensoriais o tempo de vida da sardinha é

curto, e o seu limite é particularmente evidenciado

pelo aparecimento de manchas sanguineas no

opérculo, apds dois a trés dias de armazenagem em
i Fig. 2. Aspecto de sardinhas com
gelo (Fig. 2). sinais de deterioracgao.
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Durante a manipulagdo e armazenamento do pescado, um numero de mudancas
quimicas, bioquimicas e microbioldgicas ocorrem, levando a perda de cor (Pacheco-
Aguilar et al., 2000). Depois da captura, a sardinha € normalmente mantida em gelo
antes de descarregar. O armazenamento prolongado desta espécie em gelo causa a
oxidacdo e desnaturacdo dos pigmentos, principalmente mioglobina, levando a

descoloracao da carne (Chaijan, 2005).

Libertacdo de muco

A formacgao de muco é um aspecto importante na determinacdao da qualidade do pescado.
E nas glandulas situadas no interior da pele, que ocorre a libertacdo de muco, como uma
reacgao peculiar do organismo agonizante ao meio ambiente adverso. Em alguns peixes,
esta libertacdo é abundante e o0 muco exala um odor bastante ofensivo. Na sardinha, a

producdo de muco é ligeira e o seu amarelecimento € um sinal de deterioracao.

Cheiro

A alteracdo do cheiro é outro dos sinais indicadores de perda de qualidade. Os estados
iniciais de frescura da sardinha, armazenada em gelo, sdo caracterizados por um cheiro a
maresia agradavel proveniente das branquias e por um cheiro ligeiro a “verde” da pele. O
cheiro a peixe na pele e a perda gradual do cheiro a maresia nas branquias indicam uma
menor qualidade sensorial (Triqui e Bouchriti, 2003). Nas fases finais do periodo de vida
do pescado ocorre a producdo de varios compostos volateis, dependendo da espécie e do
tipo de degradacdo. Aparecem entdo cheiros desagradaveis, como o cheiro forte a peixe,
a amonia e a alguns compostos sulfidricos resultantes de degradacao microbioldgica, ou
desenvolve-se um cheiro a rango desagradavel, resultante da oxidacdo dos lipidos. O
desenvolvimento do odor a ranco, pode ser a maior causa da perda de qualidade das
sardinhas e outros peixes gordos, devendo ser tomada em consideracao na previsao do

periodo de vida Util destas espécies (Ababouch et al., 1996).

De acordo com Prost et al. (2004), durante o periodo de armazenamento, a identificagdo
dos compostos volateis da sardinha crua, que conferem os odores fortes, efectuada
através de métodos analiticos (cromatografia gasosa associada a olfactometria e
especrofotometria de massa), pode ser relacionado com a avaliagdo sensorial. Um estudo
realizado por estes autores mostrou existir uma diminuicdo na percepcao de cheiro
marinho e um aumento na percepcdo do cheiro a rango durante o armazenamento de
sardinha. A diminuicdo do cheiro marinho podia ser atribuido a diminuigdo em
dimetilsulfito durante o armazenamento, enquanto a percepgdao aumentada do cheiro a
ranco podia ser atribuido ao aumento em heptanal e (Z)-3-hexeno-1-ol no periodo inicial

de armazenamento (dia 4) e em 2,3-pentanodiona, hexanal, (Z)-4-heptanal, (E)-2-
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heptanal, metional e de 2 nonanol no Uultimo periodo de armazenamento (dia 9).
Nao foram determinados os limiares de deteccao, para os compostos referidos, mas os
resultados obtidos permitiram depreender que os compostos (Z)-3-hexeno-1-ol e

2-nonanol sdo os mais facilmente detectados a baixas concentracgdes.

Textura

Apds a morte, ou seja, no estado post-mortem, o musculo do peixe é mole e flexivel.
Apos algum tempo o tecido muscular contrai. Quando fica duro e o corpo inteiro fica
inflexivel, considera-se que o peixe atingiu o estado de rigor mortis. Este estado inicia-se
cerca de 5 horas apds a morte e termina cerca de 30 horas depois, quando armazenado
a 0°C. A sardinha no estado fresco, apds o rigor mortis, apresenta uma textura firme e

elastica ao toque que se vai tornando com o tempo mais branda e menos elastica.

1.1.2.2. AlteracfGes quimicas

Quando o peixe é retirado da agua cessa a circulagdo sanguinea e consequentemente o
fornecimento de oxigénio, ou seja, morre por asfixia. A causa da morte é devida a
excessiva acumulagdo de acido lactico e outros produtos metabdlicos ndo oxidados
existentes no sangue e musculos, que paralisam o sistema nervoso. O peixe pode ainda
morrer durante as operacdes de pesca e, neste caso, a acumulagdo de metabolitos
toxicos deve-se ao elevado esforco para se libertar das redes. A maior fonte de energia
anaerdbia no musculo, provém da degradacdo do glicogénio. A glicdlise ndo gera apenas
ATP, mas também produz acido lactico como um produto final (Watabe et al., 1991). A
acumulacdo de acido lactico no musculo, resulta numa redugdo do pH do musculo de
valores préoximos de 7,4 para valores proximos de 6 ou por vezes mais baixos (Delbarre-
Ladrat et al., 2006).

Quando o peixe morre, ocorrem uma série de alteragdes fisicas, quimicas e bioldgicas
gue conduzem ao estado de deterioracdo. As principais etapas dessas alteracdbes podem
ser classificadas como: hiperemia e/ou libertacdo de muco, rigor mortis, autodlise e
decomposicao bacteriana. Estas fases ndo se seguem umas as outras em ordem estrita;
os inicios, fins e duragdes das mesmas variam e geralmente sobrepdem-se dependendo

das condigbes de manuseamento e armazenagem.

Rigidez cadavérica (rigor mortis)

A rigidez cadavérica significa o endurecimento do corpo como resultado de uma
complexa alteracdo bioquimica do musculo. A rapidez da instalagdo e duragao do rigor

mortis depende de factores como: espécie, condicbes em que o pescado foi icado para o
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barco, maneira como é morto, temperatura e condicbes de armazenagem (Delbarre-
Ladrat et al., 2006).

Quando os peixes sao mortos, o fosfato de creatina é degradado antes da destruicdo do
ATP. O conteldo em ATP comeca a diminuir quando os niveis de fosfato de creatina
alcancam a mesma concentracao do ATP. A degradacao do ATP correlaciona-se bem com
a progressdao da rigidez cadavérica. O musculo contém duas proteinas filamentares a
actina e a miosina, que na presenca de calcio formam o complexo actomiosina,
originando a contraccdo do musculo. O ATP fornece a energia para que através de uma
bomba de calcio este seja removido do complexo, quebrando a ligagdo entre a actina e a
miosina e o musculo volte a ficar descontraido. Quando ndo existe ATP suficiente para a
bomba funcionar, ou seja, a concentracdao de ATP é aproximadamente 1 umol/g, sdo
formadas ligacdes permanentes entre a actina e a miosina (Watabe et al., 1991). O
complexo actomiosina torna-se inquebravel e o musculo permanece num estado continuo

de rigidez, conhecido por rigor mortis (Beirdo et al., 2002).

Alteracbes autoliticas

O processo de autodlise inicia-se, quando o musculo ainda se encontra rigido, devido a
enzimas enddgenas, como por exemplo as catepsinas, pois as condicGes para a acgao
destas enzimas foram criadas pelo abaixamento do pH do tecido, devido a acumulacdo
nos musculos de acido lactico, proveniente da glicdlise. No processo de autdlise ocorre a
guebra de proteinas e lipidos devido a accdo das enzimas proteoliticas e lipidicas nos
tecidos, uma vez que os tecidos dos produtos marinhos consistem, basicamente, em
compostos proteicos. A autdlise, é inicialmente acompanhada por alteragdes estruturais
das proteinas, ocorrendo a desintegracdo de particulas grandes de proteinas em
macromoléculas, que por sua vez se degradam até a formacdo de peptonas e
aminoacidos. Ao mesmo tempo, a hidrdlise dos lipidos produz acidos gordos livres e
glicerol. Os produtos em que ocorreu a hidrolise das proteinas e lipidos ainda podem ser
utilizados para consumo humano, visto que ainda ndo sao considerados deteriorados. A
autolise s6 produz alteragdes estruturais significativas na carne dos produtos marinhos,
quando a sua consisténcia é amolecida. A hidrolise das proteinas vai criar um ambiente
favoravel para o crescimento dos microorganismos, permitindo a deterioragdo (Beirdo et
al., 2002).

As alteracOes autoliticas sdo responsaveis pela perda inicial da qualidade do peixe fresco,
mas contribuem muito pouco para a deterioracdo do peixe e de outros produtos da
pesca, quando armazenados sob refrigeracdo. No entanto, devido a accdo das enzimas
digestivas nalguns peixes ndo eviscerados, o rapido desenvolvimento de cheiros

desagradaveis e o aparecimento de manchas constituem excepgoes. A cerca de 0°C, a
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autdlise de proteinas tem uma velocidade sensivelmente diminuida, passando entdo a
autdlise dos lipidos a desempenhar um papel mais importante. A temperatura de
congelagao (-18°C), a accdao enzimatica sobre os lipidos em peixes gordos, como a

sardinha, contribui para limitar o seu tempo de armazenagem (Huss, 1997).

Oxidacao dos lipidos

Os processos de deterioragdao quimica mais importantes sdo as alteracGes que ocorrem
na fraccdo lipidica do peixe. Os processos de oxidacdo, nomeadamente a autoxidacdo,

envolvem apenas o oxigénio e os lipidos insaturados.

Em geral, os peixes pelagicos, como a sardinha, tém um elevado teor em lipidos,
constituidos, principalmente, por triglicéridos com acidos gordos de cadeia comprida, que
ao serem também, muito insaturados, facilmente sdo atacados pelo oxigénio do ar. Os
fosfolipidos sdo igualmente muito insaturados, o que tem importantes consequéncias nos
processos de deterioracao sobretudo nas condicdoes de armazenagem em aerobiose
(Huss, 1997). A fraccdo polar dos lipidos é altamente insaturada e a fosfatidilcolina
parece ser importante na degradacdo dos lipidos dos peixes (Takahashi et al., 1985). Os
lipidos da pele da sardinha sdo mais susceptiveis a oxidagdo do que aqueles obtidos a
partir do musculo. Esta susceptibilidade é também caracteristica de outras espécies de

peixes gordos (Vicetti et al., 2005).

A oxidacdo da gordura, é responsavel pelo aparecimento de cheiro e sabor a ranco, o que
pode limitar o tempo de armazenamento de tais espécies, mais rapidamente do que as

alteracGes das proteinas.

A autoxidacao dos acidos gordos polinsaturados ocorre em trés etapas (Fig. 3):

e Iniciacdo - ocorre a formagdo dos radicais livres do acido gordo devido a saida de um
hidrogénio do carbono alilico na molécula do acido gordo, em condigbes favorecidas por

luz e calor.

e Propagacédo - os radicais livres, susceptiveis ao ataque do oxigénio atmosférico, sdo
convertidos em outros radicais, aparecendo os produtos primarios de oxidagdo
(perdxidos e hidroperéxidos) cuja estrutura depende da natureza dos acidos gordos
presentes. Estes, ndo conferem qualquer sabor, mas podem levar ao aparecimento de
coloracbes castanhas ou amarelas no tecido do peixe. Ndo é por isso surpreendente que
o largamente utilizado “indice de peréxidos” ndo se correlacione bem com as
propriedades sensoriais olfactivas e gustativas, nesta fase inicial de oxidacgdo lipidica. Os
radicais livres formados actuam como propagadores da reaccao, resultando num

processo autocatalitico.
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e Terminacdo - dois radicais combinam-se, com a formagdo de produtos estaveis
(produtos secundarios de oxidacdo) obtidos por cisdo e rearranjo dos perdxidos
(epoxidos, compostos volateis e ndo volateis). Esta oxidacdo secundaria, conduz a
formacdo de acidos carboxilicos, alcanos, aldeidos, dalcoois e cetonas, que originam
diversos cheiros desagradaveis e, nalguns casos, uma coloracdo amarelada. Estes
compostos tém um cheiro e sabor forte a ranco. Um produto da degradacao secundaria,

o malonaldeido, pode ser determinado por reaccdo com o acido tiobarbiturico.

Iniciacdo RH - R* + H*®
Propagacao R*+ O, =+ ROO*

ROO* + RH = ROOH + R*®
|

Terminacao ROO* + R* - ROOR
ROO* + ROO* - ROOR + O, >Produtos estaveis
R*+ R®* =+ RR

Fig. 3. Esquema geral do mecanismo de oxidacado lipidica (Fonte: Ramalho e Jorge, 2005).
Onde: RH - acido gordo insaturado, R* - radical livre, ROO® - radical perdxido, ROOH - hidroperdxido

Os factores que aceleram o fendmeno de autoxidagdo sdo: temperatura elevada, luz (UV
e branca), radiacdes ionizantes (a,p,y, X), peroxidos (gorduras oxidadas), enzimas
lipoliticas, catalizadores organicos férricos (Hb) e catalizadores metalicos (Cu e Fe). Os
factores que atrasam a autoxidagao sao: refrigeragao, embalagens opacas ou coradas e
antioxidantes (Castilho, 2003). Os antioxidantes podem ser classificados em primarios,
sinergistas, removedores de oxigénio, bioldgicos, agentes quelatantes e antioxidantes

mistos.

Os antioxidantes primarios sdo compostos fenodlicos (ex.: butil-hidroxi-anisol (BHA),
butil-hidroxitolueno (BHT) que sdo sintéticos e tocoferdis que sdo naturais), que

promovem a remogao ou inactivacao dos
ROO®* + AH - ROOH + A®

radicais livres formados durante a iniciacao
R*+ AH - RH + A°®

ou propagacdo da reaccdo, através da

Fig. 4. Mecanismo de accdo para os

antioxidantes primarios (Fonte: Ramalho doagao de atomos de hidrogenio a estas

e Jorge, 2005). moléculas e interrompendo a reaccdo em
Onde: ROO* e R*- radicais  livres, P 5
AH - antioxidante com um atomo de cadeia (Fig. 4). O atomo de hidrogénio activo

hidrogénio activo e A®- radical inerte.
do antioxidante € abstraido pelos radicais

livres R®* e ROO* com maior facilidade que os hidrogénio das moléculas insaturadas.
Assim formam-se espécies inactivas para a reaccdao em cadeia e um radical inerte (A°®)
procedente do antioxidante. Este radical, estabilizado por ressonancia, ndo tem a

capacidade de iniciar ou propagar as reacgdes oxidativas.
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Os removedores de oxigénio (ex.: acido ascorbico) sdo compostos que actuam
capturando o oxigénio presente no meio, através de reacgbes quimicas estaveis
tornando-os, consequentemente, indisponiveis para actuarem como propagadores da
autoxidacdo. Os antioxidantes bioldgicos incluem varias enzimas, como glucose oxidase,
superéxido dismutase e catalases. Estas substancias podem remover oxigénio ou

compostos altamente reactivos de um sistema alimentar.

Os agentes quelatantes/sequestrantes complexam iGes metalicos, principalmente cobre e
ferro, que catalisam a oxidagdo lipidica. Um par de electrées ndao compartilhado na sua
estrutura molecular promove a acgdo de complexacdo. Os mais comuns sdo o acido

citrico e os seus sais, fosfatos e os sais de acido etileno diamino tetra acético (EDTA).

Os perigos alimentares da ingestao de lipidos de pescado oxidados sdo decorrentes dos
peroxidos e reacgdes que possam ocorrer no organismo humano. Estudos demonstraram
que todas as células sdo expostas ao ataque de radicais livres. Estes compostos podem
danificar os componentes celulares tais como os lipidos da membrana, proteinas e DNA.
A peroxidacdo dos tecidos lipidicos pode provocar o rompimento de membranas, alterar
as funcgdes das plaquetas, modificar a fungdo dos macréfagos, alterar o acido
araquidonico, causar polimerizacdo das proteinas e promover atero-trombogénese
através da peroxidacdo do LDL (lipoproteinas de baixa densidade), além de poder
provocar mutagdoes no DNA (Kinsella et al., 1993; Eder, 1999). Os radicais livres tém

ainda a capacidade de destruir as vitaminas A e E.

Catabolismo dos nucleétidos

ApOs a captura dos peixes, os niveis de adenosina trifosfato (ATP) diminuem e a maioria
dos nucledtidos de adenosina (ADP e AMP) sdo degradados a inosina monofosfato (IMP)
em cerca de um a trés dias. Enquanto a degradacédo continua, é produzida a inosina (Ino)
e depois a hipoxantina (Hx). A Hx tem um sabor amargo enquanto que a IMP é um
componente desejavel no sabor dos peixes frescos (Ozogul et al., 2000). Embora a
degradacdo do ATP varie entre as espécies, os seus produtos de degradacdo sao
utilizados para determinar o grau de frescura numa variedade de peixes sob a forma de
indice K. O valor de K proposto por Saito et al. (1959), inclui produtos de degradacdo
intermediarios: % K = [(Hx + Ino) / (ATP + ADP + AMP + Hx + Ino)] x 100

Muitos compostos quimicos foram sugeridos como indices de deterioracdo relativamente
a qualidade dos peixes durante o armazenamento. Estes incluem a trimetilamina, a
dimetilamina, a hipoxantina, a inosina monofosfato e o indice K. Entre estes parametros,
as concentracoes de ATP e os seus produtos de degradacdo sao considerados os

indicadores de maior confianga e os mais Uteis (Karube et al., 1984).
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1.1.2.3. Altera¢Ges microbioldgicas

Entre os alimentos com elevado teor em proteina, os produtos marinhos sé&o
considerados 0s mais pereciveis, nos quais as mudancas no “flavour”, odor, textura e cor

reflectem o nivel de frescura versus decomposigao.

Dos factores que mais influenciam a velocidade de decomposicdo microbioldgica do
pescado podem-se destacar:

(1) o numero inicial de bactérias;

(2) as condicdes de armazenagem (temperatura, humidade e atmosfera gasosa);

(3) o tipo de pescado (certos produtos marinhos contém altos niveis de
osmorreguladores na forma de azoto ndo proteico, por exemplo, aminoacidos, 6xido de
trimetilamina ou ureia, que estdao prontamente disponiveis para as bactérias;

(4) a temperatura da dgua aquando da captura do pescado (diversos peixes e crustaceos
sdo capturados em aguas frias, portanto o crescimento microbiano ndo é efectivamente
inibido pela refrigeragao, como acontece no crescimento microbiano normal em animais
de temperatura constante);

(5) o local e 0 método de processamento (a bordo do navio versus instalagdo industrial).

A seguranca de produtos marinhos, relativamente a contaminagdo bacteriana, esta
normalmente relacionada com o potencial de causar toxinfeccdo alimentar, o qual
normalmente é o resultado de descuido no manuseamento durante ou apds a sua
preparacdao. A contaminagcdo comecga, sem duvida, no barco e especialmente com
materiais associados ao convés, como tabuas, gelo, rede e trabalhadores a bordo, sendo
que o mercado e as linhas de processamento bem como todos os equipamentos,
inclusive caixas higienizadas inadequadamente, facas e também a agua de

processamento podem aumentar a contaminacgao (Beirdo et al., 2002).

A principal causa da deterioracdo é de origem bacteriana e na gama de temperaturas de
refrigeracdo o padrao de proliferagdo dos organismos psicrotroficos de deterioragao pode
ser descrito, rigorosamente, pela relagdo da raiz quadrada conforme referido por
Bremner et al. (1987). Assim, quando é usada a temperatura de 0°C como referéncia, a
razao entre a proliferacdo bacteriana (r) a uma determinada temperatura t e a 0°C é
dada pela expressdo: Vr = 1 + 0.1 x t, em que t é a temperatura em °C. Isto significa
que, se a temperatura de armazenagem for 10°C, o desenvolvimento das bactérias de
deterioragdo € 4 vezes mais rapido do que a 0°C (Vr=1+0.1x10,r=4) e o tempo de
conservacdao é reduzido de igual modo. O efeito da temperatura de armazenagem na
qualidade do peixe congelado é também pronunciado e a velocidade de deterioragdo é

consideravelmente reduzida a temperaturas abaixo de -20°C (Huss, 1997).
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O musculo integro, de um peixe vivo ou morto recentemente, é usualmente estéril. Apds
a morte, os peixes perdem a protecgdo natural a accdo das enzimas e a invasdo das
bactérias, presentes na superficie do corpo, nas guelras e no tracto intestinal, que se
deslocam para o interior dos musculos através das branquias, pele externa e epitélio da
cavidade abdominal (S3a, 2004). As enzimas proteoliticas, libertadas pelos lisossomas,
comegam ainda no inicio do rigor mortis a atacar as proteinas estruturais, amolecendo a
carne. A autdlise destes produtos é provocada principalmente pela accdo das enzimas do
suco digestivo, da pele e dos tecidos, que comecam a agir quase que simultaneamente
com as bactérias. Logo apds a morte, os sucos digestivos de natureza acida perfuram a
parede intestinal e vdo actuar nos musculos, causando a decomposicdo dos tecidos e
facilitando assim a acgdo dos microorganismos. O desenvolvimento bacteriano &, sem
duvida, um dos principais factores que levam a deterioragdo. Devido ao manuseamento,
contacto com o gelo, equipamentos e outros, pode ocorrer a modificacao e/ou aumento
da microflora. A grande maioria destes microrganismos apresenta actividade proteolitica
e lipolitica, contribuindo para a desintegracao dos tecidos e originando uma série de
reacgoes bioquimicas indesejaveis, provocando consequentemente, a total decomposigado

do pescado (Beirdo et al., 2002).

A flora inicial do peixe é muito diversa, embora as bactérias psicrotroficas Gram-
negativas sejam, muitas vezes, dominantes. Durante a armazenagem desenvolve-se
uma flora caracteristica, mas apenas parte dela contribui para a deterioragdo. Os
organismos especificos de deterioragdo produzem metabolitos responsaveis pelo
desenvolvimento dos cheiros e sabores desagradaveis associados a deterioragdo (Huss,
1997).

A Shewanella putrefaciens € uma bactéria tipica da deterioragdo de muitas espécies de
peixes de aguas temperadas, conservadas em refrigerado. Em condigdes aerdbias produz
trimetilamina (TMA), sulfureto de hidrogénio (H,S) e outros sulfuretos volateis,
responsaveis pelos cheiros e sabores a peixe e pelos que lembram couve estragada.
Metabolitos semelhantes sao produzidos por bactérias Vibrionaceae e Enterobacteriaceae
durante a deterioragdo a temperaturas altas. Durante a armazenagem em atmosferas
modificadas (contendo CO,), uma espécie psicréfila, a Photobacterium, produz grandes
guantidades de TMA e, é uma das principais bactérias responsaveis pela deterioracdo. As
bactérias do tipo Pseudomonas também actuam a temperaturas de refrigeracdo, e ao
produzirem varios sulfuretos volateis (por exemplo, metilmercaptano CHs;SH) e sulfureto
de dimetilo ((CHs),S), cetonas, ésteres e aldeidos, provocam a deterioracdo do pescado
gue é descrita como sendo frutada, a sulfidrilo e enjoativa. A putrefaccao ou deterioracao
ocorre muito rapidamente se a carga de microorganismos degradativos exceder,

aproximadamente, 10’ ufc/g (Huss, 1997).
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O Clostridium botulinum tipo E, isolado quase que exclusivamente de ambientes
marinhos, actua em condigdes de anaerobiose estrita, sendo de especial interesse porque
€ mais psicrotréfico do que os outros tipos dentro da espécie, é capaz de produzir toxina
durante a refrigeracdo e nao é proteolitico. O uso recente de embalagens com atmosfera
controlada ou modificada, durante a qual os niveis de oxigénio sdao diminuidos ou outros
gases sao aumentados para reduzir os microorganismos de deterioragdo normal e
aumentar a vida de prateleira do produto, tém causado preocupagdo quanto a presenca
do C. Botulinum (Beirao et al., 2002).

A prevaléncia de C. botulinum tipo E nos peixes crus varia de 10 a 40%, dependendo da
espécie de peixe. Estudos revelaram que ao nivel do comércio de produtos da pesca, 5%
dos embalados a vacuo e 3% dos embalados em ar eram positivos para os esporos tipo
E. Os dados indicaram claramente que as actuais praticas de processamento do pescado
sao insuficientes na eliminacdo dos esporos de C. botulinum dos peixes crus. Um
conjunto de casos recentes na Europa do norte demonstrou o risco aumentado do

botulismo associado aos produtos da pesca (Hyytia et al., 1999).

1.2. Processos de conservacao do pescado

Em virtude das caracteristicas intrinsecas da sardinha, que a tornam uma espécie
bastante fragil, os comerciantes enfrentam grandes dificuldades na gestdo dos stocks de
sardinha fresca para venda e tém registado um elevado volume de perdas. Assim, os
industriais do sector do processamento e comercializacdao do pescado procuram
activamente métodos alternativos para a conservacdo do pescado que permitam uma
adequada comercializagdao dos produtos da pesca frescos refrigerados. Aumentar o tempo
de prateleira de um dia ou dois pode, no caso de um produto com um periodo de vida
limitado, diminuir significativamente as dificuldades na gestdo dos stocks e torna-lo mais

rentavel nos competitivos mercados grossistas.

Para retardar os processos de deterioracdo dos produtos da pesca conservados em
fresco, utilizam-se varios métodos, baseados maioritariamente na aplicacdo de baixas
temperaturas, as quais se podem ainda associar o controlo ou modificacdo da atmosfera.
Assim, a conservacdo dos produtos da pesca pode ser feita numa camara de refrigeragéo
em que o produto alimentar pode ser embalado em atmosfera normal (AR), em
atmosfera modificada (EAM) e em vacuo (EV), ou o produto ndo é embalado e a

atmosfera da cdmara de armazenagem podera ser ou ndo controlada.
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A deterioracdo quimica ou desenvolvimento do cheiro a rango pode ser impedido por um
rapido manuseamento do pescado a bordo e armazenagem dos produtos em condicbes
de andxia (embalagem em vacuo ou em atmosfera modificada). A utilizacdo de
antioxidantes pode ser também considerada. Um grande esforco para reduzir a
contaminacgao geral, durante o manuseamento do pescado a bordo, ndo leva a nenhum
atraso significativo na deterioragao, porque, apenas uma fraccdo muito pequena desta
contaminacdo geral, é provocada por bactérias especificas de deterioragcdo. Em
contrapartida, as medidas de higiene para controlar a contaminacao do peixe e dos
produtos da pesca, com bactérias especificas de deterioracdo, influencia grandemente a

velocidade de deterioracdao e o tempo de conservacgao (Huss, 1997).

A obtencdo de uma atmosfera controlada, no interior de uma camara de refrigeragao,
consegue-se por alteragdao das concentracdes em CO, e em O,. Atmosferas enriquecidas
em CO, e empobrecidas em O, diminuem as reacgbes enzimaticas e o crescimento
microbiano, permitindo assim a manutencdo das caracteristicas fisicas, quimicas,
organolépticas e microbioldgicas e contribuindo para um aumento do periodo de
conservacao dos produtos da pesca frescos. Os niveis dptimos de CO, e O, na atmosfera

variam de acordo com o produto em causa e deverdo ser ajustados para cada caso.

1.2.1. Atmosfera modificada

A embalagem em atmosfera modificada (EAM) é uma forma de embalar que envolve a
remocao do ar do interior da embalagem e a substituicdo com uma mistura especifica de
diéxido de carbono (CO,), e azoto (N,), e algumas vezes combinados com oxigénio (O;)
(Devlieghere et al., 1998a, 1998b).

A EAM é vastamente utilizada como método de conservagdao dos alimentos, a qual em
combinacdo com a refrigeracdo pode providenciar um aumento substancial do periodo de
vida util dos produtos da pesca (Goulas e Kontominas, 2007), que pode contudo ser
atribuido, ao efeito bacteriostatico do didoxido de carbono sobre os microorganismos
existentes na fase aquosa dos alimentos (Devlieghere, 2000). Os produtores de
alimentos estdo cada vez mais a tentar utiliza-la, para ir de encontro as exigéncias dos
consumidores por alimentos frescos refrigerados, com um maior tempo de vida Util
(Sivertsvik, 2004). Numerosos estudos tém sido conduzidos sobre o efeito da EAM em
produtos da pesca (Erkan et al., 2006; Goulas e Kontominas, 2007; Hoz et al., 2000;
Ozogul, et al., 2004; Ozogul, et al., 2000; Ruiz-Capillas e Moral, 2001; Sivertsvik, et al.,
2002; Sivertsvik, et al., 1999; Stammen et al., 1990).
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A utilizacdo das técnicas EAM e EV trouxe grandes alteracbes no armazenamento,
distribuicdo e comercializacdao de produtos frescos e processados, ao promover um
aumento do tempo de prateleira e uma melhoria na qualidade organoléptica dos produtos
da pesca (Ozogul et al., 2000). A aparéncia dos produtos da pesca embalados em EAM e
EV é importante porque influencia a aceitabilidade dos consumidores relativamente ao
produto. Esta, pode ser avaliada visualmente, incluindo o colapso da embalagem, a
producdo de exsudado e a descoloracao do produto. As propriedades organolépticas do

produto podem ser avaliadas pela cor, odor, sabor e textura (Ozogul e Ozogul, 2006).

O crescimento dos microorganismos, durante o periodo de conservagao torna o alimento
organolepticamente inaceitavel para consumo, por causa das mudancas na cor, odor e
textura. A inibicdo do crescimento destes microorganismos e o aumento da fase lag (fase
de lacténcia) dos microorganismos aerdbios facultativos e anaerodbios, resulta num
potencial aumento do periodo de vida util de produtos embalados em atmosfera
modificada, sendo este um dos principais beneficios desta tecnologia (Ozogul et al.,
2000).

Embora a tecnologia da EAM tenha um potencial risco de seguranca para os produtos da
pesca relacionado com o desenvolvimento de Clostridium botulinum tipo E, as
preferéncias do consumidor para a conveniéncia na manipulacdo, exposicdo visual boa,
embalagem atractiva e segura, a higiene e a extensdo do periodo de vida aceitavel de
produtos da pesca justificam o interesse neste tipo de embalagem. Os interesses
comerciais e regulatérios na tecnologia da embalagem ndo sdo aspectos novos, mas
desenvolvimentos inovativos no sistema EAM e EV como materiais de embalagem,
indicadores de seguranca, maquinaria e tecnologia relacionada, podem fornecer uma
melhoria adicional ao periodo de vida util dos produtos da pesca, a qualidade

organoléptica e a valorizacdo do produto (Ozogul e Ozogul, 2006).

Na generalidade dos casos, ao utilizar-se embalagem com atmosfera modificada
consegue-se um aumento da vida Util dos produtos de aproximadamente 50%, porém
este é condicionado pela temperatura baixa de armazenamento, matérias primas de
elevada qualidade, manuseamento, material de embalagem, mistura de gases e pela
disponibilidade do didxido de carbono (CO,) expresso pela pressdo parcial de CO, e pela
relacdo entre volume de gas e volume de produto (g/p). A atmosfera modificada éptima
para embalar filetes de bacalhau (Gadus morhua) no estado pré-rigor € 63 ml de 0,/100
ml e 37 ml de CO, /100 ml (Sivertsvik, 1999).

No interior da embalagem, a atmosfera gasosa muda continuamente durante o
armazenamento por causa da respiracdo do produto embalado, de mudangas bioquimicas

e da passagem lenta dos gases através dos materiais de embalagem (Parry, 1993).
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A embalagem a vacuo pode ser considerada uma variante do sistema EAM, uma vez que
o ar é removido do interior da embalagem e ndo é substituido. A EV é utilizada
normalmente com uma embalagem de permeabilidade baixa ao oxigénio, sendo neste
caso o ar evacuado e a selagem feita de imediato. Uma embalagem quando sujeita a
vacuo, colapsa em torno do produto de modo a que no interior a pressao seja
ligeiramente menor que a atmosférica. Durante o armazenamento, a atmosfera no
interior da embalagem a vacuo é modificada indirectamente, uma vez que ha uma
alteracdo da sua composicdo gasosa. A pequena quantidade de oxigénio residual no
interior da embalagem é consumida pela actividade metabdlica das bactérias. Cria-se
assim um microssistema anaerdbio/microaerdobio dentro da embalagem, que auxiliado
pelo efeito inibitério do CO, libertado na respiragdo, retarda o crescimento de bactérias
degradativas como as Pseudomonas. Como resultado, a vida de prateleira é mais longa

do que no caso de um alimento exposto ao ar.

Os ultimos desenvolvimentos nos sistemas de EAM estdo associados com a expansdo de
filmes inteligentes, mais recentemente usados em embalagens “activas” ou “inteligentes”
e com a aplicacdo do conceito de barreiras conjugadas. Uma embalagem é chamada
activa quando desempenha um papel desejado que nao seja exclusivamente o de uma
barreira inerte as condigdes externas. Este sistema inclui diversos métodos como,
alteragdao dos gases da atmosfera interior da embalagem (ex: absorventes de O,
geradores de CO,, estabilizagdo com gas soluvel “SGS-soluble gas stabilization”),
controlo da humidade (ex.: embalagem activa osmotica e filmes desidratantes),
monitorizacdao da qualidade (ex.: integradores de tempo-temperatura) agentes
antimicrobianos e revestimentos ediveis, entre outros (Sivertsvik, 1999). Em conjunto
com as tecnologias de processamento minimo, a embalagem em atmosfera modificada, o
SGS e a embalagem envolvendo filmes barreira, sequestradores de oxigénio, e emissores
de CO,, tém sido descritos como tendo uma potencial aplicacdo aos produtos da pesca
(Sivertsvik, 2002).

1.2.1.1. O CO-, e a conservacao dos alimentos

O dioxido de carbono é o gas mais importante utilizado na embalagem dos alimentos, em
atmosfera modificada, devido ao seu efeito inibidor sobre muitos dos microorganismos

gue causam a deterioracao do alimento (Sivertsvik et al., 2002b).

Para inibir o crescimento bacteriano é necessario que uma determinada quantidade de
CO,, dependendo dos géneros alimenticios, se dissolva no produto, sendo a inibicdo

proporcional a concentracdo de CO, dissolvido no produto (Devlieghere et al., 1998a,
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1998b). Quando o CO; é introduzido na embalagem, dissolve-se na fase aquosa e na
fraccdo lipidica do alimento. Isto resulta, apds ser atingido o equilibrio de uma certa

concentracao de CO,, dissolvido na fase aquosa do produto.

A reaccdo subjacente ao processo de dissolucao do CO, decorre de acordo com a eq. 2:

CO, (g) + H,0 (I) «—> HCO; + HY «—— CO5% + 2H" (eq.2)

Tendo em conta que os valores de pH tipicos dos produtos da pesca sdao geralmente
inferiores a 8, a concentracdo de ides carbonato pode ser omitida (Sivertsvik et al.,
2002) (eq. 3):

CO, (g) + H,0 (I) «——>  H,CO; <«—>» HCO; +H* (eq.3)

O efeito do CO, sobre o crescimento bacteriano é complexo, até hoje, foram identificados
guatro mecanismos de accdo: (i) alteracao da funcao da membrana celular, incluindo
alteracdes na absorcdo de nutrientes; (ii) inibicdo directa de enzimas ou diminuicdo da
taxa de reacgbes enzimaticas; (iii) penetragdo na membrana celular bacteriana, levando
a alteragdes do pH intracelular e (iv) alteragdes directas nas propriedades fisico-quimicas
das proteinas. Provavelmente o efeito bacteriostatico deve-se a uma acgdo combinada de

todos estes mecanismos (Sivertsvik et al., 2002).

Em refrigeracdo e condigdes de armazenamento aerdbias, a degradagdo bacteriana de
filetes de peixes é devida a organismos psicrotréficos Gram-negativos dominados por
Pseudomonas spp. e Shewanella spp.. As Pseudomonas sdo inibidas eficazmente por
atmosferas enriquecidas com 20% de CO, ou mais, no entanto, a Shewanella é mais
resistente ao CO, e o crescimento deste microorganismo é inibido com concentracdes
mais elevadas de CO, (aproximadamente 40%). Consequentemente, atmosferas
enriquecidas com CO, tém sido cada vez mais utilizadas, nos Ultimos anos, na
comercializacdo de carnes vermelhas, de aves domésticas e de produtos da pesca (Hoz,
et al., 2000).

ApOs a abertura da embalagem, o CO, é lentamente libertado pelo produto e continua a
exercer um efeito de preservacdo util por um determinado periodo de tempo, referido

como o efeito residual do CO, (Stammen et al., 1990).

A capacidade de absorcdo de CO, pelos alimentos estd dependente da relacdo entre
volume de gas e volume de produto (g/p), pressao parcial de CO, a que o alimento é
sujeito, temperatura, caracteristicas biolédgicas do produto alimentar, como por exemplo,

o pH e a relagdo entre os conteldos agua/gordura. Dependendo destes factores, a
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quantidade de CO, absorvido varia entre 0 a 1.79 litros de CO,/kg de alimento (Jakobsen
e Bertelsen, 2006).

Para que a concentracdo de CO, dissolvido no produto seja suficiente para exercer um
efeito bacteriostatico, € necessario que a relacdo g/p seja 2/1 ou 3/1 (volume do gas
duas a trés vezes superior ao volume do alimento). Este g/p, bastante elevado, é
também necessario para impedir o colapso da embalagem, devido a solubilidade do CO,
em alimentos humidos, uma vez que o CO, dissolvido ocupa muito menos volume
comparado com o CO, gasoso (Sivertsvik et al., 2002). Uma nova abordagem é sujeitar o
produto alimentar ao CO,, antes de embalar, conseguindo-se deste modo utilizar razdes
g/p menores, relativamente a EAM e obter o mesmo efeito bacteriostatico (Sivertsvik et
al., 2004).

De acordo com a Lei de Henry (eq. 4), sujeitar um alimento a 100% de CO, durante
apenas 3 horas resulta na mesma quantidade de CO, dissolvida no seu interior que um
alimento sujeito a 50% de CO, durante 48 horas. O produto alimentar pode entdao ser
embalado com um g/p muito baixo ou até sob vacuo obtendo-se o mesmo efeito que
para a EAM tradicional mas com um tamanho consideravelmente menor da embalagem
(Sivertsvik et al., 2004).

Para temperaturas elevadas, a solubilidade do CO, é mais baixa, podendo ser a razao
para um efeito menor da EAM (Devlieghere et al., 1998). A solubilidade em agua a 0°C e
1 atm ¢é 3,38 g CO,/kg H,0, contudo a 20°C a solubilidade é reduzida para 1,73 g CO,/kg
H,0. Assim sendo, a temperatura de armazenamento condiciona sempre a eficacia do
gas, ou seja, a inibicdo do crescimento microbiano aumenta a medida que a temperatura

decresce (Sivertsvik et al., 2002).

A solubilidade do CO, aumenta com o aumento no pH e este efeito é mais visivel em
valores de pH elevados. Isto pode ser explicado pelas reacgdes de equilibrio que ocorrem
quando o CO, se dissolve no alimento (egs. 2 e 3). No momento em que o CO, se
dissolve, é hidratado com a formacdao de acido carbodnico. Este é seguidamente
dissociado, para formar um ido bicarbonato e um ido de hidrogénio. Para pH baixo
(concentracbes de H* elevadas) a reacgdo serda empurrada no sentido do CO, e
consequentemente quantidades mais baixas de CO, sdo dissolvidas na fase aquosa
(Devlieghere et al., 1998).

Quando o CO; se dissolve na fase lipidica de um alimento, parte do CO, na fase gasosa
sera consumido e deste modo, menos sera deixado para dissolver na fase aquosa do
alimento, o que resulta numa concentracdao de CO, mais baixa na fase aquosa dos

alimentos gordos. Sabe-se que, geralmente as embalagens de produtos com um elevado
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teor de gordura (por exemplo, peixe gordo) muito frequentemente colapsam, ao diminuir
o volume de gas no interior da embalagem devido ao CO, dissolvido na fase lipidica
(Devlieghere et al., 1998).

1.2.1.2. Estabilizacdo com gas solavel — SGS

A técnica SGS consiste em dissolver o CO, no produto, utilizando uma cdmara de pressdo
onde é colocado o alimento, a baixa temperatura (~0°C) e é feita a injeccdo de 100% de
CO, durante alguns minutos a pressoes elevadas (2 a 4 bar). O produto é seguidamente
embalado e é feita a selagem, criando-se entdo uma atmosfera modificada no interior da
embalagem, devido a libertagdo de algum CO,, que se encontrava dissolvido no produto.
Esta técnica difere da EAM, em que a mistura de gases, contendo CO,, é introduzida na

atmosfera da embalagem, na altura em que é feita a selagem.

A solubilidade do CO, na agua foi investigada (Carroll et al., 1991; Crovetto, 1991), mas
o conhecimento da solubilidade do CO,, da constante de Henry, da taxa de absorgdo e
das constantes de difusao do CO, em alimentos, particularmente em filetes de peixe cru,
ndo estd bem investigada. O conhecimento destes factores, auxilia a determinacao da
mistura de gases e da relagdo g/p 6ptimas, para um determinado produto embalado em
atmosfera modificada, ou quando se aplica um método alternativo de EAM, como é a
estabilizagdo com gas solavel. A relacdo entre o nivel de CO, na atmosfera e a
guantidade de CO, dissolvido é dada pela lei de Henry (eq. 4), isto é, a solubilidade de

um gas num liquido é directamente proporcional a sua pressao parcial:
Péé;o = Hcoz, prod X Céaozo (eq. 4)

Onde P!5Y é a pressdo parcial de CO, (Pa), Cigs é a concentracdo de CO. dissolvida
(ppm) quando € atingido o equilibrio e Hcoz prod é a constante de Henry (Pa.ppm™).

Sivertsvik et al., 2004, determinaram estes factores em filetes de salmao (Salmo salar),
bacalhau (Gadus morhua), peixe lobo riscado (Anarchichas lupus) e tamboril (Lophius
piscatorius) e para uma temperatura de 0°C obtiveram um valor médio da constante de

Henry igual a 45,1+4,2 Pa.ppm™.

Sivertsvik (1999) sugeriu a utilizacdo de uma pressdo elevada para que ocorra uma
dissolugdo rapida do CO, em salmdes. Este autor, utilizou como matéria-prima filetes de
salmdo, aos quais aplicou o tratamento SGS antes da sua embalagem. Os filetes foram
colocados num contentor de ago estanque ao gas, o qual foi preenchido com 100% de
CO, durante 30 ou 60 minutos a pressdes elevadas (~2,6 bar), de modo a permitir a

dissolugdo do gas na carne do filete. Imediatamente apds o tratamento SGS, os filetes
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foram colocados em sacos plasticos e selados sob trés condigdes de vacuo diferentes:
vacuo total (99,5%), vacuo médio (60%) e sem vacuo (20%). As embalagens com os
filetes foram entdo armazenadas a 1+1°C durante 20 dias. A partir dos resultados
obtidos, concluiu que a estabilizacdo com gas soluvel pode ser utilizada isoladamente,
para aumentar, em termos microbioldgicos, o periodo de vida util do salmao fresco e que
a remogao do oxigénio (embalagem a vacuo) é mais importante que o nivel de CO;
relativamente ao cheiro e “flavour” do salmdo. Portanto, o SGS combinado com o vacuo

resultou num maior periodo de vida util.

A conveniéncia da utilizagdo da estabilizagdo com gas solluvel (SGS) para dissolver o CO,
em filetes sem pele de peito de galinha, antes de serem embalados em atmosfera
modificada, foi investigado por Rotabakk et al., (2006). Estes autores concluiram que o
tratamento com SGS em combinacdo com a EAM, pode ser usado com sucesso em filetes
do peito de galinha para melhorar as caracteristicas microbiologicas (contagem de viaveis
totais, contagem de enterobactérias, e contagem de Pseudomonas spp.) e sensoriais, €
para além disso reduz o colapso da embalagem e aumenta possivelmente a % de CO, no

interior da embalagem.

No futuro, devera ser determinada a adaptacgdo da tecnologia SGS aplicada a outros
peixes e outros produtos que beneficiam da embalagem em EAM, em particular nos
produtos limitados pela necessidade de uma relagdo elevada entre o volume de gas e o
volume de produto. O principio da dissolugao do CO, podera ser usado na distribuicdo e
durante o processamento, possivelmente como uma parte de um processo de
refrigeracdo. Para ambos, SGS e EAM, a combinagao com outros factores de conservagao
devem ser investigados, destacando aqueles que influenciam o produto minimamente e
que em simultaneo reduzem reacgoes de degradacdao e aumentam o periodo de vida Util
e/ou a qualidade (Siverstvik, 2003).
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2. OBJECTIVO

Os efeitos da atmosfera modificada nas embalagens de produtos da pesca foram revistos
extensivamente (Reddy et al., 1992; Sivertsvik, 1999; Hoz et al., 2000; Ruiz-Capillas e
Moral, 2001; Ozogul et al., 2000, 2004 e 2006; Erkan et al., 2006; Goulas e Kontominas,
2007), mas nao existe informacao relativa ao armazenamento em refrigeracao de filetes
de sardinha. E vantajoso aumentar o periodo de vida Util da sardinha através do uso de
métodos apropriados, como por exemplo, a refrigeracdo sob atmosfera controlada ou
modificada e criar condicbes de armazenamento que aumentem a sua aceitabilidade a
um custo baixo. Para além disso, nos meses em que a sardinha apresenta um teor de
gordura mais baixo, a utilizacdo de métodos de conservacao adequados, possibilitariam
que fosse comercializada sob a forma de um produto minimamente processado, ou seja,
sob a forma de filetes, conservados em refrigeracdo com embalagem de atmosfera

modificada ou vacuo.
Consequentemente, o objectivo principal deste estudo foi avaliar o efeito do pré-
tratamento de estabilizacdo com gas solUvel (SGS) na qualidade de filetes de sardinha

embalados em ar, vacuo e atmosfera modificada, de modo a:

e Obter um produto minimamente processado, que permita a comercializacdo da

sardinha, nos meses em que tradicionalmente o consumo é mais baixo.

e Proporcionar aos consumidores a possibilidade de consumir sardinha fresca, sob a

forma de filetes, durante todo o ano.

e Aumentar o tempo de vida deste produto tendo em conta a seguranca alimentar.

e Reduzir os desperdicios no consumo de sardinha.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Matéria-prima

A sardinha utilizada nos ensaios foi capturada na zona de Sesimbra, por uma embarcacao
de pesca comercial. O transporte até ao INIAP/IPIMAR, foi feito em camido isotérmico,
pela empresa fornecedora da sardinha, em caixas de poliestireno devidamente providas
de gelo. As datas de recepgao de cada lote de sardinha (20kg) no INIAP/IPIMAR foram:
15 de Margo de 2006 para a sardinha embalada em ar, 29 de Margo para a sardinha
embalada em vacuo e 17 de Maio para a sardinha embalada em atmosfera modificada.
No dia da recepgdo, as sardinhas foram imediatamente processadas, isto &, filetadas,

tratadas com SGS, embaladas e colocadas na camara de refrigeragdo a 2+1°C.

3.1.2. Processamento da Sardinha

12 etapa: Recepgao das sardinhas em caixas de

poliestireno com gelo

22 etapa: As sardinhas foram lavadas com agua corrente e

as escamas retiradas

32 etapa: Retiraram-se a cabega, o rabo e as visceras

42 etapa: As sardinhas foram novamente lavadas em 4gua ‘

corrente e retiraram-se os filetes com pele, o mais rente

possivel a coluna vertebral. 5&

[
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52 etapa: Os filetes foram novamente lavados com agua
corrente e colocados a escorrer, entre 5 a 10 min,
procedendo-se entdo a sua colocacdo nas bandejas. (Entre
15 a 20 filetes por embalagem)

62 etapa: Os filetes foram sujeitos ao tratamento SGS.
ApOs serem colocados nas bandejas, foram introduzidos na
camara de pressdo, onde foram sujeitos a uma
concentracdo de CO,, no interior da camara, proxima de

100%, a uma pressao de 2 bar, durante 15 e 30 min.

72 etapa: Apdés o tratamento SGS, as bandejas com
os filetes foram colocadas dentro de sacos de
poliamida/polietileno , que foram selados numa maquina de
embalar, em condicGes que levaram a obtencdo de filetes

embalados em ar, em vacuo (96% de vacuo - 40 mbar) e

em atmosfera modificada.

82 etapa: As embalagens foram colocadas numa camara

de refrigeracdo a 2+1°C durante um periodo de 12 dias.

3.1.3. Material de embalagem

Utilizaram-se embalagens LINfresh Plus® (OvarPack - Embalagens S.A., Ovar, Portugal).
Estas sdo constituidas por duas folhas de poliestireno com absorvente no interior e
perfuradas na superficie de contacto com o alimento, possibilitando uma melhoria na
apresentacao e conservagao do produto, ao permitir que o exsudado do produto seja
absorvido pelo filtro interior da bandeja, evitando assim a sua permanéncia na superficie

da embalagem.

Os sacos de embalar, com uma espessura de 140 ym, eram compostos por uma fina
camada de poliamida que funciona como uma barreira aos gases e duas camadas de
polietileno. A taxa de transmissdo dos gases, através dos sacos, € de 25,0 para o O,
61,0 para o CO, e 8,8 para o N, (cm®*/m?/24h a 75% de HR (humidade relativa) e a

23°C) conforme indicacao do fabricante (Vaessen-Schoemaker, Ovar, Portugal).

Utilizou-se uma maquina de selar embalagens da marca Multivac modelo A 300/52

(Multivac Sepp Haggenmuller Kg, Wolfertschwenden, Alemanha), para embalar os filetes
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em ar, em vacuo e em atmosfera modificada. O nivel de vacuo utilizado foi apenas de

96% para evitar o esmagamento dos filetes.

O gas (CO,) utilizado no tratamento SGS e a mistura gasosa (5%0,:35%C0,:60%N,)
utilizada nas embalagens de atmosfera modificada, eram de uso alimentar e foram

fornecidos pela empresa Praxair Portugal Gases, SA.

3.2. Metodologia

No Quadro 3. apresenta-se esquematicamente as diferentes fases que ocorreram desde a
chegada das sardinhas, até a obtencdo das embalagens de filetes na camara de

refrigeracao.

Quadro 3. Resumo do processo de obtencao dos filetes para armazenagem a 2+1°C.

Tratamento SGS Embalagem Armazenamento
Lote de sardinha 1: 0 min (controlo)
15.03.2006 15 min AR
30 min 1
Lote de sardinha 2: 0 min (controlo) Cémara de
29.03.2006 15 min EV —— refrigeragao a 2£1°C
30 min 12 dias
Lote de sardinha 3: 0 min (controlo) I
17.05.2006 15 min EAM
30 min

(AR - filetes embalados em ar, EV - filetes embalados em vacuo, EAM - filetes embalados em atmosfera
modificada)

Durante o periodo de armazenagem, retiraram-se embalagens em duplicado das
amostras controlo (Omin), das amostras com tratamento SGS 15 min e das amostras
com tratamento SGS 30 min. As amostragens foram feitas no dia da recepcao da
sardinha e durante o periodo de armazenamento ao 2°, 59, 8° e 12° dia de
armazenamento. O primeiro parametro a ser medido em cada dia de amostragem foi a
composicdo gasosa da embalagem, seguidamente procedeu-se a analise microbioldgica e
finalmente a avaliacdo sensorial. Os filetes foram entdo congelados a -80°C até a data

em que se efectuaram as analises quimicas e a determinagao do pH.

3.2.1. Composicdo gasosa da embalagem

Para a medicdo dos gases no interior das embalagens utilizou-se um analisador de gases

Abissprint 10, com uma precisao de 0,1% para o O, e de 0,2% para o CO,. Esta medicao
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foi efectuada nos dias de amostragem, utilizando-se duas embalagens de cada lote,
imediatamente antes da abertura das mesmas. Foram feitas duas leituras em cada

embalagem.

3.2.2. Analises microbioldgicas

Efectuaram-se contagens de microorganismos viaveis totais e anaerdbios totais em Plate
Count Agar por incorporacdo e incubacao a 30+1°C de acordo com a Norma Portuguesa
NP-3278 de 1986.

3.2.2.1. Preparacao do diluente e dos meios de cultura

O diluente (solugao de triptona sal) e o meio de cultura Plate Count Agar (PCA) da Merck
foram preparados de acordo com as indicagdes do fabricante e foram esterilizados em
autoclave a 121°C, durante 15 min. Apds a preparacdao, o meio de cultura e o diluente

foram armazenados em camara frigorifica, a 4+20°C, até a sua utilizacdo.

3.2.2.2. Preparacao da amostra

Em cada dia de amostragem retiraram-se trés filetes de cada embalagem (duas
embalagens por lote), dois das extremidades e um do centro da embalagem.
Cortaram-se pedacos de cada filete, para sacos estéreis até perfazer 10 g e adicionou-se
90 ml de diluente, para preparacao da suspensdao mae, de acordo com a Norma
Portuguesa NP 3005. Homogeneizou-se num agitador “Stomacher” (Colwoth 400),
durante 1 minuto. Prepararam-se diluicdes decimais para as seguintes determinagdes:
contagem dos microorganismos viaveis totais (CVT) e contagem dos microorganismos
anaerobios viaveis totais (CAVT). As diluicdes e as inoculagdes foram realizadas numa
camara vertical de fluxo laminar Biohazard Braun. O numero de microorganismos foi
determinado por contagem directa das coldnias e foi expresso em unidades formadoras

de coldnias por grama de polpa, na escala logaritmica log (ufc/g).

3.2.2.3. Contagem de microrganismos viaveis totais

Efectuou-se a contagem total de microrganismos segundo a metodologia descrita na NP
3278 (1986). Fundiu-se o meio de cultura (PCA) em banho de agua fervente e colocou-se
em banho-maria a 50° C, mantendo-se a esta temperatura até a altura de inocular.

Realizou-se a sementeira por incorporacdo de 1 ml de indculo de amostra em
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aproximadamente 15 ml de PCA, agitou-se em seguida de forma a obter uma distribuicdo
homogénea do indculo. Deixou-se solidificar a temperatura ambiente e incubou-se

durante 72 h a 30£1° C. As sementeiras foram feitas em duplicado.

3.2.2.4. Contagem de microrganismos anaerobios viaveis totais

O procedimento foi igual ao descrito para a contagem dos microrganismos viaveis totais,
excepto a incubagao que foi feita em jarra de anaerobiose com um gerador de
anaerobiose “Oxoid AnaeroGenTM”, cujo composto activo é o acido ascorbico e um

indicador de oxigénio.

3.2.3. Anéalise sensorial

Para a avaliacao sensorial dos filetes de sardinha crus e cozidos utilizaram-se duas fichas
de prova, uma adequada a apreciacao de sardinha crua (Anexo I) e outra adequada a
apreciacdo de sardinha cozida (Anexo II). A avaliagdo decorreu na sala de analise
sensorial do INIAP/IPIMAR. O painel foi constituido por oito provadores com experiéncia
em analise de pescado, 4 elementos do sexo feminino e 4 elementos do sexo masculino

com idades compreendidas entre os 25 e os 55 anos.

Na analise em cru, os filetes de sardinha foram apresentados aos provadores dentro das
respectivas embalagens de armazenamento. A cada provador foi apresentada uma
embalagem de cada lote e foi pedido que avaliasse os seguintes atributos: aparéncia da
pele, cheiro, firmeza e cor da carne. Na andlise em cozido, os filetes foram embrulhados
em papel de aluminio, colocados num tabuleiro e cozidos num forno a vapor, a 100°C,
durante sete minutos. A cada provador foi apresentado um filete de cada lote e foi
pedido que avaliasse os seguintes atributos: cheiro, firmeza, suculéncia e sabor. Na
avaliagdo sensorial de cada atributo foram dadas pontuacdes de demérito entre 0 e 3, 0
que perfazia um resultado total igual a 0, para filetes de elevada qualidade e um
resultado total igual a 12, para filetes completamente deteriorados. A partir de dados
registados na bibliografia (Ababouch et al., 1996; Goulas e Kontominas, 2006; Ozogul et
al., 2003) considerou-se que o limite de aceitacdo correspondia a uma pontuacao de

demérito total igual a 7,0.

3.2.4. Analises quimicas e medicao de pH

Para a realizacdo das analises quimicas e medicdo do pH, os filetes de sardinha

armazenados a -80°C foram colocados a descongelar de um dia para o outro no
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frigorifico. No dia da anadlise, cerca de 8 filetes de cada embalagem foram triturados
numa picadora Moulinex, constituindo-se uma polpa que seria utilizada nas varias
determinacgfes: composicao quimica (apenas no dia 0), valor de pH, teor de azoto basico
volatil total (ABVT), teor de nucleédtidos, indice perdxidos (IP) e teor de malonaldeido
(indice TBA).

3.2.4.1. Composicao quimica
Humidade

A percentagem de humidade foi determinada de acordo com a norma NP 2282 (1991).
As caixas de Petri foram colocadas numa estufa a 100+2° C durante 30 minutos, apds o
que foram colocadas a arrefecer durante 30 minutos num exsicador. Apds tarar a base
de cada caixa de Petri, pesou-se 10 g de polpa e colocou-se na estufa a 100+£2° C até ao
dia seguinte, ou seja, até a amostra ter desidratado por completo. As caixas de Petri
foram retiradas da estufa e arrefecidas durante pelo menos 30 minutos no exsicador,

apos o que se procedeu a sua pesagem.

A percentagem de humidade foi depois determinada através da seguinte formula:

Pi — Pf

H(%) = x100

Sendo:
H - percentagem (%) de humidade
P; - a massa inicial da amostra (g)

P: - a massa final da amostra (g)

Teor de matéria gorda livre

A determinacdo do teor de matéria gorda livre foi realizada de acordo com a norma
portuguesa NP 1972, 1992, com algumas modificacdes, de acordo com procedimentos

internos do laboratoério. As analises foram feitas em duplicado.

Pesaram-se 10g de amostra e adicionou-se uma quantidade igual de sulfato de sddio
anidro a toma para analise, homogeneizando-se a mistura com o auxilio de um pildo.
Transferiu-se a mistura para um cartucho de extraccao
arrastando todos os vestigios da toma com um papel de
filtro que se introduz no cartucho. O cartucho é colocado
dentro de um aparelho tipo Soxleht (2, na fig. 5), onde se
coloca um baldo (1, na fig. 5), com 80 ml de éter,

. Fig. 5. Aparelho de
previamente seco em estufa a 100+£2°C, durante 1 hora, extraccdo da

gordura
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arrefecido em exsicador e tarado. A extracgdo durou 7 horas apds a 12 descarga do
solvente, no aparelho de extraccdo aquecido permanentemente por placa térmica. Apés a
extracgdo, eliminou-se o solvente por evaporagdo em placa de aquecimento a
temperatura baixa. O baldao que continha o extracto (1, na fig. 5) foi a secar numa estufa
a 100+2°C, durante 1 hora e apds 30 min de arrefecimento no exsicador foi pesado.
Repetiram-se as operagdes de aquecimento, arrefecimento e pesagem até que os
resultados das duas pesagens sucessivas ndo diferiram em mais de 0,1% da massa da

toma do ensaio.

O teor de matéria gorda livre, expresso em gramas por 100 g de amostra, calculou-se de

acordo com a seguinte equagao:

Teor de matéria gorda livre (g/100g) = (M2-my) x 100

Sendo:
m - massa da toma para analise (g)
m; — massa do baldo de extraccdo (g)

m; — massa do baldo de extracgdo com o extracto apos secagem (g)

Teor de Proteina Bruta

A determinacdo da proteina bruta realizou-se de acordo com o descrito no AOAC (1998).

Pesou-se 0,5 g de amostra para um papel de filtro, dobrou-se o papel de filtro com a
amostra dentro, de forma a evitar a perda de amostra e introduziu-se de imediato num
tubo de Kjedahl. Introduziu-se uma pastilha de catalizador (3,5 mg de selénio e 3,5 mg
de sulfato de potassio) no tubo e adicionou-se 20 ml de acido sulfirico concentrado.
Colocou-se o tubo no digestor (Digestion System 20 1015 Digester Tecator) a cerca de
4000 C, até se obter uma solugcdo cor de laranja suave. Deixou-se arrefecer o tubo.
Destilou-se o azoto presente na amostra (que foi previamente convertido em amonio) no
aparelho de destilagdo/titulacao Kjeldahl, AutoAnalyzer 1035, por arrastamento de vapor
e recolha numa solugdo de acido bdrico 1%, contendo uma mistura de verde de
bromocresol e vermelho de metilo. O amoniaco recolhido foi titulado com acido cloridrico
a 0,1 N, por fotocélulas do proprio aparelho. O controlo do aparelho é realizado através

de um ensaio com uma solucao de sulfato de amoénio 1%.

O aparelho Tecator 1035, apresenta o resultado pretendido, ou seja o teor de proteina

bruta da amostra em g por 100g e é feita a média aritmética dos duplicados.
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Cinza

A determinacdo do teor em cinza realizou-se de acordo com a NP 2032 (1988), com
algumas modificacbes, de acordo com procedimentos internos do laboratério. As analises

foram feitas em duplicado.

Pesaram-se cerca de 5g de polpa de peixe para cadinhos de porcelana, previamente
tarados e levaram-se a secar na estufa a 100+2°C durante a noite. No dia seguinte,
colocaram-se os cadinhos numa mufla a 100°C. A temperatura da mufla foi aumentada
gradualmente até atingir os 550°C, ficando durante a noite a esta temperatura para
carbonizacdo das amostras. No dia seguinte, apds arrefecimento no exsicador os
cadinhos foram pesados e colocaram-se novamente na mufla a 550°C. Repetiram-se as
operagoes de aquecimento, arrefecimento e pesagem até que os resultados de duas

pesagens sucessivas nao diferiram em mais de 0,1% da massa da toma do ensaio.

O teor de cinza, expresso em gramas por 100 g de amostra, calculou-se de acordo com a

seguinte equagdo:

Teor de cinza (g/100g) = (M2 - mMz) x 100

Sendo:
m - massa da toma para analise (g)
m; — massa do cadinho (g)

m, — massa do cadinho com a cinza (g)

3.2.4.2. Medicao do pH

Utilizando um medidor de pH WTW pH 539, equipado com um eléctrodo Sentix 21
adequado a andlise de sodlidos. O valor de pH foi medido directamente na polpa de

sardinha, a 25°C e em triplicado para cada amostra.

3.2.4.3. Compostos azotados volateis totais (ABVT)

O teor de ABVT foi doseado pelo método de microdifusao de Conway modificado, descrito
por Cobb et al. (1973).

Extraccéo

Pesaram-se 25 g de polpa de sardinha e homogeneizaram-se com 50ml de TCA a 10%,
durante 1 minuto, num homogeneizador Polytron PT-MR 3000 (Kinematica AG), e
filtrou-se por papel de filtro Whatman n.° 1. O filtrado foi armazenado a -30°C até a

determinacdo analitica.
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Determinacéo

Para a coroa externa das células de Conway mediu-se 1 ml de dgua destilada e 1 ml de
extracto. Para a coroa central das células de Conway, mediu-se 1 ml de uma solugdo de
acido bodrico a 1%, contendo como indicadores 0,033% de verde de bromocresol e
0,066% de vermelho de metilo. As células foram semi-cobertas com uma placa de vidro
de modo a permitir a adicao, na coroa externa de 1 ml de uma solugao saturada de
carbonato de potdssio e rapidamente fecharam-se as células com a placa vidro. As
células foram entdo incubadas numa estufa a 40°C, durante 90 minutos. Deixou-se
arrefecer e o azoto fixado pelo acido boérico foi titulado com acido cloridrico 0,02N, até ao
aparecimento de uma cor rosa. Paralelamente, efectuou-se um ensaio em branco com
agua e um ensaio padrdo, com sulfato de amodnio a 0,1%, para a determinagdo do

coeficiente de difusao.

Resultado

Utilizou-se a seguinte formula para o calculo do ABVT

21x(V2- Vo)
(V1-Vo)xV3xm

ABVT (mg/100g) = x [VTca + (m x H/100)|

Sendo:

Vy - Volume de HCI gasto na titulagao do ensaio em branco (ml)

V; - Volume HCI gasto na titulacdo do ensaio de controlo de difusdao (ml)

V, - Volume de HCI gasto na titulagdo do ensaio com o extracto da amostra (ml)
V3 - Volume de amostra utilizado na determinagao (ml)

V1ca - Volume de TCA usado para a preparagao do extracto (ml)

m - massa da amostra utilizada na preparagao do extracto (g)

H - humidade da amostra (%)

3.2.4.4. Teor de nucledétidos

O método utilizado para a determinagdo do teor de nucledtidos foi a Cromatografia

Liquida de Alta Resolugdao (HPLC) de fase reversa tal como descrito por Ryder (1985).

Extraccdo

Homogeneizou-se num homogeneizador Polytron PT-MR 3000 (kinematica AG), a 0°C,
durante um minuto, 5 g de amostra com 25 ml de acido perclérico 0,6 M. O
homogeneizado foi centrifugado a 3000 g, durante 10 minutos, a 0°C, numa centrifuga
Sigma modelo 3K30. Retirou-se 10 ml de sobrenadante para um copo e neutralizou-se a
pH 6,5-6,8 com uma solugdo KOH 1M utilizando-se um medidor de pH WTW pH 539. Para
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precipitar o percloreto de potassio, formado durante a neutralizacdo, deixou-se repousar
o extracto, a 0°C durante 30 minutos. Eliminou-se o precipitado de percloreto de
potassio por filtracdo com cadinhos filtrantes n.2 3 e diluiu-se o filtrado, ja sem o
percloreto de potassio, com agua ultra-pura, até perfazer 20 ml. Os 20 ml de filtrado
obtido foram filtrados para um vial, utilizando uma membrana filtrante 0,25 um de
porosidade. Os viais com os extractos foram guardados a -80°C até a determinagdo

analitica.

Analise por HPLC

O aparelho utilizado foi um cromatografo liquido Agilent 1100 Series, com detector DAD
(Diode-Array-Detector), bomba quaternaria, amostrador automatico termostatizado a
10+10°C e injector automatico, equipado com uma coluna VDS optilab LiChrosorb RP-18
(10 um, 200 x 4,6 mm)

As condicdes de trabalho foram as seguintes:

Fluxo do eluente - 1,6 ml/min; Volume de injeccdo - 20 pul; Eluicdo isocratica com
deteccdo a comprimento de onda A = 254 nm; Temperatura = 30+0.8°C; Fase moével -
Tampao fosfato 0,1M a pH 6,9 (Pesou-se 10,45g de hidrogenofosfato de potassio e 5,45
g de dihidrogenofosfato de potdssio para balao volumétrico de 1000 ml e completou-se o

volume com agua ultra-pura).

Resultado

Para a identificacdo e quantificagdo dos compostos utilizou-se o método do padrdo
externo, area do pico versus concentracdo. Preparam-se padrGes mistos constituidos
por solucdes aquosas de ATP (adenosina trifosfato), ADP (adenosina difosfato), AMP
(adenosina monofosfato), IMP (inosina monofosfato), Ino (Inosina) e Hx (hipoxantina)

com as seguintes concentracdes: 0,04; 0,08; 0,2 e 0,4 e 0,6 pmol/ml.

A identificacdo e quantificacdo dos nucledtidos nos extractos realizaram-se por
comparagdo com os cromatogramas dos padrBes a as rectas de calibracdo, através do
mesmo software analitico. Os valores das amostras, analisadas em duplicado, foram

expressos em umol/g de polpa.

Com base nos valores obtidos, calculou-se o indice K, de acordo com Saito et al. (1959),

utilizando a seguinte formula:

Hx +Ino

x100
Hx +Ino + ATP + ADP + AMP + IMP

K (%) =
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Sendo:

Hx - Hipoxantina

Ino - Inosina

ATP - Adenosina Trifosfato
ADP - Adenosina Difosfato
AMP - Adenosina Monofosfato
IMP - Inosina Monofosfato

3.2.4.5. Indice de peréxido

O indice de perodxido foi determinado utilizando a Norma Portuguesa NP 904 (IPQ, 1988)
apos extraccao da gordura segundo o método descrito por Bligh and Dyer (1959).
Este € um método iodométrico, ou seja, € medido o iodo produzido a partir da

decomposicdo do iodeto de potassio pelos peroxidos (Fig 6) (Silva et al., 1999).

0O0H

OH
W TR W TR
- 1% r ?

Fig. 6. Reacgbes que ocorrem na determinacdo do
indice peréxidos: decomposicdo do iodeto de
potassio pelos perdxidos e titulacdo do iodo
com tiossulfato de sédio.

Extraccéo

Pesaram-se 30 g de amostra e adicionaram-se 90 ml de uma solucao
metanol/cloroférmio (2:1) fria e agitou-se durante 7 minutos no homogeneizador
Polytron. Seguidamente adicionou-se 15 ml de uma solucdo de cloreto de sddio saturada
fria e homogeneizou-se 7 minutos no Polytron, adicionou-se 30 ml de cloroférmio frio e
agitou-se 5 minutos no Polytron, finalmente adicionou-se 30 ml de agua fria e
homogeneizou-se 5 minutos no Polytron. A amostra foi colocada num banho de ultrasons
durante 10 min e foi filtrada sob vacuo, para um Kitasato, utilizando um funil de Blichner
e papel de filtro n.° 1. O filtrado foi transferido para uma ampola de decantacdo e apos o
processo de decantacdo, a fase organica (inferior) foi recolhida e filtrada com papel de
filtro n.° 1 com sulfato de sddio anidro, para um baldo de fundo de péra. O cloroférmio
foi evaporado num evaporador rotativo com banho termostatizado a 40°C. O dleo foi
recolhido juntando 1 ml de cloroférmio contendo 50 ppm de BHT, para evitar a oxidagao

durante o armazenamento a -80°C até se proceder a sua analise.
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Determinacéo

Apds a descongelagdo do 6leo extraido, o cloroférmio com BHT, foi evaporado utilizando-
se uma corrente de azoto. Num frasco Erlenmeyer de 200 ml, pesou-se 0,5 g de dleo,
juntou-se 10 ml de cloroférmio, 15 ml de acido acético glacial (99% a 100%) e 1 ml de
solucdo saturada de iodeto de potadssio, rolhou-se o frasco e apos ligeira agitagdo
aguardou-se 5 min ao abrigo da luz. Adicionou-se logo de seguida 75 ml de agua
destilada e titula-se com uma solucdo 0,01 N de tiossulfato de soédio, servindo de
indicador o cozimento de amido a 1% (m/v). Da mesma forma, mas sem a presenca de

Oleo executou-se um ensaio em branco.

Resultado

O indice de peroxido foi calculado a partir da seguinte expressao:

N x (V1-V2) x 1000

Indice de peroxido(meg 02 activo/kg 6leo) = -

Sendo:

N - Normalidade do 6leo

m - massa da toma de éleo (g)

V; - volume da solucdo de tiossulfato de sddio gasto na titulacdo do ensaio com dleo (ml)

V, - volume da solugdo de tiossulfato de sédio gasto na titulacdo do ensaio em branco

(ml)

3.2.4.6. Indice do acido tiobarbittrico (TBA)

O indice do TBA foi determinado pelo método espectrofotométrico, de acordo com o
procedimento descrito na NP 3356 (1990).

O teste do acido 2-tiobarbiturico (TBA) trata-se de um teste baseado na reacgao do acido
tiobarbiturico com os produtos de decomposicdo dos hidroperdxidos. Um dos principais
produtos formados no processo oxidativo é o malonaldeido (MA). Neste ensaio uma
molécula de MA reage com duas moléculas de TBA para formar um complexo de cor rosa,
o qual absorve a 532-535 nm (Fig. 7). Como padrdo para a analise quantitativa é usado
normalmente o 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP), o qual liberta MA e etanol, apds
hidrélise acida (Silva et al., 1999).

. H
HS N OH :

L 5 |
\T? [ R N HO., oN- -8

Ny ¢ OTORC . T - )

H H N "= CH—C=CH N + IH0
on Malonaldeido -
TBA Cromogénio OH

Fig. 7. Reaccédo entre o TBA e o malonaldeido com
formacdo de um complexo cor-de-rosa.
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Extraccdo

Pesaram-se 15g de polpa de sardinha e homogeneizaram-se, no homogeneizador
Polytron durante 2 min, com 50 ml de solucdo de acido tricloroacético (TCA) a 7,5%
(m/v), contendo 0,1% de galato de propilo e 0,1% de acido etilenodiaminotetracético
(EDTA). Filtrou-se por papel de filtro Whatman n.© 1.

Determinacéo

Mediu-se para um tubo de ensaio 0,5 ml de extracto filtrado, perfez-se o volume a 5 ml
com a solugdao de TCA a 7,5% e adicionou-se 5 ml de solugdo de TBA (0,02 M),
rolharam-se os tubos e colocaram-se em banho de 4agua fervente durante
aproximadamente 40 min. Retiraram-se os tubos e apds arrefecerem foram agitados
para retirar o gas. Registou-se a absorvancia num espectofotdmetro Unicam UV/Vis
Spectrometer a um comprimento de onda de 530 nm contra ensaio em branco. O ensaio
em branco foi conduzido paralelamente a determinagdo, substituindo o filtrado da

amostra por solugao TCA (7,5%).

Afericdo

O tracado da curva padrao fez-se a partir de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 ml da solucao
padrdo 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) de concentracdo 10® mol.mlI?, que corresponde
respectivamente a 0,01, 0,02, 0,03, 0,04 e 0,05 umol de malonaldeido, perfazendo-se o

volume a 5 ml com a solugdo TCA (7,5%) e seguindo a técnica anteriormente descrita.

Resultado
A quantidade de malonaldeido (MDA), expressa em miligrama por kg de musculo, foi

calculada pela seguinte formula:

72xC

TBA(mg/Kg) = - x (VTcA + mxH/100)

Sendo:

C - concentracdo de malonaldeido (umol), obtido a partir da curva de calibragao
V - volume da toma (ml)

H - humidade (%)

m - massa da toma de ensaio (g)

V1ca — volume de TCA (7,5%), utilizado na extraccao (ml)
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3.2.5. Tratamento estatistico

O tratamento estatistico foi realizado no software Statistica, vers. 6.0, Stat Soft, Inc.
Para a analise estatistica dos dados obtidos nos ensaios, utilizou-se o Modelo Linear
Geral, Factorial ANOVA. Os resultados foram considerados significativamente diferentes
para um nivel p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao da matéria-prima

Os resultados relativos a caracterizacdo da sardinha de cada lote, em termos de

composicdo quimica, encontram-se no Quadro 4.

Quadro 4. Composicado quimica (96) dos filetes de sardinha utilizados nos
ensaios com embalagens AR, EV e EAM.

humidade® | gordura® proteina® cinza®
AR 77,2 2,8 18,4 1,6
EV 68,1 13,6 17,1 1,6
EAM 72,6 5,0 19,9 1,4

@ Os valores representam a média de duas determinagdes a partir de uma
amostra homogeneizada de filetes com pele de 8 sardinhas de cada lote.

A sardinha utilizada neste trabalho apresentou uma composicdo quimica bastante
variavel, no que se refere principalmente aos teores de gordura e humidade. Sendo de
realgar, pelo valor consideravelmente mais elevado em gordura, o lote utilizado para

embalar a vacuo onde se registou 13,6% de gordura.

A composicdo quimica aproximada dos filetes de sardinha utilizados neste trabalho,
apresenta valores normais para esta espécie e apesar das diferencas observadas entre os
filetes utilizados nos trés ensaios, os valores estdo de acordo com Murray e Burt (2001),
que registaram na Sardina pilchardus variagdes de humidade entre 60 e 80%, na
gordura entre 2,0 e 18,0% e na proteina entre 17,0 e 20,0%. Nas publicagdes avulsas do
IPIMAR, n.% 11 de 2004, sdo referidos como valores da composicdo quimica da sardinha:
1,3% de cinza, 70,7% de humidade, 10,9% de gordura e 17,9% de proteina.

Como se pode constatar, a partir da observacdo dos dados deste trabalho e de dados
publicados, esta espécie apresenta uma variagdo muito grande na composicdao quimica,
em particular no teor em gordura. De acordo com Bandarra et al., 2001 a sardinha
constitui um bom exemplo de uma espécie cujo teor em gordura esta sujeito a variagoes
sazonais apreciaveis (com um minimo de 1,2% em Margo-Abril € um maximo de 18,4%
em Setembro-Outubro). As causas basicas, para que existam diferencas na composigdo
quimica do pescado, sdo geralmente a variacdo na quantidade e na qualidade do
alimento que o peixe ingere e a quantidade de movimento que faz. Quando ha um
excesso de peixes, pode nao haver suficiente alimento para todos, o consumo alimentar
sera mais baixo e a composicdo mudara de acordo com a quantidade de alimento que
ingerem (Murray e Burt, 2001). Uma vez que as sardinhas foram obtidas em datas

diferentes, provavelmente as sardinhas utilizadas na embalagem EV, tiveram um tipo de
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alimentagdo diferente, tanto em quantidade como em qualidade, relativamente as
sardinhas utilizadas nas embalagens AR e EAM, o que podera explicar as diferencas na

composigdo quimica, nomeadamente o teor em gordura.

4.2. Composicao gasosa das atmosferas das embalagens

A composicdo gasosa das embalagens de filetes de sardinha com ar, encontra-se

representada nos Quadros 5 e 6.

Quadro 5. Evolugcdo da quantidade de Quadro 6. Evolugcdo da quantidade de
O, (%)? no interior da CO, (%) no interior da
embalagem, durante o periodo embalagem, durante o periodo
de armazenagem em AR. de armazenagem em AR.

dias | controlo SGS SGS dias | controlo SGS SGS
15 min 30 min 15 min 30 min
2 13,3+0,2 10,8+0,4 11,1+0,4 2 2,4+0,1 22,4+£0,9 22,3%+1,/4
5 9,6+0,3 7,8+0,2 8,1+0,0 5 2,6+£0,2 22,6%£0,6 23,3%0,2
8 6,1+0,9 4,8+3,4 5,0+0,4 8 3,0x0,5 23,1+£1,4 24,0+0,5
12 3,8+0,9 3,9+0,4 3,9+0,4 12 3,6x£0,2 22,6+£0,9 23,6%0,6

@ média de 4 determinacbes
(n= 2 embalagens x 2 analises) + desv. pad.

Ao longo do periodo de armazenagem dos filetes de sardinha em embalagem com ar, a
composicao da atmosfera evidenciou algumas alteracbes no que se refere ao O,
(Quadro 5). A guantidade de O, no interior da embalagem, apresentou um decréscimo
significativo (p<0,05), tanto nas amostras controlo (0 min), como nas amostras com
tratamento SGS (15 min e 30 min). Ao fim de 2 dias de armazenagem as embalagens
das amostras controlo apresentavam 13,3% de O, no seu interior, enquanto as amostras
com tratamento SGS, registavam uma quantidade em O, cerca de 11%,
significativamente inferior (p<0,05). No final da armazenagem, todas as amostras

apresentavam um valor semelhante de O, (3,8-3,9%).

No que se refere a alteragées na quantidade de CO, (Quadro 6), ao longo do periodo de
armazenagem, verifica-se que ndo ha uma alteragdo significativa (p>0,05), tanto nas
embalagens controlo como nas embalagens com tratamento SGS. No entanto, a
atmosfera das embalagens de filetes com tratamento SGS, registou um valor
significativamente superior (p<0,05) de CO,, entre 22,3 e 24,0%, durante o periodo de
armazenagem, relativamente a atmosfera da embalagem controlo, que apenas atingiu
valores de CO; entre 2,4 e 3,6%. Este resultado era expectavel pois o tratamento SGS,

em que os filetes foram sujeitos a 100% de CO, a 2 bar, durante 15 e 30 minutos resulta
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na absorcdo de uma determinada quantidade de CO, pelas amostras, que depois é

libertado para a atmosfera da embalagem até ser estabelecido um equilibrio.

Os diferentes tempos de tratamento SGS aplicados aos filetes de sardinha,
nomeadamente 15 e 30 min, originaram um efeito semelhante no que se refere a

quantidade de O, e CO, no interior das embalagens (Quadros 5 e 6).

A composicdo gasosa das embalagens de filetes de sardinha com atmosfera modificada,

encontra-se representada nos Quadros 7 e 8.

Quadro 7. Evolugdo da quantidade de Quadro 8. Evolugdo da quantidade de
0, (%)? no interior da CO, (%)* no interior da
embalagem, durante o periodo embalagem, durante o periodo
de armazenagem em EAM. de armazenagem em EAM.

dias || controlo SGS SGS dias || controlo SGS SGS
15 min 30 min 15 min 30 min
2 5,7£0,0 4,4+0,0 4,5+0,2 2 23,6+0,9 34,7+1,1 39,1+1,3
2,9+0,2 2,2+0,1 2,1+0,1 5 22,7%£1,2 33,3+1,2 39,0+0,7
8 1,2+0,1 0,9+0,1 0,8+0,1 8 22,5+0,6 33,9+1,0 38,7£0,3
12 0,1+0,1 0,2+0,1 0,1+0,1 12 23,4+0,2 35,7+1,1 40,1+0,4

2 média de 4 determinacgGes
(n= 2 embalagens x 2 analises) + desv. pad.

Ao longo do periodo de armazenagem, observou-se uma diminuicdo significativa
(p<0,05) na quantidade de O, no interior das embalagens EAM, das amostras controlo e
com tratamento SGS (Quadro 7), a semelhanca do sucedido nas amostras embaladas em
AR. Este facto, deve-se provavelmente a utilizacdo do O, da atmosfera da embalagem,
pelos microorganismos existentes no peixe e ao consumo de oxigénio nos processos
quimicos e bioquimicos que ocorrem no filete, nomeadamente a oxidacdao. No entanto, de
acordo com o expectavel, o valores de O, e a sua gama de variagdo nas embalagens EAM
(5,7% a 0,1%), sao significativamente inferiores (p<0,05) ao registado nas embalagens
AR (13,3% a 3,8%).

Relativamente a quantidade de CO, no interior das embalagens EAM (Quadro 8),
observa-se que as amostras controlo apresentaram valores entre 22,5% e 23,6%, sendo
estes significativamente inferiores (p<0,05) aos valores apresentados nas embalagens
das amostras com tratamento SGS (33,3 e 40,1%). Constatou-se novamente, que as
guantidades de CO, no interior das embalagens controlo e com tratamento SGS, ndo
apresentaram uma alteracdo significativa (p>0,05), ao longo do periodo de

armazenagem.
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Outro facto que se pode observar, refere-se a quantidade de CO, no interior da
embalagem das amostras controlo em EAM (Quadro 8) ndo ser significativamente
diferente (p>0,05) da quantidade de CO, atingida no interior das embalagens das
amostras SGS 15 e 30 min em AR (Quadro 6), sendo registados para ambos 0s casos
valores de CO, entre 22,3 a 24,0%. Este facto sugere que, relativamente a quantidade
de CO, obtida no interior da embalagem, o efeito do tratamento SGS com 100% de CO,
a 2 bar, durante 15 ou 30 minutos, é semelhante ao efeito produzido pela embalagem

com atmosfera modificada com a composicao 5%0,:35%C0,:60%N..

No que se refere ao efeito do tempo do tratamento SGS sobre a composicao em CO,
das embalagens de filetes (Quadro 8), verifica-se que a embalagem com SGS 30 min,
apresentou uma concentracdo de CO, (38,7 a 40,1%), significativamente superior

(p<0,05) a concentragao apresentada nas embalagem com SGS 15 min (33,3 a 35,7%).

As diferencas observadas, relativamente as concentragdes de CO, no interior das
embalagens das amostras com tratamento SGS em AR e EAM, quando comparadas com
as respectivas amostras controlo, pode ser explicado pelo facto do tratamento SGS, em
gue as amostras sdo sujeitas a uma atmosfera com 100% de CO, a uma pressdo de 2
bar, fazer com que se dissolva uma grande quantidade de CO, no interior do produto em
pouco tempo. Sivertsvick et al. (2004), estudaram a solubilidade e a taxa de absorcao de
CO, em filetes de peixe cru e constataram que a solubilidade do CO, aumenta
linearmente com o aumento de pressao parcial de CO,. Estes autores observaram ainda
que um filete de peixe exposto a 100% de CO, durante 4,6 horas atinge a mesma
quantidade de CO, dissolvido no seu interior que um filete exposto a 50% de CO,
durante 3 dias. Como a agua é o maior componente do musculo do peixe obtiveram uma
correlacdo entre a solubilizacdo tedrica prevista do CO, na agua e na gordura e a
solubilizacdo obtida por medicdo no peixe. Estes autores observaram ainda que a
solubilidade do CO, é bastante elevada nos acidos gordos polinsaturados da gordura do
salmdo. O mesmo podera acontecer com a sardinha que contém acidos gordos
polinsaturados semelhantes, em quantidade e qualidade, aos acidos gordos

polinsaturados do salmao.

O tratamento SGS em conjunto com a embalagem em atmosfera modificada resultou
numa maior concentragcao de CO, no interior da embalagem na ordem dos 33,3 a 40,1%,
relativamente a amostra controlo (Quadro 8). Este resultado estd de acordo com o
referido por Rotabakk et al., (2006). Estes autores, concluiram que o tratamento com
SGS em combinacdo com a EAM aumenta possivelmente a % de CO, no interior da
embalagem, para além de reduzir o colapso da embalagem, que podera acontecer devido

a absorgdo de CO, pelo alimento.
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4.3. Anélise sensorial

A evolucdo dos resultados correspondentes a avaliacdo sensorial das amostras, é
apresentada no Quadro 9 e mostra para os trés tipos de embalagem, um aumento
significativo (p<0,05) nos pontos de demérito atribuidos aos filetes de sardinha, ao longo
dos dias de armazenagem. Isto indica, como seria de esperar, um decréscimo na
qualidade dos filetes em cru e em cozido durante o periodo de armazenagem.

Quadro 9. Evolucdo dos resultados obtidos na avaliacdo sensorial (pontos de demérito)®*” dos

filetes de sardinha embalados em AR, EV e EAM, durante o periodo de armazenagem.

Filete cru Filete cozido

Dias Tratamento

controlo

SGS 15 min

SGS 30 min

controlo

SGS 15 min

SGS 30 min

controlo

SGS 15 min

SGS 30 min

controlo

SGS 15 min

SGS 30 min

controlo

SGS 15 min

SGS 30 min

@ Gama de pontuagdo 0 a 12 (0 boa qualidade e 12 ma qualidade). Limite de aceitacdo 7,0.
b Os valores representam a média de 8 analises + desvio padréo.
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Para cada dia de amostragem e considerando os métodos de embalagem
individualmente, observou-se que as amostras controlo e as amostras com tratamento
SGS, ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05), tanto para os filetes
analisados em cru, como para os filetes analisados em cozido. Também ndo se

observaram diferengas significativas (p>0,05) entre os dois tempos de tratamento SGS.

Ao 2° dia de amostragem, os filetes embalados em EAM com tratamento SGS foram
considerados, pelo painel sensorial, significativamente diferentes (p<0,05), ou seja, com

pior qualidade, que os filetes embalados em AR e EV.

Apos 5 dias de armazenagem, os filetes crus para os trés tipos de embalagem
apresentaram valores de pontos de demérito entre 5,0 e 6,8, ndo existindo diferengas
significativas (p>0,05) entre eles, com excepcao das amostras embaladas em EAM com
tratamento SGS 15 min, que registaram um valor de pontos de demérito (7,5)
significativamente superior (p<0,05) ao apresentado pelas amostras embaladas em ar,

portanto apresentaram pior qualidade sensorial, acima do limite de aceitacao (7,0).

Ao 89 dia de armazenagem, a avaliacdo sensorial em cru e cozido das amostras
embaladas a vacuo, mostra que as amostras com tratamento SGS de 15 e 30 min nao
apresentaram diferencgas significativas (p>0,05) entre si, registando-se respectivamente
os valores de 6,7 e 6,9, quando avaliadas em cru, portanto, ainda dentro do limite de
aceitagao. Por outro lado, os filetes controlo embalados em EV e os filetes embalados em
AR e EAM, tanto em cru como em cozido, apresentaram valores acima do limite de

aceitacao neste ponto de amostragem.

Erkan et al. (2006), estudaram o efeito da embalagem em atmosfera modificada
(5%0,:35%C0,:60%N,) na qualidade de sardinha armazenada em refrigeracdo, e
observaram que tanto as amostras controlo como as amostras em EAM atingiram o limite
de aceitagao para o sabor e para o odor em cozido, ao fim de 5 dias. Por outro lado,
Ozogul et al. (2004), observaram que, em termos sensoriais o periodo de vida util de
sardinha inteira, armazenada a 4°C, era de 12 dias em EAM (60%C0,:40%N.,), de 9 dias
em EV e de 3 dias em AR.

Os resultados obtidos nos trabalhos anteriormente referidos, mostram que na presenca
de oxigénio as sardinhas tém, em termos sensoriais, um periodo de vida Util mais curto.
Este facto estd de acordo com os resultados obtidos no presente estudo, dado que os
filetes de sardinha tiveram um periodo de vida util de 5 dias quando embalados em AR e
EAM (5%0,:35%C0,:60%N,) e de 8 dias quando embalados em EV com tratamento

SGS. O factor determinante da rejeicdo dos filetes foi a analise sensorial, mais
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concretamente o cheiro, dado que as sardinhas possuem um elevado teor em acidos
gordos polinsaturados com grande susceptibilidade de autoxidagdo, o que leva ao
aparecimento do cheiro e “flavour” a ranco, antes de serem atingidos os limites quimicos
e microbioldgicos de rejeicdo. Apesar dos filetes em EV apresentarem um valor de
gordura muito superior aos filetes em AR e EAM (quadro 4, da pag. 39), o facto da
quantidade de oxigénio ser muito reduzida no vacuo, possibilitou uma menor oxidagao da
gordura e consequentemente menor desenvolvimento de cheiro a rango. Tal facto é
comprovado pelos dados obtidos na determinacdo dos indices quimicos de oxidagdo - IP
(Fig. 11) e TBA (Fig. 12) - que mostram uma menor oxidacao dos filetes conservados em
vacuo, relativamente aos filetes embalados em ar e em atmosfera modificada, ao longo

do periodo de armazenagem.

Neste estudo, ndo foram identificados os compostos responsaveis pelos cheiros
desagradaveis que se desenvolvem nos filetes de sardinha. No entanto, Triqui e Bouchriti
(2003) fizeram um estudo comparativo entre as alteragdes sensoriais de Sardina
pilchardus e os volateis determinados instrumentalmente e observaram que o cheiro da
sardinha ao 4° dia de armazenagem a 4°C comegou a ser desagradavel, embora os
peixes ainda pudessem ser utilizados para consumo. Quando a sardinha alcangou este
limite de vida util (4 dias), o cheiro a ranco e a peixe dominavam o padrao de cheiro. Os
resultados correspondentes as anadlises instrumentais indicaram um aumento na

concentragao de “metional, 1 octeno-3-ona”, e outros derivados volateis oxidativos.
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4.4. Analises microbioldgicas

4.4.1. Contagem de microorganismos viaveis totais

A evolucdo das contagens de microorganismos viaveis totais durante o periodo de
armazenagem dos filetes embalados estd representada na Fig. 8. No anexo III

encontra-se o quadro com os valores e o respectivo desvio padrao.

log ufc/g

8 -

0 AR

15 AR

30 AR
—-e-0EV
& 15EV
—4&— 30 EV
——-0 EAM
—=- 15 EAM

—&— 30 EAM

0 2 4 6 8 10 12 dias

Fig. 8. Evolucédo da contagem de microorganismos viaveis totais dos filetes
sujeitos a 0, 15 e 30 min de pré-tratamento SGS e embalados em AR,
EV e EAM, durante o periodo de armazenagem.

Relativamente a carga microbioldgica das sardinhas utilizadas, o numero inicial
aproximado foi de 2,9 log ufc/g (7,9x10% ufc/g) para os filetes em AR, 3,2 log ufc/g
(1,4x103 ufc/g) para os filetes em EV e 2,3 log ufc/g (1,85x10?% ufc/g) para os filetes em
EAM. Estes valores estdo em concordancia com o obtido por Ababouch et al. (1996), em
que foram registadas contagens iniciais de 3,4x10°% e 1,2x10° ufc/g para sardinha inteira
fresca. O niumero maximo admissivel de microorganismos totais para produtos da pesca
frescos indicados por IFST (1999) é de 10’ ufc/g, assim pode considerar-se que as
sardinhas dos trés lotes apresentavam uma boa qualidade microbioldgica inicial e mostra

como a manipulagdo e o processamento foram correctamente efectuados.

No que respeita a evolugdo ao longo da armazenagem, os filetes embalados em EAM
registaram um aumento significativo (p<0,05) entre o inicio e 0 2° dia de armazenagem,
cerca de 1 ciclo log, para as amostras controlo e com tratamento SGS 15 min e cerca de
2 ciclos log para as amostras com tratamento SGS 30 min. No entanto, os valores
apresentados entre 2,8 e 4,0 log ufc/g estavam bastante abaixo do limite 10’ ufc/g
(IFST, 1999).
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A partir do 2° dia, as amostras embaladas em EAM ndo apresentaram uma evolugao
assinalavel nas contagens microbioldgicas, até ao 12° dia de armazenagem, registando-
se neste Ultimo dia de amostragem, valores de contagens iguais a 3,8 log ufc/g para as
amostras controlo e SGS 30 min e a 3,2 log ufc/g para a amostra SGS 15 min.
Considerando o limite de microorganismos totais, anteriormente referido (10’ ufc/g ou 7
log ufc/g), podemos afirmar que os filetes embalados em atmosfera modificada

apresentaram uma boa qualidade microbiologica durante todo o ensaio.

Erkan et al. (2006), estudaram o efeito da embalagem em atmosfera modificada
(5%0,:35%C0,:60%N,) na qualidade de sardinha inteira armazenada em refrigeragao, e
observaram que durante o periodo do ensaio (9 dias), as amostras em EAM registaram
valores nas contagens de microorganismos abaixo de 3,7 log ufc/g. Este resultado é
bastante semelhante ao obtido no presente estudo, ou seja, a utilizacdo de uma

atmosfera modificada inibiu, como esperado, o crescimento microbiano.

Em relagdo as amostras embaladas em AR e EV, verificou-se que os valores das
contagens de microorganismos totais, até ao 5° dia de armazenagem, ndo apresentaram

alteragoes significativas.

Por outro lado, pode-se observar que os filetes controlo, apresentaram diferencgas
significativas (p<0,05) relativamente aos filetes com tratamento SGS, tanto na
embalagem AR, como na embalagem EV. As amostras controlo, embaladas em ar,
aumentaram 2 ciclos log, entre o 5° e o0 8° dia de armazenagem e voltaram a aumentar
novamente 2 ciclos log, entre o 8% e o 129 dia. Portanto, ao fim de 8 e 12 dias
de armazenagem, as amostras controlo apresentaram contagens microbioldgicas
significativamente superiores (p<0,05) as registadas nas amostras com tratamento SGS
15 e 30 min. Na embalagem em vacuo, apenas ao fim de 8 dias de armazenagem
comega a haver um aumento significativo dos microorganismos nas amostras controlo,
observando-se um aumento de cerca de 2 ciclos log entre o 8° e o 12° dia de
armazenagem. As amostras controlo, apresentaram portanto, no Uultimo dia de
armazenagem, um valor significativamente superior (p<0,05) em microorganismos,

relativamente as amostras tratadas com SGS, durante 15 e 30 min.

Como se pode observar, pelas curvas de variacdao das contagens de microorganismos
totais, a eficacia do efeito bacteriostatico do CO,, € muito idéntico nos filetes que tiveram
tratamento SGS de 15 e 30 min, ou seja, durante o periodo de armazenagem nao houve
qualquer diferenca significativa (p>0,05) nas contagens dos microorganismos totais
entre os dois tempos de tratamento SGS nas amostras embaladas em AR, EV e EAM. Tal

facto, reflecte o que foi observado relativamente a composicdo gasosa em CO, no interior
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das embalagens AR e EAM dos filetes que receberam tratamento SGS (Quadros 8 e 10),
em que foram registados valores de CO, entre 22,3 e 24,0% nas embalagens em AR e
entre 33,3 e 40,1% nas embalagens em EAM. Ou seja, as quantidades de CO, obtidas
com o tratamento SGS no interior das embalagens AR e EAM, foram suficientes para

evitar o crescimento microbiano.

Estes resultados estdo de acordo com o expectavel para produtos embalados em
atmosferas contendo CO,, em que a concentracdo de CO, dissolvido no produto, é

responsavel pela inibicdo do crescimento microbiano (Devlieghere e Debevere, 2000).

O limite de 10’ ufc/g (IFST 1999), foi atingido apenas nos filetes de sardinha sem
tratamento embalados em AR, mas somente ao fim de 12 dias de armazenagem. Este
resultado é semelhante ao registado por Camposa et al. (2005), que obtiveram
contagens de microorganismos totais de aproximadamente 10° ufc/g em sardinha inteira

apos 12 dias de armazenagem em gelo (0-1°C).

O aumento no numero de microorganismos nas amostras controlo embaladas a vacuo, a
partir do 8° dia de armazenagem, pode ser devido ao crescimento de bactérias
anaerobias facultativas como por exemplo as da familia Enterobacteriaceae, ou mesmo
devido ao crescimento de bactérias aerdbias, pois o vacuo aplicado as embalagens de

filetes (96%) ndo foi completamente isento de oxigénio.

De facto, neste trabalho, ndo foram identificadas as espécies de bactérias possiveis de
desenvolver nos filetes de sardinha. Gennari e Tomaselli (1998), estudaram as alteracdes
da microflora da pele e guelras da Sardina pilchardus durante o armazenagem em gelo e
isolaram 1500 estirpes. As familias de bactérias mais comuns no peixe fresco foram as
Pseudomonadaceae, Neisseriaceae, Flavobacterium/Cytophaga, Enterobacteriaceae,
bactéria corineforme e Micrococcaceae. Durante a armazenagem (8 dias) as
Pseudomonas (maioritariamente as estirpes nao fluorescentes) aumentaram e tornaram-
se a flora dominante, as bactérias da familia Neisseriaceae (Moraxella, Psychrobacter e
Acinetobacter) mostraram um aumento assinalavel durante os primeiros 4 dias em gelo,
enquanto que a percentagem dos outros grupos de bactérias decresceu visivelmente, no

mesmo periodo.

4.4.2. Contagem de microorganismos anaerobios viaveis totais

Na Fig. 9 estad representada a evolugdo dos microorganismos anaerobios. No anexo IV
encontra-se o quadro com os valores e o respectivo desvio padrdo. Como se pode

observar os filetes embalados em EV e EAM tiveram um aumento significativo (p<0,05)
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em microorganismos anaerdbios entre o inicio e o 2° dia de armazenagem, sendo o
incremento de cerca de 2 ciclos log para as amostras embaladas em vacuo e de 2 a 3

ciclos log para as amostras embaladas em atmosfera modificada.

log ufc/g

—--0EV
& 15EV
—4-30 EV
-o-0 EAM
—#-15 EAM

— —4— 30 EAM

0 2 4 6 8 10 12 dias

Fig. 9. Evolugcdo na contagem de microorganismos totais anaeroébios, dos filetes
em EV e EAM, durante o periodo de armazenagem.

Ao longo do periodo de armazenagem nao houve qualquer crescimento assinalavel em
microrganismos nos filetes dos dois ensaios. No 12° dia de armazenagem apenas as
amostras controlo, embaladas em EV e em EAM apresentavam um valor

significativamente superior (p<0,05) relativamente ao valor do dia 0.

Ao 89 dia de armazenagem observou-se uma diminuicdo nas contagens de algumas
amostras (filetes em EAM 15 e 30 min e filetes em EV 15 min). Isto indica que as
bactérias anaerdbias presentes nos filetes destas embalagens tiveram um crescimento
mais reduzido, provavelmente porque a quantidade inicial presente nos filetes, também

era muito reduzida.

Entre o 8° e o 12° dia de armazenagem, a amostra controlo embalada em vacuo
apresenta um aumento de quase 2 ciclos log nas contagens de microorganismos
anaerobios, o que pode explicar o que acontece nas contagens de aerdbios totais nesta
amostra no mesmo periodo, ou seja, poderdo ser bactéria anaerdbias facultativas que
contribuem, a partir do 8° dia de armazenagem, para o aumento das contagens de

viaveis totais das amostras controlo embaladas em vacuo.
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4.5. Medicao do pH

Os valores do pH para os filetes de sardinha dos trés ensaios no inicio, apds 2 e 12 dias

de armazenagem a 2+1°C estdo representados no Quadro 10.

Quadro 10. Valores de pH dos filetes de sardinha embalados em AR, EV e EAM.

controlo SGS 15 min SGS 30 min
Dia 02 Dia 2° Dia 12° Dia 02 Dia 2° | Dia 12° Dia 02 Dia 2° | Dia 12°
AR 4,34+0,01 | 6,29+0,03 | 6,10+0,01 | 4,34+0,01|6,26+0,01|6,11+0,06| 4,34+0,01 |6,24+0,01|6,18+0,05
EV 4,31+0,02 | 6,19+0,03 | 6,29+0,04 | 4,31+0,02|6,27+0,02|6,35+0,01| 4,31+0,02 |6,15+0,03 | 6,35+0,04
EAM | 6,18+0,02 |6,11+0,02 | 6,25+0,02 | 6,18+0,02|6,10+0,01 | 6,22+0,02 | 6,18+0,02 |6,15+0,05|6,18+0,01

@ Os valores representam a média de trés determinagdes a partir de uma amostra homogeneizada
de filetes com pele de 8 sardinhas de cada lote + desv. pad.

b Os valores representam a média de 6 determinacdes
(n = 2 embalagens x 3 analises) * desv. pad.

O valor médio inicial para as amostras embaladas em AR e em EV foi de 4,34 e 4,31,
respectivamente e para as amostras embaladas em EAM foi de 6,18. O valor baixo de
cerca de 4,3 pode ser explicado pelo facto das sardinhas utilizadas na obtencdao dos
filetes para embalar em ar e em vacuo estarem no estado de rigor mortis e nesta fase
haver uma diminuicdo do valor do pH, devido a formacdo de acido lactico a partir do
glicogénio. A diminuicdo do pH depende, entre outros factores, das condicbes de pesca
pois as reservas de glicogénio dependem da resisténcia que os peixes opdem a captura
(Soares et al.,, 1998). As sardinhas utilizadas na embalagem em EAM, ja néo

apresentavam um estado de rigor mortis, razdo pela qual o pH é mais elevado.

Ao 2° dia de armazenagem houve um aumento significativo do pH (p<0,05) nos filetes
de sardinha embalados em ar e em vacuo, para 6,29 e 6,19 respectivamente. A partir do
20 dia e até ao final do periodo de armazenagem, as variacbes de pH ndo foram
significativas (p>0,05) nos trés ensaios e ndo se observaram diferengas significativas
(p>0,05) entre tratamentos SGS ou entre amostras controlo e amostras com tratamento.
ApOs 12 dias de armazenagem, os filetes apresentavam valores de pH entre 6,10 e 6,18
para os filetes embalados em AR, entre 6,29 e 6,35 para os filetes embalados em EV e
entre 6,18 e 6,25 para os filetes embalados em EAM. Estes resultados sdao semelhantes
aos encontrados por Erkan et al. (2006), que obtiveram valores de pH de 6,21 e 6,23 ao

fim de 9 dias de armazenagem de sardinha inteira em AR e em EAM, respectivamente.
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4.6. Analises quimicas

4.6.1. Teor de azoto basico volatil total - ABVT

No Quadro 11 estdo representados os valores de ABVT para os trés ensaios, no inicio e
apos 12 dias de armazenagem. Em todos os pontos de amostragem foram feitos os
extractos para a determinacao do ABVT, no entanto tentou-se averiguar, de modo a
poupar tempo e material se o ABVT tinha aumentado durante o ensaio e para isso
fez-se a determinagdo no dia 0 e no ultimo dia de amostragem. Como ndo foi observada
uma diferenca assinalavel entre o inicio e o fim do ensaio, ndo foram feitas mais

determinacgdes.

Quadro 11. Teor de ABVT(mgN/100g amostra) dos filetes de sardinha embalados em AR, EV e EAM.

controlo SGS 15 min SGS 30 min
Dia 0% Dia 12° Dia 0% Dia 12° Dia 02 Dia 12°
AR 16,38+0,28 |17,36+1,57|16,38+0,28 | 15,25+0,69 | 16,38+0,28 | 17,26+2,36
EV 17,97+0,83 | 18,45+0,69|17,97+0,83|18,10+0,53(17,97+0,83 | 19,57+1,17
EAM 18,14+0,42|17,77+1,70|(18,14+0,42|19,07+0,71 | 18,14+0,42 | 19,25+0,68

@ Os valores representam a média de 3 determinacdes a partir de uma amostra homogeneizada de
filetes com pele de 8 sardinhas de cada lote
(n = 3 analises) % desv. pad

b Os valores representam a média de 4 determinacdes

(n = 2 embalagens x 2 andlises) + desv. pad.

No dia 0 os filetes de sardinha em AR apresentavam um valor de ABVT de 16,38
mgN/100g e os filetes de sardinha em EV e EAM um valor ligeiramente mais elevado de
17,97 e 18,14 mgN/100g, respectivamente. Pereira et al. (2005), verificaram que os
teores médios de ABVT de sardinha fresca brasileira (Sardinella brasiliensis)
comercializada no mercado retalhista variaram de 11,47 a 22,19 mgN/100g, o que

estava abaixo do limite estabelecido pela legislagao vigente no Brasil, de 30 mgN/100g.

Apds 12 dias de armazenagem, os filetes de sardinha dos trés ensaios apresentaram
valores de ABVT abaixo dos 20 mgN/100g, portanto, abaixo de 25 a 35 mgN/100g que
sdo os valores-limite de azoto basico volatil total (ABVT) para determinadas categorias
de produtos da pesca, fixados pela Decisdao 95/149/CE da Uniao Europeia. Considerando
este indice de qualidade, os filetes de sardinha parecem apresentar no final do ensaio
uma qualidade aceitavel. No entanto, tendo em conta a analise sensorial, os filetes
apenas apresentam qualidade organoléptica até ao 5° dia de armazenagem, quando

embalados em AR e EAM e até 8° dia, quando embalados em EV. Dada a falta de
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correlagdo com a analise sensorial, este indice de qualidade ndo parece adequado para a

avaliacdo dos filetes de sardinha.

Estudos feitos por Aubourg et al. (1997), com sardinha (Sardina pilchardus), registaram
valores maximos de 26,67 mgN/100g, quando refrigerada sob gelo por 9 dias. Ababouch
et al. (1996) registaram nas mesmas condicoes, devido a floras bacterianas distintas,
dois padrdes diferentes de evolugao do ABVT: (i) devido ao crescimento de Shewanella
putrefaciens foi alcancado um valor de 45 mgN/100g em 200 horas (8 dias) e (ii)
provavelmente devido a Pseudomona sp foi alcangado um valor de 30 mgN/100g em 400
horas (16 dias), evidenciando assim a influéncia microbioldgica sobre a produgdo de

bases volateis.

Camposa et al. (2005), observaram que sardinha armazenada em gelo sob refrigeracao a
2+10C, alcangou apds 12 dias de armazenagem contagens microbioldgicas de 6 log
ufc/g, no entanto neste dia o ABVT apresentava um valor relativamente baixo de cerca
de 32 mgN/100 g, sem apresentar uma diferenga significativa relativamente ao dia 0
(cerca de 20 mgN/100g). No entanto, a partir deste dia e até ao 22° dia de
armazenamento, as contagens mantiveram-se perto do valor de 7 log ufc/g, o que
podera ter causado um aumento exponencial do ABVT, atingindo valores de cerca de 80

mgN/100g, no ultimo dia de armazenagem.

Considerando os filetes embalados em AR sem tratamento SGS, o facto deste parametro
nao ter aumentado no presente estudo, pode ser explicado pelas condicoes de
armazenagem, nomeadamente a baixa temperatura a que este decorreu, 2°C e pelo
tempo de armazenagem de 12 dias. Estes dois factores, ndo favoreceram o crescimento
dos microorganismos em quantidade e tempo suficientes, para haver producdo de bases
volateis. No caso das amostras embaladas em AR, EV ou EAM, com tratamento SGS, ou
amostras embaladas em EV ou EAM sem tratamento, ndao foi observado um aumento
neste parametro, devido ao efeito bacteriostatico do CO, e provavelmente, no caso das
amostras embaladas em vacuo, devido a falta de uma quantidade suficiente de oxigénio
para o crescimento da flora bacteriana aerdbia, responsavel pela producdo de bases

volateis.

4.6.2. Valor do indice K

Na analise dos filetes de sardinha, o indicador de frescura indice K, foi calculado a partir
das concentraces dos nucleétidos, determinadas ao longo do periodo de armazenagem.

Como se pode observar na Fig. 10, ao longo do periodo de armazenagem, o indice K
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aumentou para todos os filetes de sardinha nos trés ensaios, ndao havendo diferencas

assinalaveis na evolugdo deste parametro.

0 AR

15 AR

30 AR
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Fig. 10. Evolucao do indice K dos filetes em AR, EV e EAM, durante o periodo de
armazenagem.

No inicio dos ensaios, os filetes apresentavam um valor de indice K de 17,6, 20,8 e
19,3% para os filetes de sardinha embalados em AR, EV e EAM respectivamente. Apds 5
dias de armazenagem os valores iniciais aumentaram em média cerca de 50%,
registando-se valores de indice K entre 28,6 e 33,3%. No ultimo dia de armazenagem
verificou-se que os valores do indice K duplicaram em média, relativamente ao dia 0,

observando-se valores entre 37,7 e 47,7%.

Em cada dia de amostragem, ndo foram observadas diferengas assinaldveis, no que se
refere a este parametro, entre os filetes com o mesmo tipo de embalagem, nem entre os

filetes com diferentes tipos de embalagem.

O valor inicial de indice K no musculo de peixes imediatamente apds a captura, ndo
devera exceder 10% (Sikorsky et al., 1990). Por outro lado, o valor de indice K de 20%
foi considerado como o limite optimo de frescura e 60% o valor de rejeicdo (Ehira,
1976). Pacheco-Aguilar et al. (2000) estudaram as alteragbes do musculo de sardinha
Monterey armazenada a 0°C e obtiveram resultados para o valor de indice K de 10,1;
21,7; 36,2; e 50,7% apods 1, 5, 10, e 15 dias de armazenagem, respectivamente. Foram
observados, para sardinha inteira armazenada em gelo, valores de indice K de 20% apés
6 dias de armazenagem (Wakao e Palma-Estrada, 1983) e de 45% apds 14 a 15 dias de

armazenagem (Ehira e Uchiyama 1986).
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Portanto, no presente trabalho, tendo em consideragdo o parametro de frescura indice K
os filetes de sardinha apresentaram um grau de frescura aceitavel durante o ensaio, pois
o valor maximo registado de 47,7% (amostra controlo em EAM) é inferior ao valor de
rejeicao de 60% sugerido por Ehira (1976). No entanto, quando analisados em termos
sensoriais, os filetes de sardinha embalados em AR e em EAM tiveram um periodo de
vida util de 5 dias, atingindo nesta altura um valor de indice K proximo de 30% e os
filetes embalados em vacuo um periodo de vida util de 8 dias, quando o indice K
apresentava valores proximos de 40%. Estes valores encontram-se abaixo do valor de
rejeicao 60% sugerido por Ehira (1976). Portanto, a partir dos resultados obtidos neste
trabalho, pode ser sugerido o valor de indice k igual a 40% como o valor acima do qual
os filetes de sardinha poderdo ser rejeitados. Estes resultados, demonstram que a
definicdo dos valores limites dos indices de frescura deve ser estudada e adequada a

cada caso.

Hoz et al. (2000) observaram que o valor de K de filetes de salmdo (Salmo salar)
aumentou a uma taxa similar quando estes foram armazenados a 2°C em atmosferas
enriquecidas com CO, [CO,/ar (20/80, v/v), CO,/ar (40/60, v/v)] ou em atmosferas
apenas com ar. Estes autores verificaram que o indice K duplicou em 5 dias alcangando,
nesse periodo um nivel acima de 40%. Apdés 16 dias do armazenagem, os valores
estavam acima de 80% em todos os grupos. De acordo com a analise sensorial, estes
autores observaram que os filetes de salmdo atingiram um periodo de vida Util de 16
dias quando embalados em atmosfera com CO,/ar (40/60, v/v), altura em que o valor K

era cerca de 80%.

A analise dos resultados, mostra que o enriquecimento da atmosfera com CO,, ndo teve
nenhum efeito na taxa da degradagao dos nucleétidos, isto &, este fendmeno parece ser
independente do crescimento microbiano e podera ser relacionado com 0s processos
post-mortem do musculo (Hoz et al., 2000). Este facto é visivel, ao serem analisados os
dados microbioldgicos referentes as contagens de microorganismos viaveis totais
(Fig. 8) nas amostras embaladas em AR, em que os filetes com tratamento SGS,
apresentaram valores de contagens sem alteragGes significativas durante o periodo de
armazenagem, contrariamente aos filetes controlo, que ao 8° e 12° dia de armazenagem
apresentaram um aumento nas contagens. No entanto, ambas as amostras, com
tratamento SGS e controlo, apresentaram durante o periodo de conservagdo um

aumento nos valores do indice k em proporgdes semelhantes.
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4.6.3. Valor do indice de peréxidos (IP)

A evolucdo do indice de perdxidos nos filetes armazenados em embalagens com ar,
vacuo e atmosfera modificada esta representada na Fig. 11. No anexo V encontra-se o

quadro com os valores e o respectivo desvio padrao.
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Fig. 11. Evolucao do indice de perdéxidos dos filetes em AR, EV e EAM, durante o
periodo de armazenagem.

No inicio do ensaio, os filetes de sardinha utilizados na embalagem em AR, EV e EAM,

apresentavam respectivamente valores de IP iguais a 49, 21 e 83 meq 0,/Kg dleo.

Na literatura, para espécies de peixe pelagicos pequenos, sdao referidos valores de IP,
iguais a 10 meq 0O,/kg dleo, logo apds a captura, para sardinha Clupea pilchardus
(McCallum et al., 1956), e 27,6 meq O,/kg dleo para sardinha fresca, Sardinops
melanostica (Cho et al., 1989). Os valores iniciais observados neste trabalho, sdo
ligeiramente superiores, principalmente nas amostras embaladas em AR e EAM. Esta
maior oxidacdo, pode dever-se ao facto de durante o processamento dos filetes o tempo
de exposicdo ao ar ter facultado alguma oxidagao primaria e também porque para esta
analise foi utilizado o filete com pele, pois nesta estrutura existe uma maior quantidade
de acidos gordos polinsaturados susceptiveis de sofrer oxidacdo. A diferenca observada
entre as amostras, podera ser devido a tempos diferentes (em horas) entre a captura e a
chegada do peixe ao IPIMAR, ou seja, o lote de sardinhas utilizadas para a embalagem
em EAM pode ter tido um tempo maior entre a captura e a chegada ao laboratério, o que
fez com que estas apresentassem um estado de oxidagdo mais avangado, relativamente

as sardinhas dos outros lotes. No entanto, esta diferenca relativamente ao grau de
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oxidacdo ndo se reflectiu nas analises microbioldgicas e avaliagdo sensorial, ou seja,

todas as amostras apresentavam boa qualidade microbioldgica e sensorial ao inicio.

A andlise estatistica dos dados mostra que para cada método de embalagem ndo houve
diferencas significativas (p>0,05), ao longo do periodo de armazenagem, entre as

amostras controlo e as amostras com tratamento SGS.

Até ao 59 dia de armazenagem, as amostras dos trés métodos de embalagem, ndo
apresentaram, entre si, diferengas significativas (p>0,05) no valor do indice de

peroxidos.

ApOs 5 dias de armazenagem registou-se um aumento no valor do IP para todas as
amostras. Sendo que a percentagem de aumento, desde o inicio, foi maior nas amostras
embaladas em EV (entre 200 a 400%) do que nas amostras embaladas em AR (entre 90
a 120%) e em EAM (entre 50 a 160%). No entanto, a partir desta data as amostras
embaladas em EV e em EAM registaram um aumento inferior a 50% até ao final do
ensaio, enquanto nas amostras embaladas em AR, a oxidagdao ocorreu em maior

proporcdo até ao final do ensaio, registando-se um aumento do IP entre 80 a 160%.

Nas amostras embaladas em AR houve um aumento significativo (p<0,05) no valor do IP
entre o 8° e 0 120 dia de armazenagem. Este aumento, pode ser devido ao teor de O,,
relativamente elevado no interior da embalagem (5%), favorecer a ocorréncia de uma
oxidacdo lipidica mais pronunciada e provavelmente também pode ter existido uma

menor degradacao dos hidroperdxidos em produtos secundarios.

Chaijan et al. (2006), estudaram as alteragdes dos lipidos no musculo de sardinha
(Sardinella gibbosa) durante o armazenagem em gelo e verificaram um aumento
acentuado no valor do IP até ao 6° dia de conservacao tendo atribuido este facto a
rapida oxidacdao dos lipidos do musculo da sardinha, durante o armazenagem em gelo,
provavelmente devido ao elevado teor de acidos gordos insaturados e prooxidantes no
musculo, existentes em especial no musculo escuro. Esta observacdao, também podera
ser uma explicagdo para o aumento acentuado valor do IP, registado durante o periodo

de armazenagem dos filetes embalados em AR.

Os filetes embalados a vacuo tiveram um aumento significativo (p<0,05) no valor do IP
apos 5 dias de armazenagem, no entanto, até ao final do periodo de armazenagem, ndo
foram registadas variagbes significativas (p>0,05) neste parametro, para as amostras

controlo e com tratamento SGS.
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Os filetes embalados em EAM registaram um decréscimo do valor IP no ultimo dia de
armazenagem, provavelmente devido ao teor de O, no interior da embalagem entre o 8°
e 0 1290 dia de armazenagem ter sido inferior a 1%, havendo deste modo pouca
quantidade de oxigénio para a oxidacao do lipidos, e consequentemente, uma diminuigdo
da formacdo de hidroperdxidos. Por outro lado, pode ter ocorrido a degradacdo dos
hidroperoxidos em produtos secundarios de oxidacao, comprovado pelo valor elevado do

indice TBA nas amostras embaladas em EAM (fig. 12).

Os filetes embalados em EV, apresentaram apods 8 e 12 dias de armazenagem, um valor
de IP significativamente inferior (p<0,05), relativamente ao valor de IP observado para
os filetes embalados em AR e EAM, sendo os valores registados no 1290 dia para os filetes
embalados em AR entre 221 e 244 meq O,/Kg 6leo, para os filetes embalados em EV
entre 69 e 112 meq O,/Kg dleo e para os filetes embalados em EAM entre 125 e 156
meq O,/Kg dleo.

A mioglobina e outros compostos heme em carnes vermelhas funcionam também como
prooxidantes no tecido do musculo (Han, et al., 1994; Love, 1983). Uma concentragao
elevada de acidos gordos polinsaturados tornou a sardinha de Monterey susceptivel a
oxidacdo (Pacheco-Aguilar et al., 2000). A oxidagdo dos lipidos é um processo complexo
em que os acidos gordos insaturados reagem com o oxigénio molecular, geralmente
através de um mecanismo de radicais livres, para formar hidroperéxidos, os produtos
primarios da oxidagdo (Simic and Taylor, 1987). Para além da abundéncia de &cidos
gordos insaturados, a proteina do grupo heme, assim como o ferro reactivo no musculo,
podem contribuir para a oxidacao acelerada da sardinha. Kisia (1996) relatou que a
sardinha continha mais musculo escuro, e maiores quantidades de mitocondrias,
mioglobina, gordura, glicogénio e citocromos, do que as espécies de peixe de musculo
branco. O musculo escuro da sardinha tem um maior conteddo em pigmentos do que o
musculo comum (Chaijan et al., 2005). A libertacdo do ferro ndo-heme no musculo da
sardinha, durante a armazenagem prolongada em gelo, pode realcar o processo da
oxidacdo no musculo (Chaijan et al., 2005). Os factos referidos por estes autores,
apoiam o que foi observado, relativamente a oxidacdo dos filetes de sardinha utilizados

neste trabalho.

4.6.4. Valor do indice de acido tiobarbiturico (TBA)

O indice TBA é uma medida do teor em malonaldeido que é um dos produtos da
degradacdo dos hidroperoxidos lipidicos, formados durante o processo de oxidacdao dos
acidos gordos polinsaturados. A oxidagdo dos lipidos, constitui um problema consideravel

em relacdo ao desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis, no musculo de
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peixes que contém tipicamente, uma percentagem elevada dos acidos gordos

polinsaturados (Guillen e Ruiz, 2004), como é o caso da sardinha.

Na Fig. 12 esta representada a evolucdo dos valores do indice TBA para os filetes de
sardinha embalados em AR, EV e EAM, durante o periodo de armazenagem. No anexo VI

encontra-se o quadro com os valores e o respectivo desvio padrao.
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Fig. 12. Evolucéo do indice de TBA dos filetes em AR, EV e EAM, durante o periodo
de armazenagem.

No dia 0 os filetes de sardinha embalados em EAM apresentavam um valor do indice
TBA (17,2 mg/kg), significativamente superior (p<0,05) aos valores do indice TBA

apresentados pelos filetes embalados em ar (4,5 mg/kg) e em vacuo (7,5 mg/kg).

Os filetes de sardinha embalados em vacuo entre o inicio e o 2° dia de armazenagem nao
apresentaram um aumento significativo (p>0,05) deste parametro. Pelo contrario,
as amostras embaladas em AR e EAM tiveram um aumento significativo (p<0,05) neste
periodo e apresentaram um valor do indice TBA no 2° dia significativamente superior
(p<0,05) ao valor apresentado pelas amostras embaladas em EV. Ao 2° dia de
armazenagem as amostras embaladas em AR e em EAM ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) no valor do indice TBA, no entanto o aumento relativamente ao
dia 0 foi mais acentuado para as amostras embaladas em AR, cerca de 300%, do que

para as amostras embaladas em EAM, cerca de 30%.

Ao fim de 5 dias de armazenagem, os filetes embalados a vacuo, apresentaram um

aumento significativo (p<0,05) no valor do indice TBA, alcancando apenas neste dia
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valores de TBA semelhantes aos registados para os filetes em AR e EAM. Neste dia, nao
se observaram diferencas significativas nos valores do indice TBA entre os filetes de
sardinha de cada ensaio ou entre os trés ensaios. A partir do 5° dia de armazenagem e
até ao final do ensaio, ndo foi observado um aumento significativo (p>0,05) no valor do

indice TBA para os filetes embalados em AR e EV.

No ultimo dia de armazenagem, os filetes embalados em AR, EV e EAM apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) entre si, no que se refere a este parametro,
registando-se nos filetes embalados em EV o valor mais baixo (entre 18 e 20 mg
malonaldeido/kg) e nos filetes embalados em EAM o valor mais elevado (entre 30 e 35
mg malonaldeido/kg). Apesar dos valores elevados registados para os filetes embalados
em EAM, estes apresentaram um aumento no indice de TBA entre 50 a 70% durante o
periodo de armazenagem, e portanto inferior ao apresentado pelos filetes embalados em
AR (cerca de 400%) e em EV (entre 200 a 300%). A razdo para o sucedido, pode ser o
facto dos filetes embalados em EAM exibirem inicialmente, um valor do indice TBA

bastante superior, relativamente aos valores do indice TBA dos filetes dos outros lotes.

Foi sugerido por Nunes et al. (1992), que o limite maximo do valor de indice TBA, como
indicador de uma boa qualidade do peixe inteiro congelado, refrigerado ou armazenado
em gelo, é de 5 mg malonaldeido/kg. No entanto, neste trabalho apenas quando os
filetes apresentaram valores de indice TBA acima de 20 mg malonaldeido/kg é que foram
caracterizados como tendo um cheiro ligeiramente desagradavel a ranco. Este valor é
bastante superior aos 5 mg malonaldeido/kg, o que pode ser explicado pelo facto do
indice TBA ter sido determinado a partir de filetes com pele, em que a pele e o musculo
escuro contém mais gordura, susceptivel de ser oxidada, e pelo facto de um filete ter

uma maior superficie exposta ao ar que um peixe inteiro.

Em relacdo as alteracdes no valor do indice TBA, ndo existe na literatura informacao
sobre o efeito do tratamento SGS em filetes de sardinha embalados em AR, EV ou EAM.
Erkan et al. (2006), observaram um aumento dos valores iniciais do indice TBA (1 mg
malonaldeido/kg) tanto em sardinhas inteiras embaladas em ar como em amostras
embaladas em EAM (5%0,:35%C0,:60%N,), atingindo ao fim de 5 dias de conservacao
6,62 mg malonaldeido/kg e 7,42 mg de malonaldeido/kg respectivamente. Apesar dos
valores registados no presente trabalho serem superiores, provavelmente devido as
amostras serem filetes e ndo peixe inteiro, os resultados estdo de acordo com o aumento
do TBA observado no trabalho referenciado, ou seja, tanto as amostras embaladas em ar
como as embaladas em EAM (5%0,:35%C0,:60%N,), sofreram oxidagdo lipidica,

indicado pelo aumento no valor do indice TBA. Tal como sucedeu em relacdo ao valor do
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IP, este aumento pode ser explicado pelo teor elevado de O, (5%) na embalagem em

EAM, que possibilitou a oxidacao da gordura.

Goulas e Kontominas (2006), estudaram o efeito da embalagem em EAM (EAM1 -
70%C0,:30%N;, e EAM2 - 50%C0,:30%0,:20%N,) e embalagem em vacuo (EV), no
periodo de vida de filetes de cavala (Scomber japonicus) armazenados em refrigeragao.
Estes autores observaram que as amostras EV e EAM1 apresentaram valores
significativos de indice TBA, embora estas amostras ndo contivessem oxigénio. Esta
observagado sugere que a produgdo de malonaldeido ndo depende somente da quantidade
de oxigénio na embalagem mas também de outros factores como: (i) o tipo de flora
microbiologica presente, (Capillas e Moral, 2001) (ii) a inactivacdo provavel de enzimas
antioxidativas, por exemplo glutationa peroxidase, em consequéncia da producdo de
acido carbdnico no musculo dos peixes embalados com elevada concentracdo de CO, e
(iii) o acido carbodnico formado podera também induzir a desnaturacdo das proteinas do
musculo, levando a libertagdo no tecido de Ferro-ndo heme, que sendo um potencial
prooxidante podera favorecer a autoxidacdo dos acidos gordos polinsaturados (Masnyom
et al., 2002). Os valores do indice TBA determinados nas amostras de filetes de sardinha
em EV e EAM, sugerem a ocorréncia de alguns dos factores referidos por estes autores.
Portanto, o enriquecimento da atmosfera da embalagem com CO,, obtido pelo tratamento
SGS ou pela embalagem com atmosfera modificada, reduz eficazmente a deterioragao
causada pelos microorganismos, mas ndo evita a deterioracdo quimica, principalmente a
oxidacdo lipidica. Assim sendo, para que seja possivel uma maior extensdao do periodo de
vida util, considerando os aspectos microbioldgicos, quimicos e sensoriais, poderdao ser

aplicados alguns antioxidantes, em combinacdo com o tratamento SGS ou EAM.
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4.7. Discussao global

As alteracdes registadas durante a armazenagem a 2+1°C dos filetes de sardinha
embalados em AR, EV e EAM, encontram-se sob a forma de resumo no Quadro 12, para

qgue seja possivel fazer uma discussdo conjunta.

Quadro 12. Evolucao dos parametros quimicos, sensoriais e microbioldgicos dos filetes embalados
em AR, EV e EAM, durante o periodo de armazenagem.

controlo controlo controlo

Microbiologia - CVT (log ufc/g)

Indice K

Composicao gasosa % (0,/C0,)

TBA (mg malonaldeido/kg amostra)

Sensorial cru (Pontos demérito)

Microbiologia - CVT (log ufc/g)

Indice K

Composicao gasosa % (0,/C0,)

TBA (mg malonaldeido/kg amostra)
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TBA (mg malonaldeido/kg amostra)
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Microbiologia - CVT (log ufc/g)

Indice K
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TBA (mg malonaldeido/kg amostra)

Sensorial cru (Pontos demérito)

Microbiologia - CVT (log ufc/g)
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Sensorial cru (Pontos demérito)
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O dias de armazenagem

No inicio, os filetes dos trés ensaios apresentavam uma boa qualidade microbioldgica,

guimica e sensorial.

Os valores das contagens de vidveis totais (CVT) situavam-se abaixo do limite 107 ufc/g
(7 log ufc/g), apresentando os filetes embalados em AR, EV e EAM valores CVT de 2,9
log ufc/g, 3,2 log ufc/g e 2,3 log ufc/g, respectivamente.

Relativamente a qualidade quimica os valores do indice K eram semelhantes para os
filetes utilizados nos trés tipos de embalagem, apesar dos filetes utilizados para
embalagem em ar apresentarem um valor de indice K igual a 17,6%, ligeiramente
inferior aos filetes utilizados na embalagem em EV e EAM, 20,8 e 19,3%. No entanto,
pode-se dizer que as sardinhas utilizadas nos trés métodos de embalagem apresentavam
um bom grau de frescura. O parametro que mede o grau de oxidacdo das amostras, o
indice de TBA, também era inferior para os filetes embalados em AR (4,5 mg
malonaldeido/kg) relativamente aos filetes embalados em EV (7,5 mg malonaldeido/kg)
e em EAM (17,2 mg malonaldeido/kg). Ainda relativamente ao indice TBA, observou-se
que o valor registado para os filetes embalados em EAM era significativamente superior
(p<0,05) aos valores registados nos filetes embalados em AR e EV. Isto pode ter
resultado de um maior tempo entre a captura das sardinhas e a chegada ao laboratério,
ficando o peixe mais tempo sujeito a oxidacdo, ou pode também ter havido um mau
acondicionamento no transporte, isto é, abuso de temperatura ou o gelo ndo ter sido

suficiente para uma boa conservacgdo, até a utilizacdo das sardinhas.

No que se refere a avaliagdo sensorial, os provadores atribuiram pontos de demérito
muito semelhantes para os trés ensaios, tendo sido considerados os filetes dos trés lotes
de sardinha de muito boa qualidade sensorial e evidenciando-se o lote utilizado para
embalagem a vacuo, como o de melhor qualidade (pontos de demérito igual a 0). Apesar
dos filetes embalados em EAM apresentarem um maior grau de oxidagao, evidenciado
pelo valor de indice TBA elevado, os provadores ndo consideraram que esta amostra

apresentasse um cheiro desagradavel a rango.

2 dias de armazenagem

Apds dois dias de armazenagem dos filetes a 2+1°C, observou-se a manutencdao da boa

gualidade microbioldgica destes para os trés tipos de embalagem.
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Os parametros quimicos no entanto sofreram alteragdes, indicando a perda de frescura
dos filetes de sardinha, como seria de esperar. O valor do indice K aumentou nos trés
ensaios, no entanto, ndo foram observadas diferencas assinalaveis, nos valores
registados entre amostras ou entre ensaios. Pode-se ainda observar que até ao fim dos
ensaios este parametro aumentou de forma linear, apesar de alguma flutuacdes, para
todas as amostras dos trés ensaios, sem que houvesse o destaque de alguma amostra.
Relativamente ao indice TBA, verificou-se um aumento neste parametro nas amostras
embaladas em AR e EAM, sendo alcancados valores entre 17,1 e 21,3 mg
malonaldeido/kg e entre 22,1 e 27,2 mg malonaldeido/kg respectivamente, no entanto, o
aumento registado nas amostras embaladas em AR foi muito superior ao aumento nas
amostra em EAM. Por outro lado, as amostras embaladas em EV nao registaram qualquer
aumento assinalavel deste parametro, mantendo-se os valores do indice TBA entre 5,7 e

8,1 mg malonaldeido/kg.

Em termos sensoriais, os filetes embalados em AR apresentaram todavia, uma pontuagao
ligeiramente inferior a pontuacdo apresentada pelas amostras embaladas em EV e estas
por sua vez uma pontuacdo ligeiramente inferior a apresentada pelos filetes embalados
em EAM. Apesar das diferencas na analise sensorial entre filetes embalados em ar e
filetes embalados em EV, estas ndo sdo significativas (p>0,05), pelo que se pode
considerar que estes filetes apresentam igualmente uma boa qualidade sensorial. Quanto
aos filetes embalados em EAM, os que tiveram tratamento SGS de 15 e 30 min,
apresentaram valores de pontos de demérito de 6,0 e 5,8, ja proximos do limite de

aceitacao 7,0, mas ainda apresentavam uma qualidade sensorial aceitavel.

5 dias de armazenagem

ApOs cinco dias de armazenagem a qualidade microbiolégica manteve-se boa, isto &,
todas as amostras apresentavam valores de CVT semelhantes entre si e sem alteracbes

significativas (p>0,05) relativamente ao 2° dia de amostragem.

Relativamente ao parametro quimico que mede o grau de oxidagdo, observou-se um
aumento dos valores do indice TBA para todos os filetes, indicando portanto um aumento
do grau de oxidacdo. Os filetes embalados em EV, ao apresentarem valores do indice
TBA entre 22,1 e 23,4 mg malonaldeido/kg, mostram ter tido um aumento
significativamente mais acentuado (p<0,05) neste parametro, atingindo apenas ao fim
de 5 dias de conservacao, valores de TBA semelhantes aos apresentados pelas amostras
embaladas, em AR (22,2 a 32,3 mg malonaldeido/kg) e em EAM (27,2 a 28,4 mg
malonaldeido/kg).
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Neste dia de amostragem, os filetes utilizados nos trés tipos de embalagem,
assemelharam-se ainda mais em termos sensoriais e apesar da cotacdao de demérito dos
filetes embalados em AR ter sido ligeiramente inferior a registada para os filetes
embalados em EV e EAM, estas diferencas nao sdo significativas (p>0,05). Pode-se
considerar que os filetes apresentavam ainda qualidade sensorial aceitavel e apesar dos
filetes em EV com tratamento e os filetes em EAM terem atingido valores préximos do
limite de aceitacdo, ainda estavam proprios para consumo, com excepcao dos filetes com
tratamento SGS 15 min em EAM que ao apresentarem o valor de 7,5 estavam acima do

limite de aceitacdo 7,0, sendo por isso considerados imprdprios para consumo.

8 dias de armazenagem

No 89 dia de amostragem ja se observou uma alteracdo na qualidade microbiolégica, ou
seja, a amostra controlo embalada em AR, apresentou um aumento significativo
(p<0,05) nas CVT de 2 ciclos log, apresentando neste dia um valor de 4,9 log ufc/g,
significativamente superior (p<0,05) aos valores apresentados pelas amostras com
tratamento SGS embaladas em AR. No entanto, os filetes em EV e EAM, nao
apresentaram alteracdes na qualidade microbioldgica, mantendo-se esta boa. Isto
deve-se ao facto, das embalagens dos filetes com tratamento SGS em AR apresentarem
um contetido em CO, no seu interior (22 a 23%), significativamente superior (p<0,05) ao
apresentado pelo interior da embalagem dos filetes controlo em AR (3%), revelando a
existéncia de um efeito inibidor do crescimento bacteriano, devido a concentragdo

elevada de CO..

Relativamente aos valores do indice TBA, apenas se verificou um aumento assinalavel

deste indice para os filetes embalados em EAM.

A avaliacdo sensorial, esta de acordo com o registado na evolugdo do indice TBA dos
filetes em EAM. Estes, atingiram neste dia valores de pontos de demérito entre 9,5 e
10,3, muito acima do limite de aceitacao, ou seja, as amostras neste dia apresentavam
um cheiro a ranco desagradavel, para além de outros atributos desagradaveis, como a
cor da carne ligeiramente descorada e castanha, sendo por isso, consideradas impréprias
para consumo. As amostras embaladas em ar também apresentaram valores de pontos
de demérito entre 8,1 e 8,7, portanto acima do limite de aceitagdo, e também
apresentavam cheiro a rango desagradavel, portanto, também foram consideradas
impréprias para consumo. No entanto, as amostras embaladas em vacuo com tratamento
SGS ainda apresentaram valores de pontos de demérito dentro do limite de aceitagdo
(6,7 e 6,9), pelo que ainda se consideraram proprias para consumo. O mesmo ja ndo
aconteceu com a amostra controlo embalada em vacuo, que ultrapassou o limite de

aceitacdo e foi considerada imprépria para consumo.
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12 dias de armazenagem

No ultimo dia de amostragem, os filetes controlo embalados em AR e EV apresentaram
uma qualidade microbioldgica significativamente inferior (p<0,05) a qualidade
apresentada pelos filetes com tratamento SGS embalados em AR e EV, bem como
relativamente aos filetes embalados em EAM. Mais uma vez se verificou o efeito inibidor
do crescimento bacteriano, exercido pela concentracdo elevada de CO, no interior das
embalagens em que houve tratamento SGS ou com EAM. Apenas ao fim de 12 dias de
armazenagem, as amostras controlo embaladas em AR, atingiram o limite de
microorganismos totais para produtos da pesca ndo processados de 10’ ufc/g (IFST
1999).

Neste dia as amostras ja apresentavam um grau de oxidagdo lipidica muito elevado. O
valor do indice TBA nas amostras embaladas em EV diminuiu ligeiramente,
provavelmente devido a formagdo de produtos terciarios a partir do malonaldeido. Por
outro lado, nas amostras embaladas em AR ainda se registou um aumento deste indice e
nos filetes embalados em EAM verificou-se um ligeiro aumento na amostra SGS 15 min,

uma diminuicdo na amostra SGS 30 min e a manutengdo do valor na amostra controlo.

Neste dia, todas as amostras ultrapassaram o limite de aceitacdao, em termos sensoriais,
apresentando um cheiro a rango muito desagradavel e a cor da carne castanha, sendo

por isso consideradas improprias para consumo.
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As sardinhas utilizadas para os trés ensaios de conservacao apresentavam ao inicio uma

boa qualidade sensorial, quimica e microbioldgica.

Os trés lotes de sardinha apresentavam uma composicdao quimica bastante diferente,
principalmente no que se refere ao teor de gordura, verificando-se que as sardinhas
utilizadas para a embalagem em vacuo registaram um teor de gordura bastante elevado
de 13,6% e as sardinhas utilizadas para embalagem em ar e atmosfera modificada um

valor do teor de gordura relativamente mais baixo de 2,8 e 5,0%, respectivamente.

Relativamente ao pardmetro que mede a oxidacdao da gordura, indice TBA, observa-se
que no inicio o valor registado para os filetes embalados em EAM é significativamente

superior (p<0,05) aos valores registados nos filetes embalados em AR e EV.

Apesar dos filetes utilizados na EAM apresentarem um maior grau de oxidagdo ao inicio,
os provadores ndao consideraram que esta amostra apresentasse um cheiro desagradavel
a ranco. Os provadores ndo atribuiram pontos de demérito muito diferentes para os
filetes utilizados nos trés ensaios, tendo sido considerados de muito boa qualidade
sensorial ao inicio e evidenciando-se o lote utilizado para embalagem a vacuo, como o de

melhor qualidade (pontos de demérito igual a 0).

As amostras controlo, embaladas em EAM (5%0,:35%C0,:60%N,), registaram uma
quantidade de CO, no interior da embalagem significativamente semelhante (p<0,05) ao
registado no interior das embalagens AR de filetes com tratamento SGS, sendo para os
dois casos a quantidade de CO, atingida no interior da embalagem na ordem dos 22 a
24%.

Em relagdo a avaliacdo da qualidade dos produtos da pesca, ndao é possivel impor regras
para decidir que valores de indices de frescura devem ser considerados como indicadores
de algum estado particular de degradacao ou aceitabilidade. Ha diferengas entre espécies
de pescado, os tipos das bactérias que causam a degradagdo pode variar e o operador
pode influenciar os resultados. Idealmente, a relagdo entre a frescura medida pela
avaliagdo sensorial e os varios indices de frescura descritos deve ser determinada
para a espécie de interesse, utilizando métodos bem definidos, e correspondentes

procedimentos de manipulagao.

No caso dos filetes de sardinha, se considerarmos apenas o parametro microbioldgico, os
filetes com tratamento SGS de 15 min e 30 min, embalados em AR, e os filetes
embalados em EV e EAM, independentemente de terem tratamento SGS, apresentaram

um periodo de vida Gtil de 12 dias. Por outro lado, os filetes controlo embalados em AR
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tiveram um periodo de vida (til de apenas 8 dias. Observou-se ainda que, durante o
periodo de armazenagem, independentemente do método de embalagem, o crescimento
dos microorganismos foi evitado em todas as amostras que receberam tratamento SGS.
Este facto, evidencia que a aplicacdao de 100% de CO, a 2 bar aos filetes, resulta num
efeito bacteriostatico eficaz, que contribui para uma melhoria da qualidade microbioldgica

destes.

No entanto, na avaliacao da qualidade nao podemos desprezar a avaliacao sensorial, que
para esta espécie de peixe, se revela extremamente importante, pois sendo a sardinha
uma espécie rica em acidos gordos polinsaturados, que facilmente sofrem autoxidagao,
este fendmeno provoca o aparecimento do cheiro a rango, o que limita, por isso, o seu
estado de frescura. Assim sendo e considerando a analise sensorial, os filetes de
sardinha embalados em ar e em atmosfera modificada tiveram um periodo de vida util
de 5 dias e as sardinhas embaladas em vacuo com tratamento SGS (15 e 30 min)
tiveram um periodo de vida util de 8 dias. A analise dos dados sensoriais em conjunto
com os alguns pardmetros quimicos permite concluir que os filetes foram rejeitados
quando apresentaram valores de indice TBA acima de 20 mg malonaldeido/kg sendo
caracterizados como tendo um cheiro ligeiramente desagraddvel a rango e quando

apresentaram valores de indice K superiores a 30%.

No que se refere aos tempos de 15 e 30 minutos utilizados para o tratamento SGS, a
observacao dos resultados sensoriais, quimicos e microbioldgicos indica que 15 min de
aplicacdo de 100% de CO, a 2 bar, permite a obtencdo de um conteldo em CO,
dissolvido no musculo e na atmosfera da embalagem, suficientes para a conservagao dos

filetes.

O enrigquecimento da atmosfera da embalagem com CO,, obtido pelo tratamento SGS,
reduz eficazmente a deterioracdao causada pelos microorganismos, mas nao evita a

deterioracdo quimica, principalmente a oxidacdo lipidica.

A utilizacdo da atmosfera modificada, em que se utilizou 5% de O,, 35% de CO, e 60%
de N,, possibilitou a oxidacdo de gordura, devido a presenca de oxigénio no interior da
embalagem, e o consequente aparecimento de cheiro a ranco. Este facto ndo permitiu
que os filetes em EAM apresentassem um periodo de vida Util superior ao dos filetes

embalados em AR.

A utilizacdo da embalagem a vacuo em conjunto com o tratamento SGS, proporcionou
um aumento de 3 dias no periodo de vida util dos filetes de sardinha, relativamente ao

periodo de vida util apresentado pelos filetes embalados em ar e atmosfera modificada.
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Para finalizar, pode-se concluir que os objectivos propostos no inicio do estudo foram

atingidos, ou seja:

Foi possivel obter um produto minimamente processado, que permite a
comercializagdo de sardinha nos meses em que o teor de gordura € baixo, com um
periodo de vida util de 5 dias quando embalada em ar ou em atmosfera modificada, ou

com um periodo de vida util de 8 dias quando embalada em vacuo.

Ao processar a sardinha sob a forma de filetes, é proporcionado durante todo o ano
aos consumidores a possibilidade de uma confecgdo culinaria, diferente da tradicional
sardinha assada, tal como filetes de sardinha fritos, caldeirada de sardinhas, canapés
de sardinha, papas de sardinha a algarvia, lombinhos de sardinha marinados, arroz de

sardinha, etc.

Utilizando a embalagem a vacuo e o tratamento SGS foi possivel obter um produto
com um periodo de vida util igual a 8 dias, superior ao periodo de vida Gtil de 3 a 5

dias no caso de sardinhas frescas inteiras.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que a
comercializacao de sardinhas frescas, sob a forma de filetes, com pré-tratamento SGS
e embalados a vacuo, podera contribuir para uma diminuicdo dos desperdicios no

consumo de sardinha.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como referido anteriormente a sardinha contém um elevado teor de &cidos gordos
polinsaturados que facilmente sofrem autoxidacao, pelo que em atmosferas com oxigénio
ao ocorrer a oxidacdo da gordura, este produto desenvolve, em pouco tempo, um cheiro

desagradavel a ranco.

De modo a evitar a rancificacdo dos filetes de sardinha, poderia utilizar-se uma
embalagem com atmosfera modificada contendo uma mistura de gases sem oxigénio,
constituida por exemplo, por 40% de CO;, e 60% de N, Mas neste caso, por uma questdo
de seguranca, deveriam ser utilizados indicadores de temperatura, pois na auséncia de
0,, caso exista abuso de temperatura, isto &, para temperaturas superiores a 3°C, o
microorganismo patogénico Clostridium botulinum tipo E, podera crescer e produzir a

respectiva toxina.

Outro modo de evitar o aparecimento do cheiro a ranco, seria a utilizacdo de
antioxidantes, como por exemplo o acido ascérbico, que poderia ser pulverizado sobre os
filetes apds o tratamento com SGS, antes de serem colocados na embalagem com ar ou

vacuo.

Uma vez que o tratamento SGS e a embalagem em EAM exercem o mesmo efeito no que
se refere a inibicdo do crescimento microbiano, seria conveniente a realizagdo de um

estudo econdmico sobre a viabilidade de utilizar SGS ou atmosfera modificada.

Uma vez que os trés lotes de sardinha utilizados neste estudo apresentaram uma
composicdo quimica bastante heterogénea, um novo ensaio poderia ser realizado
utilizando sardinha do mesmo lote para os trés tipos de embalagem. Tendo em conta os
resultados obtidos, comparar-se-ia apenas a amostra com tratamento SGS 15 min

relativamente a amostra controlo, para cada tipo de embalagem.
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Anexo | - Ficha de prova para a analise sensorial de filetes de sardinha crus

Avaliacdo do indice de frescura de filetes de sardinha crus

Nome: Data:
Amostra:

Parametros | Caracteristicas Pontuagéao
Prateado brilhante, ligeiro iridiscente 0

Aspecto Prateado menos brilhante, com tom amarelo 1

superficial Prateado menos brilhante, bastante amarelo esverdeado 2
Opaco, baco 3
Firme, elastica 0

Firmeza Firme, dura 1

da carne Menos elastica 2
Mole 3
Sardinha fresca, neutro 0

Cheiro Sardinha intenso, ligeiramente rancoso 1
Acre, rangoso 2
Oleo rangoso ou azedo 3
Rosa nacarado, brilhante, transltcido 0

Cor Rosa/ Creme amarelado, menos brilhante, ligeiramente opaco 1

da carne Creme/castanho opaco 2
Creme/castanho opaco, com zonas amareladas 3

Obrigado pela colaboragéo @




Anexo Il - Ficha de prova para a analise sensorial de filetes de sardinha cozidos

Avaliacdo do indice de frescura de filetes de sardinha cozidos

Nome: Data:
Amostra:
Parametros Caracteristicas Pontuacéo
Cheiro Sardinha fresca ligeiro 0
Ligeiramente acre ou ran¢oso 1
Acre, rangcoso 2
Oleo ran¢oso, ou amoniaco ou azedo 3
Firmeza da carne Firme, tenra 0
Firme 1
Menos firme 2
Mole 3
Suculéncia da carne Suculenta 0
Pouco suculenta 1
Ligeiramente fibrosa 2
Fibrosa 3
sabor Tipico a sardinha 0
Neutro, ligeiro a sardinha 1
Ligeiro amargo, a outros sabores 2
Amargo 3

Obrigado pela colaboragéo @




Anexo 111 - Evolucdo da contagem de microorganismos viaveis totais durante o
periodo de armazenagem dos filetes de sardinha em AR, EV e EAM.

dias controlo 15 min 30 min
02 2,9 + 0,1 2,9 £ 0,1 2,9 + 0,1
2° 3,1 + 0,3 2,9 £ 0,2 2,5 + 0,1
AR 5° 3,1 £0,1 3,2 £ 0,7 2,9 £ 0,1
g° 4,8 + 0,1 2,5 + 0,1 2,7 £ 0,2
12° 7,0 £ 0,6 2,5 £ 0,1 2,3 +0,3
o2 3,2 +0,1 3,2 +0,1 3,2 +0,1
2° 3,3 £ 0,1 2,8 + 0,1 2,8 + 0,1
EV 5P 3,7 £ 0,1 2,9 £ 0,2 3,0 £ 0,3
g° 3,9 £ 1,0 2,7 + 0,1 2,7 £ 0,7
12° 6,0 £ 0,1 3,2 £ 0,8 3,3 £ 0,3
o2 2,3 + 0,0 2,3 + 0,0 2,3 + 0,0
2P 3,3 £0,2 2,8 £ 0,2 4,0 £ 0,1
EAM 5P 3,2 £ 0,3 3,1 +0,1 3,7 £ 0,3
8P 3,8 £ 0,0 2,9 £ 0,4 3,7 £ 0,0
12° 3,8 £ 0,1 3,2 £ 0,2 3,8 £ 0,2

@ Os valores representam a média de 3 determinagdes para cada lote + desv. pad.
b Os valores representam a média de 4 determinagdes
(n = 2 embalagens x 2 andlises) + desv. pad.



Anexo 1V - Evolugcdo na contagem de microorganismos totais anaerdbios, durante o
periodo de armazenagem dos filetes de sardinha em EV e EAM.

dias controlo 15 min 30 min
0@ 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0
2P 2,0 £ 0,1 1,7 £ 0,2 0,8 £ 0,9
EV 5P 1,9 £ 0,4 1,9 £ 0,3 1,8 £ 0,4
8P 1,7 £ 1,1 1,0 £ 1,1 1,6 £ 1,1
12° 3,6 £ 0,0 1,9 = 0,2 1,6 = 0,1
0® 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0
2P 2,1 £ 0,1 1,5 £ 0,2 2,0 £ 1,4
EAM 5P 2,7 £ 0,1 2,4 = 0,4 2,9 £ 0,1
8P 2,6 £ 0,1 0,0 £ 0,0 1,1 £ 1,3
12 2,7 £ 0,4 1,0 £ 1,1 2,5 £ 0,1

& Os valores representam a média de 3 determinagGes para cada lote + desv. pad.
b Os valores representam a média de 4 determinacdes
(n = 2 embalagens x 2 andlises) + desv. pad.



Anexo V - Evolucao do indice de peréxidos, durante o periodo de armazenagem dos
filetes de sardinha em AR, EV e EAM.

dias controlo 15 min 30 min
0? 49,1 £ 10,1 49,1 + 10,1 49,1 + 10,1
2P 98,7 + 1,5 117,4 + 25,5 109,2 + 10,8
AR 5P 93,5 + 39,0 88,2 + 11,5 105,4 + 4,9
8P 158,3 + 22,2 221,9 + 42,9 181,7 + 21,0
12° 244,3 + 19,5 299,2 + 54,9 221,1 + 15,5
0? 20,6 = 4,8 20,6 + 4,8 20,6 = 4,8
2P 49,0 £ 5,2 75,9 + 25,5 101,0 + 28,4
EV 5P 81,6 + 4,6 94,5 + 15,9 113,8 £ 19,6
8P 79,0 £ 21,9 70,8 + 5,5 73,5 + 30,3
12° 84,3 + 13,6 68,9 = 5,0 112,3 + 6,4
0? 82,9 + 20,1 82,9 + 20,1 82,9 + 20,1
2P 156,2 + 11,7 52,4 + 8,9 109,2 + 10,5
EAM 5P 155,3 £ 6,1 135,7 £ 14,2 122,2 £ 17,6
8P 206,7 + 25,3 160,9 = 20,1 157,4 + 31,5
12° 155,7 + 4,9 125,0 + 15,4 135,4 + 3,0

& Os valores representam a média de 3 determinacgdes para cada lote + desv. pad.
b Os valores representam a média de 4 determinacdes
(n = 2 embalagens x 2 analises) + desv. pad.



Anexo VI - Evolucédo do indice TBA, durante o periodo de armazenagem dos filetes
de sardinha em AR, EV e EAM.

dias controlo 15 min 30 min
0? 4,5 = 0,3 4,5 = 0,3 4,5 + 0,3
2 17,7 £ 0,8 21,3 = 5,4 17,1 + 3,3
AR 5P 22,2 £ 2,1 24,1 + 2,4 32,3 £ 3,3
8P 22,4 + 0,7 23,9 = 0,6 24,4 + 0,8
12° 27,0 £ 0,6 27,1 £ 0,7 25,3 + 1,0
o? 7,5 £ 1,2 7,5 £ 1,2 7,5 £ 1,2
2° 57 + 0,4 7,5 £ 2,2 8,1 = 0,4
EV 5P 22,7 £ 1,7 22,1 + 1,4 23,4 £ 1,6
8P 20,9 = 1,3 24,0 + 3,3 20,4 + 1,6
12° 20,4 + 1,2 18,2 £ 0,5 19,2 £ 1,6
0? 17,2 £ 0,2 17,2 £ 0,2 17,2 £ 0,2
2 22,1 £ 2,1 22,1 + 3,3 27,2 £ 0,4
EAM 5P 28,4 £ 1,9 27,2 £ 1,1 27,2 £ 0,8
8P 35,2 £ 0,9 31,7 £ 9,7 31,2 £ 1,5
12° 35,2 + 1,1 33,7 £ 0,7 30,4 + 1,9

@ Os valores representam a média de 3 determinagdes para cada lote + desv. pad.
P Os valores representam a média de 4 determinagdes
(n = 2 embalagens x 2 andlises) + desv. pad.
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