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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil lipidico da Cavala (Scomber colias) durante os meses
de inverno. Atualmente esta ainda € uma espécie subvalorizada, sendo assim importante uma maior
sensibilizacdo do consumidor para o seu importante valor nutricional de forma a potenciar o interesse,
a procura e, consequentemente, o consumo da cavala. Por outro lado, tem-se verificado um
crescente aumento do consumo de suplementos alimentares com o intuito de suprimir necessidades
diarias de 6mega-3 na alimentacéo. Assim, de forma a potenciar o beneficio associado ao consumo
destes nutrientes, e de forma a melhor ajustar as doses administradas, € importante ndo so
considerar as doses diarias recomendadas, mas também conhecer a quantidade de acidos gordos
Omega-3 que é libertada e fica disponivel para ser absorvida a nivel intestinal (bioacessivel). Neste
contexto, foi também objetivo deste trabalho estudar a bioacessibilidade de cada acido gordo contida
num suplemento alimentar de dleo de figado de bacalhau, recorrendo a utilizagdo de um modelo in
vitro otimizado, que simula a digestdo humana (boca, estbmago e intestino delgado) através da
recriacdo do ambiente usual (por exemplo, pH acido no estdbmago) e da adicdo de enzimas

digestivas, tais como amilase, tripsina e lipases.

Os resultados obtidos permitiram verificar que durante os meses de Inverno a cavala apresenta um
reduzido teor em gordura (cerca de 1,5 %). Os acidos gordos presentes em maior quantidade foram
os polinsaturados (PUFA), especialmente os 6mega-3. O musculo da cavala nesta época do ano
apresentou um teor conjunto em acido docosahexaendico (DHA) e em &cido eicosapentaendico
(EPA) de cerca de 340 mg/100 g. Este valor, apesar de ser muito inferior ao descrito para a cavala
Nnos meses em que esta apresenta um ter em gordura mais elevado, constitui, mesmo assim, um
valor consideravel tendo em conta que a EFSA recomenda, para um adulto, uma dose de 250 mg/dia
destes dois acidos. Deste modo, a cavala, mesmo numa altura do ano em que se apresenta mais
magra, continua a ser um alimento interessante do ponto de vista nutricional, por constituir uma boa
fonte de acidos gordos essenciais, particularmente EPA e DHA, e um elevado teor em émega-3, que
pode ajudar a equilibrar a razdo émega-3/6mega-6 que se sabe estar atualmente tdo desiquilibrada
na dieta ocidental. A analise realizada com o 6leo de figado de bacalhau permitiu concluir que os
perfis de &cidos gordos bioacessiveis tinham semelhangas com os perfis iniciais de &cidos gordos. De
um modo geral, a bioacessibilidade dos SFA foi sempre menor que a dos MUFA, e os PUFA
apresentaram, geralmente, uma percentagem de bioacessibilidade entre a dos SFA e dos MUFA.
Dentro dos PUFA, o acido gordo com percentagem de bioacessibilidade mais elevada foi o DHA. Este
resultado é particularmente importante dada a relevancia nutricional deste acido gordo. Relevante foi
igualmente a elevada bioacessibilidade dos acidos gordos 6mega-3, uma vez que aumentar 0s niveis
dietéticos destes acidos constitui um dos motivos para a administracdo deste suplemento. Tendo em
conta os resultados, um consumo de aproximadamente 2,5 g/dia de dleo de figado de bacalhau
podera ser o suficiente para suprimir as necessidades de EPA e DHA.

Palavras-chave: Cavala, 6leo de figado de bacalhau, bioacessibilidade de &cidos gordos.






ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the lipid profile of Mackerel (Scomber colias) during the winter
months. This is still an undervalued species, for this reason it is important to increase consumer
awareness for its important nutritional value, and thus boost the interest, demand and consumption of
Mackerel. On the other hand, there has been a growing interest in dietary supplements, such as cod
liver oil, in order to suppress daily needs of omega 3 in the diet. Therefore, in order to maximize the
benefit associated with these nutrients consumption and to adjust the administered doses, it is
important to consider the recommended daily doses as well as the amount of omega 3 fatty acids that
is released during the digestion process and is available to be absorbed at the intestinal (known as
bioaccessible fraction). In this context, it was also the objective of this study to evaluate the
bioaccessibility of each fatty acid found in cod liver oil. With that purpose an optimized in vitro model
simulating human digestion (mouth, stomach and small intestine) was used. This model mimitized the
typical human digestion through the environment (for example, acidic pH in the stomach) and the

addition of digestive enzymes, such as amylase, trypsin and lipases.

The results obtained showed that during the winter months the Mackerel has a reduced fat content
(about 1.5%). The higher fatty acids present were polyunsaturated fatty acids (PUFAS), especially
omega-3 fatty acids. The Mackerel muscle at this time of year had a combined content of
docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA) of about 340 mg / 100g. This value,
although is much lower than that often reported for Mackerel (in those months in which it has a higher
fat content). Nevertheless, it is still an important amount of fat, based on the EFSA recommendations,
for an adult (a dose of 250 mg / day of these two acids). Thus, even at a time of the year when it is
leaner, mackerel continues to be an interesting food from a nutritional point of view, as it is a good
source of essential fatty acids, particularly EPA and DHA, and a high omega-3, which may help

balance the n3/ n6 ratio known to be currently so unbalanced in the Western diet.

The analysis carried out with cod liver oil allowed to conclude that the bioaccessible fatty acid profiles
were similar to those initially found fatty in this supplement. In general, the bioaccessability of SFA
was always lower than for MUFAs. PUFAs generally had a percentage of bioaccessibility between
SFA and MUFAs. Within the PUFAs, DHA was the most bioaccessible. This result is particularly
important given the nutritional relevance of this fatty acid. Also significant was the high bioaccessibility
of omega-3 fatty acids, since increasing dietary levels of these acids is one of the reasons for the
administration of this supplement. In view of this results a consumption of 2.5 g / day of cod liver ail
would be enough to suppress the daily need of EPA and DHA.

Key words: Mackerel, cod liver oil, bioaccessibility of fatty acids.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sector das pescas

1.1.1. Importancia do pescado em Portugal

Devido a condicdo geografica de Portugal o sector das pescas € de grande importancia. Com uma
extensdo de costa de 2.830 km e com uma costa de mar abundante em peixe, Portugal € um Pais
com forte tradicdo maritima, tornando-se o peixe num elemento primordial na alimentacdo. Com base
nos dados da FAO, Portugal tem atualmente um consumo per capita anual de pescado que ronda os
55 kg, sendo o maior consumidor de peixe por habitante na EU e o terceiro a nivel mundial (FAO,
2019).

O sector das pescas, transformacdo e comercializacdo de pescado € um importante motor de
desenvolvimento econémico, social e cultural do pais, representando 2,5 mil milhGes de euros do
produto Interno Bruto (PIB) portugués. Em 2010, Portugal totalizou cerca de 5 % das capturas da
Unido Europeia, sendo as principais capturas sardinha, cavala e carapau (Doca pesca, 2011).
Apenas 2 % do peixe consumido em Portugal é proveniente de aquacultura, sendo a maioria oriundo
da pesca (35 %) e de importacdes (63 %) (INE, 2017).

Em 2017, o volume de descargas de pescado efetuado pelas organizacdes de produtores (OP) do
Continente registou um decréscimo de 13,0 % face a 2016, sendo notdrio uma menor descarga de
cavala (- 38,7 %), carapau (-19,7 %) e verdinho (-10,7 %) (INE, 2018). A reducdo de capturas
registada a nivel nacional ficou a dever-se a menor captura de peixes marinhos que registou um
decréscimo de 3,9 % em relacdo a 2016. Para tal contribuiu sobretudo a cavala (-30,4 %) mas
também o carapau e as pescadas, que registaram menores volumes de captura (-4,8 % e -24,6 %,
respetivamente) (INE, 2018).

Para a reducéo da cavala ndo tera sido alheia a cessagéo temporéaria da atividade da frota do cerco,
aliada & orientacdo para a captura de espécies mais valorizadas, como por exemplo o biqueirdo.
Consequentemente, verificou-se um acréscimo do valor em 4,1 %, comparativamente a 2016, em
grande parte pelo peso que espécies mais valorizadas assumiram no total de pescado capturado.
Houve, no entanto, para algumas espécies um aumento significativo da captura em 2017, caso dos
atuns (+ 58,4%) e do biqueirdo (+ 30,3%).

Considerando as diferentes modalidades de pesca e as capturas delas resultantes, a pesca
polivalente foi em 2017 a arte preponderante, com um peso de 44,8 % face a 2016, posi¢do
tradicionalmente ocupada pela pesca do cerco, que ficou em segundo lugar com 37,9 % face a 42,9
% em 2016. O arrasto aumentou o volume de capturas atingido os 17,3 % (16,1 % em 2016). As

capturas provenientes da pesca do cerco ndo ultrapassaram as 44 849 toneladas, tendo diminuido



15,8 %, devido essencialmente as menores quantidades de peixes marinhos, nomeadamente cavala
(-40,7 %) e carapau (-12,5 %)(INE, 2018).

O preco médio anual do pescado fresco ou refrigerado descarregado em 2017 registou um aumento
de 6,5 %, passando de 2,10 €/kg em 2016, para 2,23 €/kg. O prego médio anual do pescado fresco
ou refrigerado, descarregado em portos nacionais em 2017 registou um aumento de 0,14 €/kg em
relagao a 2016, o que correspondeu a um acréscimo de 6,5 %, passando de 2,10 €/kg para 2,23 €/kg.
O aumento do preco médio dos peixes marinhos a nivel nacional foi de 8,2 %, que correspondeu a
1,89 €/kg, tendo sido consequéncia da subida de precos registada em espécies representativas,
nomeadamente na cavala, cujo pre¢co aumentou 21,1%, passando de 0,36 €/kg para 0,43 €/kg, e para

o qual tera contribuido o decréscimo significativo das respetivas capturas (INE, 2018).

O pescado transacionado em lota gerou uma receita de 272 360 mil euros aumentando 1,1 %
comparativamente a 2016 (INE, 2018).

As exportagdes de “Produtos da pesca ou relacionados com esta atividade” atingiram 1 086,8 milhdes
de euros em 2017, o que representou um aumento de 10,7 % em comparagcdo com 0 ano anterior
(INE, 2018).

1.1.2. Tipos de pesca
Em Portugal, consideram-se as seguintes modalidades de pesca: Cerco, arrasto (arrasto de portas,
arrasto de vara e ganchorra), redes de emalhar e de tresmalho, anzol, armadilhas, envolventes

arrastantes e apanha.

Por pesca por arte de arrasto entende-se qualquer método de pesca que opera através de redes de
arrasto, ou seja, redes em forma de saco que sdo puxadas a uma velocidade que permite que os
peixes (como o carapau, pescada cavala, sarda ou faneca), crustaceos (lagostim, gamba e camarao
vermelho) ou outro tipo de pescado (polvos), sejam retidos dentro da rede (Tiago, 2012).

A pesca por arte de cerco abrange qualquer método de pesca que utilize uma parede de rede longa e
alta, que é largada de modo a cercar as presas e a reduzir a sua capacidade de fuga. Esta arte de
pesca dirige-se essencialmente a captura de pequenos pelagicos (sardinha, cavala e carapau). O
processo de captura consiste em envolver o peixe pelos lados e por baixo, impedindo a sua fuga pela
parte inferior da rede. Esta forma de pescar é utilizada a nivel industrial mas também a nivel artesanal
(Tiago, 2012; DGRM, 2019).

A arte de pesca por redes de emalhar e de tresmalho utiliza uma rede de forma retangular, as redes
de emalhar podem ser fixas ao fundo através de ancoras ou poitas e caladas diretamente sobre este
ou a uma certa distancia do fundo, sendo sinalizadas a superficie. As principais espécies de captura
sdo a sardinha, a boga e judia (DGRM, 2019). A pesca por arte de anzol é o método de pesca que

utiliza linhas e anzais, lastros e boias e que é dirigida a espécies de fundo e a espécies pelagicas
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(DGRM, 2019). Na pesca por arte de armadilhas esti englobada a arte de armadilhas de gaiola e
armadilhas de abrigo. Neste método de pesca a presa é atraida ou encaminhada para um dispositivo
gue impede a sua fuga. Esta arte tem como espécies alvo o polvo (Unica espécie alvo na armadilha
de abrigo), camardo branco e o lagostim (DGRM, 2019). Um outro tipo de arte de pesca é a
envolvente arrastante — Arte Xavega. Neste caso, a técnica de captura consiste em cercar uma
superficie de dgua com uma rede muito comprida e manobrada por meio de dois cabos fixados nas
suas extremidades, que tém como finalidade atar a rede e concentrar o peixe (DGRM, 2019). Por
ultima a arte de pesca por apanha é um método individual onde sao utilizados utensilios como por
exemplo, a faca de mariscar e o sacho de cabo curto que ndo provocam ferimentos graves na

captura. Esta arte tem como espécies-alvo bivalves e crustaceos (DGRM, 2019).

A pesca do cerco foi responsavel pelos principais volumes de cavala, carapau e sardinha
descarregado em portos nacionais em 2016, correspondendo 82,7 %, 92,4 % e 98,0 %,

respetivamente (INE, 2017).

1.2. Composic¢ao quimica e valor nutricional do pescado

O pescado, assim como outros produtos alimentares, contém na sua composicdo agua, proteinas e
outros compostos azotados, hidratos de carbono, lipidos, vitaminas e minerais. As proteinas e os
lipidos encontrados na parte edivel sdo os componentes maioritarios, excluindo a agua, enquanto os
hidratos de carbono sdo componentes minoritarios no peixe (Tabela 1.1) (Afonso, 2009). Estes
produtos apresentam baixo valor calérico e sdo alimentos de facil digestdo (Nunes, Bandarra e
Batista, 2003).

Tabela 1.1. — Composi¢éo quimica e valor nutricional do pescado.

Constituintes 0/100g parte edivel
Agua (humidade) 50 a 85
Proteinas 12a24
Lipidos 0,1a22
Compostos minoritarios (minerais, hidratos de carbono, vitaminas) 0,8a2

Adaptado de (Nunes et al., 2008).

No pescado o teor em agua (humidade) é muito varidvel, sendo elevado no musculo com valores
entre 50 e 85 g/100g. O teor em 4gua e gordura variam inversamente nos peixes, representando a
sua soma cerca de 80 % do peso da parte edivel do peixe. Desta forma, um baixo teor de humidade

indica um peixe com elevado teor lipidico e um alto teor de humidade indica um peixe com baixo teor
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lipidico. A textura dos produtos de pesca € determinada pelo tipo de interagao entre o teor de agua e
as proteinas, hidratos de carbono, lipidos e minerais (Afonso, 2009).

As proteinas encontram-se distribuidas no musculo do peixe representando 17-20 % do seu peso
(Nunes et al., 2008; Afonso, 2009). As proteinas podem ser divididas em trés grupos, as
sarcoplasmaticas, as contracteis ou estruturais e as do tecido conjuntivo. As proteinas
sarcoplasmaticas, como a mioalbumina, globulina e enzimas, representam cerca de 20 a 30 % do
total de proteinas do musculo, as contracteis ou estruturais (de entre as quais se destacam a actina, a
miosina, a troponina e a tropomiosina) constituem cerca de 70 a 80 % do total e as do tecido
conjuntivo, nomeadamente o colagénio, atingem valores préximos de 3 % nos peixes teledsteos

(peixes 6sseos) e 10 % nos elasmobranquios (peixes cartilagineos) (Nunes et al., 2008).

Nos produtos da pesca o0 teor em proteinas € relativamente estavel, ndo ocorrendo alteracdes
sazonais significativas ao longo do ciclo de vida, o que é importante dado o elevado valor bioldgico
destes componentes para o crescimento e desenvolvimento de fun¢des vitais do organismo humano
(Monfort, 2010). Os hidratos de carbono encontram-se nestes produtos sob a forma de glicogénio no
musculo estriado e como parte integrante dos nucledtidos. No entanto, como se encontram em
guantidades muito baixas, inferiores a 0,3 %, estes constituintes ndo sdo usualmente quantificados
(Huss, 1995; Belitz, Grosch e Schieberle, 2004).

As vitaminas sd0 compostos organicos complexos, presentes em pequenas quantidades nos
alimentos, sendo, no entanto, essenciais na manutencao das funcdes fisioldgicas dos organismos. As
vitaminas podem dividir-se em duas classes: as lipossollUveis, onde estéo inseridas as vitaminas A, D,
E e K, e as vitaminas do complexo B, como a vitamina B12, as quais sdo designadas por vitaminas
hidrossollveis. O teor de vitaminas lipossoliveis no peixe € semelhante ao encontrado nos
mamiferos, com excecdo das vitaminas A e D que estdo presentes em maiores concentracées no
tecido muscular de espécies de peixe consideradas gordas e no figado de espécies magras (Huss,

1995).

Os elementos minerais existem naturalmente no meio aquatico e a maior parte dos organismos
aquaticos pode reter e mesmo acumular minerais do meio ambiente (Afonso, 2009). No peixe, tal
COmo noutros organismos, 0S elementos inorganicos essenciais sdo necessarios ndao sO para
assegurar a manutencdo dos processos metabdlicos, mas também como fontes de material
estrutural. Os peixes, principalmente os de origem marinha, tém a vantagem do ambiente em que
vivem conter a maioria dos elementos para 0 seu crescimento e sobrevivéncia (Silva e Anderson,
1995). Deste modo, os produtos da pesca, principalmente os de origem marinha, apresentam
concentragcdes de minerais mais elevadas do que as existentes nos animais terrestres (Piggott e
Tucker, 1990). No entanto os teores dos diversos elementos minerais podem variar
consideravelmente dentro da mesma espécie e entre espécies. As diferencas nos teores dos
elementos encontrados na parte edivel dos peixes sdo atribuidas ndo s6 a fatores intrinsecos mas

também a fatores extrinsecos (Belitz, Grosch e Schieberle, 2004).



Os lipidos, juntamente com as proteinas, sd0 0s componentes organicos maioritarios nos peixes
(Nunes, Bandarra e Batista, 2011). O teor em lipidos no peixe pode variar entre 0,1 % (Huss, 1995) e
45 % (Kotakowska, Olley e Dunstan, 2003). Dependendo da espécie, e mesmo dentro da mesma
espécie, existem grandes variagdes quanto ao teor lipidico, resultantes de diversos fatores, entre os
quais as condicbes ambientais em que se encontram, o tipo de dieta que consomem, a
disponibilidade de alimento, a época do ano e a propria maturidade do animal (Tocher, 2003; Nunes,
Bandarra e Batista, 2011).

As espécies de peixe podem ser classificadas como magras (ex.. pescada, bacalhau, corvina,
linguado, pargo e o tamboril), possuindo um teor lipidico inferior a 2 %, semi-gordas (ex.: atum,
besugo, carapau, espadarte, goraz, peixe-espada-branco, peixe-espada-preto, robalo e o safio), com
um teor lipidico entre 2 a 5 % e gordas (ex.: salméo, sardinha, cavala, cherne, dourada e a enguia)
guando o teor lipido é superior a 5 % (Nunes et al., 2008).

O consumo elevado de pescado estd associado, segundo varios estudos epidemiologicos, a uma
diminuicdo do risco de doencas coronarias, hipertensdo arterial, acidente vascular cerebral, cancro,
artrite reumatoide e outras doencas inflamatérias (Lund, 2013). Esta realidade esta em grande parte

associada ao tipo de lipidos apresentado por estes produtos (Lund, 2013).

1.2.1. Lipidos no pescado

Os lipidos desempenham diversas funcfes biolégicas importantes tais como, por exemplo, serem
fonte e depdsitos de energia, veiculos para a absor¢cdo de outros nutrientes (ex.: vitaminas e
antioxidantes), componentes de hormonas e precursores da sintese de eicosandides, tais como, as
prostaglandinas, serem essenciais para a formacdo de membranas celulares e manutencdo da sua
integridade estrutural e funcional, desempenharem func@es de sinalizacdo intra e intercelular e de
isolamento térmico e elétrico (Duarte, 2010). Os lipidos contribuem também para as caracteristicas
sensoriais do alimento (Afonso, 2009). Segundo a sua composicdo quimica os lipidos podem
classificar-se em triacilgliceréis, fosfolipidos, glicolipidos e colesterol e outros esteréis (Almeida e
Afonso, 1997).

Os depésitos de lipidos no peixe situam-se principalmente no musculo, figado e na cavidade
abdominal a volta das visceras. No musculo os lipidos presentes sdo essencialmente fosfolipidos e
TAG (triacilgliceréis), podendo também existir, mas em menor quantidade, esterdis. O musculo
escuro apresenta um teor de lipidos mais elevado que o musculo claro. Esse facto esta relacionado
com a adaptacdo bioldgica, sendo o musculo claro utilizado em movimentos mais bruscos e o
musculo escuro utilizado em movimentos constantes (Nunes et al., 2008). Para além dos lipidos j&
identificados podem ainda ser encontradas no pescado pequenas quantidades de lipidos pouco

usuais, tais como, glicolipidos e sulfolipidos (Kotakowska e Sikorski, 2010).



Os TAG constituem a maior classe dentro dos lipidos néo polares e sédo constituidos por trés cadeias
de &cidos gordos esterificados a uma molécula de glicerol (Figura 1.1). Os &cidos gordos, por sua
vez, sao as unidades basicas dos lipidos sendo classificados consoante o tamanho da cadeia e a
presenca ou auséncia de duplas ligacdes (insaturacdes). Assim, os acidos gordos podem ser de
cadeia curta (2 a 10 atomos de carbono), média (12 a 16 atomos de carbono) e longa (18 a 24
atomos de carbono), e no que diz respeito a presenca ou auséncia de duplas ligacdes, os acidos
gordos podem ser saturados (sem duplas ligagdes, SFA), monoinsaturados (com uma dupla ligacéo,
MUFA) e polinsaturados (com duas ou mais duplas liga¢cdes, PUFA) (Tocher, 2003; Alves, 2013). Os
TAG podem ser constituidos apenas por um Unico tipo de acido gordo, ou entdo podem ser

constituidos por 2 tipos, ou, por 3 acidos gordos diferentes esterificado com glicerol.

Triacilglicerol

Glicerol 3 Cadeias de acidos gordos
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Figura 1.1 — Estrutura geral dos triacilgliceréis (adaptado de https://brainly.com/question/4634091).

Os PUFA séo classificados, de acordo com a localizagcdo da primeira insaturacéo, a partir do grupo
metilo terminal da molécula, em 6mega-3 (n-3), 6mega-6 (n-6), 6mega-7 (n-7) e 6mega-9 (n-9). Os
fosfolipidos (PL) mais comuns sdo formados por duas moléculas de acidos gordos e um grupo fosfato
ligados a uma molécula de glicerol por ligagdes éster (Figura 1.2). Esse fosfato podera estar ligado a
outra molécula de glicerol, a uma amina ou a um aminoacido dando origem a diferentes classes de
fosfolipidos (Christie, 1989).



Figura 1.2 — Estrutura geral dos fosfolipidos. R1 e R2 representam diferentes cadeias de acido gordo e X
representa o grupo ligado ao grupo fosfato (glicerol, amina, aminoéacido) (adaptado de https://eluc.kr-
olomoucky.cz/verejnellekce/2491).

Os esterois séao lipidos em que os carbonos formam anéis em vez de cadeias (Almeida e Afonso,
1997). O principal esterol presente em produtos da pesca € o colesterol (CH) (Figura 1.3),
normalmente em niveis entre os 20 e 0s 85 mg/100 g. O CH é de extrema importancia para a fluidez
das membranas celulares (Campos, 2008).

Figura 1.3 — Estrutura quimica do colesterol.

Conforme anteriormente referido, nos produtos da pesca, os lipidos sdo compostos, ha sua maioria,
por TAG e PL. Estes ultimos sdo considerados lipidos estruturais, abundantes nas membranas dos
tecidos dos animais (Christie, 1989) e variam numa razao inversa de acordo com o teor lipidico, o que
significa, em termos relativos, que espécies mais magras tém mais PL comparativamente a espécies
gordas (Moradi, A. Bakar, et al., 2011). Ja os TAG sdo lipidos de reserva e e sdo usados
principalmente no fornecimento e armazenamento de energia (Huss, 1995); (Kotakowska e Sikorski,
2010). Os lipidos estruturais, contrariamente aos lipidos de reserva possuem uma percentagem de
acidos gordos polinsaturados e uma composi¢do mais estavel ao longo do ano, enquanto os TAG no

musculo estéo sujeitos a variacdes sazonais (Huss, 1995).



Os lipidos nos peixes gordos séo constituidos maioritariamente por TAG. No caso dos peixes magros,
os PL constituem quase 90 % do teor de lipidos no misculo, sendo a percentagem de TAG de cerca
de 1 a 2 % (Huss, 1995; Kotakowska e Sikorski, 2010).(Kotakowska e Sikorski, 2010)

1.2.2. Perfil de 4cidos gordos do pescado

Os é&cidos gordos saturados (SFA) sdo solidos a temperatura ambiente e encontram-se
frequentemente associados a problemas de salde relacionados com a excessiva producdo de
colesterol. Os acidos gordos saturados que se destacam nos produtos da pesca sdo, em regra, 0S
acidos miristico (14:0), palmitico (16:0) e estearico (18:0), sendo, normalmente, o acido palmitico

(16:0) o mais abundante (Nunes, Bandarra e Batista, 2003).

Os acidos gordos insaturados sdo normalmente liquidos a temperatura ambiente. Dos acidos gordos
monoinsaturados (MUFA), aquele manifesta uma maior expressédo nos produtos de pesca é o acido
oleico (18:1 n-9). No que diz respeito aos acidos gordos polinsaturados (PUFA) os predominantes sao
os que pertencem as familias 6mega-6 e 6mega-3. Dentro dos émega-6, destacam-se os acidos
linoleico (18:2 n-6) e araquiddnico (20:4 n-6). Da familia 6mega-3, os acidos eicosapentaendico (EPA)
(20:5 n-3) e docosahexaendico (DHA) (22:6 n-3) sdo os mais abundantes, sendo o DHA, na maioria
dos casos, o acido gordo que apresenta niveis mais elevados (Tabela 1.) (Nunes, Bandarra e Batista,
2011).

Tabela 1.2 - Principais acidos gordos presentes nos produtos de pesca.

14:1 CH3(CH,)3CH=CH(CH,);COOH Acido cis-9-tetradecendico Acido miristoleico
MUFA 16:1 CH3(CH,)sCH=CH(CH,);COOH Acido cis-9-hexadecenoico Acido palmitoleico
18:1 CH3(CH,);CH=CH(CH,);COOH Acido cis-9-octadecendico Acido oleico
) _ Acido cis-cis-cis-9,12,15- o
18:3 CH3(CH3)(CH=CHCH,)3(CH)¢COOH octadecatriendico Acido linolénico (ALA)
PUFA n-3 20:5  CHs(CH)(CH=CHCH,)s(CHp),co0H  ~cido all-cis-5,8,11,14,17- EPA
elcosapentaen0|co
) _ Acido all-cis-4,7,10,13,16,19-
22:6  CHy(CH)(CH=CHCH,)s (CH)-COOH o0 = > DHA
182 CHs(CH,)s(CH=CHCH;)s(CH,)sCOOH /gcct'ggecc'zdcl::nzl e Acido linoleico (LA)
PUFAN-6 Acido cis-cis-5,8,11,14- Acid idoni
20:4  CHa(CH2)4(CH=CHCH.), (CH,);COOH A cldo araquidonico

Adaptado de (Campos, 2008).

1.2.3. Os lipidos e a saude

eicosatetraenodico

(AA)

Os lipidos podem ser obtidos no corpo humano por duas vias, a via exdgena, ou seja, através do
consumo de alimentos, ou através da via endogéna, sintetizados através de outros compostos
(Versantvoort et al., 2005).



Apesar do corpo humano conseguir utilizar hidratos de carbono, gorduras ou proteinas para sintetizar
todos os &cidos gordos de que necessita, existem duas excec¢des: o acido linoleico e acido a-
linolénico (acido gordo 6mega-6 e 6mega-3, respetivamente). Estes dois &cidos gordos sé&o
essenciais para a saude, pois o corpo humano ndo os consegue sintetizar (Campos, 2008). A partir
do acido linoleico e do acido a-linolénico podem ser biossintetizados outros acidos gordos da familia
Omega-6 ou 0mega-3, respetivamente através de um conjunto de reagfes nas quais participam
enzimas que promovem a incorporacdo de insaturacfes e o alongamento da cadeia carbonada
(Figura 1.4).

A ingestao regular de lipidos associados ao pescado parece contribuir para a prevencédo de diversas
doencas incluindo as cardiovasculares (Sidhu, 2003). O EPA (20:5 n-3) e DHA (22:6 n-3) sdo cada
vez mais alvo de estudos para compreensao do papel que desempenham na salde humana. Estes
acidos gordos podem ser biossintetizados a partir do acido o-linolénico (18:3 n-3). No entanto, esta
biossintese gera apenas quantidades infimas destes acidos comparativamente as necessidades,
razao pela qual estes sdo muitas vezes considerados acidos gordos essenciais. Estima-se que a taxa
de conversao de a-linolénico (18:3 n-3) em EPA seja inferior a 5 %, e deste Gltimo em DHA inferior a
0,05 % (Wang et al., 2006). Tendo em conta a quantidade produzida pelo nosso organismo, podemos
afirmar que estes acidos gordos provém essencialmente da alimentacdo (Williams, 2000), sendo o

consumo de peixe uma boa forma de os adquirir (Freire, 2015).



Acido a - Linolénico (18:3 n-3) Acido Linoléico (18:2 n-6)
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Figura 1.4- Sintese de &acidos gordos essenciais (Fonte: http://www.scielo.br/scielo.php?script=
sci_arttext&pid=S1415-52732006000400008).

Vérios estudos evidenciam os beneficios que os acidos gordos 6mega-3, essencialmente o DHA e
EPA, presentes nos peixes tém para a saude, particularmente na reducéo da presséo arterial, do
risco de arritmia e trombose, dos niveis de triacilgliceréis, lipoproteinas de baixa densidade (LDL) no
sangue, das respostas inflamatdrias e da aterosclerose coronaria e cerebral, bem como no aumento
do nivel de lipoproteinas de alta densidade (HDL). O consumo destes acidos tem mostrado contribuir
para a diminui¢do do risco de desenvolvimento de certos tipos de cancro (figado, pancreas, prostata,
c6lon e mama) assim como de doengas como a osteoporose, artrite reumatdide, doencas
neurodegenerativas diabetes (Kris-Etherton et al., 2002; Nunes et al., 2003; Sidhu, 2003; Castro-
Gonzéalvez e Méndez-Armenta, 2008; Candela et al., 2011; Ferreira, 2017).

Os acidos gordos 6mega-6, particularmente o acido araquidénico e os seus derivados, tém diversas
fungbes fisioldgicas incluindo a iniciacdo e sustentacao da inflamacao. Ja os acidos gordos émega-3,
particularmente o EPA e DHA, apresentam uma atividade anti-inflamatéria. O estabelecimento de
uma razédo entre os acidos gordos da familia n-3 e n-6 pode representar um desafio. Varios estudos

realizados nesta éarea, utilizando razdes diferentes, demonstraram que uma percentagem mais
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elevada de dmega-3 contribui para evitar determinada uma patologia mas, em contrapartida podera
ndo ser Gtima para a prevencdo de outra. Desta forma, ndo existe uma razéo ideal e adequada a
prevencao de todas as doencas e, por isso, € necessario adaptar-se caso a caso. Atualmente, varios
cientistas concordam com o facto de em varios paises, especialmente nos paises ocidentais, a razdo
entre os acidos gordos 6mega-6 e 6mega-3 ser excessivamente elevada (Candela et al., 2011).

Segundo Simopoulos (1999) o balanco adequado entre n-6 e n-3 € de 4:1, estando esta razao
associado a uma reducdo de 70 % na mortalidade por doenga cardiovascular (Simopoulos, Leaf e
Salem, 1999). Pode dizer-se que uma ingestdo adequada de ambos os tipos de PUFA é essencial
para uma boa saude e para reducao de doencas cardiovasculares. Varios estudos concordam que a
proporcdo deve ser melhorada. Algumas pesquisas apontam para a necessidade de diminuicdo do
consumo de n-6 para melhorar a relagcdo, outros evidenciam o aumento do consumo de n-3,
particularmente EPA e DHA. Isso explica o grande interesse em estabelecer a proporcdo ideal de
acidos gordos, havendo concordancia quanto a necessidade de diminuir a relacdo n-6/n-3, e de
acordo com alguns autores a relacdo ideal podera ser de 1:1 ou de 2:1 (Candela, Lopez e Kohen,
2011).

A organizacdo mundial de Saude (WHO), com base em estudos epidemioldgicos e de controlo do
risco de enfarte estabeleceu que a dose de PUFA benéfica para a satde humana desse situa entre 6
e 11 % do valor energético total (FAO, 2010). Recomenda-se que o consumo de EPA+DHA, para os
homens e para as mulheres, seja de 250 mg/dia e, no caso de gravidas ou lactantes, devera ser de
de mais 100 a 200 mg/dia de DHA (EFSA, 2017). A Fundacédo Portuguesa de Cardiologia recomenda
a ingestdo de + 1 g/dia de DHA+EPA em individuos com doencas cardiovasculares, + 500 mg/dia em

individuos saudéaveis e 3 a 4 g/dia em pacientes com hipertrigliceridemia (Silva, 2018).

Na Europa, estima-se que o consumo de acido a-linolénico varie entre os 0,6-2,5 g/dia e o de EPA e
DHA entre 0,1-0,5 g/dia, jA nos EUA o consumo de EPA+DHA é de 0,1-0,2 g/dia e no Japédo é
superior a 2 g/dia (Candela, Lépez e Kohen, 2011).

De forma a atingir a ingestdo diaria de &cidos gordos 6mega-3 recomendada, a Associacédo
Americana do Coracdo (American Heart Association) recomenda o consumo de peixe gordo, pelo
menos duas vezes por semana no caso de adultos saudaveis e sem histrico de doencas
cardiovasculares. No caso de individuos que apresentem alto risco de doengas cardiovasculares a
recomendacéo € de trés vezes por semana no minimo (Castro-Gonzalvez e Méndez-Armenta, 2008).

No entanto, no mundo sao raras as pessoas que cumprem essa recomendacao (Lund, 2013).

Com a crescente preocupacdo com a saude e bem-estar, o consumidor procura cada vez mais a
pratica de uma alimentagcdo cuidada e saudavel, levando assim a um aumento da procura e do
consumo de produtos da pesca e aquacultura (Bandarra et al., 2004). Por outro lado, a introdugéo de
novas espécies e produtos tem permitido aumentar a variedade de escolha contribuindo igualmente
para um aumento desta procura (Nunes et al., 2008). Pela primeira vez em 2016 o consumo global de
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peixe ultrapassou os 20 quilos por pessoa por ano, impulsionado pelo aumento da oferta de pescado
proveniente de aquacultura e ao recorde de capturas de espécies assim como a reducdo de
desperdicio (FAO, 2016). Contudo, o estado dos recursos marinhos no mundo ndao melhorou, apesar
do progresso significativo em algumas areas. E de salientar que um terco das unidades populacionais
(stock) de peixe com valor comercial é capturado, hoje em dia, a um nivel biolégico insustentavel, trés

vezes superior ao sucedido em 1974 (FAO, 2018).

Outra forma de tentar suprir as necessidades diarias de acidos gordos 6mega-3 na alimentacdo tem
sido o recurso ao consumo de suplementos alimentares a base de pescado, como é o caso do 6leo
de figado de bacalhau.

Por outro lado, é sabido que o facto do pescado, e dos suplementos a base de pescado, poderem
apresentar uma concentragdo elevada em acidos gordos 6mega-3, ndo significa que estes possam
todos ser absorvidos pelo organismo. Na verdade, a quantidade de nutrientes que existe num dado
alimento nem sempre reflete a quantidade destes nutrientes que fica disponivel para absorgéo apés a
digestao gastrointestinal. Assim, todos os fatores que possam influenciar o processo digestivo podem
influenciar a quantidade de nutrientes que pode ser absorvida a partir de um determinado alimento
(Grundy et al., 2016)

1.3. Processo digestivo dos lipidos

As células do corpo humano requerem quantidades adequadas de nutrientes para o seu
funcionamento. Os compostos para esse fim sdo obtidos a partir do ambiente exterior através da
ingestdo de alimentos. A funcdo do sistema digestivo € possibilitar a transferéncia dos nutrientes
provenientes dos alimentos do ambiente externo para o interno (organismo) onde podem ser
distribuidos para as células do corpo através da circulagdo O alimento quando é ingerido apresenta-
se como um grande pedaco de matéria. As moléculas presentes nessa matriz sdo complexas
(contendo substancias de alto peso molecular) e incapazes de atravessar as membranas celulares do
epitélio intestinal. Para serem absorvidas pelo organismo sdo degradadas para moléculas menores
(Smith e Morton, 2010). A digestdo consiste em varias transformacdes em sequéncia,
desencadeadas por mediadores quimicos, enddcrinos e estimulos, desenvolvidos pelo aparelho
digestivo de forma a possibilitar uma melhor absorcdo dos alimentos. Assim, a digestdo pode ser
definida como o conjunto de processos fisicos (mastigacdo, degluticdo e movimentos peristalticos) e
guimicos (agdo enzimética) que convertem os alimentos em compostos menores absorviveis,

ocorrendo no interior do tubo digestivo (Smith e Morton, 2010).

O processo da digestdo inicia-se na boca onde os alimentos sdo mastigados e misturados com a
saliva (lipase lingual, amilase salivar, lisozima e mucina) formando o bolo alimentar que, de seguida,
segue para o estbmago onde, por acdo da lipase gastrica presente no suco gastrico, ocorre uma
hidrélise de 10 a 30% da gordura (Martin et al., 2010).
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De seguida, o produto resultante da digestdo gastrica (quimo) é envolvido por acidos biliares,
promovendo a formacgdo de pequenas micelas, aumentando assim a superficie exposta e
possibilitando a hidrélise dos TAG em 2-monoacilgicerois e acidos gordos livres, e a hidrolise dos
ésteres de colesterol em colesterol e acidos gordos livres, pela lipase pancreética existente no suco
pancredtico. Os fosfolipidos sdo hidrolisados pelas fosfolipases A2 (PLA2) em lisofosfolipidos e

acidos gordos (Fernandez-Garcia, Carvajal-Lérida e Pérez-Galvez, 2009).

Os acidos gordos de cadeia curta e/ou média sdo absorvidos diretamente por difusdo no intestino
delgado e posteriormente transportados por via venosa e oxidados no figado. Os restantes produtos
da hidrolise, os acidos gordos de cadeia longa, 2-monoacilgiceréis, lisofosfolipidos e colesterol
formam micelas, devido a sua emulsdo com sais biliares e lecitina. As micelas deslocam-se até a
superficie da mucosa intestinal onde os lipidios se desprendem das micelas e os remanescentes das
micelas retornam ao Iimen intestinal. Nas células da mucosa intestinal, os produtos da digestdo dos
lipidos sdo novamente convertidos em ésteres de éacidos gordos (TAG, fosfolipidos e éster de
colesterol), que se unem a apolipoproteinas (proteina que se liga ao colesterol-HDL (Apolipoproteina-
A) ou ao colesterol-LDL (Apolipoproteina-B)), formando as quilomicras. As quilomicras sdo
lipoproteinas produzidas pelas células intestinais e sdo compostas por 85 a 95 % de TAG, uma
pequena quantidade de colesterol livre, fosfolipidios e 1 a 2 % de proteinas (Fernandez-Garcia,

Carvajal-Lérida e Pérez-Galvez, 2009).

A Ultima fase do metabolismo € o transporte, este envolve a transferéncia dos lipidos absorvidos da
mucosa intestinal para os tecidos, através do sistema linfatico e sanguineo (Martin et al., 2010). Os
TAG das quilomicras sdo hidrolisados na corrente sanguinea, pela lipoproteina lipase, em acidos
gordos livres e glicerol, estes passam para as células onde s&o posteriormente utilizados como
energia ou armazenados no tecido adiposo. Os restantes elementos das quilomicras sao eliminados
da circulagéo, através dos recetores das lipoproteinas do figado, sendo e novamente sintetizados em
TAG (a partir de &cidos gordos) e lipoproteinas de baixa densidade (Fernandez-Garcia, Carvajal-
Lérida e Pérez-Galvez, 2009). A Figura 1.5 resume as principais fases do processo digestivo dos

lipidos.
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Figura 1.5 - Fases do processo digestivo dos lipidos (Fonte: http://biointerativafisio.blogspot.pt
/2010/12/metabolismo-de-lipideos-oii-gente-neste.html).

1.4. Bioacessibilidade e biodisponibilidade dos lipidos

A bioacessibilidade é definida como a fracdo de um dado composto que € libertada do alimento
durante o processo digestivo ficando disponivel para absorcdo gastrointestinal e entrada na
circulacéo sistémica (biodisponivel) (Versantvoort et al., 2005; Moradi, J. Bakar, et al., 2011). A fragdo
bioacessivel é assim definida como a quantidade maxima de um composto que fica disponivel para
ser transportada através do epitélio intestinal, sendo a fracdo biodisponivel a quantidade que
realmente é absorvida (Moradi, A. Bakar, et al., 2011).

A bioacessibilidade pode ser expressa pela razao entre a quantidade de nutriente libertada da matriz
alimentar e a quantidade desse mesmo nutriente na matriz alimentar (Fernandez-Garcia, Carvajal-
Lérida e Pérez-Galvez, 2009).

A biodisponibilidade dos lipidos, assim como as propriedades fisicas e quimicas de cada acido gordo
podem ser influenciadas pela composicdo dos alimentos. Os &cidos gordos monoinsaturados, por
exemplo, sdo mais facilmente absorvidos do que os polinsaturados, uma vez que sdo solluveis na
fase aquosa do meio intestinal (Versantvoort et al., 2005).

Experimentalmente, a bioacessibilidade (e a biodispobilidade) de um determinado composto pode ser
estimada por métodos in vivo (por exemplo, através de ensaios com animais) e in vitro. No caso dos
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ensaios in vivo, os estudos da digestdo e absor¢cdo sdo baseados em balancos de massas, que
determinam a quantidade de nutriente absorvido, pela diferenca entre as quantidades ingeridas e as
guantidades excretadas, ou entdo pela monitorizacdo do aumento da concentracdo do nutriente no
plasma. No entanto estas abordagens sdo dispendiosas e algo limitadas, para além de serem
aplicadas em modelos animais (Vassilopoulou et al., 2006).

As metodologias in vitro sdo mais simples, rapidas e de custos moderados, motivo pelo qual poderdo
ser uma alternativa apelativa a estudos de intervencdo ou com animais (Moradi, A. Bakar, et al.,
2011). Estas metodologias simulam os processos fisioldgicos e a sequéncia que ocorre durante a
digestao na boca e no trato gastrointestinal humano, excluido o trato no intestino grosso pois ndo esta
envolvido na absorcdo de compostos em alta escala (Cabafiero, Madrid e Céamara, 2004;
Versantvoort et al., 2005; Vassilopoulou et al., 2006; Wang et al., 2006).

Os modelos in vitro mimetizam as condi¢cdes fisiologicas do organismo humano, tais como a
composicdo quimica dos fluidos digestivos, o0 pH e tempo de residéncia tipico de cada
compartimento, para que estes sejam semelhantes aos verificados na digestdo in vivo (Hornero-
Méndez e Minguez-Mosquera, 2007). A realizacdo deste tipo de ensaios reveste-se da maior
importancia para conseguir prever a fracdo dos nutrientes presentes no alimento que pode realmente
ser libertada da matriz do alimento no decurso da digestdo gastrointestinal e, desta forma, ser
absorvida.

Conforme anteriormente referido, a composicao e o valor nutricional dos produtos de pesca € variavel
de espécie para espécie e, até mesmo, entre individuos da mesma espécie. Esta variacdo esti
relacionada com processos reprodutivos inerentes as espécies, com a época, com a quantidade e
tipo de alimento, com a temperatura da agua, o pH e a salinidade da mesma, assim como com a zona
geografica onde se encontrava e com os padrdes de migracdo (Nunes et al., 2008). Assim, para
poder avaliar os beneficios nutricionais associados ao consumo de pescado torna-se essencial
estudar a sua composicdo nutricional em diferentes épocas do ano, bem como avaliar a
bioacessibilidade e biodisponibilidade dos nutrientes em cada uma dessas épocas. Os ensaios de
bioacessibilidade/biodisponibilidade de acidos gordos séo igualmente fundamentais para poder prever

os beneficios reais associados ao consumo de suplementos alimentares a base de pescado.

1.5. Cavala

A cavala (Scomber colias) (Figura 1.6) é das espécies mais abundantes na costa portuguesa.
Espécie pelagica e costeira vive em grandes cardumes até cerca dos 250 m de profundidade, no
Oceano Atlantico e mar Mediterrdneo, sendo dos recursos pesqueiros mais importantes do mundo
(Bae e Lim, 2013).
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CAVALA
(Chub mackerel)

NOME COMERCIAL

NOME CIENTIFICO Scomber colias

Filo Cordados

FAO MAS

Classe  Actinopterygii

CLASSIFICAGAO
Ordem  Perciformes

Familia  Scombridae

Figura 1.6 - Aspeto e classificagao cientifica da cavala (Fonte: http://www.katembe.com.pt/cavala.htm)

De corpo alongado e sem escamas, a cavala possui caracteristicamente uma cabeca cénica, longa e
transldcida, um focinho pontiagudo, boca grande e barbatanas pouco desenvolvidas. A cavala tem
entre 8 a 10 espinhos na primeira barbatana dorsal, cor variada desde o dorso com tonalidades
azuladas ou esverdeadas, ventre prateado com listas mais difusas e barriga com algumas pintas, tem
um comprimento de primeira maturacdo estimado para ambos os sexos, de 18,9 cm de comprimento

total com um intervalo de confianga de 95% de 0,2 cm (Gongalves et al., 2015).

A época de reprodugéo ocorre de Dezembro a Junho, com um méximo de intensidade em Fevereiro e
Marco na Costa Portuguesa (Goncalves et al., 2015).

A cavala € uma espécie oportunista e ndo-seletiva que utiliza diferentes estratégias alimentares,
como filtracdo ou predacéo ativa, para captura de presas de diferentes tamanhos, taxa e niveis
troficos. Essas estratégias dependem de trés fatores: geografia, sazonalidade e fase de

desenvolvimento do animal (Castro-Herndndez e Santana Ortega, 2000).

A dieta da cavala baseia-se, essencialmente, em zooplancton, ictioplancton, assim como juvenis de
peixes pelagicos, como a sardinha, sarda, boga, biqueirdo e carapau (Castro-Herndndez e Santana
Ortega, 2000). Estes animais ocupam uma posi¢ao importante, posi¢éo intermedia, na cadeia tréfica,
pois sdo, em simultaneo, predadores e presas de predadores de topo (aves e mamiferos marinhos e
grandes pelagicos) (Velasco et al., 2011).

1.5.1. A captura da cavala

A cavala tem sido uma das espécies mais rejeitadas da frota algarvia. No entanto, desde 2012 a
cavala tem sido a espécie mais desembarcada nos portos nacionais e algarvios, devido a uma forte
diminuicdo dos stocks de sardinha e a uma utilizacdo mais diversificada da cavala (Figura 1.7)
(Gongalves et al., 2015).
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Figura 1.7 - Evolugdo dos desembarques de cavala (Scomber colias) e sardinha (Sardina pilchardus) em
Portugal Continental, de 1950 a 2013 ((Gongalves et al., 2015)
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A abundancia da cavala encontra-se intimamente dependente do sucesso do recrutamento, que por
sua vez depende amplamente de fatores ambientais como a intensidade do afloramento costeiro
(Fréon et al., 2005). Assim, é natural que se verifiguem oscilaces de captura desta espécie. Para
Portugal, estas oscilagfes tém sido frequentes tendo no ano de 2017 registado uma diminuicdo do

volume de descargas em 38,7% face ao verificado no ano de 2016 (INE, 2018).

Como espécie que realiza migragdes verticais diarias, escondendo-se dos predadores durante o dia
em aguas mais profundas e alimentando-se durante a noite em aguas mais superficiais, & capturada
sobretudo durante a noite. A captura destes pequenos pelagicos é realizada maioritariamente pela
arte costeira de cerco e de forma residual nas restantes artes de pesca: aparelhos de anzol, redes de
emalhar e de tresmalho e também em arrasto (Gongalves et al., 2015).

A cavala raramente aparece no Inverno, altura em que vivem em aguas mais profundas e afastadas
das costas, aproximando-se de novo da costa a partir do inicio da Primavera, chegando muito
proximo das praias e pontdes e perto da superficie (Goncalves et al., 2015).

1.5.2. Composicao quimica da cavala

A cavala é um peixe com alto teor de proteina, rica em acidos gordos 6mega-3, principalmente EPA e
DHA, e em vitamina B12, pobre em colesterol e contendo quantidades significativa das vitaminas D,
B6, riboflavina e niacina e ainda dos minerais como o potassio, fésforo e zinco (Tabela 1.3) (Bae e
Lim, 2013; Nogueira, Cordeiro e Aveiro, 2013; Gongalves et al., 2015). O teor lipidico da cavala é
bastante variavel, podendo a espécie ser considerada de semi-gorda (4-8% de gordura) a altamente
gorda (> 8% de gordura), esta variacdo de teor lipidico deve-se ao fato de esta espécie apresentar

variacdo sazonal (Gongalves et al., 2015).
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Tabela 1.3 - Composic¢do quimica da cavala (por 100g de parte edivel)

Valor Energético (kcal/kJ) 202/841

Lipidos Totais (g) 13,4

Acidos gordos monoinsaturados (g) 3,7

EPA (mg) 1217,9

Hidratos de Carbono (g) 0

Fibra alimentar (g) 0

Colesterol (mg) 45

Vitaminas

Caroteno (ug) 0

a-tocoferol (E) (mg) 1,3

Riboflavina (B2) (mg) 0,23

Vitamina B6 (mg) 1

Vitamina C (mg) 0

Minerais

Sadio (Na) (mg) 78

Célcio (Ca) (mg) 39

Magnésio (Mg) (mg) 37

Zinco (Zn) (mg) 2,2

Fonte: Bandarra et al., 2004
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1.6. Oleo de figado de bacalhau

Tem sido atribuido ao dleo de figado de bacalhau um crescente interesse devido as evidéncias
cientificas e a maior consciéncia do consumidor sobre as suas vantagens nutricionais, atribuidas ao
abundante conteddo de acidos gordos 6mega-3 (Zeng et al., 2010).

O bacalhau (Gadus sp.) pertence a uma das maiores familias de peixes, com mais de 90 espécies de
bacalhau (das quais 40 sdo usadas comercialmente para extrair 6leos), encontrada em todos os
oceanos do mundo (Calvano et al., 2008).

O figado de bacalhau, um subproduto altamente valorizado, € utilizado em muitos pratos culinarios
tradicionais em toda a Europa, particularmente, na Noruega, Alemanha, Islandia, Dinamarca, Polénia,
Letonia e Lituania (Klapper et al., 2018). O figado de bacalhau contém aproximadamente 20 % de
proteina e entre 50 a 60 % de lipidos (Klapper et al., 2018). E rico em vitaminas liposoltveis A, D e E,
iodo e possui alto contetdo de acidos gordos polinsaturados, pertencentes maioritariamente a familia
omega-3 (Klapper et al., 2018).

O figado é também usado para a producdo de 6leo de figado de bacalhau, que tem sido utilizado
como suplemento alimentar maioritariamente para criancas durante séculos, uma vez que é uma
excelente fonte de acidos gordos essenciais 6mega-3 (EPA + DHA) (Klapper et al., 2018), possuindo
cerca de 9 % de EPA e 14 % de DHA (Sidhu, 2003). O consumo de 6leo de figado de bacalhau, quer
como suplemento nutricional ou em produtos alimenticios, tem aumentando nas Ultimas décadas,
principalmente devido aos potenciais beneficios para a saude atribuidos aos lipidios polinsaturados
de cadeia longa émega-3, como o EPA e o DHA (Sidhu, 2003; Zeng et al., 2010).

Em paises como a Noruega, Escécia, Irlanda e Islandia, o 6leo de figado de bacalhau possui um
grande impacto cultural, onde é consumido para tratar doencas como raquitismo e reumatismo (Cod
Liver Oil VS Fish Qil, 2019). Estudos anteriores evidenciam que o 6leo de figado de bacalhau ajuda

na reducdo de doencas cardiovasculares e tem efeitos anticancerigenos (Huang, Fan e Zhang, 2011).
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1.7. Objetivos

Conforme anteriormente referido, a composicéo lipidica do pescado pode sofrer variacdes sazonais
significativas, pelo que se torna importante conhecer a sua composi¢cdo nutricional em diferentes
épocas do ano. Por outro lado, também como ja foi referido, a realizacdo de ensaios de
bioacessibilidade ao pescado e a suplementos alimentares a base de pescado, reveste-se da maior
importancia de modo a conhecer a fracdo dos acidos gordos essenciais presentes nestas matrizes,
que é libertada no decurso da digestao gastrointestinal e que, desta forma, pode realmente ser
absorvida pelo organismo.

Neste contexto este trabalho teve dois objetivos principais:

1) Numa primeira etapa, este trabalho pretendeu contribuir para o conhecimento da composi¢cédo
lipidica da cavala durante o Inverno (Fevereiro), época que se caracteriza pela existéncia de um
menor teor em gordura, analisando assim se esta € uma boa fonte de DHA e EPA nessa época do

ano.

2) Numa segunda etapa, pretendeu avaliar-se qual o efeito da digestdo gastrointestinal no perfil
lipidico da cavala e do 6leo de figado de bacalhau. O 6leo de figado de bacalhau foi incluido devido
ao crescente aumento do consumo de suplementos alimentares com o intuito de suprimir

necessidades diarias de 6mega-3 na alimentacéo.
Esta etapa do trabalho pretendeu determinar:

a) Qual a bioacessibilidade dos acidos gordos presentes nas amostras em estudo;
b) Que altera¢cBes ocorrem no perfil de acidos gordos no final do processo digestivo;

¢) Qual a quantidade de EPA e DHA que fica bioacessivel.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material biologico
Foram objeto deste estudo a cavala e o 6leo de figado de bacalhau.

As cavalas utilizadas no presente trabalho foram fornecidas pelo IPMA e adquiridas ho mercado
municipal de Algés no dia 18 de Fevereiro de 2015. Os 20 exemplares foram agrupados em 4 pools,
cada uma constituida por 5 exemplares, tendo como critério de separacéo a semelhanca em peso e
tamanho. Apds remocao das espinhas e pele, procedeu-se a homogeneizacdo do muisculo. Retirou-
se parte da amostra de cada pool para liofilizacdo, durante 48 horas a -45 °C e a uma pressao de
aproximadamente 10™ atm, sendo no final, homogeneizada e armazenada a -20 °C até posterior

analise, tendo a restante sido devidamente identificada e armazenada a -80 °C.

O suplemento, 6leo de figado de bacalhau, foi adquirido numa farmacia local.

2.2. Material, equipamentos e reagentes

Para a realizacdo deste trabalho utilizaram-se o0s materias,equipamentos, reagentes e enzimas
indicados na Tabela 2.1, bem como os padrdes de acidos gordos descritos na Tabela 2.2. A agua

utilizada foi sempre agua ultrapura (sistema Milli-Q Plus Millipore).

21



Tabela 2.1 — Materiais e reagentes utilizados no procedimento experimental

Material e Equipamentos

Reagentes/Enzimas/Padr&o

Agitador rotativo (Scientific Industries, SI-1101, E. U. A.);
Balanca com precisdo de 0,0001 g (Mettler Toledo, AG 204,
E.U.A);

BalGes-péra 50 mL,

Banho termostatizado (Buchi 461, Suica);

Camara de eluicao (CAMAG, Suica);

Centrifuga (Sigma, 2K 15, Alemanha);

Cromatégrafo de fase gasosa (Bruker 456, E. U. A.) equipado
com uma coluna DB-WAX 30m, 0.25mm, 0.25um (Agilent
Technologies, E. U. A.)

Estufa de secagem, regulavel a 105 + 2 °C (Memmert, ULE
500, Alemanha);

Evaporador rotativo (Buchi 461, Suica) e bomba de vacuo
(Buchi V 700, Suiga);

o Exsicador;
o Material de uso corrente em laboratorio.

Medidor de pH e temperatura (HANNA Instruments, HI 221,
Portugal);

Micropipeta de excluséo total (Gilson, Microman 10-20 pL, E.
U.A);

Placa de aquecimento (Schott-Geréte, CK 111, Alemanha);
Placas de silica gel 60 Fzs4 20x20, 0,25 mm de espessura
(Merck, Alemanha);

Polytron (Kinematica, 10-35 GT-D, Suica;

Pulverizador de vidro;

Scanner GS-800;

Tubos de 15, 18 e 20 mL rolhados,

Vortex (Heidolph, ReAX, Alemanha);

o Acido acético 99,8% (v/v), p. a. (Fluka, Alemanha);

o Acido fosfomobilidico hidratado 10% em etanol;

o Acido fosfomobilidico hidratado, p. a. (Merck,
Alemanha);

« Acido glucorénico (Sigma, Alemanha);

o Acido Urico 99% (p/p) (Sigma, Alemanha);

e Albumina sérica bovina (BSA), pH 7, 2 98% (m/m)
(Sigma, A7906, Alemanha);

e Bicarbonato de sédio 99,5% (p/p)(Merck,
Alemanha);

» Bilis de suino (Sigma, B8631, Alemanha);

Cloreto de acetilo > 98 % (v/v), para sintese (Merck,

Alemanha);

e Cloreto de amoénio 99,5% (p/p) (Riedel-de Haen,

Alemanha);

Cloreto de célcio 96& (p/p) (Sigma, Alemanha);

Cloreto de magnésio 99% (p/p) (Chem-Lab NV,

Belgica);

Cloreto de potassio 99% (p/p) (Merck, Alemanha);

Cloreto de sédio (OmniPur, USA);

Cloroférmio 2 99% (v/v), p. a. (Carl Roth Alemanha);

di-hidrogenofosfato de potassio 99% (p/p) (Merck,

Alemanha;

di-hidrogenofosfato de sédio 99-100,5% (Panreac),

Espanha;

Etanol absoluto 100% (v/v), p. a. (Chem-Lab NV,

Bélgica);

Eter dietilico > 99,7% (viv), P. A. (Merck,

Alemanha);

Glucose (Sigma, Alemanha);

Hidrocloreto de glucosamina 99% (p/p) (Sigma,

Alemanha);

Lipase do pancreas suino, Tipo II, 100-500

unidade/mg proteina (Sigma, L3126, Alemanha);

Metanol 2 99,9 % (v/v), p. a. (Merck, Alemanha);

Metil heneicosanoato (Sigma, H3265-100MG ,

Alemanha)

Mucina do estdbmago suino, Tipo Il (Sigma, M2378,

Alemanha);

n-Heptano > 99 % (v/v), p. a. (Merck, Alemanha);

n-Hexano > 99,0% (v/v), p. a. (Merck, Alemanha);

Pancreatina do pancreas suino, = 3 x

especificagdes USP (Sigma, P1625, Alemanha);

Pepsina da mucosa de estdbmago suino, = 400

unidades/mg proteina (Sigma, P7125, Alemanha);

Solugdo de Metanol/Cloroférmio (2:1);

Solugéo saturada de cloreto de sédio puro;

Sulfato de sé6dio 99% (p/p) (Merck, Alemanha);

Sulfato de sodio anidro = 99,0% (m/m), p. a.

(Panreac, Espanha);

Tiocianato de potassio 99%  (p/p)(Sigma,

Alemanha);

Tripsina do pancreas suino, Tipo IX-S (Sigma,

T0303, Alemanha);

Ureia 100,5 % (p/p) (Sigma, Alemanha);

a-Amilase de Aspergillus oryzae, =1.5 U/mg (Sigma,

86250, Alemanha;

a-Quimotripsina do pancreas bovino, Tipo Il, 240

unidades/mg proteina (Sigma, C4129, Alemanha);
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Tabela 2.2 — Lista de padrdes de acidos gordos utilizados na cromatografia em camada fina (TLC)

Padréo Nome cientifico Referéncia Marca
PL L-a-Fosfatidilcolina P3556-500 mg Sigma
MAG DL-a- Monoleina M7765-100mg Sigma
1,2 DAG (1)-1,2-Dioleina D8394-25mg Sigma
1,3 DAG 1,3-Dipalmitina D1639-1g Sigma
FFA Acido oleico 01008-1g Sigma
TAG Trioleina T7140-1g Sigma
MAG, DAG e TA mix 1787-1AMP Supelco

10 mg de cada analito

2.3. Determinacéao do teor em humidade da cavala

O teor de humidade da cavala foi determinado de acordo com a Norma Portuguesa NP 2282 de 2009.
Neste método, a humidade é obtida a partir da diferenca de massa da amostra determinada apés
secagem em estufa a 105 + 2 °C durante 3 horas. Assim, pesaram-se rigorosamente, numa balanca
de precisédo 0,001 g, cerca de 10 g de amostra, para placas de Petri previamente identificadas, secas
em estufa a temperatura de 105 + 2 °C, arrefecidas em exsicador e pesadas. As placas de Petri foram
de seguida colocadas na estufa a 105 + 2 °C, durante uma noite. Por fim, retiraram-se as placas da
estufa, deixou-se arrefecer em exsicador até atingirem a temperatura ambiente, e pesaram-se.
Repetiu-se as operacdes de secagem (30min), de arrefecimento e pesagem, até que os resultados de
duas pesagens sucessivas nao difiram entre si em mais do que 10 mg. O teor em humidade foi

determinado de acordo com a expressao:

m(c.petri + amostra seca)(g) — m(c. petri)(g)

m (amostra)(g) X100

Teor de humidade (%) = 100 —

2.4. Determinacao do teor em cinza da cavala

O teor em cinza foi determinado gravimetricamente apdés incineracdo da amostra em mufla a 500 °C,
de acordo com a metodologia da NP 2032 de 2009. Assim, pesaram-se 5 g de amostra para
cadinhos, numa balanca de precisédo 0,001 g, e secou-se em estufa a 100 °C durante uma noite.
Posteriormente, tranferiram-se as amostras secas para uma mufla a 200 °C. A temperatura da mufla
foi depois aumentada gradualmente, até se atingirem os 500 °C, deixando-se as amostras a esta
temperatura durante uma noite. Findo este periodo, transferiram-se os cadinhos para um exsicador,
onde arrefeceram até a temperatura ambiente e pesou-se o conjunto cadinho + amostra incinerada.
Repetiu-se as operagfes de incineracdo (30min), de arrefecimento e pesagem, até que os resultados
de duas pesagens sucessivas ndo difiram entre si em mais do que 1mg.Para o calculo do teor em

cinza recorreu-se a formula:

m (cadinho + amostras incinerada)(g) — m(cadinho)(g) y

miamostra)(g) 100

Teor de cinza (%) =
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2.5. Digestao in vitro da cavala e do suplemento de 6leo de figado de

bacalhau

A fim de obter informacdo sobre a bioacessibilidade dos acidos gordos, as amostras foram
submetidas a uma metodologia otimizada de digestdo in vitro previamente descrita (Afonso et al.,
2015). A quantidade de amostra de cavala utilizada como entrada para o modelo (1,5 g) foi escolhida
com base em estudos anteriores visando uma otimiza¢cdo do modelo digestivo (Afonso et al., 2015).
Diferentes quantidades de suplemento de 6leo de figado de bacalhau foram usadas como substrato
para o0 modelo de digestdo. As quantidades escolhidas foram 82, 154, 313, 604 e 1027 mg. As
guantidades de 82, 154 e 313 mg foram escolhidas para simular peixes com 5% (p/p), 10% (p/p) e
20% (p/p) de gordura, respetivamente. A quantidade de 604 mg de suplemento de 6leo foi escolhida
para simular peixes com teor de gordura acima de 20% (p/p). Por dltimo estudou-se, igualmente a
guantidade de 1 027 mg por corresponder a quantidade de gordura em muitas prescricdes de 6leo de
figado de bacalhau.

As solucBes e enzimas utilizadas na preparacdo dos sucos digestivos sdo os descritos por

Versantvoort et al., (2005) encontram-se na Tabela 2.3.

Para se dar inicio ao processo digestivo a amostra foi pesada para tubos de centrifuga tendo, de
seguida, sido adicionada a solucé@o que simula a saliva. Esta mistura foi agitada no vortex durante 30
segundos. Posteriormente juntou-se a solucdo de suco gastrico e colocaram-se 0s tubos num
agitador rotativo (cerca de 37 rpm), a 37 °C, durante 2 horas, simulando, desta forma, a digestdo no
estbmago. Por fim, adicionou-se 0 suco duodenal e biliar e colocaram-se o0s tubos por mais duas
horas a 37 °C no agitador rotativo (simulacdo da fase intestinal). No final, os tubos foram
centrifugados, durante 5 minutos a 2750 g, e separou-se 0 sobrenadante (fracdo bioaccessivel) do
pellet (fracdo ndo-digerida). Este ensaio foi realizado em duplicado tendo sido sempre realizada uma
simulagéo do processo digestivo contendo apenas os sucos digestivos (controlo negativo), de modo a
gue a quantidade de cada nutriente presente nos sucos digestivos pudesse ser retirada a quantidade

desse mesmo nutriente quantificada na frag&o bioacessivel.
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Tabela 2.3 — Composic¢ao (para 500 mL) dos sucos digestivos utilizados na digestao in vitro (Versantvoort
et al., 2005)

Saliva §uc_o e sl

Componentes (500 mL) gastrico duodenal biliar

(500 mL) (500 mL) (500 mL)
KCI (89,6g L™ 10,0 mL 9,2 mL 6,3 mL 42 mL
KSCN (20g L™ 10,0 mL - - -
NaH,PO, (88,8 g L™) 10,0 mL 30mL - -
Na;SO, (57 g L™) 10,0 mL - - -
NaCl (175,3 g L'l) 1,7mL 15,7 mL 40,0 mL 30,0 mL
NaHCO; (84,7 g L™ 20,0 mL - 40,0 mL 71,2 mL
CaCl,.2H,0 (22,2 g L™ - 18,0 mL 9,0 mL 10 mL
NH,CI (30,6 g L™ - 10,0 mL - -
KH.PO, 8g L™ - - 10,0 mL -
MgCl, (5g L™ - 10,0 mL -
HCI (37%, p/p) ’ 6,5 mL 180,0 pL 150,0 L
Ureia (25¢g L™ 8,0 mL 3,4 mL 4,0 mL 10,0 mL
Acido glucorénico (2 g L™ - 10,0 mL - -
Glucose (65g L™ - 10,0 mL - -
Hidrocloreto de glucosamina (33 g L™) - 10,0 mL - -
a-Amilase 290 mg - - -
Acido urico 15 mg - - -
Mucina 25mg 3090 - -
BSA - 10g9 10g9 1,89
Pepsina - 339 - -
Pancreatina - - 909 -
Lipase - - 1649 -
Tripsina - - 80 mg -
a-Quimotripsina - - 870 mg -
Bilis - - - 30,09

2.6. Extracdo e quantificacdo dos lipidos totais e do bioacessivel da

cavala e do 6leo de figado de bacalhau

Para a extracdo e quantificacdo dos lipidos totais e bioacessiveis foi utilizado um procedimento
baseado no método de extracdo descrito por Bligh e Dyer (1959). Para a extracdo dos lipidos da
cavala, pesou-se 1 g de cada pool liofilizada, devidamente homogeneizada, para um tubo de 20 mL
previamente identificado, adicionaram-se 20 mL da solu¢éo arrefecida de metanol/cloroférmio (2:1) e
agitou-se durante 1 minuto no Polytron (Ultra Turrax). Seguidamente, adicionou-se 1 mL da solucao
saturada de cloreto de sddio fria e agitou-se por mais 30 segundos. Posteriormente, acrescentaram-
se 4 mL de cloroférmio frio, agitando mais 30 minutos no Polytron e, por fim, mais 1 mL de agua milli-

Q, agitando durante 1 minuto.
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As amostras foram entdo centrifugadas durante 10 minutos, a 4 °C e a 20009, tendo-se, no final da
centrifugacgédo transferido a fase organica para tubo de 18 mL contendo sulfato de sédio anidro, para
eliminacéo de algum teor de agua. Procedeu-se a uma nova centrifugacdo durante 3 minutos a 4 °C e
a 5000 rpm, tendo a fase organica sido filtrada através de uma coluna de algodao e sulfato de sédio

anidro para um baldo de pera de 50 mL identificado e tarado.

Procedeu-se entéo a evaporacao do cloroférmio em evaporador rotativo em banho a 40 °C e presséo
434 mbar. No final, pesou-se o baldo em forma de pera de modo a calcular-se o teor total de lipidos

obtidos, solubilizou-se o 6leo em 1 mL de cloroférmio e armazenou-se em congelado a -20 °C.

Para extragcdo da gordura bioacessivel adicionaram-se 2,0 mL de cloroférmio a fracao bioacessivel,
homogeneizou-se durante um minuto no vortex e centrifugou-se a 2000 g durante 10 minutos a 4 °C.
No final da centrifugagdo transferiu-se a fase orgéanica para tubos contendo sulfato de sédio anidro,
agitou-se no vortex e centrifugou-se novamente nas mesmas condi¢fes. Retirou-se a fase aquosa
para frascos rolhados identificados e a fase organica para baldes em formato de pera de 50 mL
também identificados e previamente tarados, fazendo passar a amostra por uma coluna de algodéo e
por sulfato de sodio anidro. Por fim adicionaram-se trés vezes 2,0 mL de cloroférmio a coluna e
procedeu-se a evaporacdo do cloroférmio em evaporador rotativo, com banho a 40 °C e 434 mbar.
Apo6s evaporacgdo, o baldo foi pesado e solubilizou-se o 6leo num volume de cloroférmio conhecido,

armazenando-se a -20 °C. Os frascos contendo a fase aquosa foram também armazenados a -20 °C.

2.7. Determinacdo de classes de lipidos por cromatografia em camada

fina (thin layer cromatography — TLC)

A determinacdo das classes de lipidos presentes na cavala e nas fracdes bioacessiveis pressupds,
como primeiro passo, a recolha dos lipidos das respetivas amostras conforme descrito no ponto
anterior. JA no caso do 6leo de figado de bacalhau, ndo foi necessario realizar esse passo. As
classes de lipidos foram determinadas através de cromatografia em camada fina (TLC) de acordo

com o procedimento descrito por Bandarra et al. (2001).

A solucdo de eluicdo foi constituida por n-hexano, éter etilico e &cido férmico, na concentracdo de
50:50:2. J& no caso da amostra cavala utilizou-se também a soluc¢éo de elui¢cdo 65:35:1, constituida
por n-hexano, éter dietilico e &cido acético. ApoOs preparada, a solu¢do de eluicdo foi vertida na
camara de eluicdo de modo a saturar o ambiente, durante aproximadamente 30 minutos. As solucdes
das amostras de cavala, 6leo de figado de bacalhau e da fracéo bioacessivel, foram preparadas de
modo a que estivessem numa concentracdo de 10 mg/mL em cloroférmio. As placas de silica foram
colocadas na estufa, durante uma hora a 110 °C, de modo a promover a ativacdo da silica e a
eliminar qualquer vestigio de humidade, sendo posteriormente arrefecidas num exsicador a

temperatura ambiente. Apds o arrefecimento das placas de silica estas foram colocadas no suporte e
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com o auxilio de um lapis metélico e de uma régua de TLC tracou-se uma linha na parte superior das
placas (de modo a impedir as amostras de eluirem para fora da placa) e marcaram-se e identificaram-
se, na parte inferior das placas, os pontos de aplicacdo das varias amostras e dos padrdes mistos
gue iriam ser aplicados na placa. De seguida, com o auxilio de uma micropipeta de excluséo total
aplicaram-se as amostras e os padrdoes necessarios. As placas foram entdo colocadas na tina de
eluicdo de forma a que os solventes eluissem até ao risco superior. Seguidamente, retiraram-se as
placas, deixou-se a evaporar, procedeu-se a revelagdo com acido fosfomolibico hidratado a 10 % em
etanol e colocaram-se as placas na estufa, de forma a permitir a revelagao das fragdes lipidicas. Por
fim, quando reveladas, foi possivel calcular-se as proporcdes relativas de cada fragcdo, através do

recurso ao programa informatico Quantity One, da PDI (verséo 2.4, USA, New York).

2.8. Determinacéao do perfil em acidos gordos

Para a determinacdo do perfil de acidos gordos utilizou-se o0 método descrito por Lepage e Roy
(1986) e modificado por (Bandarra et al., 1997).

As amostras foram pesadas na balanca analitica. A massa pesada variou consoante matriz utilizada.
Assim, no caso da cavala pesaram-se aproximadamente 300 mg de amostra liofilizada e no caso do
Oleo de figado de bacalhau pesaram-se 150mg e da fracdo biodisponivel trabalhou-se com uma
gama entre 50 a 150 mg de 6leo. Em seguida, adicionaram-se 50 uL de padréo interno (21:0) e 5 mL
da solucdo da solucdo de cloreto de acetilo: metanol (1:19). Tendo em conta que se trata de uma
reacdo exotérmica, esta solucéo foi preparada na hotte e com o copo dentro de uma tina com gelo,
tendo-se, primeiramente, adicionado o metanol no copo e depois, com uma pipeta de Pasteur,
adicionaram-se cuidadosamente, pelas paredes do copo e rodando sempre o mesmo, gotas de
cloreto de acetilo. Apés adicdo da solucdo de cloreto de acetilo: metanol, agitaram-se os tubos no
vortex durante 30 segundos e colocou-se em banho-maria a 80 °C por uma hora (evaporacdo do
solvente). Deixaram-se os tubos arrefecer até atingirem a temperatura ambiente e adicionou-se 1 mL
de agua milli-Q e 2 mL de n-heptano. Os tubos foram agitados mais 30 segundos no vortex e depois
centrifugados a 3000 g, durante 3 minutos a 4 °C. Apos a centrifugacao recolheu-se a fase organica
(fase superior), onde se encontram os ésteres metilicos, para um vial, filtrando através de uma coluna
de algodao com sulfato de sédio anidro. A analise dos ésteres metilicos dos acidos gordos (FAME) foi
efetuada pela injecdo de 2 yL num cromatégrafo de fase gasosa,Bruker 456 (E:U:A), com detetor de
ionizacdo de chama (FID), a 250 °C. A obtencéo de cada cromatograma teve a duracdo de cerca de
40 minutos por cada injecdo, sendo que, durante esse tempo, a coluna foi aquecida a 180 °C,

aumentando cerca de 4 °C durante 25 minutos, até se atingirem os 220 °C.

Os cromatrogramas obtidos fornecem a percentagem relativa de cada &cido gordo presente na
amostra (% AG). Os acidos gordos foram identificados através da comparagéo do tempo de retencao

de cada um deles nas amostras e no padréo da Sigma-Aldrich (PUFA-3 6leo de savelha da Supelco
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Analytical). A quantificacdo dos acidos gordos foi efetuada em funcéo da &rea do pico, da &rea do
pico do padréo interno (P.l.) (21:0), da massa da amostra pesada e da area total dos acidos gordos
da amostra (area total - &rea do padrao interno). Para o calculo da percentagem relativa dos acidos

gordos totais recorreu-se seguinte formula:

Areade A.G.x 100
(Area total de A.G. — Area do P.1.)

tyrelativa semP.I. =

2.9. Determinacdo da percentagem de bioacessibilidade dos acidos

gordos

A percentagem (%) de acidos gordos na fracdo bioacessivel foi calculada da seguinte forma:

[¥] Bioacessivel x 100
[X] Inicial

% X Bioacessivel =

Sendo, [X] bioacessivel = [X] na fracdo bioacessivel e [X] inicial= [X] na amostra de 6leo antes da

digestdo. A quantidade de nutriente presente na solucdo enzimatica foi retirada de [X]bioacessivel.

Apébs o célculo da percentagem bioacessivel, calculou-se a hioacessibilidade de cada acido gordo,
pois s6 assim é possivel compreender que fragdo fica realmente disponivel para ser absorvida pelo
organismo humano. Esta taxa traduz a percentagem de &cidos gordos da fracao inicial do alimento
que é realmente disponibilizada para ser assimilada, apés a digestdo, e calcula-se pela seguinte
féormula:

mg /g ac. gordo inicial ® Y% ac.gordo bioacesivel
100

mg/ g acido gordo bioacesivel =
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2.10. Tratamento estatistico dos dados

Todos os dados foram analisados usando o software STATISTICA 6 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK74104,
EUA). Uma vez verificados os pressupostos de normalidade dos residuos e homogeneidade de
variancias, a ANOVA unidirecional, seguida do teste de comparacdo mdltipla “Tukey HSD” foram os
testes utilizados para determinar a existéncia de diferencas significativas (para uma confianca de 95
%, p-value < 0,05) entre os diversos parametros analisados nas varias amostras.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caraterizacdo da composicao da cavala nos meses de Inverno

3.1.1. Caraterizacdo biométrica dos exemplares de cavala

Conforme ja referido, neste trabalho foram utilizados 20 exemplares de cavala, capturados em
fevereiro de 2015, que foram agrupados em 4 pools, cada uma constituida por 5 exemplares, tendo
como critério de separacdo a semelhanca em peso e tamanho. Na Tabela 3.1 encontram-se 0s
valores médios de comprimento e peso dos exemplares que constituiam cada uma dessas pools,

bem como os valores médios das vérias pools.

Tabela 3.1 - Caracteristicas dos exemplares de cavala em estudo

Cavala Comprimento (cm) Peso (g)
Pool 1 32,4%0,6% 389+16"
Pool 2 33,1+0,6™ 399+26°
Pool 3 34,2+1,0° 418+12°
Pool 4 31,4+0,4° 321+12°
Média 32,8+0,9 382+15

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras mindsculas

diferentes dentro de uma coluna correspondem a diferengas estatisticas (p <0,05).

O comprimento médio dos espécimes de cavala das diversas pools variou entre 31,4 e 34,2 cm,
tendo o peso médio variado entre 321 e 418 g. Os valores expressos na Tabela 3.1 mostram que o
comprimento e 0 peso médio dos espécimes que constituiam as pools 2 e 3 foi semelhante, tendo os
exemplares que constituiam a pool 4 um comprimento médio inferior aos das pool 2 e 3 e um peso
médio inferior ao das restantes pools (p < 0,05).

De acordo com Bandarra et al. (2004), a cavala apresenta um comprimento maximo de 60 cm e um
minimo de 20 cm, tendo um tamanho usal entre 15 e 30 cm. Desta forma, os exemplares em estudo
apresentaram uma dimenséao proxima da dimensédo usual.

3.1.2. Teor lipidico da cavala

O teor de lipidos das varias pools de cavala encontra-se na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Teor em lipidos das véarias pools de cavala durante o Inverno (fevereiro)

Cavala Lipidos totais (%)

Pool 1 1,1+0,0%
Pool 2 1,50,6°
Pool 3 1,7+0,8°
Pool 4 1,5+0,5°
Média 1,5+0,3

Os valores sdo apresentados como média *+ desvio padrdo. Letras minUsculas
diferentes correspondem a diferencas estatisticas (p <0,05).

Apesar da pool 4 se ter diferenciado das outras em termos de tamanho e peso, tendo apresentado
sempre valores mais baixos, o teor em lipidos totais das varias pools ndo variou de forma
estatisticamente significativa (p>0,05). Os resultados mostram que a cavala, nesta época do ano
(Fevereiro) apresentou um teor de 74,9+0,0 % em humidade, 1,4+0,0 % % em cinza e 1,5+0,3% em
gordura.

(Bandarra et al., 2004) indicam para a cavala um valor de humidade de 64,3%, de cinza de 1,4% e de
gordura de 13,4%. Deste modo, pode verificar-se que a maior discrepancia se verificou no teor em
gordura, que apresentou uma reducdo de cerca de 88% e no teor em agua. Conforme ja referido, o
teor em agua e gordura variam inversamente nos peixes (Afonso, 2009), pelo que esta variacdo esta
de acordo com a literatura.

Bandarra et al. (2001) analisaram a composicao do carapau da costa portuguesa ao longo de um ano
e verificaram que o contetdo de gordura variou entre 1,4% e 7,5%, tendo o maior teor de gordura
sido registado em agosto e dezembro e o menor em fevereiro. Segundo 0s mesmos autores, a época
de desova dessa espécie ocorre durante o primeiro semestre do ano, mostrando um pico em
fevereiro, o que pode ajudar a explicar o baixo conteldo de gordura registado neste més. Motivo
idéntico pode explicar o teor em gordura verificado na cavala nesta época do ano. Com efeito,
também a cavala apresenta um periodo de desova entre janeiro e abril, com pico entre fevereiro e
marco (Vasconcelos et al., 2012).
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3.1.3. Identificacao e quantificacido das classes de lipidos na cavala

As percentagens relativas de cada uma das classes identificadas no musculo da cavala encontram-se

na Tabela 3.3.
Tabela 3.3 - Classes de lipidos presentes na cavala (%)
Classe de lipidos (%)

Cavala PL CH TAG FFA
Pool 1 3,2+0,1° 18,4+1,1° 62,6+0,9° 15,7+1,62
Pool 2 4,0£0,0° 21,2+1,1° 56,6+2,5° 18,2+1,92
Pool 3 5,5+0,2° 22,1+0,6° 53,6+0,3% 18,8+0,72
Pool 4 6,4+0,7¢ 22,0+0,9° 54,1+1,5° 17,6+1,62

Valor médio 4,8+1,3" 20,9+1,5° 56,7+3,6° 17,6+1,2°

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras minUsculas diferentes dentro de
uma coluna correspondem a diferengas estatisticas (p <0,05). Letras maisculas dentro da mesma linha

representam diferengas estatisticamente significativas (p <0,05).

Apesar de algumas diferencas verificadas entre as diversas pools, que evidenciam alguma

variabilidade entre os individuos capturados na mesma época do ano, a classe lipidica dominante foi

sempre a classe dos TAG, que representou em média 56,7% do total. A segunda classe mais

expressiva correspondeu ao colesterol (20,9%), e a terceira a dos FFA (17.6%).

3.1.4 Perfil de acidos gordos na cavala

A realizacéo da analise cromatogréafica (Anexo I) a amostra de cavala em estudo permitiu determinar

as percentagens relativas em cada um dos acidos gordos se encontra (Tabela 3.4). Esta analise

permitiu ainda calcular o teor dos diferentes acidos gordos em mg/100g de parte edivel (Tabela 3.5).
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Tabela 3.4 - Perfil de 4cidos gordos na cavala (% de acidos gordos totais)

Acido gordo Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Média
14:0 2,3:0,4°  1,4+0,3®  1,2+#0,0°  1,3+0,1% 1,640,5
16:0 (acido palmitico) 17,1+#2.3*  15,7+#2.12 14,0+0,22  16,7+1.0 15,9+1,4
18:0 8,8#0,32  9,3x0,®  9,3:0*  9,9+0,1° 9,3+0,5
> Saturados 30,9+3.12  28,9+2,8* 27,0:0,22  30,9+1,° 29,4+1,9
16:1n9+n7 2,5+0,4°  1,8#0,38  1,6+0,0° 1,7+0,12 1,9+0,4
18:1n9 (acido oleico) 15,0+1,0° 17,0+0,8° 12,6+0,32 13,7+0,32 14,6+1,9
20:1w9 3,6+0,3°  28#0,1* 25+0,0°  2,3+0,1% 2,8+0,6
> Monoinsaturados 24,9+0,8°  23,4+0,8° 18,2+1,028 19,4+0,22 21,5+3,2
18:2n6 (LA) 1,5+0,38  1,5#0,0° 1,30,  1,5+0,12 1,5+0,1
18:3n3 0,5#0,0°  0,4#0,0°  0,4#0,0°  0,50,0° 0,5+0,1
20:4n6 (AA) 2,1#0,1*  2,2#0,0°  2,7+#0,0° 2,8+0,0° 2,50,3
20:5n3 (EPA) 6,4+0,3®°  6,3+0,12  6,9+0,0°%°  7,0+0,1° 6,6+0,4
22:6n3 (DHA) 2544358  29,3+2,98 33,9+0,1° 29,3+1,6% 29,5+3,5
Y Polinsaturados 42,2+4,8°  46,5+2,6° 53,1#0,1° 48,4+1,7° 47,6+4,5
> Omega-3 (n3) 36,0£3,98 39,843,128 45,3+0,1* 40,5+1,92 40,4+3,8
> Omega-6 (n6) 5,141,028  57+05°  6,8+0,1°  6,9+0,0° 6,1+0,9
n3/n6 7,120,6°  7,0£0,1*  6,7#0,1*  5,9+0,22 6,7+0,6

Os valores sdo apresentados como média + desvio padréo. Letras minlsculas diferentes dentro de

uma linha correspondem a diferengas estatisticas (p <0,05).
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Tabela 3.5 — Principais &cidos gordos na cavala em mg/100g

Acidos gordos

> Saturados 308,3+52,0
14:0 16,7+£7,3
16:0 166,9+32,4
18:0 96,8+9,2
> Monoinsaturado: 226,3+£59,1
16:1(n9+n7) 20,2+6,5
18:1(n9+n7+nb5) 152,9+33,4
20:1(n9+n7) 29,4+9,6
> Polinsaturados 489,5+9,8
18:2n6 15,527
18:3n3 LNA 4,7+0,8
20:4n6  AA 25,3£2,0
20:5n3 EPA 68,8+5,8
22:6n3 DHA 302,6+6,8
S Omega-3 (n3) 415,5+10,5
S Omega-6 (n6) 62,7+4,3
n3/n6 6,7+0,5

Mais uma vez, apesar de algumas diferencas verificadas entre as diversas pools, que evidenciam
alguma variabilidade entre os individuos capturados na mesma época do ano, verificou-se que para
gualquer uma das pools em estudo, os acidos gordos presentes em maiores quantidades foram os
polinsaturados (PUFA), tendo, dentro destes o DHA sido o acido mais abundante, seguido do EPA,
do acido araquidénico (AA) e do acido linoleico (LA). O segundo grupo mais abundante foi o dos
acidos gordos saturados (SFA), sendo o acido palmitico o que se encontra em maior quantidade, e,

por ultimo, os acidos gordos monoinsaturados (MUFA), com o &cido oleico a ser o dominante.

No que diz respeito ao total de dmega-3 e 6mega-6, o dmega-3 é bastante superior ao total de
Omega-6. Uma alimentacdo com predominancia de émega-6 relativamente ao 6mega-3 leva a uma
maior producado de substancias de caracter inflamatério, aumentando o risco de obesidade, diabetes,
complicagBes metabdlicas, doencas cardiovasculares, entre outras. A predominancia de émega-6
relativamente ao émega-3 leva também a um aumento da rigidez das membranas das células,
dificultando as trocas que devem ser feitas em termos de nutrientes e gases respiratdrios, o que em
termos gerais resulta num funcionamento alterado do organismo (Ferreira, 2017). Conforme
anteriormente referido, atualmente, especialmente nos paises ocidentais, a razdo entre os acidos

gordos émega-6 e 6mega-3 € excessivamente elevada (Candela, Lopez e Kohen, 2011), e muito
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distante da considerada adequada (cerca de 4:1) (Simopoulos, Leaf e Salem, 1999). Desta forma, o
consumo de cavala pode ajudar a equilibar esta razéo, devido ao seu elevado teor em émega-3.

Analisando os acidos gordos polinsaturados estudados, temos a no¢do que o EPA e DHA, tao
importantes para a saude e bem-estar, contribuem fortemente para a totalidade de &cidos gordos
Omega-3 apurados neste estudo. Com efeito, no seu conjunto, estes dois acidos representam cerca
de 37% do total de acidos gordos. O musculo da cavala nesta época do ano apresenta um teor em
EPA+DHA de cerca de 370 mg/100g, o que constitui um valor consideravel tendo em conta que a
Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) recomenda, para um adulto, uma dose
de 250 mg/dia destes dois acidos (EFSA, 2017).

A comparacdo dos resultados obtidos neste estudo com os valores fornecidos por Bandarra et al.
(2004) as diferencas séo claras. Os valores encontrados na literatura sdo bastante superiores aos
obtidos. Segundo Bandarra et al. (2004) a cavala possui uma quantidade EPA e DHA de 1217,8 e
2128,1 mg/100g, respetivamente, valores bastante superiores aos 68,8 mg/100g para o EPA e 302,6
mg/100g para o DHA, obtidos neste estudo. No que diz respeito ao total de acidos gordos 6mega-3 e
0mega-6, a literatura indica valores de 4135,5 e 528,3 mg/100g, tendo, no presente estudo, sido

determinados teores de apenas 415,5 e 62,7 mg/100g, respetivamente.

Estas diferencas podem ser explicadas pelo teor lipidico da amostra em estudo ser mais baixo do que
o reportado na literatura, o que se traduz em quantidades menores de acidos gordos presentes na
amostra, devido a altura do ano em que foi capturada E importante referir, mais uma vez, que o teor
lipidico do pescado ndo é constante ao longo do ano, devido a disponibilidade de alimento e ao

estado de maturacéo da espécie, entre outros fatores.

3.1.5. Determinagdo da composicdo lipidica na fragdo bioacessivel da cavala

Um dos objetivos deste trabalho residia na avaliagdo da composicdo lipidica da cavala apoés
simulagdo in vitro do processo de digestdo gatrointestinal, de modo a determinar os lipidos
bioacessiveis. Contudo, devido ao baixo teor lipidico ndo foi possivel obter resultados no ensaio de

bioacessibilidade.

A determinacdo da composicdo da fracdo bioacessivel num determinado nutriente é tecnicamente
muito dificil de realizar com rigor quando, esse mesmo nutriente, se encontra presente nos sucos
digestivos em quantidades semelhantes ou superiores as existentes na amostra (Afonso et al., 2015).
Desta forma, o baixo teor em lipidos da cavala nesta época do ano e o teor lipidico presente nos

sucos digestivos, particularmente no suco biliar, inviabilizou a realizagéo desta andlise.
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3.2. Caraterizacao da fracéo lipidica do suplemento alimentar de 6leo de

figado de bacalhau

3.2.1. Identificagdo e quantificagdo das classes de lipidos e do perfil em acidos gordos do

6leo de figado de bacalhau

Para determinar a distribuicao das principais classes de lipidos no suplemento de 6leo de figado de
bacalhau efetuaram-se TLC analiticas (Figura 3.1). Através da realizagcdo deste ensaio foi possivel
constatar que a classe de lipidos dominante na amostra inicial, antes da digestéo in vitro, foi a dos
TAG. Foi igualmente possivel constatar a auséncia de PL nesta amostra. O teor mais elevado em

TAG era de esperar uma vez que se trata de um suplemento rico em lipidos de reserva.

Figura 3.1 - TLC analitica da amostra de 6leo de figado de bacalhau (em realce a laranja) e dos padrdes
das classes de lipidos. PL corresponde a classe de lipidos fosfolipidos, CH a classe de lipidos colesterol,
FFA a classe de lipidos de acidos gordos livres e TAG aclasse de lipidos triacilglicerol.

As classes lipidicas (%) identificadas no 6leo de figado de bacalhau inicial encontram-se descritas na
Tabela 3.6. Tal como referido anteriormente, a classe de lipidos predominante é a classe dos TAG
com uma expressdo de 83,2+2,2 %, seguida da classe CH com 16,8+2,6 % de expressdo. Esta
amostra ndo mostrou ter sofrido nenhum tipo de hidrélise j& que ndo se detetaram &Acidos gordos

livres (Figura 3.1).
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Tabela 3.6 - Classe de lipidos presentes na amostra de 6leo de figado de bacalhau inicial (%).

Classe de lipidos

Oleo de figado de bacalhau inicial (%)

TAG
CH

83,2+2,6
16,8+2,6

A realizacdo da analise cromatografica (Anexo Il) ao 6leo de figado de bacalhau permitiu a

determinacao do seu perfil em acidos gordos (Tabela 3.7).

Tabela 3.7 - Perfil de acidos gordos na amostra inicial de dleo de figado de bacalhau

Acido gordo

Percentagem dos acidos gordos totais

14:0
16:0
18:0
3 Saturados
16:1 n7
18:1n9
20:1n9
22:1nl11+n9
3 Monoinsaturados
18:2 n6
20:4 n6
18:3 n3
18:4 n3
20:4 n3
20:5 n3 (EPA)
22:5n3
22:6 n3 (DHA)
3 Polinsaturados
s Omega 3
s Omega 6
n3/n6

6,2+1,2
12,7+0,7
2,5+0,0
23,3+2,1
5,9+0,4
30,5+0,8
2,7+0,2
1,9+0,1
41,3+0,8
9,2+0,2
0,5+0,0
3,3+0,1
1,5+0,1
0,7+0,1
7,1+0,5
1,2+0,1
6,0+0,4
34,5+1,3
21,7#1,1
10,7+0,3
2,0+0,0

No caso do suplemento alimentar, os acidos gordos em maiores quantidades foram os MUFA com

41,3+0,8 %, sendo o acido oleico 0 que se encontra presente em maior quantidade. Seguiram-se 0s
PUFA (34,511,3), destacando-se, dentro destes, os acidos linoleico (9,2+0,2), EPA (7,1+0,5) e DHA
(6,0+0,4). Com uma percentagem de 23,2+2,1 o0s &cidos gordos saturados foram os que se
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encontraram em menor quantidade no 6leo de figado de bacalhau, com o acido palmitico a ser o mais
dominante. Dentro dos PUFA os émega-3 encontram-se em maior quantidade que os émega-6,
tendo-se uma razédo 6mega-3/6mega-6 de 2,0+0,0.

Quando comparado com a cavala, 6leo de figado de bacalhau apresentou um teor bastante superior
de acidos gordos émega-6, devido essencialmente ao elevado teor de acido linoleico. Devido a este
facto, a razao n3/n6 foi bastante inferior no éleo de figado de bacalhau (2) do que na cavala (= 7).

A composicao em acidos gordos do 6leo de figado de bacalhau analisado diferiu, em alguns aspetos,
da de outros 6leos de figado de bacalhau, especialmente na presenca de uma parcela substancial de
acido linoleico que foi a causa de uma baixa razdo n3/n6. No entanto, sua riqueza em acido oleico e
n-3 PUFA foi comparavel aos valores relatados na literatura (Lei et al., 2016).

3.2.2. Andlise da fragdo bioacessivel do dleo de figado de bacalhau

3.2.2.1. Identificagdo das principais classes de lipidos nas fragdes bioacessiveis
A percentagem total de lipidos na fracao bioacessivel, provenientes da digestao in vitro das diferentes
guantidades de ¢6leo de figado de bacalhau, encontra-se na Tabela 3.8. O total de lipidos nas
diversas fragBes bioacessiveis variou entre 85,1 e 92,8 %, ndo se tendo, no entanto, verificado

diferencas significativas (p > 0,05).

Tabela 3.8 - Teor de lipidos totais na fragdo bioacessivel (%)

Quantidade testada Teor em lipidos
82 mg 85,1+2,6%
154 mg 88,1+5,1%
313 mg 86,60,4%
604 mg 88,5+0,3%
1027 mg 92,8+3,8%

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras minUsculas

diferentes correspondem a diferengas estatisticas (p <0,05).

A Figura 3.2 mostra a distribuicdo das vérias classes de lipidos nas diferentes fra¢cdes bioacessiveis
do dleo de figado de bacalhau. Os resultados mostram que, para todas as quantidades de 6éleo
testadas, a classe lipidica dominante na amostra digerida foi a dos FFA, seguida da classe CH. A
fracdo TAG predominante na amostra original apenas surge nas fracdes digeridas onde se utilizou

maior quantidade de 6leo (313, 604 e 1027 mg). Contrariamente ao verificado com a amostra de 6leo
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de figado de bacalhau ndo digerida (amostra inicial), nas amostras digeridas foi possivel detear a
presenca de uma fracdo de fosfolipidos, contudo esta fracdo é proveniente do branco, ou seja, 0s
fosfolipidos deteados séo provenientes dos sucos digestivos.

Figura 3.2 - TLC analitica da fracao bioacessivel do 6leo de figado de bacalhau e dos padrdes das classes
de lipidos. PL corresponde a classe dos fosfolipidos, CH a classe de lipidos colesterol, FFA a classe de
lipidos de acidos gordos livres e TAG a classe de lipidos triacilglicerol). As linhas com realce em laranja
correspondem ao branco do ensaio, em azul a fracdo de 82 mg, em lilas a fracdo de 154 mg, em verde a

fracdo de 313 mg, em vermelho a fragcdo de 604 e em azul-escuro a fragdo de 1 027 mg.

Na Tabela 3.9 sdo apresentadas as percentagens relativas das classes de lipidos presentes nas
fracdes bioacessiveis provenientes das digestdes in vitro realizadas com as diferentes quantidades

de ¢6leo de figado de bacalhau.
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Tabela 3.9 - Classe de lipidos presentes nas fragdes bioacessiveis de 6leo de figado de bacalhau.

Classe de lipidos (%)
Fracao bioacessivel

PL MAG CH DAG 1,3 FFA TAG
82 mg 0,0+0,0° 13,1+1,9° 13,6+1,12 0,0+0,0°  73,3x0,8° 0,0+0,0%
154 mg 0,0+0,0° 15,4+0,9" 14,2+0,22 0,0£0,0°  70,4+1,2° 0,0+0,0%
313 mg 0,1+0,0*° 12,3+2,2%* 13,6+4,22 4,8+0,1°  46,645,12 22,6+1,4°
604 mg 0,1#0,18 10,2+0,7*°  14,9+1,32 7,7£0,6°  40,8+2,7% 26,5+2,6"
1 027 mg 0,620,1° 7,0+0,5° 12,7+3,72 11,241,1  36,8+4,12 31,940,1°

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras minUsculas diferentes dentro de uma coluna correspondem

a diferengas estatisticas (p <0,05).

Os resultados mostram a auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre as fragfes
biacessiveis obtidas com 82 mg e 154 mg de dleo de figado de bacalhau, ou seja, entre as fragGes
resultantes da digestdo das menores quantidades de 6leo. Nestas duas fragcdes ndo foi possivel
detetar a presenca de TAG. Com efeito, a classe dos TAG so6 foi observada quando se utilizaram as
guantidades de 313, 604 e 1027 mg, sendo a percentagem desta classe de lipidos na fracdo
bioacessivel mais elevada quando a digestdo foi realizada com a quantidade maxima de o6leo
estudada (1027 mg). Resultados inversos foram obtidos com a classe dos FFA. Neste caso, foram as
fracdes correspondentes as menores quantidades de 6leo que apresentaram percentagens mais
elevadas. Assim, a proporcdo de FFA nas fracdes bioacessiveis baixou claramente de 70-73%, para
guantidades de 6leo até 154 mg, para 37-47% para quantidades de 6leo iguais ou superiores a 313

mg.

Houve também uma diminuicdo da percentagem de MAG e um aumento da percentagem de DAG
com o0 aumento da quantidade de 6leo testada, detetando-se apenas a presenca de DAG quando a
guantidade de 6leo digerida foi igual ou superior a 313 mg. Mesmo no caso de PL, houve um ligeiro
aumento da percentagem quando o sistema modelo foi alimentado com a maior carga de 6leo. Neste
caso, e tal como ja anteriormente referido, tendo em conta que ndo se encontram na matriz inicial e
verificando-se a sua presencga no branco do bioacessivel, podera dizer-se que sé@o prevenientes das
solugBes que simulam os sucos digestivos.

O processo digestivo leva a ocorréncia da hidrélise dos TAG em MAG e em FFA, assim como a
hidrélise dos ésteres de colesterol em CH e FFA (Fernandez-Garcia et al., 2009; Afonso et al., 2015).
Tendo em conta a taxa de hidrdlise para as diferentes classes lipidicas, pode afirmar-se que o modelo
digestivo aplicado foi eficiente para as quantidades de 82 e 154 mg de 6éleo de figado de bacalhau,
onde se verificou a hidrélise completa dos TAG. Para quantidades de 313 a 1027 mg de 6leo de
figado de bacalhau a hidrélise néo foi total, levando a formacao de alguns acidos gordos livres, mas
contendo ainda uma percentagem superior a 20% de TAG. Conclui-se assim que para qualquer
amostra com 300 mg ou mais de gordura pode ser necessaria a otimizacdo das quantidades de

enzimas ultilizadas durante as trés fases do processo, de modo a que essas enzimas sejam
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suficientes para a hidrdlise total da amostra em estudo. Em particular, essa otimizacdo deve passar

pela utilizag&o de niveis mais elevados da enzima lipase.

Outro fator que podera ser também otimizado é o tempo de digestdo. Segundo os resultados
apresentados por (Schram et al., 2007), o facto do dleo de peixe nado fazer parte de uma matriz
alimentar, podera tornar o seu processo de digestdo mais lento. Estes autores concluiram que o
processo digestivo dos 6leos de peixe s6 era significativo ao fim de pelo menos 4 horas de digestao,

mas que apenas ao fim de 6 horas ocorreria a maior bioacessibilidade dos seus &cidos gordos.

3.2.2.2. Perfil de acidos gordos das diferentes fragdes bioacessiveis
A realizacdo da analise cromatogréafica (Anexo lll) as fracdes bioacessiveis resultantes da digestao in
vitro das diferentes quantidades de suplemento de 6leo de figado de bacalhau permitiu determinar o

seu perfil em acidos gordos (Tabela 3.10).
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Tabela 3.10 - Perfil de &cidos gordos (% &cidos gordos totais) das fracdes bioacessiveis

Acidos gordos na fragéo bioacessivel

Acido Gordo
82 mg 154 mg 313 mg 604 mg 1027 mg
14:0 3,1+0,4%% 4,9+0,1"" 4,0+0,3™A 4,9+0,4"" 5,0£0,7™
16:0 11,2+41,12" 11,2+0,32 9,3+0,4" 11,5+0,3%"  11,5+0,9¢"
18:0 3,7+0,2°* 2,5+0,12" 2,1+0,3* 2,4+0,0% 2,6+0,0*
s Saturados 19,2+1, 72" 19,7+0,42" 16,5+0,4® 20,0£0,62"  20,4+1,72"
16:1n7 4,7+0,42" 6,0+0,02°* 5,5+0,5 " 6,0£0,1"™ 5,610,423
18:1n9 34,0+0,1®®  34,0+0,6*® 34,5+0,4®®  35,0+0,3"®  33,3:0,12°
20:1n9 3,0£0,1™ 2,8+0,0" 3,2+0,3" 2,9+0,02" 3,2+0,28"
22:1n11+n9 2,4+0,3" 1,9+0,1% 2,3+0,3" 2,0+0,18" 2,3+0,18"
s Monoinsaturados  44,5+1,0%® 45,0+0,5%® 45,8+0,6%® 46,2+0,2%® 44,740,128
18:2 n6 12,0+0,5®®  11,2+0,1"® 10,7+0,42*®  10,1+0,22"*  9,6+0,12"
20:4 n6 1,7+0,2°® 1,1+0,0°8 0,9+0,0%® 0,7+0,0* 0,6+0,0*
18:3n3 2,7+0,2® 3,0£0,0" 3,2+0,2™ 3,1+0,18" 3,1+0,0"
18:4n3 1,1+0,1® 1,2+0,0" 1,3+0,2™ 1,3+0,12" 1,2+0,12"
20:4n3 0,6+0,0™ 1,1+0,0" 0,7+0,00** 0,6+0,0% 0,7+0,0%"
20:5n3 5,5+0,6 5,7+0,3" 6,8+0,3™" 5,8+0,18" 6,410,584
22:5n3 1,2+0,1* 1,2+0,1" 1,4+0,1 1,0£0,18" 1,3+0,18"
22:6 n3 6,2+0,3" 5,620,4" 6,8+0,3™" 5,5+0,18" 6,5£0,6 ™

s Polinsaturados ~ 35,1+2,3% 34,1+0,9% 36,4+0,9™ 32,4+0,4%"  33,5+1,4%"
5 Omega 3 (n3) 18,7+1,68°  18,9+0,9* 21,8+0,4™ 18,8+0,28"  20,5+1,3%"
s Omega 6 (N6)  14,8+0,7°®  13,3+0,1°® 12,7+40,3*®  11,8+0,2**  11,3+0,2*

n3/n6 1,3+0,0% 1,4+0,1°® 1,7+0,0°% 1,6+0,0™®  1,8+0,1%

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras minUsculas diferentes dentro de uma linha correspondem a
diferencas estatisticas (p <0,05). Letras maiusculas diferentes significam diferengas estisticas antes (resultados apresentados
na Tabela 3.7) e ap6s a digestdo (p <0,05)

Apesar de se verificarem algumas variacdes, os perfis de acidos gordos bioacessiveis dos ensaios
com as diferentes quantidades de 6leo de figado de bacalhau foram, no geral, muito semelhantes. A
Unica tendéncia clara foi observada foi uma diminuicdo das percentagens de &cido linoleico (18:2 n6)
e araquidénico (20:4 n6) a medida que se foi aumentando a quantidade de 6leo no modelo in vitro.

Esta diminuicéo refletiu-se consequentemente na percentagem de n6-PUFA.

Em comparacdo com o perfil de &cidos gordos do suplemento antes da digestdo (Tabela 3.7), os
teores totais de MUFA e de &cido oleico foram superiores em todas as cinco fragcdes bioacessiveis.
Para quantidades de suplemento até 313 mg, houve também um aumento de n6-PUFA e dos acidos

linoleico e araquiddnico na fra¢&@o bioacessivel, causando assim uma diminuicao da relagdo n3 /n6.
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A maior percentagem destes acidos nas fracbes bioacessiveis foi verificada em estudos anteriores
realizados com o linguado, onde se encontrou um aumento sistemético das concentragbes de n6-
PUFA e &cido linoleico nas fragdes bioacessiveis (Afonso et al., 2017).

O enriquecimento que se verificou em n6-PUFA e em &cido linoleico e araquiddnico sugere que estes
tenham uma bioacessibilidade superior a bioacessibilidade média dos outros acidos gordos. No
entanto, esta vantagem relativa parece desaparecer quando a lipdlise se torna incompleta, uma vez
que o enriguecimento nestes Acidos gordos ndo se verificou nas fragdes bioacessiveis resultantes da
digestdo das quantidades mais elevadas de 6leo (604 e 1027 mg). Variaveis como a cinética da
lipdlise (Giang et al., 2016), a solubilizacdo das micelas mistas (Freeman, 1969), e as propriedades
de emulsdo (Zhang et al.,, 2015) podem contribuir para determinar, por exemplo, uma maior

bioacessibilidade do acido linoleico do que o de outros acidos gordos.

3.2.2.3. Percentagem de bioacessibilidade de acidos gordos nas fragGes bioacessiveis

A percentagem de bioacessibilidade de acidos gordos, determinada apés a digestédo das diferentes

guantidades do suplemento de 6leo de figado de bacalhau em estudo encontra-se na Tabela 3.11.
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Tabela 3.11 - Percentagem de acidos gordos presente nas fragcdes bioacessiveis do 6leo de figado de

bacalhau.

Bioacessibilidade (%)

Acido Gordo 82 mg 154 mg 313 mg 604 mg 1027 mg
Lipidos totais 85+3" 88+5" 93+1" 92+0" 93+4"
14:0 51+7% 72+2%A 59+8%°A 686" 71+16*
16:0 (acido palmitico) 56122 636" 57+1%A 713 75+13%
3 Saturados 55+10%" 6245 56+2%" 69+4** 73+13*
18:1n9 (acido oleico) 93+3* 91+6™ 95+5% 93+1% 91+7%
3 Monoinsaturados 93+5% 91+6°* 94+5% 91+1°% 91+8*
18:2n6 (4cido linoleico) 754074 81+6°" 89+10™ 84+0° 84+74
18:3n3 79454 80+4"A 85+12%A 7614 7746
20:5n3 (EPA) 76+7°A 724074 84+97°A 68+07" 75414
22:6n3 (DHA) 98+3°° 8242048 98+2%° 75224 91+0°%¢
3 Polinsaturados 79444 78+2%A 88+8°% 75+0°" 81+4*
£ Omega-3 (n3) 82+5% 77+0%%A 8g+7™ 71+0% 80+2%
£ Omega-6 (n6) 754074 794674 89+9% 83+0° 84+6™

Para cada amostra, diferentes letras minUsculas dentro de uma coluna correspondem a diferencgas estatisticas (p
<0,05) entre acidos gordos. Para o conteldo lipidico e para cada acido gordo, letras mailsculas diferentes em
cada linha correspondem a diferencas estatisticas entre as amostras (p <0,05).

Embora a lipdlise tenha sido reduzida com quantidades crescentes de suplemento de éleo, henhum
efeito prejudicial foi detectado na bioacessibilidade de lipidos totais ou dos acidos gordos particulares,
ja que ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre a percentagem de
bioacessibilidade dos lipidos totais nem de cada acido gordo nas diferentes fracdes, a execdo do
acido gordo DHA.

Com excecdo da fracé@o correspondente a digestdo da quantidade de 6leo mais elevada (1 027 mg),
em que ndo se verificaram diferencas estatisticas entre as percentagens de bioacessibilidade dos
diversos acidos gordos, todas as restantes percentagens de bioacessibilidade foram variaveis.
Quando o modelo foi alimentado com quantidades de éleo entre 82 e 604 mg, a bioacessibilidade dos
SFA foi sempre menor que a dos MUFA, o que é concordante com o enriquecimento relativo de

MUFA na fracdo bioacessivel destas amostras.

Os PUFA apresentaram geralmente uma percentagem de bioacessibilidade entre a dos SFA e dos
MUFA. A bioacessibilidade do EPA e do DHA foi tipicamente inferior & do acido oleico e dos MUFA.

A relacé@o entre a bioacessibilidade dos SFA, MUFA e PUFA foi diferente da relatada para salméo
(Costa et al., 2015), linguado (Afonso et al., 2017) e dourada (Costa et al., 2016). No entanto, foi
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possivel encontrar algumas semelhangas com a literatura consultada. Assim, Afonso et al. (2017) e
Costa et al. (2016), também atribuem principalmente aos MUFA o0s maiores valores de
bioacessibilidade. Costa et al. (2016), num estudo efetuado com dourada, também relatou para o
EPA e DHA uma bioacessibilidade a inferior dos MUFA.

A diferenca na bioacessibilidade destes acidos pode resultar de diferencas na capacidade da lipase
para os hidrolizar. As lipases tém uma menor capacidade de hidrolisar acidos gordos mais
insaturados, associado ainda a um maior impedimento estereoquimico, que resulta numa menor
bioacessibilidade (Giang et al., 2016). Trabalhos recentes sobre a lipase referem que esta hidrolisa
preferencialmente acidos gordos cuja ligacdo dupla seja mais distante da ligacdo éster (Akanbi,
Sinclair e Barrow, 2014). Precisamente os acidos gordos menos insaturados possuem uma ligacao
dupla distante da ligacdo éster. No entanto a acdo da lipase pode néo ser suficiente para explicar as
diferencas de bioacessibilidade. A maior polaridade dos PUFA, também pode explicar a menor
bioacessibilidade desses acidos gordos altamente insaturados. Os problemas de afinidade quimica
podem também estar relacionados com dificuldades de emulséo. De facto, também foi relatado que a
absorcdo de EPA e DHA é especialmente aumentada pela pré-emulsificacédo (Garaiova et al., 2007) e
€ favorecida pela utilizagdo de emulsBes gelatinosas em vez dos tradicionais suplementos de 6leo
(Haug et al., 2011).

Apesar dos MUFA terem apresentado uma bioacessibilidade superior aos PUFA, destes Ultimos, o
acido gordo mais bioacessivel foi o DHA, com uma bioacessibilidade de 98% e 82% para as

guantidades de 84 e 154 mg, respetivamente, o que € uma 6tima informacgéo para o consumidor.

A determinacdo do teor dos diferentes acidos gordos em mg/100g no suplemento de éleo de figado
de bacalhau e nas fracGes bioacessiveis onde a lipolise foi completa (82 e 154 mg) encontra-se na
Tabela 3.12.
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Tabela 3.12 - Comparacédo do teor de &cidos gordos (expresso em mg/g) antes (inicial) e apds digestédo

(bioacessivel)

Acidos gordos Inicial 82 mg 154 mg
14:0 57+11° 29+4° 42+1°
16:0 118 +7° 66+14% 74+7°
18:0 23+0° 15+3° 11+2°

16: 1w9+w7 55+4° 50+2° 44+42
18:1n9 284+7" 264+10% 258+18°
20:1n9 26+2% 28+11° 23+1°
18:2n6 86+2" 64+0° 69+5°
18:3n3 31+1° 25+2° 25+1°

20:5n3 (EPA) 665" 50+4% 48+0°
22:6n3 (DHA) 56+3° 55+2° 4612
3 Saturados 216+20° 1194232 134+11%

s Monoinsaturados ~ 385+15° 360+20% 349+21°%

s Polinsaturados 322+15° 251+11°% 245+6%
= Omega-3 (n3) 203+12°  167+11° 155+0°
£ Omega-6 (n6) 100+3° 75+0° 79+6°

n3/n6 2+0% 2+0° 2+0°

Letras minusculas diferentes dentro da mesma linha correspondem a diferencas estatisticas (p <0,05) entre o

teor de cada &cido gordo nas diferentes amostras

Analisando a Tabela 3.12, podemos ver que, na sua maioria, a quantidade de acidos gordos que fica
disponivel para ser assimilada pelo organismo € menor do que aquela que o suplemento contém

inicialmente.

Quando se digeriram quantidades inferiores a 313 mg de 6leo de figado de bacalhau, quantidades
gue pareceram mais adequadas ao modelo experimental utilizado, obtiveram-se teores de EPA e

DHA bioacessiveis de cerca de 100 mg/g.

Tendo em conta este valor, a administracdo de uma Unica dose de 1,027 g/dia, segundo 0 nosso
modelo digestivo, ndo parece, por si sO, ser suficiente para fornecer a quantidade recomendada
destes dois &cidos (250 mg/dia, EFSA, 2017). Recomenda-se assim a divisdo da dose em trés partes

iguais ao longo do dia.
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4. CONCLUSOES

Com a informacao cada vez mais disponivel, e com a crescente preocupagdo com a saude, o
consumidor procura cada vez mais o consumo de pescado rico em acidos gordos émega-3. Torna-se
entdo importante conhecer e divulgar o perfil em acidos gordos dum grande nimero de espécies ricas
em acidos gordos émega-3, de modo a diversificar o consumo de recursos marinhos. Com a
informacao do valor nutricional correta o consumidor conseguira comparar diferentes espécies e
adaptar a sua alimentacdo de modo a incluir outras espécies. Por outro lado, dado ser conhecida a
variacdo sazonal do teor em gordura do pescado, torna-se necessario realizar esta andlise em
diferentes épocas, em particular naquelas em que o produto apresenta uma menor procura. Tao
importante como saber a composicao lipidica do pescado é conhecer a fragdo dos acidos gordos
essenciais, presentes nestas matrizes, que € libertada no decurso da digestédo gastrointestinal e que,

desta forma, pode realmente ser absorvida pelo organismo.

Os resultados obtidos permitiram verificar que durante os meses de Inverno a cavala apresenta um
reduzido teor em gordura (cerca de 1,5%). Os acidos gordos presentes em maior quantidade foram
os polinsaturados (PUFA), especialmente os émega-3. O musculo da cavala nesta época do ano
apresentou um teor em EPA+DHA de cerca de 340 mg/100g. Este valor, apesar de ser muito inferior
ao descrito para a cavala nos meses em que esta apresenta um ter em gordura mais elevado,
constitui, mesmo assim, um valor consideravel tendo em conta que a EFSA recomenda, para um
adulto, uma dose de 250 mg/dia destes dois acidos. Deste modo, a cavala, mesmo huma altura do
ano em gue se apresenta mais magra, continua a ser um alimento interessante do ponto de vista
nutricional, por constituir uma boa fonte de EPA e DHA, e um elevado teor em 6mega-3, que pode

ajudar a equilibrar a razdo n3/n6é.

A analise realizada com o 6leo de figado de bacalhau permitiu concluir que os perfis de 4cidos gordos
bioacessiveis tinham semelhancas com os perfis iniciais de acidos gordos. De um modo geral, a
bioacessibilidade dos SFA foi sempre menor que a dos MUFA, e os PUFA apresentaram, geralmente,
uma percentagem de bioacessibilidade entre a dos SFA e dos MUFA. Dentro dos PUFA, o acido
gordo mais bioacessivel foi o0 DHA. Este resultado € particularmente importante dada a relevancia
nutricional deste acido gordo. Relevante foi igualmente a elevada bioacessibilidade dos acidos gordos
Omega-3, uma vez que aumentar os niveis dietéticos destes acidos pode constituir um dos motivos
para a administracdo deste suplemento. Os resultados obtidos nos ensaios de bioacessibilidade
sugerem que para se atingir a dose diaria recomedada de EPA e DHA (250 mg/dia, EFSA, 2017) seja
necessario tomar cerca de 2,5 g do suplemento, repartido em varias doses ao longo do dia.

A realizacdo deste trabalho permitiu ainda verificar que o modelo utilizado parece ndo ser adequado
para amostras com teores de gordura muito elevados. Assim, para qualquer amostra com 300 mg ou

mais de gordura, pode ser necessdria a otimizacdo do tempo da andlise ou das quantidades de
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enzimas utilizadas, particularmente de lipase, de modo a ser possivel a hidrélise total da amostra em

estudo.
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ANEXOS

Anexo I - Cromatograma da cavala
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Anexo II- Cromatograma do 6leo de figado de bacalhau antes da digestao

Title : Lab_Lipidos
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Anexo II1
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