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RESUMO

Os trabalhos desenvolvidos consistiram numa investigagéo abrangente acerca da presenga de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH) e aminas biogénicas (AB) em produtos de
salsicharia portuguesa. Primeiramente foi desenvolvido um estudo de incidéncia compreendendo
produtos fabricados em salsicharias tradicionais do Alentejo e Tras-os-Montes. Com o objectivo
de minimizar a presenga de PAH, realizaram-se 2 ensaios-piloto testando tecnologias
alternativas para a produgéo de chourigo de carne. Este estudo compreendeu ainda a andlise de
aminoacidos livres, carnosina, anserina e creatina no chourico de carne produzido.
Complementarmente foram produzidos (a 400 °C e 600 °C) e analisados os condensados de
fumo de 5 tipos de madeira mais comummente utilizados pelos produtores destas regides

geograficas.

Os produtos Transmontanos destacaram-se pelos maiores niveis de contaminagdo com PAH,
(particularmente o benz[glantraceno e criseno, ambos carcinogénicos) ultrapassando
repetidamente os limites legais previstos. Contudo, a remogao da tripa antes do seu consumo
permite a reducao do teor em PAH em cerca de 40%. A tripa de colagénio e a adigdo de aromas
de fumo revelaram-se determinantes na redugdo dos PAH em particular dos pesados,
minimizando o risco de exposi¢ao. Os PAH pesados nao foram detectados naqueles enchidos
produzidos com recurso a aromas de fumo. Ja a analise dos condensados de fumo demonstrou
que o sobro foi globalmente o tipo de madeira que gerava a emissao de menores quantidades

de PAH, especialmente quando a combustao se processou a 600 °C.

As AB estiveram em maior quantidade nos produtos Alentejanos, frequentemente com niveis
considerados assinalaveis de histamina e de aminas vasoactivas, que sao susceptiveis de
provocar reacgdes adversas nos consumidores. Invariavelmente, a utilizagao de diferentes lotes
de matéria-prima condicionou os niveis de AB, aminoacidos e compostos bioactivos. Todavia, os
resultados mostraram que a utilizacdo de aroma de fumo associada a secagem em camara

contribuem para minimizar a presenca de AB nos enchidos.

Palavras-chave: Produtos de salsicharia tradicional, Processamento tecnoldgico,
Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH), Aminas biogénicas (AB) e

Compostos bioactivos.



INFLUENCE OF PRODUCTION TECHNOLOGY IN THE QUALITY AND
SAFETY OF TRADITIONAL SAUSAGES

The current study consisted in a comprehensive investigation about the presence of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAH) and biogenic amines (BA) in Portuguese traditional dry-fermented
sausages. In order to evaluate their impact, an incidence study was performed including several
products manufactured in Alentejo and Tras-os-Montes. With the purpose to reduce PAH
contamination, 2 pilot-plant scale trials were undertaken, testing alternative processing
technologies. Contents of free amino acids, carnosine, anserine and creatine in manufactured
dry-fermented sausages were also determined. Developed studies also comprised the analysis
of smoke condensates generated by pyrolysis, at 400 °C and 600 °C, of 5 wood types which are

often used by producers from these regions.

Products from Tras-os-Montes stood out with the highest PAH contamination levels (particularly
benz[aglanthracene e chrysene, both carcinogenic), which repeatedly exceeded the established
legal limits. Still, casing removal before consumption allows nearly a 40% reduction over PAH
initial content. The collagen casing as well as the addition of smoke flavourings proved to reduce
PAH levels, thus minimizing risk of exposure. In fact, heavy PAH were not detected in those
sausages produced using smoke flavourings. The analysis of smoke condensates demonstrated
that the corkwood is the wood type that leaded to lower PAH emissions, especially when pyrolysis
occurred at 600 °C.

The greatest amounts of BA were found in products from Alentejo. These products showed
frequently remarkable levels of histamine and vasoactive amines, which are likely to cause
adverse reactions in consumers. Using different batches of raw materials significantly affected
BA, free amino acids and bioactive compounds contents determined in manufactured
dry-fermented sausages. Our results also demonstrated that the use of smoke flavouring
associated with a drying processed in controlled environment chamber helps to minimize BA

contamination levels.

Keywords: Dry-fermented sausages, Processing technology, Polycyclic aromatic

hydrocarbons (PAH), Biogenic amines (BA) and Bioactive compounds.
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ENQUADRAMENTO E OBJECTIVOS

O processamento da carne surgiu inicialmente com o propdsito de conservar os alimentos por
periodos de tempo mais prolongados. Com as tecnologias de conservagdo disponiveis
actualmente, esta necessidade perdeu muita da sua importancia. Actualmente, os produtos
carneos tradicionais sdo adquiridos pelas suas caracteristicas unicas. De facto, ao longo dos
ultimos anos, a produgédo e consumo de produtos de salsicharia tradicional em Portugal tem
aumentado de forma bastante consistente.

Tendo em conta que os consumidores actuais se encontram muito mais informados do que ha
alguns anos a esta parte, a industria carnea enfrenta o desafio constante de desenvolver
produtos que respondam a elevados padrdes de qualidade e seguranga. Dada a elevada
prevaléncia de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH) e de aminas biogénicas (AB) nos
produtos de salsicharia, este € um aspecto que tem motivado a comunidade cientifica a

desenvolver metodologias adequadas a minimizagao dos riscos associados a estas substancias.

Os trabalhos desenvolvidos nesta investigagdo deram especial relevancia aos PAH,
comparativamente as AB, ndo sé porque estes compostos estdo na origem de doencas
oncoldgicas, sendo por isso mais perigosos, mas também pelo facto de pouco se saber acerca
da sua presencga em produtos de salsicharia tradicional portuguesa. Este estudo teve assim como
objectivo primordial a determinacgao do perfil de PAH em produtos de salsicharia tradicional, bem
como, avaliagao do impacto de multiplas tecnologias de processamento que permitissem reduzir

a presencga destes compostos.

A analise do perfil de PAH em produtos de salsicharia tradicional incluiu enchidos fabricados por
produtores tradicionais de duas das principais regides com maior tradicao nesta industria: o
Alentejo e Tras-os-Montes. O estudo de incidéncia estendeu-se também a analise do perfil de
AB. Assim, depois deste estudo de incidéncia, realizou-se um ensaio experimental para avaliar
o efeito do tipo de tripa, diferentes regimes de fumagem e teor de gordura sobre os teores de
PAH. A partir dos resultados entretanto obtidos, realizou-se um segundo ensaio tecnologico que
se debrugou sobre a utilizagdo de aromas de fumo e secagem em cémara por oposi¢cao ao
regime de fumagem convencional. Para este ensaio em particular foi avaliado ainda o efeito desta

tecnologia de processamento sobre os teores de AB, aminoacidos livres e compostos bioactivos.
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1.1. PRODUTOS DE SALSICHARIA TRADICIONAL

Em vida e até ao momento do abate, o interior dos animais sados, a excepg¢ao dos intestinos, é
estéril. S6 ap6s o abate e durante a desmancha os tecidos sdo contaminados com
microrganismos que rapidamente proliferam, desencadeando o processo de deterioragdo da
carne. Sabe-se hoje que a adopcéao de praticas com vista a conservagéo de carne remontam a
3000 anos a.C., mesmo sem que as causas responsaveis pela deterioragédo dos alimentos fosse
ainda compreensivel por essa altura. Esta pratica permitia, por isso, que em momentos de maior
abundancia os produtos carneos pudessem ser processados para serem posteriormente
consumidos, em periodos de maior escassez. A par da salga, a fermentagdo e a fumagem da
carne surgem entre as técnicas mais utilizadas para a preservagao da carne. Os primérdios da
salsicharia em Portugal, de acordo com Elias (2004), parecem ser atribuidos aos povos invasores
que permaneceram em territério nacional durante o século VI a.C., periodo em que esta foi uma

importante componente da dieta das populagdes rurais.

Tradicionalmente os enchidos eram produzidos durante os meses de inverno, por ser este
periodo do ano em que se reinem as condi¢des climatéricas mais favoraveis a sua producao,
sobretudo ao nivel da temperatura. O crescente interesse econémico sobre estes produtos levou
a que passassem a ser produzidos durante todo o ano e a sua industrializagao (Campelos, 2012).
Com o desenvolvimento de métodos de conservagdo mais eficazes, a produgdo de enchidos
para fins de preservagao da carne caiu progressivamente em desuso. Actualmente os produtos
de salsicharia visam nao s6 o maior aproveitamento da carne, mas igualmente a obtencao de

produtos de elevada qualidade e que vao de encontro a expectativa dos consumidores.

O fabrico de produtos de salsicharia tradicional representa uma parte consideravel da industria
carnea a nivel europeu, nomeadamente nos paises mediterranicos como Portugal, Espanha,
Franga, Italia e Grécia (Marco et al., 2008; Laranjo ef al., 2015). Em Espanha, por exemplo, cerca
de 6% dos 3 milhdes de toneladas de carne de porco produzidos anualmente séo destinados ao
fabrico de enchidos. A nivel nacional esta fracgao € ainda mais significativa. Com base nos dados
apurados pelo Instituto Nacional de Estatistica (INE, 2015), em 2013, das 366414 toneladas de
carne de suino, mais de 66500 tiveram como finalidade a obtencao de produtos de salsicharia
tradicional, o que representa cerca de 18% e um valor de vendas na ordem dos 200 milhdes de
euros. De facto, os resultados que tém vindo a ser publicados nos ultimos anos pelo INE, acerca
do fabrico de enchidos, dao conta do aumento significativo dos niveis de produgéo que, em 13

anos, mais do que triplicou (Figura 2).
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Figura 2. Quantidades de enchidos produzidos em Portugal e respectivos valores de vendas de acordo
com as Estatisticas Agricolas do Instituto Nacional de Estatistica.
Adaptado de INE (2004, 2005, 2006, 2007, 2008, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015).

Por toda a Europa existem habitos e costumes muito diferenciados, que influenciam a produgao
de enchidos desde as matérias-primas utilizadas, aos outros ingredientes, as formulagdes e aos
processos de fabrico seguidos. A relevancia dos produtos de salsicharia na industria carnea esta
assim relacionada com a cultura e tradigdes regionais, o que determina a quantidade e a
qualidade dos enchidos produzidos. Por esta razdo é possivel encontrar uma grande variedade
de produtos secos fermentados no mercado europeu, dependendo do pais, ou até mesmo da
regidao, que lhes da origem. Em Portugal, é possivel identificar varias zonas de produgdo com
base nas suas tradigdes. As regides do Alentejo e Tras-os-Montes sdo disso um bom exemplo,
onde é privilegiada a utilizagdo de matérias-primas locais. Nos produtos tradicionais do Alentejo
destaca-se a sua composicao, frequentemente a base de carne de porco Alentejano (Elias e
Carrascosa, 2010) e a fumagem com lenha de azinho e sobro (Elias ef al., 2014; Ledesma et al.,
2016b). A carne de porco Bisaro, raga autdctone da regiao transmontana (Alfaia, 2004; Carvalho,
2010) constitui a matéria-prima incorporada numa parte consideravel dos produtos tradicionais
desta zona do pais, enquanto as madeiras de carvalho e oliveira sdo as preferidas para a sua

fumagem (Esteves, 2005).

Relatérios elaborados pelo Gabinete de Planeamento e Politicas (GPP) do Ministério da
Agricultura e do Mar relativos aos enchidos tradicionais certificados com as designagdes DOP
(Denominagao de Origem Protegida), IGP (Indicagdo Geografica Protegida) e ETG
(Especialidade Tradicional Garantida), apontam para o aumento da produgao bem como dos
valores das vendas nos ultimos anos (Figura 3). Os dados respeitantes ao ano de 2012 dao
conta da producao de praticamente 700 toneladas e um volume de vendas préximo dos 4 milhdes
de euros. Apesar disto, comparativamente a producao total a nivel nacional, os produtos
tradicionais certificados continuam, segundo a Direcgdo-Geral de Agricultura e Desenvolvimento

Rural (DGADR, 2014), a corresponder a uma fracgao inferior a 1%.
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Figura 3. Quantidades de produtos de salsicharia qualificados como DOP/IGP/ETG produzidos em
Portugal e respectivos valores de vendas.
Adaptado de GPP (2014b, 2014a).

Na Figura 4 sdo apresentados alguns dados relativos a opgdo de compra dos consumidores no
que diz respeito aos produtos de salsicharia certificados, a partir dos quais € possivel extrair dois
aspectos fundamentais. Por um lado, e muito embora existam ja 34 enchidos tradicionais
nacionais devidamente certificados com a designagdo IGP, a alheira de Mirandela é,
manifestamente, a escolha mais frequente. Por outro lado, percebe-se que estes produtos

chegam até aos consumidores principalmente por intermédio das médias e grandes superficies.
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Figura 4. Dados relativos ao ano de 2012 acerca da produgéo de produtos de salsicharia portuguesa
com designacédo IGP (i) e modalidades de escoamento dos produtos de salsicharia com nomes
protegidos (ii). Dados relativos ao ano de 2012.

Adaptado de GPP (2014b).
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1.2. TECNOLOGIA DE PROCESSAMENTO DE PRODUTOS DE SALSICHARIA

Os procedimentos tecnoldgicos adoptados variam nao s6 de acordo com a regido de produgao,

como se mostra, a titulo de exemplo, na Tabela 1, como também entre os respectivos produtores.

Existe porém uma série de etapas genéricas, retratadas na Figura 5, que sdo comuns no

processamento destes produtos, das quais fazem parte a preparagdo das matérias-primas, a

preparacdo da massa, a maturacdo da massa, o enchimento, a secagem/fumagem e a

embalagem.

1.2.1. Selecgado das matérias-primas

Os enchidos s&o constituidos maioritariamente
por carne e gordura, razdo pela qual as suas
caracteristicas sao determinantes para a
qualidade e seguranga do produto final, como tal
a sua correcta seleccdo € considerada de

extrema importancia.

Seja por razdes relacionadas com habitos de
consumo, tradicdes locais, ou por motivos
culturais, os enchidos podem incorporar na sua
composi¢cao carne de diferentes espécies de
animais como a vaca, o cavalo, o javali ou as
aves, porém a carne de porco continua a ser
indiscutivelmente a mais utilizada pelos
produtores (Vural e Ozvural, 2007; Vignolo et al.,
2010; Hierro ef al, 2015; Ruiz, 2015). Ja a
gordura utilizada no fabrico de enchidos é quase
sempre de origem suina, principalmente a
gordura subcutanea (Ruiz, 2015). A preparagao
das matérias-primas é realizada atendendo as
caracteristicas dos musculos e da gordura mais
adequadas ao tipo de produto pretendido,
através da selecgéo da carne e da gordura que
irdo ser incorporadas, bem como a proporcao

relativa de cada uma delas na massa.

Selecgdo das
matérias-primas

|

Miga

|

Preparagao da
massa

|

Maturagéo da
massa

|

Enchimento

|

Secagem / Fumagem

Figura 5. Etapas genéricas do processamento de
produtos de salsicharia.



Tabela 1. Formulagao e condigbes de processamento de produtos de salsicharia originarios de varios paises da Unido Europeia.

Franca Espanha Italia Portugal Grécia Eslovaquia
Formulagéo
Tipo de carne Porco Porco Porco Porco Porco Porco
Récio carne/gordura (%) 80/20 75-90/25-10 50 - 90/50 - 10 60 - 90/40 - 10 50 - 90/50 - 10 40 - 70/60 - 30
Sal (NaCl) (g/kg) 14 - 30 13-23 Desconhecido Empirico 20-30 Empirico
Nitratos/Nitritos (g/kg) 0-0,08/0-0,3 0-0,5 Desconhecido 0,6 0,15/0,2 Desconhecido
Glicidos (g/kg) 0-8 0-33 Desconhecido - 0-3 0-6

Outros aditivos

Pimenta, vinho e alho

Pimenta, vinho

Pimenta, vinho e

Pimentao, vinho e

Pimenta preta,

Pimenta caiena e

alho alho pimentado e paprika  alho

Condligdes processamento
Fumagem

Temp. (°C) / HR (%) - - - 2 -21/50 - 901 18 - 20/85 - 89 >26/30 - 95

Tempo (dias) - - - 5-45 2 Empirico
Fermentagao

Temp. (°C) / HR (%) 10 - 22/76 - 99 2-24/49 - 94 4 -26/70 - 84 2-12 12 - 24/93 - 80 15 - 16/80

Tempo (dias) 2-8 <1-5 1-10 1-3 1-7 5-12
Maturagao

Temp. (°C) / HR (%) 8-14/70-90 10 - 18/58 - 85 6 - 22/58 - 83 2 -21/50 - 90" 12-17/76 - 78 15-25/82-90

Tempo (dias) 31-82 15-60 15-90 5-45 14 - 60 12-21

1 As fases de fumagem e maturagao ocorrem geralmente em simultaneo.
Temp. - temperatura, HR - humidade relativa.
Adaptado de Latorre-Moratalla ef al. (2008).
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Sob o ponto de vista da qualidade do produto final, € importante seleccionar carnes provenientes
de animais adultos (o seu maior teor em mioglobina influencia positivamente o desenvolvimento
da cor), que se apresente firme, possua bom poder tampao e capacidade de retengdo de agua,
e niveis de pH entre 5,4 e 6,0 (Hierro ef al., 2015). A carne deve estar igualmente limpa de ossos,

aponevroses, tenddes e gorduras intramusculares moles.

Relativamente a gordura, esta deve ser firme e incluir baixo teor em acidos gordos polinsaturados
(geralmente conhecidos como PUFA, da designacdo inglesa polyunsaturated fatty acids),
caracteristica necessaria para prevenir a exsudagdo excessiva dos produtos durante o
processamento, bem como a rapida oxidagdo da gordura e o consequente desenvolvimento do
rango (Hierro ef al, 2015). De acordo com estes autores, existem contudo algumas excepgoes,
como os produtos fabricados a partir de carne de porco Ibérico, que se caracterizam por
conterem na sua constituicdo quantidades consideraveis de gordura intramuscular e subcutéanea,
ambas ricas em acidos gordos insaturados. Neste caso particular, como refere Elias (2004), o
elevado grau de insaturagdo da gordura destes animais contribui directamente para o aroma e
sabor destes produtos, com a vantagem adicional dos polifendis e tocoferdis nela contidos

desempenharem uma importante acgéo protectora sobre a oxidagao.

1.2.2. Miga

A miga consiste na reducéo da carne e da gordura em pedagos adequados as caracteristicas
desejadas para os produtos, podendo esta ser realizada manual e/ou mecanicamente. Este
processo deve ser realizado a baixas temperaturas, geralmente entre -5 e 0 °C. A manutengao
da temperatura dentro destes limites permite que o corte efectuado seja preciso, evitando perdas
ao nivel da fracgao lipidica que redundariam em alteragdes negativas da cor e textura do produto
final. Segundo Ordonez ef al. (1999), durante o processo de miga as fibras musculares sao
quebradas e as proteinas miofibrilhares ficam expostas a acgao do sal. Estes mesmos autores
referem ainda a importancia do efeito do sal nos processos electrostaticos para a formacgao do
filme proteico que envolve as particulas de gordura e favorece as interacgbes entre
proteina - gordura e proteina - proteina. Sao estas interac¢gdes que, por sua vez, sdo
responsaveis pela adesdo entre os fragmentos de carne e gordura e a ligagdo da massa,

condicao necessaria para que os produtos adquiram a textura que lhes é caracteristica.

1.2.3. Preparagédo da massa

Esta etapa do processamento diz respeito principalmente a incorporacdo dos restantes
ingredientes na mistura de carne e gordura preparada anteriormente. No conjunto dos
ingredientes adicionados incluem-se os condimentos e aditivos, também eles seleccionados de
acordo com as caracteristicas previamente definidas para os produtos. Entre os mais utilizados
encontram-se, por exemplo, o sal (cloreto de sddio), aditivos (nitritos e nitratos, acido ascorbico,

entre outros) e outros ingredientes (como o vinho, o agucar, as especiarias e as ervas aromaticas,



entre outros), bem como as culturas de arranque (bactérias do acido lactico e estafilococos

coagulase-negativos) (Vignolo ef al., 2010).

O sal adicionado apresenta inumeros beneficios que, sob o ponto de vista tecnolégico, o tornam
imprescindivel para a industria carnea. Desde logo, porque promove a redugéo da actividade da
agua (aw) e a proliferagdo de microrganismos indesejaveis, que como se sabe, sdo condi¢cbes
elementares para a garantia da seguranga microbiolégica dos enchidos (Slobodan e Vesna,
2011). Outro beneficio associado ao cloreto de sodio prende-se com a maior capacidade de
extracgdo das proteinas miofibrilhares essencial para a ligacdo da massa dos enchidos,
favorecendo a coesividade aos produtos (Desmond, 2006; Laranjo ef al., 2015). Efectivamente
sabe-se que existe um limite para a aW minimo abaixo do qual os microrganismos nao
conseguem crescer (Durack ef al., 2008). A este respeito Elias (2004) refere que a maioria das
bactérias halosensiveis ndo se desenvolve na presencga de teores de sal de 10%, sendo que
niveis de 5% inibem apenas aquelas anaerdbias. A nivel sensorial, além da textura, o sal
apresenta um efeito positivo no desenvolvimento da cor e do sabor caracteristico deste tipo de

produtos.

O recurso as especiarias visa especialmente melhorar a cor, 0 aroma e o sabor dos produtos
carneos, muito embora lhes seja também reconhecida uma importante acgao bacteriostatica e
antioxidante contribuindo, desta forma, para a conservagdo dos mesmos (Cui ef al, 2010;
Tajkarimi et al., 2010). O alho (Allium safivum) e o pimento (Capsicum annuum L.) estao entre
os condimentos mais utilizados na producao de enchidos, nomeadamente em Portugal, todavia
é frequente a utilizagdo de outras especiarias, como sejam a pimenta, o cravinho, noz-moscada,
entre muitas outras. Além destes ingredientes é frequente a utilizagao do vinho e do sangue no

fabrico de produtos de salsicharia tradicional.

Relativamente aos aditivos, a selec¢ao das substancias utilizadas é feita por cada produtor em
funcdo das opgdes tecnoldgicas pretendidas. Porém, no caso dos enchidos que seguem as
metodologias tradicionais, a sua incorporacao € tendencialmente inferior, por comparagdo com

a produgéo industrializada (Leroy ef al., 2006; Roncalés, 2015).

A adicao de conservantes, como os nitritos e nitratos, por exemplo, é fundamental pelo seu papel
no controlo do crescimento de bactérias putrefactivas, bem como de patogénicos como o
Clostridium botulinum. De destacar ainda a sua acgdo no desenvolvimento da cor e sabor do
produto final, mas igualmente na prevengao do fendmeno oxidativo e o aparecimento do rango
(Lorenzo et al., 2008; Marco et al., 2008; Hospital ef al., 2015). Apesar dos aspectos positivos
existem, todavia, algumas desvantagens relativamente a utilizagdo destes aditivos. De Mey ef al.
(2014) enumeram duas que podem ter consequéncias directas na saude dos consumidores: a
metahemoglobinémia e a exposigao as A-nitrosaminas. A primeira € induzida pelo consumo
elevado de nitritos que tém um efeito toxico no organismo dos consumidores. As A-nitrosaminas,

por sua vez, sdo compostos com actividade carcinogénica que ocorrem a partir da reacgao de
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aminas biogénicas (AB) como a putrescina, a cadaverina, a agmatina, a espermidina e a
espermina com o nitrito residual (Naila ef a/,, 2010). A utilizagdo destes aditivos encontra-se ja
devidamente regulamentada pelo Regulamento (UE) N° 1129/2011 (CE, 2011b), que limita os

nitritos e nitratos a um teor maximo de 150 mg/kg.

Outra classe de aditivos, igualmente importante, inclui os antioxidantes que sédo incorporados
com o objectivo de melhorar ou estabilizar os produtos de salsicharia, principalmente por via da
prevengdo das reacc¢des oxidativas, das quais pode resultar a rancificacdo. Entre os
antioxidantes mais utilizados encontram-se os tocoferdis (vitamina E), acido ascérbico (vitamina
C) e ascorbatos. A respeito do acido ascérbico e ascorbatos, Salavessa (2009) refere a
importancia daqueles compostos para a industria transformadora da carne, na medida em que
sdo utilizados como coadjuvantes no processo de fixagao da cor. Por outro lado, Honikel (2008)
destaca a capacidade do ascorbato reagir com o nitrito e, deste modo, diminuir a produgéo de

MN-nitrosaminas.

A incorporagao de reguladores de maturagao tais como agucares (dextrose, glucose, sacarose
e lactose, entre outros) tém como principal fungdo aumentar a quantidade de substrato disponivel
para o crescimento das bactérias do acido lactico (BAL) (Vignolo ef al, 2010). O rapido
desenvolvimento das BAL permite que estas se tornem rapidamente a microflora predominante.
Em resultado, maiores quantidades de acido lactico sao libertadas, o que induz o decréscimo
mais acentuado do pH do meio que, em conjunto com a natureza competitiva das BAL, inibe o
desenvolvimento de microrganismo indesejaveis, como os patogénicos e os que estdo
envolvidos na deterioracao dos produtos. A inoculacédo de culturas de arranque (vulgarmente
designadas por sfarters) nas massas dos produtos de salsicharia tradicional, por sua vez, confere
beneficios importantes no que respeita ao nivel da sua qualidade na medida em que contribuem
para o desenvolvimento do sabor, cor e textura, mantendo as suas caracteristicas tipicas (Simion
et al., 2014). Deste modo a fermentacao nao fica exclusivamente dependente da microbiota
enddgena, mas também das culturas de arranque que propiciam a padronizagdao do processo
produtivo, facto que se traduz na maior homogeneidade do produto final (Leroy ef al., 2006; Baka
et al, 2011). Baka ef al. (2011) destacaram ainda o contributo das culturas de arranque para a
garantia da seguranca e estabilidade dos enchidos, estendendo o seu tempo de vida util. Entre
outras, os lactobacilos e os estafilococos sao frequentemente utilizadas por se encontrarem bem
adaptadas as condi¢oes fermentativas (Elias ef al., 2014). Este facto permite-lhes impulsionar as
reacgoes quimicas relacionadas com o processo fermentativo, metabolizando os acglcares e
convertendo-os em acido lactico e etanol (Bassi ef al, 2015; Cocconcelli e Fontana, 2015).
Bolores e leveduras s&o igualmente utilizados como culturas de arranque para a melhoria das
qualidades sensoriais, muito embora os primeiros, por serem microrganismos aerébicos, tenham

a sua aplicacao restrita a superficie/tripa dos produtos (Elias ef a/., 2014).

Na elaboracédo de enchidos crus curados é ainda habitual o recurso a aditivos estabilizantes,

emulsionantes, espessantes e gelificantes (fosfatos, carragenatos, caseinatos e proteinas de



soja, entre outros), cuja presenga visa potenciar a emulsificagdo da massa dos enchidos,
promovendo a ligagao dos seus fragmentos; reguladores de pH que através da acidificagéo
inibem o crescimento de microrganismos indesejaveis, promovem a emulsificagao e melhoram a
protedlise e a lipdlise (como o acido lactico, acido citrico, glucona-6-lactona); potenciadores do
sabor (acido glutdmico e glutamatos, acido guanilico e guanilatos, entre outros); corantes
(cochinilha (acido carminico), carotendides, xantofilas, entre outros) e os aditivos para tratamento
de superficie, como é o caso de agentes antifungicos como a pimaricina (Alvarez, 1994;
Roncalés, 2015).

1.2.4. Maturagdo da massa

Com a incorporagédo dos varios ingredientes na matéria-prima sdo desencadeadas multiplas
alteragdes quimicas, bioquimicas e microbiolégicas que fazem parte do processo fermentativo
que tem lugar durante a maturagcdo da massa, € que sdo essenciais para a qualidade e
seguranga do produto final.

E igualmente durante esta fase que se registam as maiores alteracdes ao nivel da microbiota. A
grande variedade de grupos de microrganismos presentes inicialmente na carne é gradualmente
reduzida (Ordofez ef al, 1999), em consequéncia do rapido desenvolvimento dos
microrganismos que estao mais directamente envolvidas no processo de fermentagdo como é o
caso das BAL, estafilococos coagulase-negativos (ECN) e, embora em menor escala, de bolores

e leveduras (Landeta ef al,, 2013).

Em Portugal, as massas sao habitualmente deixadas a maturar em cubas, que permanecem em
camaras de refrigeracao, entre 0 e 5 °C com humidades relativas entre 90% e 95%, por periodos
que podem variar entre 1 e 4 dias (Ferreira et al., 2007; Roseiro ef al., 2008; Elias ef al., 2014;
Laranjo et al, 2015). E frequente, contudo, que o processo de fermentacédo ocorra ja no interior
da tripa, depois do enchimento dos produtos, com regimes de temperaturas que podem variar
entre 18 e 27 °C e humidades relativas de 80 - 95%, durante 2 a 12 dias (Di Cagno et al., 2008;
Komprda et al., 2009; Aro ef al., 2010; Baka ef al., 2011; Kamenik ef al., 2012; Latorre-Moratalla
et al., 2014).

1.2.5. Enchimento

Esta etapa compreende a operagao de enchimento do invélucro com a massa de carne. Segundo
Wu ef al. (2015) os invoélucros de origem natural (principalmente do porco) consistiam, no
passado, uma forma de acondicionar a carne, entretanto picada e fermentada. No presente, os
involucros constituem uma barreira fisica, que protege os produtos de riscos externos,
designadamente o da contaminagao microbiana, conferindo igualmente maior ligagéo a massa e

forma ao produto final (Djordjevic ef al., 2015; Pecanac ef al., 2015).
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Existe actualmente uma grande diversidade de invélucros, de origem natural e artificial, aptos a
serem utilizados no fabrico de produtos de salsicharia. Para ambas as opgbes encontram-se
disponiveis diversos didmetros em fungéo das caracteristicas do produto pretendido. No caso
dos involucros naturais, estes incluem, por exemplo, os intestinos (grosso e delgado), o
estdbmago e a bexiga, que sado extraidos apds o abate do animal. As tripas naturais podem ser
de origem suina, bovina, ovina ou caprina (Heinz e Hautzinger, 2007). Os invélucros artificiais
sdo, como o nome indica, produzidos artificialmente, a partir de materiais naturais como o
colagénio e a celulose, ou sintéticos se forem usadas poliamidas ou polimeros de polietileno
(PE), dicloreto de polivinilideno (PVDC), polipropileno (PP) e poliéster (PET).

Na Tabela 2 sdo listadas algumas caracteristicas das tripas naturais e artificiais de origem
natural. Os invélucros naturais destacam-se pela sua tenrura, permeabilidade aos componentes
do fumo e pelo aspecto tradicional que conferem aos produtos, razéo pela qual continuam a ser
os preferidos dos produtores tradicionais. A irregularidade no calibre dos produtos e a sua
reduzida resisténcia mecanica constituem, porém, um inconveniente quando se trata de
processos a escala industrial. Os invélucros a base de colagénio e celulose, por seu turno, estao
mais bem adaptados a processos mais industrializados proporcionando maior rendimento,
facilidade de manipulagdo e maior uniformidade do calibre. Acresce ainda que, a contaminagao
microbiolégica destas tripas € praticamente inexistente nao necessitando por isso de cuidados
de maior relativamente ao seu armazenamento (Pecanac ef al,, 2015). Além disso, Ledesma ef
al. (2016a) referem que, para o mesmo tempo de fumagem, comparativamente as tripas naturais,
€ em comparagao com as tripas naturais, os involucros sintéticos apresentam uma cor mais

escura, conferindo aos produtos um aspecto “mais fumado”.

Tratando-se de uma tripa natural ou artificial, a sua elasticidade € um dos critérios mais
importantes, pois € esta capacidade que permite a sua expansao durante o enchimento
(acomodando no seu interior a massa dos enchidos), assim como a retrac¢ao que ocorre durante
a etapa de secagem. A seleccao da tripa a utilizar deve ainda considerar a sua resisténcia a
pressdo produzida durante o enchimento e a sua permeabilidade ao vapor de agua e

componentes do fumo (Heinz e Hautzinger, 2007).

Por forma a garantir as condigbes de anaerobiose necessarias, para impedir o desenvolvimento
de microrganismos envolvidos na decomposicao destes produtos, é imprescindivel a remogao
de bolsas de ar durante o processo de enchimento. Desta forma, sdo ainda favorecidos o
desenvolvimento da cor, a consisténcia adequada e a prevencao de reacgdes oxidativas que,
como se sabe, estao na origem de caracteristicas sensoriais indesejaveis (Feiner, 2006; Heinz e
Hautzinger, 2007; Djordjevic ef al,, 2015). O recurso a enchedoras que funcionam sob vacuo
promove ja a remogao de uma boa parte do oxigénio contido na massa, ainda assim & necessario

que esta seja cuidadosamente compactada, perfurada com agulhas e devidamente atada.



Tabela 2. Vantagens e desvantagens associadas as tripas naturais e artificiais de origem natural.

Natural Colagénio Celulose
Custo associado A mais dispendiosa Menos A mais econoémica
dispendiosa

Armazenamento refrigerado Sim Sim Nao

Tenrura Maior Menor Removida

Probabilidade de ruptura durante o Muito provavel Pouco provavel Improvavel

processamento

Custo associado a preparagdo Sim Nao Nao

Necessidade de imersgo e lavagem  Sim Nao Pode necessitar

antes do enchimento imersao

Adaptacao a operagdo em maquinas A menos adaptada  Mais adaptada A mais bem
adaptada

Penetragcdo dos componentes do

Muito permeavel

Menos permeavel

Pouco permeavel

fumo

Rendimento A de menor Bom rendimento A de maior
rendimento rendimento

Uniformidade do produto final A menos uniforme Maior A mais uniforme

Aspecto tradicional Maior Menor Nao tem

Adaptado de Wu et al. (2015).

1.2.6. Secagem

A etapa de secagem caracteriza-se pela desidratagdo gradual dos enchidos, com a consequente
reducao da sua aw. Os produtos que no inicio desta etapa apresentam teores de aw proximos de
0,96 - 0,97 (entretanto ja reduzidos devido a adi¢cao do sal) devem, por efeito da desidratagao,
atingir niveis iguais ou inferiores a 0,89, condi¢cao necessaria a estabilizagdo microbioldgica dos
produtos (Feiner, 2006). Deste modo a massa microbiologicamente instavel € convertida num
produto estavel. Em simultdneo com a redugao do teor de agua desenrolam-se a protedlise e
uma série de alteragbes fisicas, quimicas e bioquimicas, ja desencadeadas durante a fase
fermentativa e que se prolongam ainda durante esta etapa. Este € o caso da conversao dos
nitratos (NOs3") em nitritos (NO2’), crucial para que seja possivel o desenvolvimento da cor nos
produtos curados e que acontece neste periodo, sendo esta reaccdo mediada maioritariamente
pelas enzimas redutases dos ECN (Mauriello et al, 2004). Apesar dos claros beneficios

relacionados com a sua presenca, a utilizagao de nitritos e nitratos, ndo é isenta de riscos, e
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como tal devem ser usados com moderagao. A este respeito, De Mey ef al. (2014) é da opinido
que teores de nitritos e nitratos residuais abaixo de 20 mg/kg sdo fundamentais para que os
teores de outros contaminantes quimicos resultantes do nitrito residual, como as A-nitrosaminas,

se mantenham reduzidos.

As alteracdes que se verificam ao nivel da textura resultam de uma combinagédo de varios
factores em simultdneo, nomeadamente da descida do pH, do processo de desidratacdo e da
protedlise promovida pelas enzimas endogenas e microbianas. Nesta fase as proteinas
entretanto extraidas e solubilizadas, por ac¢ao da miga e do sal, coagulam, formando um gel que
promove a ligagdo da carne e gordura e 0 aumento da dureza (Barbut, 2015). Ruiz-Ramirez ef
al. (2005) relembram igualmente a importancia da diminui¢do do teor de agua no aumento da
dureza dos produtos, seja pela contracgdo que ocorre naturalmente, com o consequente
aumento da densidade do produto, ou devido a novas interacgdes que se estabelecem entre as
proteinas da carne. Em contrapartida, a acgdo das enzimas proteoliticas, tanto de origem
enddgena como microbiana, contribuem para a tenrura do produto (Troy e Kerry, 2010). A textura

final resultara, por isso, do equilibrio do conjunto destes factores.

Ao nivel dos aromas e sabor, transformagdes importantes desenrolam-se também nesta fase,
na sequéncia dos processos fermentativo, proteolitico e lipolitico (Casaburi ef a/., 2008; Flores e
Toldra, 2011). No contexto do processo fermentativo, destaca-se a oxidagcdo dos hidratos de
carbono que sao utilizados como fonte de energia por parte da microflora presente, em especial
das BAL, e a partir da qual resulta a libertacdo de acidos organicos, entre eles o acido lactico,
que é um dos principais responsaveis pelo sabor acido nos enchidos (Montel ef a/,, 1998; Flores
e Olivares, 2015). Na sequéncia da extensa protedlise sao libertadas grandes quantidades de
aminoacidos e péptidos de pequenas dimensdes aos quais sao reconhecidas propriedades
sensoriais relacionadas com o sabor dos produtos (Jurado ef a/., 2007; Martuscelli ef a/., 2009;
Mora et al, 2015). Segundo Toldra e Flores (1998), alguns aminoacidos encontram-se
correlacionados com sabores especificos. Estes mesmos autores ddo como exemplo a relagao
da tirosina e lisina com o sabor a envelhecido, assim como do acido glutdmico com o sabor
salgado, e da leucina com o sabor acido. A fenilalanina e isoleucina parecem estar igualmente
associadas ao sabor acido (Toldra, 1998). A correlagdo dos aminoacidos com sabores
especificos, contudo, ndo € ainda consensual, seja devido aos niveis de detecgao individuais
(que por serem frequentemente elevados dificultam a sua percepgao), ou devido a sinergia que
estes estabelecem entre si bem como com outros compostos presentes nos produtos (Montel ef
al, 1998). Paralelamente, os aminoacidos acumulados na matriz podem por sua vez ser
degradados e originar compostos com impacto ao nivel do aroma e sabor dos produtos. A
degradacgao dos aminoacidos decorre maioritariamente da actividade microbiana, muito embora
possam ocorrer algumas reacgdes quimicas, como a degradagao de Strecker (Ordofiez ef al,
1999). Entres os principais produtos da degradagdo dos aminoacidos destacam-se alguns
compostos que, pelo seu baixo nivel de detecc¢ao, tém um impacto consideravel no aroma e no

sabor. Este é o caso dos aldeidos, os alcoois € os acidos que se formam a partir da degradagao



de aminoacidos de cadeia ramificada (valina, isoleucina e leucina), mas também compostos
sulfurados (que surgem devido a degradagao da cisteina e metionina) ou do fenol e do indol (que

tém a tirosina e o triptofano como precursores) (Montel ef a/., 1998; Flores e Olivares, 2015).

A hidrdlise da fracgao lipidica, que no caso da carne de porco é constituida principalmente por
triglicéridos, ocorre por via enzimatica, promovida por lipases endégenas e bacterianas (em
particular dos ECN) (Mauriello ef al., 2004; Olesen et al., 2004). Durante este processo sao
libertadas grandes quantidades de acidos gordos livres (Ordofiez ef al., 1999; Zanardi ef al.,
2004), como os acidos oleico e linoleico que se encontram entre os mais abundantes na gordura
de porco (Wood et al, 2003; Bovolenta ef al, 2008; Baer e Dilger, 2014). Apesar destes
compostos ndo apresentarem qualquer tipo de aroma (Elias, 2004), da sua autoxidagao surgem
inUmeros compostos volateis, eles sim providos de aroma e sabor. Ainda que a oxidagao lipidica
seja um dos principais factores relacionado com a deterioragdo da qualidade dos produtos
carneos, quando esta ocorre em niveis moderados, € considerada desejavel, pois através dela
que sao obtidas algumas das caracteristicas sensoriais pretendidas para este tipo de produtos
(Ordofiez et al, 1999). Com base em Laranjo ef al. (2016¢), os alcanos, alcenos, aldeidos,
alcoois, cetonas e acidos sado os principais produtos das reacgdes de oxidagdo dos acidos
gordos. Com excepgao dos alcanos e alcenos, todos os outros grupos de compostos, ainda que
formados em pequenas quantidades (na ordem dos ppm), devido ao seu baixo limite de

percepgao sensorial, ttm um grande impacto nas caracteristicas sensoriais dos enchidos.

A duracdo desta etapa depende de factores relacionados com as condigcbes de secagem
(temperatura, humidade relativa, circulagao de ar) e o produto (humidade, dimensao, forma,
composicao) (Grau et al., 2015). Em qualquer dos casos, a velocidade de desidratagcao deve ser
controlada para que a agua, contida no interior dos enchidos, possa fluir gradualmente até a sua
superficie e, entdo ai, evaporar. Quando este processo € acelerado, € intensificada a
desidratacao da camada superficial dos produtos, dando lugar a formagao de uma crosta, mais
dura e menos permeavel a saida da agua (Gou ef al., 2005; Ruiz-Ramirez et al., 2005), facto que
compromete a desidratacdo dos produtos a partir do interior e a redugdo da aw, com
repercussdes directas na qualidade e seguranga microbiolégica do produto final. Um dos
mecanismos que pode ser utilizado para prevenir a desidratacdo excessiva da superficie dos
produtos, segundo Grau ef al. (2015), consiste no aumento da temperatura (que facilita a
migragcao da agua a partir do interior) com a manutencdo da humidade relativa em niveis
adequados. A adigado de maiores quantidades de gordura € também responsavel pela diminui¢ao
da aw inicial dos produtos. Neste caso, a velocidade de desidratagdo € menor sendo por isso,
segundo Feiner (2006), necessario manter a humidade relativa a niveis mais elevados, em
especial durante a fase inicial de secagem, para evitar a formagéo da referida crosta. Periodos
de secagem mais prolongados sao também necessarios para os produtos de maior calibre, ou

quando se procede a maior fragmentagao da carne e gordura (Grau ef al., 2015).
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Nos métodos tradicionais, e sempre que a fase fermentativa se desenvolve ja apos o enchimento,
¢é frequente o processo de fumagem coincidir com a fase de secagem dos produtos, decorrendo
estes dois em simultaneo. Nestes casos, a temperatura e humidade relativa dentro do fumeiro
sdo determinadas pela fogueira e pela circulagédo de ar veiculada pela chaminé. Um dos aspectos
fundamentais da fumagem tem que ver com o processo de deposi¢ao e penetra¢ao nos enchidos

dos compostos volateis contidos no fumo (Djinovic ef al, 2008a).

O fumo é gerado por combustao incompleta da madeira durante a qual, por meio de pirdlise, os
seus componentes (celulose, hemicelulose e lenhina) sdo decompostos numa série de moléculas
mais pequenas. A composicdo do fumo compreende, por isso, uma complexa mistura de
compostos cuja formagao esta dependente de factores como a temperatura, composigédo da
madeira e disponibilidade de oxigénio. Além do vapor de agua, do monoxido e dioxido de
carbono, séo ja conhecidas varias centenas de outros compostos organicos, nomeadamente
alcoois, carbonilos, acidos carboxilicos, ésteres, hidrocarbonetos (entre os quais os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, que serdo abordados na secc¢ao seguinte), oxidos de
nitrogénio e fenois (Sikorski e Kotakowski, 2010). E precisamente a alguns destes compostos
que se devem os beneficios atribuidos ao fumo. Por exemplo, Pegg e Honikel (2015) realgam o
papel dos compostos bacteriostaticos e micostaticos que cobrem a superficie exterior dos
enchidos e que contribuem para a sua preservacgao. Este efeito conservante do fumo deve-se
principalmente aos compostos fendlicos, aldeidos (tais como o guaiacol e o formaldeido,
respectivamente) e acidos carboxilicos (Goulas e Kontominas, 2005; Poéhimann ef al,, 2012;
Ledesma et al., 2016b). A accao destes compostos sobre os microrganismos pode manifestar-se
de diferentes formas, dependendo da sua sensibilidade. Sabe-se no entanto que as bactérias
sao mais susceptiveis quando se encontram na sua forma vegetativa, enquanto os fungos sao
consideravelmente resistentes (Sikorski e Kotakowski, 2010). Recorde-se, contudo, que esta
acgao é potenciada pelo efeito da temperatura, desidratagdo e redugdo da aw que ocorrem
durante a fumagem. Por esta razdo, o processo de fumagem assume especial importancia nos
métodos artesanais, ja que nos produtores mais industrializados o recurso a camaras de
ambiente controlado contribui para garantir a seguranga microbioldgica dos enchidos. Sikorski e
Kotakowski (2010) relembram que os compostos fendlicos do fumo sao ainda reconhecidos pela

sua forte acgao antioxidante, fundamental para retardar a oxidagéo das gorduras.

Outro aspecto indissociavel do processo de fumagem prende-se com o desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais (Feiner, 2006; Stumpe-Viksna ef al, 2008a; Ledesma ef al., 2016a).
Segundo Sikorski e Kotakowski (2010), uma parte importante das alteragdes de cor notadas nos
produtos fumados deve-se a deposicdo dos compostos corados do fumo. A este propdsito
Ledesma ef al. (2016b) referem ainda a importancia do escurecimento nao enzimatico, em que,
por intermédio da reacc¢ao de Maillard, os grupos carbonilo dos hidratos de carbono interagem
com os grupos amina das proteinas e das fracgdes azotadas nao proteicas, com a formagéao de
compostos corados (melanoidinas). A acgao dos compostos fendlicos contidos no fumo

estende-se ainda ao aroma e sabor onde, na opinido de Kostyra e Barytko-Pikielna (2006), eles



desempenham um papel fundamental. Sabe-se ainda que a este nivel os carbonilos e os furanos
influenciam fortemente a alteragdo dos aromas e que os aldeidos e os acidos estdo entre os
principais promotores dos sabores desenvolvidos durante a fumagem (Sikorski e Sinkiewicz,
2015). Os aromas e sabores habitualmente associados aos enchidos ndo dependem apenas dos
compostos do fumo, mas também das interaccbes que se estabelecem entre eles e os
componentes dos produtos. Deste modo, os aromas sdo determinados maioritariamente pelos
carbonilos e furanos e os sabores pelos aldeidos e pelos acidos. Os compostos fendlicos, por

seu turno, estado envolvidos na modificagao tanto do aroma como do sabor.

Apesar de todos os beneficios descritos anteriormente, a fumagem apresenta igualmente alguns
inconvenientes que sdo motivo de preocupacao. Sabe-se hoje que durante a pirdlise da madeira
sdo libertados inumeros compostos toxicos, entre os quais figuram os radicais livres, os aldeidos
e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Naeher ef al., 2007). Estes ultimos, em particular,
tém sido considerados comos os principais responsaveis pela relagdo ha muito estabelecida
entre o consumo de produtos fumados e o desenvolvimento de cancro (Phillips, 1999), sendo

esta tematica abordada com maior detalhe na secgédo que se segue.

1.3. HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS NOS PRODUTOS DE
SALSICHARIA

1.3.1. Aspectos gerais

A ocorréncia de multiplos contaminantes quimicos em produtos de salsicharia €, ha muito, motivo
de escrutinio no ambito da seguranca alimentar. Entre os mais investigados surgem os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH, da designacao inglesa polycyclic aromatic
hydrocarbons), que pela sua natureza mutagénica e carcinogénica representam um risco para a
saude dos consumidores deste tipo de produtos. Estes compostos integram um vasto grupo de
contaminantes ambientais, cuja presenca esta habitualmente associada a combustao incompleta
de matérias organicas que decorrem directa, mas nao exclusivamente, de processos industriais
como recurso energeético, facto que determina a sua ampla disseminagdo. Os combustiveis
fosseis, a incineragao do lixo, os incéndios florestais e o fumo dos cigarros, por exemplo,
constituem algumas das fontes mais significativas no que respeita a emissdo destes compostos

para o meio ambiente.

Do ponto de vista quimico, os PAH definem-se como compostos organicos, formados
exclusivamente por atomos de carbono e hidrogénio, dispostos sob a forma de anel aromatico,
o qual pode integrar entre 5 a 6 elementos. As suas ligagées duplas conjugadas, e consequente
deslocalizacdo da nuvem electronica, conferem-lhes uma elevada estabilidade quimica,

tornando-os pouco reactivos (Anyakora, 2007). Como tal, a sua elevada persisténcia no meio
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ambiente é inevitavel, permitindo a acumulagao de maiores quantidades destes compostos. De

realgar ainda a natureza lipofilica dos PAH, que se reflecte na sua baixa solubilidade em agua,

bem como o facto de serem susceptiveis a fotoxidagdo quando expostos a radiagao ultravioleta

(Simko, 2005). Com base no nimero de anéis que os compdem, os PAH sdo designados por

leves, quando possuem até 4 anéis aromaticos, e por pesados, se forem formados por 5 ou mais
anéis (Dennis ef al,, 1991; Plaza-Bolafos ef a/, 2010). Na Figura 6 é apresentado o conjunto de

PAH mais frequentemente avaliados nos alimentos.
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Figura 6. Estrutura quimica dos 16 PAH mais frequentemente estudados nos produtos alimentares.

Segundo McGrath ef a/. (2003) a formacao dos PAH durante a pirdlise da biomassa da madeira

pode ser atribuida a pelo menos dois mecanismos: reac¢des de adicdo do tipo Diels-Alder

(ilustrada na Figura 7) e da desoxigenagao de compostos aromaticos oxigenados. Durante a

pirdlise, a matéria organica é sucessivamente decomposta e transformada em moléculas mais

pequenas (frequentemente radicais livres)
da

recombinam e d&o origem a compostos
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Figura 7. Exemplo de uma reacgdo de adicéao
de Diels-Alder.



O perfil de PAH gerado durante o processo de fumagem é amplamente influenciado por factores
como a temperatura, a presenga de oxigénio, a humidade e a composicdo da madeira. A
temperatura é consistentemente referida como sendo um factor chave no que se refere a
formagdo de PAH. Diversos estudos concluem que o aumento da temperatura favorece a
formagéo de PAH, em especial os pesados (Maga, 1988). Concomitantemente, a humidade e a
disponibilidade de oxigénio, por influenciarem directamente a temperatura de pirélise da madeira,
sdo igualmente determinantes para o perfil de PAH gerado. Por outro lado, a combustdo de
madeiras duras revelou gerar menores quantidade de PAH, especialmente os pesados

(conhecidos por ser os mais perigosos) comparativamente as madeiras brandas.

Devido a sua presenca ubiqua, facilmente se compreende que a exposi¢do do ser humano aos
PAH pode ocorrer tanto por via inalatéria, como oral e dérmica. Quanto a sua ocorréncia nos
alimentos, ha muito que esta se encontra identificada, contudo, s6 mais recentemente se
tornaram motivo de preocupagao, em virtude de terem sido identificados numa vasta gama de
alimentos. Sao diversos os estudos que demonstram a sua presenca desde os vegetais, ao
peixe, aos cereais, aos 6leos e gorduras, bem como na carne e produtos carneos (Linares ef al.,
2010; Bansal e Kim, 2015). Simultaneamente, emergiram claras evidéncias de que a ingestao
de agua e alimentos contaminados constituem a maior fonte de exposicdo humana aos PAH
(Marti-Cid et al,, 2008; Farhadian ef a/., 2011). Mais concretamente, estima-se que mais de 90%
da exposi¢cao da populacdo aos PAH tenha origem nos alimentos (Furton e Pentzke, 1998;
Alomirah et al., 2011), por conseguinte € urgente avaliar e controlar o risco de exposi¢cao a estes
compostos (EC, 2002; Reinik ef al,, 2007; Plaza-Bolafos ef al., 2010).

1.3.2. PAH nos produtos carneos fumados

Em termos globais existem duas grandes vias pelas quais pode ocorrer a contaminagao dos
alimentos com PAH: a poluicdo ambiental (com impacto, por exemplo, nos vegetais que
contactam com o ar, agua e solos contaminados) ou durante o seu processamento (Camargo e
Toledo, 2003; Rey-Salgueiro et al., 2008; Chung ef al.,, 2011). De acordo com os dados recolhidos
pela Comissédo Europeia (CE) junto dos Estados-Membros (Tabela 3) a categoria da carne e
produtos carneos € um dos agentes responsaveis pela exposi¢cdo dos consumidores europeus
ao benzo[g]pireno (BaP) e PAH4, sendo este ultimo constituido pela soma dos teores de

benz[glantraceno (BaA), criseno (CHR), benzo[ flfluoranteno e BaP.

Nos produtos carneos a contaminagdao com PAH decorre quase exclusivamente durante o
processamento. Durante esta fase os produtos s&o sujeitos a tratamentos térmicos, como sejam
grelhar, fritar e assar, os quais favorecem a ocorréncia destes compostos (Alomirah ef al., 2011;
Chung ef al,, 2011; Duedahl-Olesen et al., 2015; Rose ef al., 2015; Goriji et al., 2016). A exposigao
ao fumo para efeitos de cura e secagem, como acontece nos produtos de salsicharia tradicional,

constitui a outra via de contaminagao decorrente do processamento tecnoldgico dos produtos
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carneos (Jira, 2009; Andrée et al.,, 2010; Lorenzo et al., 2010; Wretling et al,, 2010; Rozentale et
al., 2015).

Tabela 3. Exposi¢ao dos consumidores da Unido Europeia ao BaP e PAHA4.

BaP PAH4
Categoria

(ng/dia) (ng/dia)
Cereais 67 257
Actcar (incluindo chocolate) 5 25
Gorduras (vegetal e animal) 26 177
Vegetais, nozes e leguminosas 50 221
Frutos 5 75
Café, chad e cacau 21 106
Bebidas alcodlicas 4 25
Carne e produtos carneos 42 195
Marisco 36 289
Peixe 21 170
Queijo 6 20

Adaptado de EFSA (2008b).

1.3.3. Factores que afectam a contaminagéo dos produtos de salsicharia com PAH

Em virtude do crescente interesse em torno dos PAH, inumeros estudos foram realizados nos
ultimos anos a fim de determinar o grau de exposi¢cao dos consumidores a estes compostos,
através da ingestao de produtos carneos. Alguns desses resultados encontram-se compilados

na Tabela 4.



Tabela 4. Teores em BaP e PAH4 (ug/kg) determinados em diversos produtos carneos.

Pais Produto BaP PAH4 Referéncia
Espanha Produtos carneos fumados 0,02 - Garcia Falcon et al. (1999)
Carne e produtos carneos 0,10 1,61 Falco et al. (2003)
Botillo 0,38 2,25
Androlla 0,49 2,71
Carne e produtos carneos 0,14 1,45 Martorell et al. (2010)
Italia Salsichas tipo Frankfurt Fumagem tradicional 12,00 - Roda ef al. (1999)
Camara de fumagem: método directo 1,40 -
Camara de fumagem: método directo modernizado 0,72 -
Camara de fumagem: método indirecto 0,12 -
Dinamarca Salsichas pequenas 0,14 - Duedahl-Olesen et al. (2006)
Salame <0,08 -
Bacon <0,08 -
Irlanda Produtos carneos fumados 0,03 0,18 FSAI (2006)
Esténia Presunto 0,40 - Reinik et al. (2007)
Salsichas fumadas 0,40 -
Galinha fumada 0,40 -
Sérvia Salsichas Fumagem industrial (indirecta): 1 dia 0,51 0,83 Skrbié et al. (2014)
Fumagem industrial (indirecta): 3 dias 0,28 1,68
Fumagem tradicional (indirecta): 10 dias 0,51 1,49
Presunto de vaca 1,09 8,62 Djinovic et al. (2008a)
Presunto 0,52 4,48
Bacon sem pele 1,04 8,42
Bacon com pele 0,55 4,42
Cajna 0,24 1,79
Sremska 0,33 4,13
Letonia Produtos carneos fumados 0,74 6,36 Rozentale et al. (2015)
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Nos produtos de salsicharia, o perfil e o grau de deposigao/absor¢gao dos PAH ¢é determinada
principalmente pelo processo de fumagem, nomeadamente no que se prende com a sua

duragao, o tipo de madeira e as condigbes as quais € realizada a sua combustdo (Maga, 1988).

A seleccdo do tipo de madeira usada no fumeiro baseia-se em critérios relacionados com as
caracteristicas sensoriais que lhe estdo associadas em termos de aromas e sabores. Além disso,
a sua disponibilidade na regido em que s&o fabricados os produtos € um factor igualmente
importante. O azinho (Quercus ilexL.) e o sobro (Quercus suberl.) por exemplo, sdo os dois
tipos de madeira mais utilizados no Alentejo, enquanto em Tras-os-Montes a preferéncia recai
sobre o castanho (Castanea sativaMill.), o carvalho (Quercus fagineaLam.) e a oliveira (Olea
europaeal..). A combustdo de madeiras duras, como as mencionadas anteriormente, é de facto
recomendada, por duas razdes primordiais. A primeira prende-se com o facto de a pirdlise de
madeiras macias conferir ao fumo aromas e sabores indesejaveis (Meier, 2009). Por outro lado,
a combustdo deste tipo de madeiras gera habitualmente maiores quantidades de PAH. A
comprovar isto mesmo podem ser referidos os trabalhos de Guillén ef a/ (2000c), Garcia-Falcon
e Simal-Gandara (2005) e Stumpe-Viksna ef al. (2008a) onde, de acordo com estes ultimos
autores, a libertacao de maiores quantidades de PAH durante a pirdlise de madeiras macias se

deve a maior quantidade de resina que contém.

A par do tipo de madeira, a temperatura de combustdo tem uma influéncia dramatica sobre o
perfil e a quantidade de PAH formados. Ha muito que é conhecida a relagado directa entre o
aumento de temperatura e a formagao de maiores quantidades de PAH, especial sobre os
compostos de elevado peso molecular como o BaP (Maga, 1988). A temperatura de combustao
€, por sua vez, condicionada pela humidade da madeira e a disponibilidade de oxigénio. A nivel
nacional, para uma parte consideravel dos produtores, em especial os produtores tradicionais,
as condi¢des no interior do fumeiro sao influenciadas pelas condi¢des climatéricas através da

chaminé impossibilitando, desta forma, um maior controlo sobre a temperatura de combustao.

Ainda relativamente ao processo de fumagem, de referir a importancia da localizagdo dos
produtos dentro do fumeiro. Em primeiro lugar, porque a proximidade dos produtos a origem do
fumo favorece a acumulagdo de maiores quantidades de PAH. De igual forma, quando os
enchidos séo posicionados directamente sobre a fogueira a gordura que contém pode derreter e
ela propria sofrer pirdlise dando lugar a formagdo de PAH e niveis de contaminagdo mais
elevados (Chung ef al., 2011; Roseiro ef al., 2011).

Além dos aspectos relativos a fumagem, o grau de deposigao e incorporagao dos PAH nas
camadas internas é também afectado em fungéo das caracteristicas intrinsecas dos produtos.
Entre eles, a existéncia de uma barreira fisica (como a tripa dos enchidos, ou a pele do bacon,
por exemplo) e o teor de gordura sao dois factores comummente apresentados pela literatura
como exercendo influéncia sobre a acumulagdao de PAH nos produtos (Garcia-Falcon e Simal-
Gandara, 2005; Duedahl-Olesen ef al., 2006; Djinovic et al., 2008a).



As maiores quantidades de PAH sdo encontradas a superficie dos produtos, como tal, a tripa
assume especial importancia na medida em que constitui uma barreira a penetragéo dos PAH
(Garcia-Falcén e Simal-Gandara, 2005). Assim, a migragao destes compostos sera tanto mais
dificultada quanto maior for o grau de impermeabilidade da tripa. Considerando os resultados
publicados por alguns autores (Garcia-Falcon e Simal-Gandara, 2005; Skaljac et al,, 2014), a
tripa natural tem apresentado de forma consistente maior grau de permeabilidade aos PAH,
relativamente aos invélucros semi-sintéticos. De igual modo, em virtude da natureza lipofilica dos
PAH, maiores quantidades de gordura constituem um agente facilitador da absor¢do destes

compostos, como o demonstra o trabalho de Péhimann ef a/. (2013).

1.3.4. Efeitos toxicologicos

A relagéo entre a exposicao aos PAH e o desenvolvimento de cancros foi estabelecida pela
primeira vez no século XVIII, por Percivall Pott, que descreveu a ocorréncia de cancros no
escroto em limpa-chaminés (Luch, 2004). Muito embora os primeiros dados referentes as
propriedades carcinogénicas dos PAH datem de 1775, a identificacdo do primeiro composto
envolvido neste mecanismo surgiu bem mais tarde, ja em 1930, quando se relacionou o
dibenzo[a,Alantraceno (DBahA) com a actividade carcinogénica (Furton e Pentzke, 1998). A
evidéncia do desenvolvimento de cancro do colo-rectal e a exposigao aos PAH foi igualmente
identificada por Sachse ef al. (2002), Cross e Sinha (2004), Gunter ef al. (2005) e Sinha ef al.
(2005). O efeito toxico destes compostos foi ainda associado a ocorréncia de cancro no pulméo
e da mama (Lan ef a/., 2005; Brody ef al,, 2007), assim como de cancro do estémago e esofago
(Ward ef al., 1997). Em Portugal uma relacao similar foi reportada por Monteiro ef al. (1974) e
Monteiro ef al. (1983), que detectaram fortes indicios de que a elevada incidéncia de cancros
gastricos verificada na regido da Guarda seria devida a ingestao de teores importantes de PAH
presentes nos produtos fumados, muito apreciados pelos consumidores daquela regido. De
acordo com a Agéncia de Protecgdo Ambiental dos Estados Unidos da América (US EPA, do
inglés United States Environmental Protection Agency) foram encontrados defeitos congénitos
quando roedores em periodo de gestacao estiveram expostos a niveis superiores de 300 ppm
de BaP na sua alimentagao (US EPA, 2008). A mesma fonte refere ainda que roedores expostos
a niveis de BaP superiores a 900 ppm durante varios meses desenvolveram problemas de figado
e sangue. A exposigao alimentar parece estar ainda na origem da contaminagao do leite materno
e do cordao umbilical, onde se encontraram vestigios de BaP, DBahA e CHR, facto que, de

acordo com Madhavan e Naidu (1995), confirma a exposi¢ao do feto aos PAH.

Na Tabela 5 sao apresentados os PAH prioritarios seleccionados pela CE e pela US EPA. Da
referida tabela constam ainda as classificagdes atribuidas pela Agéncia Internacional da
Organizagdo Mundial de Saude que se dedica a investigagao do cancro (IARC, abreviado de
International Agency for Research Cancer) em fungao da sua toxicidade. A classificagao dos

compostos por parte deste organismo € baseada em cinco grupos distintos: carcinogénico para
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os humanos (Grupo 1); provavelmente carcinogénico em humanos (Grupo 2A); possivelmente
carcinogénico para os humanos (Grupo 2B); nao classificavel quanto a sua carcinogenicidade
para os humanos (Grupo 3); provavelmente ndo carcinogénico para os humanos (Grupo 4).
Apesar disto, no entender de Wenzl ef a/. (2006), ainda que alguns PAH individualmente néo
estejam envolvidos no processo de carcinogénese, o facto de ocorrerem repetidamente em

misturas complexas pode resultar num efeito sinergético.

Tabela 5. PAH definidos como prioritarios pela Comissdo Europeia e pela US EPA, bem como a
respectiva classificagdo de acordo com a IARC.

Nome comum Abreviatura CE! EPA2 Classificacao3
Acenafteno AC X 3
Acenaftileno ACL X -
Antraceno AN X 3
Benz[ajantraceno BaA X X 2A
Benzo[bjfluoranteno BbFA X X 2B
Benzofjjfluoranteno BjFA X 2B
Benzofkjfluoranteno BkFA X X 2B
Benzofbjfluoreno BbFL X 3
Benzo[ghijperileno BghiP X X
Benzo[ajpireno BaP X X 2A
Criseno CHR X X
Ciclopentalcdjpireno CPP X

Dibenzo[a, hjantraceno DBahA X X 2A
Dibenzofa, ejpireno DBaeP X 2B
Dibenzofa, hjpireno DBahP X 2B
Dibenzofa, ijpireno DBaiP X 2B
Dibenzofa, lJpireno DBalP X 2A
Fenantreno PHE X

Fluoranteno FA X

Fluoreno FL X
Indenof1,2,3-cdjpireno IP X X 2B
5-Metilcriseno 5-MCH X 2B
Naftaleno NA X 2B
Pireno PY X 3

" PAH definidos como prioritarios pela Comissao Europeia (EC, 2002).

2PAH definidos como prioritarios pela US EPA (2014).

3 Classificagdo dos compostos de acordo com a IARC (2016). Grupo 2A: provavelmente carcinogénico
em humanos; Grupo 2B: possivelmente carcinogénicos para os humanos; Grupo 3: ndo classificavel
quanto a sua carcinogenicidade para os humanos.

Os trabalhos realizados nos ultimos anos, para além de reforgarem o efeito carcinogénico,
mutagénico e teratogénico reconhecido nos PAH, procuram explicar os mecanismos envolvidos
assim como os factores que dao inicio ao desenvolvimento de cancro (Topinka ef a/,, 1998; Yu
et al., 2006; Castro et al,, 2008; Chakravarti ef al., 2008; Jung ef al., 2010; Korsh ef al., 2015; Li



et al, 2016). Uma vez no interior das células, os PAH sdo metabolizados a fim de serem
excretados, todavia, € precisamente nesta fase que os metabolitos sdo formados e que podem
ocorrer danos no ADN (Cross e Sinha, 2004), que numa fase inicial compreende a oxidagao dos
PAH através da ac¢ao enzimatica do citocromo P450 (Xue e Warshawsky, 2005), a partir da qual
se formam epodxidos, tais como os que sao ilustrados na Figura 8 (Melendez-Colon ef al., 2000).
Segundo Ramesh ef a/. (2004), a actividade biolégica dos PAH nos organismos é determinada
pela sua estrutura (zonas e disposigcdo dos atomos de carbono). Os mesmos autores
acrescentam que os compostos que contém uma zona em forma de baia (em inglés designada
por bay region), como a que se exemplifica na referida figura, reagem fortemente com o ADN
(formando o aducto PAH - ADN).

O aducto PAH - ADN entretanto formado pode eventualmente ser reparado e, neste caso,
segundo Anyakora (2007) e Chakravarti ef a/. (2008), pode verificar-se uma de duas situagdes:
o nucledtido afectado é revertido ao seu estado original (ainda antes da replicagao celular, sem
que dai advenham quaisquer consequéncias) ou da reparagao resulta a alteragdo permanente
da sequéncia do ADN (a qual pode iniciar a carcinogénese). Quando a reparagao nao ocorre ou
a modificagao persiste e o ADN nao é replicado correctamente o que leva a formagao de células
mutantes que, por sua vez, desencadeiam o desenvolvimento de tumores (Ramesh ef al,, 2004;
Chakravarti ef al., 2008).
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Figura 8. Metabolismo do BaP.
Retirado de http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc202.htm em 05/01/2016.

A extenséo da actividade carcinogénica dos PAH depende em grande medida de dois aspectos
fundamentais e que dizem respeito, em primeiro lugar, a sua capacidade bioacumulativa nos
organismos (ATSDR, 1995; EC, 2002) e, depois, pela via como ocorre a exposi¢cdo a estes
contaminantes quimicos. De acordo com a Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentagao e

Agricultura (FAO/WHO, 2005a), apesar do relato de varias excepgdes, a maioria dos estudos
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parecem indicar de forma bastante consistente uma relagéo entre a via de exposicdo e a
localizagéo do tumor (tumores gastricos que surgem devido a exposic¢ao oral e tumores de pele

em consequéncia da exposi¢do dérmica, por exemplo).

1.3.5. Analise de risco

Em face do perigo que os PAH representam, diversas autoridades tém desenvolvido esforgos
consideraveis no sentido de caracterizar o risco associado a exposi¢cdo a estes compostos. A
analise de risco, todavia ¢ dificultada pelo facto dos PAH ocorrerem habitualmente em misturas
complexas, bem como a multiplicidade das vias pelas quais os individuos estdo em contacto com
estes compostos toxicos. Por outro lado, os dados apresentados por Kligerman ef al. (2002)
parecem indicar que as alteragdes podem variar de individuo para individuo. Desta forma, as
consequéncias do contacto com os PAH dependem do grau seu de acumulagdo nos tecidos
adiposo e subcutaneo e do metabolismo do individuo afectado (Singh ef al,, 2016). Este é assim
um aspecto que deve ser, no entender de Singh ef al. (2016), abordado de forma cautelosa
quando se trata da analise de risco relativamente a estes compostos, em especial, em individuos

fumadores, por exemplo.

Actualmente existem varias abordagens possiveis para a analise de risco do desenvolvimento
de cancro por contacto com PAH pela via alimentar, das quais destacamos duas por serem as
mais frequentemente referidas na literatura: o factor de equivaléncia toxica (TEF, da designacao
inglesa foxic equivalent factor) e a margem de exposi¢cao (MOE, acrénimo derivado do termo
inglés margin of exposure) (Duedahl-Olesen ef al., 2006; Benford ef al, 2010; Martorell ef al.,
2010; Bansal e Kim, 2015; Duedahl-Olesen ef al., 2015; Rozentale et al., 2015).

A analise de risco com base no TEF surge da necessidade de avaliar a toxicidade de misturas
de PAH (Ramesh ef al, 2004). Esta metodologia consiste na quantificagdo da toxicidade e
carcinogenicidade dos compostos por comparagao com um segundo composto de referéncia
(Delistraty, 1997). Para os PAH o factor associado a cada composto € determinado a partir de
dados toxicoldgicos tendo como referéncia o BaP (Tabela 6). O resultado da sua multiplicagao
pela concentracdo do composto em analise determina os equivalentes de BaP, também
designados de BaPE (Bansal e Kim, 2015). A inexisténcia de dados relativamente a interacgao

destes compostos constitui uma desvantagem desta abordagem (Ramesh ef al., 2004).



Tabela 6. Valores de TEF para os PAH individuais.

PAH TEF
Acenafteno 0,001
Acenatftileno 0,001
Benz[alantraceno 0,1

Benzofbfluoranteno 0,1
Benzofkjfluoranteno 0,1

Benzo[ghijperileno 0,01
Benzo[ajpireno 1
Criseno 0,01

Dibenzofa,hjantraceno 1

Fenantreno 0,001
Indenof1,2,3-cdjpireno 0,1

Naftaleno 0,001
Pireno 0,001

Adaptado de Nisbet e LaGoy (1992).

A segunda metodologia para a anadlise de risco associado ao consumo de alimentos
contaminados com PAH é a preconizada pela Autoridade Europeia para a Seguranga dos
Alimentos (AESA). Esta abordagem tem por base a determinagdo da margem de exposi¢ao que,
em termos praticos, equivale a uma “margem de seguranca”. De acordo com este organismo,
quanto menor for a referida margem, maior sera o risco associado (EFSA, 2005). O valor de MOE
€ determinado pelo racio entre o valor da dose estimada necessaria para causar uma incidéncia
de 10% de tumores (em inglés designada por benchmark dose lower confidence limit 10%,
BMDL+1o) e a ingestao diaria (Barlow ef al., 2006; Duedahl-Olesen ef a/.,, 2015). Conforme alega
a AESA, se a margem de exposig¢ao dai resultante for igual ou superior a 10000, entao & possivel
garantir um baixo risco para a saude dos consumidores (EFSA, 2005). O facto de ser baseada
quer na exposicao alimentar, mas igualmente em dados laboratoriais que permitem estabelecer
uma relacao dose-resposta, conferem a esta abordagem maior robustez (FAO/WHO, 2005a;
Barlow ef al., 2006; Yebra-Pimentel ef al,, 2015). Esta metodologia foi adoptada pela AESA em
2005 para analise de risco de compostos genotoxicos e carcinogénicos (EFSA, 2005), utilizando
para o efeito niveis de BMDL1o de referéncia de 0,07 e 0,34 ng/kg pc/dia de BaP e de PAH4,
respectivamente (EFSA, 2008Db).

1.3.6. Estratégias para minimizar / remover PAH dos produtos

Em consequéncia do elevado poder carcinogénico e mutagénico dos PAH descrito na secgao
anterior, urge minimizar, tanto quanto possivel o grau de exposi¢cao dos consumidores a estes
contaminantes. Devido a elevada estabilidade destes contaminantes quimicos, a sua eliminagao,
a luz dos conhecimentos actuais, € extremamente dificil, se ndo mesmo inviavel. Como tal, a

reducao dos niveis de contaminagao nos produtos carneos fumados passa, em grande medida,
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pela adopgao de metodologias preventivas, desde logo na fase de secagem onde os produtos
se encontram expostos ao fumo e a contaminagao ocorre. Na revisao bibliografica elaborada por
Ledesma ef al. (2016b) sao incluidas algumas das tecnologias que tém vindo a ser propostas
como resultado de diversos trabalhos de investigacao que tém sido desenvolvidos nestes ultimos
anos. De entre as diversas variaveis abordadas estes autores destacam trés, que constituem
uma importante mais-valia no que respeita a redugédo da contaminagédo dos produtos com PAH:
o tipo de involucro, a tecnologia de fumagem (directa ou indirecta) e a temperatura de pirdlise
referindo a necessidade da temperatura de combustdo da madeira ndo exceder os 600 °C.
Apesar da importancia do controlo da temperatura na prevencao da formagéo de PAH pesados,
Jira ef al. (2013) alertam que esta ndo devera ser inferior a 500 °C, uma vez que para obter as
caracteristicas sensoriais desejadas, em particular o aroma e sabor a fumo, seriam necessarios
periodos de fumagens mais prolongados e perdas de peso mais elevadas. Por outro lado, a
implementacgao de tecnologias que impegam o contacto directo entre os produtos e os PAH sao
consideradas igualmente eficazes. Além da utilizacdo de tripas impermeaveis e da fumagem
indirecta, ja referidas anteriormente, é aconselhavel a colocagao de filtros que retenham os PAH
colocados a saida do fumeiro. A utilizagado de condensados de fumo é outra opgao amplamente
referida na literatura (Guillén et al., 2000a; Simko, 2005; Duedahl-Olesen et al.,, 2006). Os aromas
de fumo liquido sdo obtidos a partir da combustdo controlada da madeira, condensados e
posteriormente filtrados, para que particulas e compostos indesejaveis como os PAH sejam
removidos. Desta forma, a utilizagdo de condensados de fumo liquido assume-se também como
uma tecnologia altamente benéfica no que se refere a prevencao da contaminagdo com PAH. A
seu favor é de referir a facilidade de aplicagdo do aroma de fumo liquido, a maior homogeneidade
no produto final, bem como a sua acgdo antimicrobiana, nomeadamente sobre alguns

microrganismos patogénicos (Lingbeck ef al., 2014).

Quando os PAH se encontram ja incorporados nos produtos, as estratégias para os minimizar
incidem principalmente na sua remoc¢ao. Maga (1988), por exemplo, sugere a lavagem dos
produtos como forma de remover entre 20 a 30% dos PAH. Simko (2005), por sua vez, conseguiu
diminuir a concentragdo de BaP de 4,8 para 1,9 pg/kg através da cozedura dos produtos,
resultados que atribuiu a transferéncia da gordura contida nos produtos, onde se acumula a maior
quantidade de PAH, para a agua da cozedura. A mesma estratégia € sugerida por Chen e Chen
(2005), Fries e Zarfl (2012) e Garcia-Falcon e Simal-Gandara (2005), mas desta vez a remogao
foi conseguida através da transferéncia dos PAH por contacto directo com o material da
embalagem. Resultados bastante encorajadores foram apresentados por Chen e Chen (2005),
por exemplo, que registaram uma diminui¢cdo na ordem de 50 e 70% nos teores de BbFA e BaP,
respectivamente, por contacto da pele de pato tostada com polietileno de baixa densidade (em
inglés designado por /ow density polyethylene, LDPE). A eficacia desta metodologia depende,
claro esta, do grau de afinidade dos PAH para a embalagem, como alids se comprova pelo
trabalho de Fries e Zarfl (2012) e Simko (2005), e que varia em fungdo das caracteristicas da

matriz dos produtos e do material da embalagem.



1.3.7. Legislagcao

Durante algum tempo o BaP foi o mais estudado deste grupo de contaminantes quimicos (Plaza-
Bolafos ef al., 2010), tendo mesmo sido considerado como um bom indicador da presencga de
PAH (Garcia Falcon ef al., 1999). Mais recentemente, o parecer emitido pela AESA (EFSA,
2008b), tendo por base o estudo de Culp ef al. (1998), veio demonstrar a necessidade de
reavaliar este pressuposto. Por conseguinte, foi recomendado que a analise de risco se baseasse
futuramente no indicador entretanto designado por PAH4 constituido pelos teores individuais de
BaA, CHR, BbFA e BaP. A mesma entidade assinala o PAH8 como um indicador igualmente
valido e que, nesta caso, corresponde ao somatoério dos mesmos compostos enumerados para
o PAH4 acrescido do benzo[Alfluoranteno (BkFA), benzo[ghiperileno (BghiP), DBahA e
indeno[1,2,3-cdlpireno (IP).

Na ultima década tém sido desenvolvidos esfor¢cos consideraveis no sentido da reducédo da
exposi¢cao dos consumidores aos PAH, seja pela consciencializagdo do risco envolvido no
consumo de produtos contaminados, seja pela adequacgao da legislagao a nivel comunitario. Em
2005 foi aprovada a primeira regulamentacdo europeia a este respeito. Com o
Regulamento (CE) N.° 208/2005 (CE, 2005a) a CE estabeleceu 5 pg/kg como o teor maximo
admissivel para o BaP (na altura considerado como composto indicador da presenga dos PAH
com efeito toxicoldgico) em carnes fumadas e produtos fumados a base de carne. Desde entao,
e seguindo as recomendagdes entretanto emitidas pela AESA (EFSA, 2008b), a legislagao
comunitaria passou a contemplar ndo apenas o teor em BaP como anteriormente, mas também
o do indicador PAH4. Actualmente, tal como prevé o Regulamento (CE) N.° 835/2011 da
Comissao, os teores maximos autorizados de BaP e PAH4 nos produtos carneos sao,

respectivamente, de 2 e 12 pg/kg.

1.4. AMINAS BIOGENICAS NOS PRODUTOS DE SALSICHARIA

1.4.1. Aspectos gerais

As aminas biogénicas (AB) caracterizam-se por serem substancias nitrogenadas de baixo peso
molecular e que estao envolvidas em diversas fungdes bioldégicas nos animais, plantas e
microrganismos, razao pela qual sdo frequentemente designadas como aminas biologicamente
activas. A classificagdo das AB é geralmente feita tendo por base a sua estrutura quimica ou a
sua origem. De acordo com a sua estrutura quimica, podem ser agrupadas em aromaticas,
alifaticas ou poliaminas. A sua origem, por sua vez, determina se sdo endégenas ou exogenas.
As primeiras dizem respeito aquelas que ocorrem habitualmente no organismo, como a

espermina e a espermidina, ao passo que as aminas exogenas, onde se incluem a triptamina,
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B-feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina e tiramina, devem a sua presenca nos

alimentos a actividade microbiana.

A sintese das AB é realizada por enzimas de origem bacteriana que promovem a
descarboxilagdo dos aminoacidos existentes no meio (Kumar ef al, 2015). As aminas
descarboxilases, assim designadas, apresentam uma actividade especifica, o que significa que
actuam sobre aminoacidos especificos. Desta forma, cada amina é produzida a partir do
respectivo aminoacido precursor, tal como se encontra esquematizado na Figura 9. Na verdade,
a putrescina constitui uma excepgao, uma vez que além da desaminagao da ornitina (Pereira ef
al., 2009) esta pode ser formada por outras vias, nomeadamente através da agmatina por acg¢ao
da agmatinase (Moinard ef al/,, 2005). Por sua vez, com a adicéo de dois grupos amino-propil, a
putrescina é convertida a espermidina que por adicdo de um novo grupo de amino-propil pode
ser convertida a espermina (Thomas e Thomas, 2003). Por este motivo, quando presente em
pequenas quantidades, a putrescina pode ser considerada como tendo origem enddgena
(Bardocz, 1995; Vidal-Carou et al., 2015).

Contrariamente ao que sucede com as aminas exdgenas, as poliaminas fisioldégicas espermidina
e espermina nao dependem da actividade microbiana, existindo naturalmente nos alimentos e
em conjunto com a diamina putrescina sao indispensaveis as células. Estas desempenham
fungdes de regulagdo ao nivel da sintese proteica e dos acidos nucleicos, onde intervém
activamente no crescimento e regeneracao das células e dos tecidos (Silla Santos, 1996). Assim,
a acumulagao de poliaminas é, por isso, mais elevada em tecidos de crescimento rapido ou em
fases de maior regeneracgao celular. As poliaminas estao por isso intimamente relacionadas com
o desenvolvimento de tumores (Bardécz, 1995; Thomas e Thomas, 2003; Kalac e Krausova,
2005). Por este motivo Kalac¢ (2006) defende que a investigacao ao nivel do tratamento de cancro
devera passar também pela regulagao dos niveis destas aminas, nomeadamente minimizando a

sua ingestao.
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Figura 9. Estruturas quimicas e mecanismos de formacéo das AB.
Adaptado de Bover-Cid ef al. (2014).

Na medida em que ocorrem naturalmente nos organismos, a espermidina e a espermina sao

geralmente as mais abundantes nos alimentos frescos como os frutos e vegetais, leite, carne e

peixe. A primeira destaca-se em produtos de origem vegetal enquanto a espermina surge em

maiores quantidades nos de origem animal (Bover-Cid ef al., 2014). As aminas exdgenas, por

sua vez, surgem na sequéncia da actividade microbiana levada a cabo em produtos

armazenados e/ou processados, e sdo quase sempre as mais abundantes neste tipo de

alimentos. A titulo de exemplo, sdo apresentados os teores em aminas para alguns alimentos na

Tabela 7.
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Tabela 7. Teores médios de aminas biogénicas (mg/kg) em diversos tipos de alimentos.

Produtos N Aminas biogénicas

Triptamina B-Feniletilamina Putrescina Cadaverina Histamina Tiramina Espermidina Espermina
Frutos (laranja, maga, kiwi) 136 ND ND 13 - ND 1 5 1
Frutos secos (améndoa, pinhbes, pistacios) 41 1 ND 5 - ND ND 23 14
Vegetais (fomate, batata, espinafre) 98 ND ND 6 ND 3 1 16 3
Legumes (lentilhas, fejjdo) 11 - - 3 - - - 31 14
Cereals (pédo, arroz) 28 - - 6 ND ND - 55 15
Chocolate 25 ND 2 ND 1 1 2 2 2
Especiarias 12 - 1 3 1 - 4 11 3
Peixe fresco 136 ND ND 1 1 1 1 4 7
Peixe enlatado 96 ND ND ND ND 14 2 1 2
Peixe semi-preservado 49 ND 1 4 13 3 15 2 5
Produtos cédrneos tratados termicamente 48 ND ND 1 6 ND 9 3 20
Produtos cédrneos curados 23 ND ND 4 28 13 7 6 36
Produtos cédrneos fermentados 209 16 9 94 41 32 181 5 21
Queijo ndo fermentado 20 - - ND ND - ND ND ND
Queijo (leite cru) 20 7 6 130 55 59 155 7 2
Queijo (leite pasteurizado 20 6 7 87 58 18 78 4
Cerveja de alta fermentacdo 49 ND ND 1 1 4 ND 1
Cerveja de baixa fermentacdo 88 ND 1 2 2 7 ND 1
Vinho branco 83 - - - - 1 1 - -
Vinho tinfo 260 - - - - 4 3 - -

N: nimero de amostras analisadas. ND — ndo detectado.

Adaptado de Bover-Cid ef al. (2014).
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Os alimentos e bebidas que dependem do crescimento e da actividade microbiana durante o seu
processamento ou armazenamento sao particularmente susceptiveis de apresentar teores
significativos de AB. O vinho, queijo e produtos carneos cujo processo de fermentagao depende
directamente da actividade de microrganismos, nomeadamente daqueles que possuem enzimas
descarboxilases, s&o disso bons exemplos. O desenvolvimento de microrganismos indesejaveis,
como os que intervém na deterioracdo dos alimentos, pode estar igualmente na origem de
elevados niveis de contaminag&o. Por esta razdo as AB sao geralmente consideradas como bons
indicadores de frescura e qualidade higiénica dos alimentos. Ao nivel do armazenamento, por
exemplo, indiciam condi¢des inadequadas de conservagao que podem estar relacionadas com
quebras da cadeia de refrigeragao. Nos produtos fermentados, por seu lado, teores elevados de
AB sugerem um crescimento microbiano descontrolado que podera resultar de uma reduzida
qualidade higiénica das matérias-primeiras ou de praticas de fabrico inadequadas (Komprda ef
al, 2004; Stadnik e Dolatowski, 2010). Neste contexto, Hernandez-Jover ef al. (1996)
propuseram limites de referéncia para que uma carne pudesse ser classificada em fungado da
sua qualidade higiénica. Aqueles autores sugerem que sempre que a soma de putrescina,
cadaverina, histamina e tiramina for inferior a 5 mg/kg estamos perante uma carne de elevada

qualidade higiénica, no que concerne ao teor em AB.

1.4.2. Aminas biogénicas na carne e produtos carneos

Os produtos carneos reunem uma série de factores favoraveis a formacao de AB. Desde logo
porque sao alimentos ricos em proteinas, péptidos e aminoacidos. A extensao da aminogénese,
contudo, é variavel em fungao do tipo de produto considerado, como se constata pela analise da
Tabela 8, onde sdo compilados resultados obtidos por diversos autores que estudaram diferentes

produtos de diferentes proveniéncias.
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Tabela 8. Teores médios em aminas biogénicas (mg/kg) em produtos carneos e, quando disponivel, valor minimo e maximo.

Produtos N AB
Triptamina B-Feniletilamina Putrescina Caagaverina Histamina Tiramina Espermidina Espermina
Chorizo 20 16 1 60 20 18 282 4 26
(ND - 88) (ND - 52) (3-416) (ND - 658) (ND - 314) (29 - 627) (2-10) (14 - 44)
Chorizo 3 ND ND 92 103 6 129 8 46
(1-185) (9 - 229) (1-16) (19-214) (7-8) (36 - 59)
Fuet 11 9 2 72 19 2 191 5 17
(ND - 68) (ND - 34) (2-222) (5-51) (ND - 358) (32-743) (1-11) (9 - 30)
Fuet 23 8 8 49 28 12 119 8 24
(ND - 36) (ND - 47) (1-169) (82 - 156) (ND - 158) (22-272) (2 -45) (2-84)
Fuet fino 15 5 4 80 43 1 92 7 25
(ND - 39) (ND - 29) (1-513) (1-115) (ND - 5) (1-218) (1-21) (2-44)
Sobrasada 7 12 2 65 13 9 332 3 14
(ND - 65) (ND - 39) (2-501) (3-42) (3-143) (58 - 501) 2-7) (10-18)
Sopressata 9 - 3 99 61 22 178 40 36
(ND - 20) (ND - 416) (ND - 271) (ND - 101) (ND - 557) (ND - 91) (ND - 98)
Salsichon 19 15 12 99 18 14 141 4 25
(ND - 142) (ND - 126) (ND - 325) (ND - 127) (ND - 59) (3 -490) (1-13) (7 -52)
Salsichon 22 9 7 103 12 7 281 5 15
(ND - 65) (ND - 35) (6 - 400) (ND - 342) (ND - 151) (53 - 513) (1-14) (7 - 43)
Saucisson (Industrial) 5 4 4 279 103 71 220 5 91
(0-9) (0-38) (195 - 410) (31-192) (16 - 151) (172 - 268) (4-6) (59 - 119)
Saucisson (Tradicional) 3 ND 1 223 71 15 164 4 84
(0-4) (61-317) (39 - 110) (15 - 16) (84 - 217) (2-6) (82 - 86)
Pepperoni 11 18 6 61 82 21 94 6 33
(ND - 42) (ND - 48) (ND - 230) (ND - 390) (ND - 200) (5-190)
Lubeck 9 10 4 49 3 6 73 5 33
(ND - 20) (ND-7) (ND - 220) (ND - 8) (ND - 40) (9 - 150)

N: niUmero de amostras analisadas. ND - ndo detectado.

Adaptado de Vidal-Carou ef al. (2015).

52



Na carne fresca, as poliaminas naturais sdo as mais prevalentes, por oposigao as aminas de
origem bacteriana que se encontram em quantidades reduzidas, ou mesmo ausentes. Teores
que variam entre 15 - 50 mg/kg de espermina e 1 - 5 mg/kg de espermidina sao frequentemente
encontrados na carne fresca, sendo que esta gama de resultados ndo depende da espécie
animal considerada, mas sim dos diferentes tecidos (ou 6rgaos) e das diferentes actividades
metabdlicas a eles associadas (Vidal-Carou ef al,, 2009). Sendo assim, os niveis de poliaminas
encontrados nos produtos carneos serao necessariamente determinados pelos tecidos utilizados
como matéria-prima. A acumulagdo de aminas exdgenas na carne surge habitualmente durante
0 seu armazenamento em consequéncia da actividade microbiana que se estabelece durante
este periodo, tal como o demonstram os trabalhos de Halasz ef al. (1994); Galgano ef al. (2009);
Li et al. (2014) e Vidal-Carou ef al. (1990). A velocidade a que aquelas aminas sao formadas é
tanto maior quanto maior a temperatura de armazenamento (Vidal-Carou ef a/., 1990). Com o
decorrer do tempo de armazenamento as aminas bacterianas podem atingir quantidades
assinalaveis mesmo antes do aparecimento de qualquer sinal que do ponto de vista sensorial

possa sugerir a deterioragao da carne.

Os produtos sujeitos a tratamento térmico apresentam tendencialmente teores reduzidos, ou
mesmo indetectaveis, de aminas de origem bacteriana. O tratamento térmico actua
preventivamente sobre o desenvolvimento de microrganismos e, consequentemente, sobre a
formacao de AB, pelo que os niveis de putrescina, cadaverina, histamina e tiramina sao de um
modo geral muito reduzidos nestes produtos (Vidal-Carou ef al, 2009). Nestes casos, as
poliaminas naturais sdo mais uma vez prevalentes, no entanto, em menores quantidades
comparativamente a carne fresca, devido ao efeito de diluicao que resulta da adigao de outros

componentes como a gordura e a agua (Hernandez-Jover ef al.,, 1997).

Nos produtos curados, como o bacon e o presunto, a proliferagcao microbiana é limitada pela
acgcao do sal. Na presenca de elevadas concentragdes salinas o crescimento microbiano é
fortemente inibido, desenvolvendo-se apenas microrganismos tolerantes ao sal, nomeadamente
as bactérias haldfilas, assim como algumas leveduras e BAL. Este facto faz com que os niveis
de AB se mantenham reduzidos. Niveis mais elevados de AB podem contudo surgir quando os
produtos sdo sujeitos a tempos de maturagdo mais prolongados, tal como Virgili ef a/. (2007)
relataram. Em presuntos com 15 meses de maturacdo estes autores encontraram teores
maximos de putrescina de 3 mg/kg. Aos 19 e 23 meses de maturagéo estes ascendiam ja a 93

e 219 mg/kg, respectivamente.

Os produtos fermentados sao globalmente os mais susceptiveis de apresentar quantidades
elevadas de AB de origem bacteriana, isto porque durante o fabrico as condi¢des tecnologicas
favorecem o crescimento microbiano e a protedlise, por serem factores cruciais no
desenvolvimento das propriedades organolépticas dos produtos. Por outro lado, no entender de
Bover-Cid ef al (1999), o meio acido favorece a sintese e actividade das enzimas

descarboxilases que actuam sobre os aminoacidos.
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Do conjunto das oito aminas biologicamente activas habitualmente avaliadas, quatro delas
destacam-se por serem as mais predominantes: a tiramina, a putrescina, a cadaverina e a
histamina. De facto, apesar de existir uma grande variabilidade associada ao perfil de aminas
nos produtos carneos, o predominio destas aminas & um resultado transversal a maioria dos
trabalhos publicados acerca destes produtos (Ruiz-Capillas e Jiménez-Colmenero, 2004a;
Miguélez-Arrizado ef al., 2006; Papavergou ef al,, 2012). Como resultado da intensa actividade
desenvolvida pelas BAL durante o processo fermentativo, a tiramina € de uma forma geral a
amina que se encontra em maiores quantidades (Shalaby, 1993; Eerola ef a/,, 1998; Virgili ef al.,
2007; Papavergou ef al, 2012), com teores maximos que podem ultrapassar os 700 mg/kg.
Embora em menores quantidades, as diaminas putrescina e cadaverina estdo também presentes
na maioria dos produtos carneos fermentados. Ainda assim, Erkmen e Bozkurt (2004) e Eerola
et al. (1998) registaram teores préximos de 900 e 800 mg/kg de putrescina e cadaverina,
respectivamente. A histamina, por sua vez, encontra-se frequentemente ausente dos produtos
fermentados existentes no mercado, no entanto, de acordo com Vidal-Carou ef a/. (2009) também
para este composto se regista uma elevada disperséo de resultados como, de resto, & notério
pelos exemplos incluidos na Tabela 8. Apesar do teor maximo de 100 mg/kg indicado como limite
de seguranca (Silla Santos, 1996), é frequente algumas amostras apresentarem niveis de
contaminagao superiores. Nos casos em que se verificam elevados teores de histamina, estes
sao geralmente acompanhados por elevados teores de outras AB. Ja a ftriptamina e

B-feniletilamina, quando presentes, encontram-se normalmente em pequenas quantidades.

A grande variabilidade de resultados que habitualmente se regista para os teores das AB nos
produtos nao se estende, porém, as poliaminas naturais. Acresce ainda que o teor destas aminas
permanece globalmente inalterado durante o processamento e/ou armazenamento. Existem,
contudo, algumas excepgdes como as que foram observadas nos trabalhos de Bover-Cid ef al.
(2001b) e Bover-Cid et al. (2001e), nos quais se registaram a diminuicdo da espermidina e
espermina. Nestes casos, o0s autores referem que a causa mais provavel para esta tendéncia se
prende com a reacgao de desaminagao, bem como o seu consumo, como fonte de azoto, por

parte da microflora existente.

1.4.3. Produgéo de aminas biogénicas por microrganismos isolados a partir de produtos carneos

fermentados

As enzimas descarboxilases s&o sintetizadas pelos microrganismos presentes nos produtos,
facto que torna a formacgao e a acumulagao de aminas indissociavel da evolugao microbiolégica.
Esta capacidade nao é, no entanto, transversal a todos os microrganismos e, segundo Suzzi e
Gardini (2003), no caso dos produtos carneos a capacidade de produzir AB € mais frequente nas
enterobactérias, nos enterococos e nos lactobacilos. Note-se que embora estes microrganismos
possam apresentar geralmente uma maior actividade descarboxilativa, esta € uma caracteristica

que depende ainda da estirpe considerada.



Uma elevada actividade descarboxilativa esta associada as enterobactérias em particular no que
se refere a formagéo de putrescina e cadaverina, embora elevados niveis de histamina possam
também surgir. Estes microrganismos caracterizam-se por surgirem principalmente na fase inicial
da producao dos enchidos crus curados, estando a sua presenga bastante limitada no produto
final. A sua proliferagdo ocorre em matérias-primas de baixa qualidade, mas também quando é
permitida uma fermentag&do descontrolada dos produtos. Durante o desenvolvimento daqueles
microrganismos s&o libertadas enzimas descarboxilases que se mantém activas, mesmo depois
de ja ndo se encontrarem células viaveis (Suzzi e Gardini, 2003), contribuindo para a produgéo
de AB. Resultados de estudos efectuados por Bover-Cid ef al. (2001a) com Citrobacter freundii,
Enferobacter cloacae, Klebsiella oxyfoca, Serratia liquefaciens e S. marcescens, isoladas de
produtos de salsicharia, demonstram a grande capacidade de algumas estirpes de

enterobactérias para produzirem putrescina e cadaverina.

As BAL sdo um dos géneros que mais contribui para a actividade descarboxilasica que se verifica
nos produtos carneos. Apesar de lhes ter sido identificada alguma capacidade para produzir
histamina, triptamina e B-feniletilamina (de Las Rivas ef al, 2008), sdo frequentemente
reconhecidas como as principais responsaveis pela acumulagao de tiramina. Entre outras, a
formacgdo desta amina € consequéncia da actividade de algumas estirpes de Lacfococcus e
Leuconostoc (Choudhury et al., 1990; Gonzalez de Llano ef a/., 1998; EFSA, 2011). Algumas das
estirpes conhecidas por participarem na fermentagao de produtos carneos como as Lactobacillus
curvatus, L. bavaricus e L. sakel foram igualmente associados a produgdao de quantidades
consideraveis de AB (Bover-Cid ef al, 2001a), nomeadamente a B-feniletilamina e tiramina
(Masson et al.,, 1996). Por outro lado, uma elevada capacidade de descarboxilar a tirosina e
fenilalanina foi igualmente identificada em estirpes de Enterococcus faecalis e E. faecium (Bover-
Cid et al,, 2001a).

Contrariamente ao que acontece para outras familias de microrganismos, os dados relativos a
actividade descarboxilativa dos estafilococos coagulase-negativos (ECN), sao ainda escassos e,
frequentemente, contraditérios. Sao diversos os autores que atestam a capacidade
descarboxilativa destes microrganismos, por exemplo, Silla Santos (1998) refere a actividade
histidina descarboxilativa, Suzzi e Gardini (2003) destacam a formacgéo de B-feniletilamina,
histamina, putrescina e cadaverina, e Martin ef a/. (2006) identificaram a capacidade de produzir
as diaminas putrescina e cadaverina por parte de varias estirpes. Martin ef a/. (2007) nao
observaram a produgao de histamina pelas estirpes de Sigphylococcus xylosus que testaram, a
semelhancga dos resultados reportados por Alfaia ef a/. (2013). De acordo com estes ultimos
autores, nao se verificou igualmente actividade descarboxilasica por parte das estirpes de S.
carnosus e S. equorum isoladas de produtos carneos Portugueses. Na verdade, em face da sua
grande adaptacdo ao meio e o seu contributo para o desenvolvimento do sabor dos produtos
carneos, estirpes daquelas duas espécies tém sido utilizadas como cultura de arranque, como
estratégia para melhorar o produto final (Leroy ef al., 2006; Alfaia ef al., 2013; Lorenzo et al.,
2014; Bassi et al., 2015).
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1.4.4. Principais factores que influenciam a formacgéo de aminas biogénicas

Muito embora seja reconhecida a preponderancia da microflora no perfil de AB encontrado, existe
um conjunto alargado de factores igualmente importante, que se prende nomeadamente com a
qualidade da matéria-prima e com a tecnologia de processamento implementada. Alguns desses

factores sdo enumerados de seguida.

A carne, pela sua composigdo rica em proteina, representa uma fonte de substrato para a
formagédo de AB. Por outro lado, as suas caracteristicas favorecem o desenvolvimento de
microrganismos contaminantes indesejaveis, designadamente das enterobactérias. A elevada
qualidade higiénica da matéria-prima constitui assim um factor absolutamente crucial para a
prevengao da aminogénese durante o processamento dos produtos carneos (Maijala ef al., 1995;
Komprda ef al,, 2004). No entender de Maijala ef a/. (1995), quando a temperatura e o tempo de
descongelamento ndo sdo descurados, a utilizagdo de matérias-primas congeladas confere

garantias adicionais neste ambito.

Além dos aspectos anteriormente referidos, a protedlise que se desenvolve ao longo do
processamento dos produtos de salsicharia constitui outro factor determinante. Durante a
fermentacdo dos enchidos as proteinas sao hidrolisadas em consequéncia da actividade
microbiana assim como da das enzimas enddgenas. Em resultado do meio acido, da
desidratacao e do cloreto de sddio existente no meio, as proteinas sdo desnaturadas e desta
forma uma actividade proteolitica mais intensa ocorre, com a libertagao de fracgdes azotadas,
nomeadamente sob a forma de aminoacidos. Assim, quanto mais intensa for a protedlise maior
sera a disponibilidade de aminoacidos precursores que podem ser descarboxilados e convertidos
em AB (Bover-Cid ef al,, 1999; Latorre-Moratalla ef al., 2014).

Os produtos carneos fermentados podem, como se sabe, apresentar-se com formas muito
diversificadas. No contexto das AB, aqueles com maior didmetro tém sido alvo de algum
interesse. A importancia deste factor tecnologico tem sido suportada por diversos autores que
registaram maior acumulagdo de AB em produtos de maior calibre, por comparagdo a outros
semelhantes de menor calibre (Parente ef al,, 2001; Miguélez-Arrizado ef al., 2006). Conclusdes
semelhantes foram reportadas nos trabalhos conduzidos por Laranjo ef al. (2016a) e Laranjo ef
al. (2016b) em produtos nacionais. Comparativamente aos produtos mais finos, aqueles com
maior calibre requerem processamentos mais prolongados para que a aw de segurancga seja
atingida na parte interior dos enchidos. Estes produtos sdo submetidos por isso a processos
fermentativo e proteolitico mais extensos. Esta combinacdo de factores faz com que a
aminogénese ocorra de forma mais pronunciada nas camadas internas dos enchidos (Trevifio ef
al., 1997; Miguélez-Arrizado et al., 2006). A menor disponibilidade de oxigénio nos produtos de
maior calibre também parece interferir na actividade descarboxilasica de alguns microrganismos.
De acordo com Halasz ef al. (1994) a produgao de putrescina e cadaverina por Enferobacter

cloacae e Klebsiella pneumoniae, respectivamente, é fortemente inibida em condicbes de



anaerobiose. Os mesmos autores referem todavia que estes ultimos (K. pneumoniae) parecem
produzir maiores teores de putrescina na presenga de quantidades reduzidas de oxigénio. Por
sua vez a disponibilidade de oxigénio (crescimento aerdbico ou anaerdbico) nao revelou,
segundo Bover Cid ef a/. (2008), ter influéncia ao nivel da producdo de tiramina, B-feniletilamina

e putrescina por parte das Lactobacillus curvatus.

O processo tecnoldgico associado a produgéo de enchidos inclui frequentemente a utilizagdo de
culturas de arranque devido as inumeras vantagens tecnoldgicas que aquelas conferem (entre
outros aspectos, promovem a fermentagdo, contribuem para a seguranga assim como para o
desenvolvimento do sabor e da cor caracteristicos deste tipo de produtos). No entanto, na maioria
dos produtores tradicionais, é ainda muito comum que a fermentagao seja realizada recorrendo
somente a microflora que existe naturalmente nas matérias-primas. Na carne a microflora
enddgena inclui geralmente a presenca de BAL, entre as quais espécies de enterococci e

lactobacilli, assim como ECN e leveduras (Santos ef al., 1998; Hugas, 2003).

As BAL sao geralmente as mais utilizadas como culturas de arranque, como os L. sakei. Por seu
turno outros tipos de microrganismos como os S. xylosus e S. carnosus (Cocconcelli e Fontana,
2015) sao também bastante usados. Devido a auséncia de actividade descarboxilasica estas
espécies podem ser usadas sem qualquer risco para a saude dos consumidores (Masson ef al.,
1996). L. curvatus, e L. plantarumtambém sao frequentemente adicionadas, no entanto algumas

estirpes apresentam capacidade para produzir tiramina (Hutkins, 2006; Alfaia ef al., 2013).

Na medida em que a utilizagdo de culturas de arranque pode constituir uma mais-valia na
prevengao da acumulacado de AB nos produtos, diversos trabalhos tém sido desenvolvidos com
o objectivo de avaliar a sua eficacia, mas também a este nivel, os resultados ndo sao sempre
consensuais. Gonzalez-Fernandez ef al. (2003), por exemplo, reportaram reducdes substanciais
nos niveis de tiramina, putrescina e cadaverina com a adi¢gao de estirpes seleccionadas de L.
sakei e Pediococcus Sp. Genccelep et al. (2007); Baka ef al. (2011) e Lu ef al. (2010) reportaram
igualmente um efeito positivo das culturas de arranque nos niveis de contaminagdo. Em
contrapartida, Parente ef a/. (2001) e Bozkurt e Erkmen (2002) ndo encontraram qualquer relagéo
entre a diminuicdo do teor em AB e a adi¢ao de culturas de arranque aos produtos. A eficacia
das culturas de arranque pode, todavia, ser comprometida em fungéo da qualidade higiénica da
matéria-prima utilizada. No seu trabalho, para a mesma combinagao de culturas de arranque,
Bover-Cid et al. (2001d) encontrou maiores quantidades de AB em produtos fabricados com

matérias-primas com baixa qualidade higiénica.

A cultura de arranque mais indicada devera ser, pois, descarboxilase-negativa e possuir a
capacidade de se desenvolver rapidamente logo na fase inicial de fermentagao, deste modo
contribuindo para a reducdo do pH e impedindo o desenvolvimento de microrganismos com
capacidade descarboxilativa. A capacidade daquelas culturas de se sobrepor a restante

microflora sera tanto maior quanto melhor for a sua adaptacdao a fermentacdo de produtos
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carneos, razao pela qual estirpes ja existentes na carne, como L. sake/ e L. curvatus, sao
geralmente tidas como boas opg¢des (Vidal-Carou ef al,, 2007). A combinagéo de culturas de
diferentes espécies, por seu turno, permite potenciar ainda mais este efeito, permitindo controlar
0 crescimento de uma maior variedade de microrganismos (EFSA, 2011). Em todo o caso, a
seleccdo das estirpes utilizadas como cultura de arranque deve considerar, além das
caracteristicas organolépticas e sensoriais, a capacidade especifica de ndo descarboxilarem os
aminoacidos de onde resulta a formagao de aminas que, como se sabe, podem apresentar riscos

para a saude dos consumidores (Baka ef al., 2011).

A adicdo de elevados teores de sal no momento da formulagdo de enchidos conduz a uma
reducdo da actividade descarboxilativa levada a cabo pelos microrganismos (Suzzi e Gardini,
2003; KaroviCova e Kohajdova, 2005), na medida em que o seu papel bacteriostatico e de
reducédo da aw inibem o crescimento microbiano condicionando assim a presenga de enzimas

descarboxilases (Roseiro ef al., 2006).

Os agucares, frequentemente utilizados na elaboragdo de enchidos, principalmente quando se
trata de producao industrial, influenciam a dindmica da populagdo microbiana, nomeadamente a
das culturas de arranque e, assim, os niveis de produgao de AB (Silla Santos, 1996; Gonzalez-
Fernandez ef al,, 2003). A presenca de agucares nos enchidos favorece a proliferagdo das BAL
e a fermentagao lactica, o que se reflecte na rapida acidificagdo do meio. Esta acidificagcao, por
sua vez, inibe o crescimento de microrganismos indesejaveis habitualmente associados a
formacao de AB (Ruiz-Capillas e Jiménez-Colmenero, 2004b). A este respeito, aqueles autores
referem que teores de glucose entre 0,5 e 2,0% correspondem ao nivel éptimo para a formacgéo
de enzimas descarboxilases, porém para niveis superiores a 3,0%, a redugao excessiva do pH

induz o efeito contrario.

Um efeito benéfico parece estar igualmente associado a introdugao de sulfito de sédio e nitrito
de sédio ao nivel da prevengao da formacao de AB. O primeiro demonstrou inibir a produgao de
cadaverina, embora o efeito inverso tenha sido reportado para a tiramina e putrescina (Bover-
Cid et al,, 2001e). O nitrito de sddio, em particular quando associado a adigdo de culturas de
arranque, contribuiu de forma significativa para a redugéo dos niveis de tiramina, putrescina e
cadaverina (Gengcelep ef al, 2007). Outros aditivos como o fosfato de potassio e sorbato de
potassio foram igualmente testados com resultados positivos no sentido de inibir a aminogénese
(Shalaby, 1996). Apesar disto, resultados publicados por Lorenzo et al. (2007) denotam um
aumento dos niveis de AB em lacon (produto curado produzido a partir da perna dianteira do
porco, caracteristico da zona da Galiza), onde foi usada uma mistura de aditivos contendo
glucose, nitrito e nitrato de sodio, ascorbato de sédio e citrato de sodio. Os autores associaram
estes resultados a presenca de glucose, que tera permitido o desenvolvimento de BAL e

conduzido a teores mais elevados de triptamina, histamina e tiramina no final do processamento.



Os abusos de temperatura (seja no acondicionamento da matéria-prima, ou durante o
processamento), como se sabe, potenciam o desenvolvimento da flora microbiana existente,
possibilitando a ocorréncia de maiores quantidades de AB, nomeadamente por via da actividade
das enterobactérias. Ainda que seja do conhecimento geral que a produgédo de aminas aumenta
com a temperatura e com a duragdo do armazenamento, os dados obtidos por Maijala ef al.
(1995) parecem indicar que esta relagcdo nem sempre é linear. Estes autores verificaram que na
presenga de bactérias BAL descarboxilase-negativas, usadas como culturas de arranque, 0s
produtos processados a temperatura mais elevada continham niveis de AB inferiores. Isto
porque, na sua opinido, a temperatura mais elevada permitiu que a cultura de arranque
prevalecesse sobre as BAL contidas inicialmente na matéria-prima. De qualquer modo, a
utilizagdo de estirpes descarboxilase-negativas como cultura de arranque e temperaturas de
fermentacao adequadas, associadas a matérias-primas de elevada qualidade, podem prevenir a
formacado de AB, tal como constatou (Eerola ef al, 1998) nos produtos de salsicharia que
estudou. Por outro lado, quando os produtos sao armazenados a temperaturas inferiores a 15 °C,
ainda que a populagdo microbiana ja se encontre na sua fase estacionaria, as enzimas
descarboxilativas permanecem ainda activas e capazes de descarboxilar os aminoacidos
existentes no meio. A este respeito, Halasz ef al. (1994) referem também que mesmo para
temperaturas inferiores a 10 °C, alguns microrganismos mantém ainda a capacidade de produzir
AB. De facto, Komprda ef a/. (2001) registaram niveis potencialmente perigosos para a saude
dos consumidores quando os enchidos ndo foram mantidos a temperaturas suficientemente
baixas. Outros resultados destacam também a importancia de se manterem este tipo de produtos
serem mantidos sob refrigeracao durante o seu armazenamento (Komprda ef a/., 2001; Komprda
et al., 2004; Kamenik et al, 2012). Kamenik ef al/. (2012) referem ainda que embora seja
recomendavel manter temperaturas abaixo dos 10 °C desde que as boas praticas de fabrico
sejam cumpridas em todas as fases do processamento, ndo existe risco para o consumidor se
os enchidos forem mantidos a temperaturas até 15°C. Neste contexto, o efeito do
armazenamento prolongado dos produtos nos niveis de AB nao deve igualmente ser descurado,
na medida em que elevados niveis de contaminagao (em particular de putrescina, tiramina e
cadaverina) foram identificados por diversos autores (Komprda ef al,, 2004; Ruiz-Capillas ef al.,

2007b) em produtos sujeitos a periodos de armazenamento prolongados.

A relagéo entre o pH e a acumulagdo de AB é ainda pouco clara: enquanto alguns autores
associam produtos com pH reduzido a teores baixos de aminas, outros ha que reportam elevados
niveis de contaminacdo. Na primeira situacao os resultados obtidos foram relacionados com o
reduzido desenvolvimento da microflora contaminante em resultado do meio acido (Bover-Cid ef
al, 2001b; Gonzalez-Fernandez et al, 2003). Por outro lado, sabe-se que o pH regula a
actividade das enzimas descarboxilases enquanto mecanismo de defesa das bactérias na
presenca de meios acidos desfavoraveis. Este facto foi apontado por Gonzalez-Tenorio ef al.
(2013) como estando na origem de maiores niveis de acumulagdo de AB. Assim, a interacgao

destes dois factores opostos resulta num equilibrio entre si (EFSA, 2011).
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1.4.5. Aminas biogénicas enquanto indicadoras da qualidade

Pela sua estreita relagdo com a microbiota varios modelos tém sido propostos no sentido de
associar os niveis de AB a qualidade e frescura dos produtos carneos. A primeira abordagem
neste sentido foi sugerida por Mietz e Karmas (1977) para avaliagdo da qualidade e frescura de
peixe e produtos da pesca. Designado como “indice de Aminas Biogénicas” (em inglés Biogenic
Amine Index, BAI) esta metodologia consistia numa equagdo matematica que relacionava a
concentragdo de cadaverina, putrescina, histamina, espermina e espermidina como se apresenta
de seguida:

_ [Cad] + [Put] + [Hist]
BAT= 1+ [Esp] + [Espd]

Cad] = teor em cadaverina
Put] = teor em putrescina

[
[
[Hist] = teor em histamina
[Esp] = teor em espermina
[

Espd] = teor em espermidina

Na opinidao de Hernandez-Jover et al. (1996) um BAI inferior a 5 mg/kg seria 0 mais aceitavel
para carne fresca, enquanto carnes com indice entre 20 - 50 mg/kg ou superior a 50 mg/kg

corresponderia a carne de baixa qualidade e deteriorada, respectivamente.

Tendo em conta o aumento consideravel da tiramina durante o armazenamento da carne e
produtos carneos, um método alternativo foi proposto tendo por base a soma das quantidades
de tiramina, cadaverina, putrescina e histamina sendo que, neste caso, o limite maximo
admissivel seria de 500 mg/kg (Stadnik e Dolatowski, 2010).

Ainda que este tipo de abordagem possa ser muito Uutil na avaliagao de produtos a base de carne
fresca, quando aplicada a produtos fermentados esta denota algumas limitagdes. Ruiz-Capillas
e Jiménez-Colmenero (2004b) destacam os inumeros factores que podem afectar tanto o teor
como o perfil de AB presentes. Desde logo, porque além da qualidade da matéria-prima o
crescimento microbiano que tem lugar pode implicar a ocorréncia de quantidades importantes de
AB (Latorre-Moratalla ef a/, 2008). Por outro lado, no caso de produtos fermentados o perfil de
AB pode ser muito mais variado (Ruiz-Capillas e Jiménez-Colmenero, 2004b), devido ao elevado

numero de factores que afectam a sua formacgao.

1.4.6. Estratégias para minimizar / remover as aminas biogénicas dos produtos

A eliminagao das AB nos produtos ja acabados € uma matéria controversa pois pode mascarar
condigdes higiénicas ou praticas de fabrico inadequadas (Vidal-Carou ef al, 2007). Em

detrimento de tratamentos a posteriori; a prevengao da acumulacao de AB deve ser favorecida



através da selecgao de matérias-primas de elevada qualidade, assim como a adopgdo de

praticas de fabrico adequadas.

Uma das estratégias mais eficazes consiste na utilizac&o de tratamentos térmicos, entre os quais
a pasteurizacdo, como forma de prevenir o desenvolvimento de microrganismos que possuem
actividade descarboxilativa (Novella-Rodriguez ef a/,, 2004). Quando este tipo de abordagem
nao pode ser aplicada, em virtude da natureza dos produtos, a irradiagdo e tratamentos com

altas pressdes tém sido apontados como alternativas viaveis (Naila ef a/,, 2010).

Os tratamentos de alta pressido (em inglés high hydrostatic pressure, HHP) baseiam-se na
inactivacéo da carga microbiana, através de danos causados ao nivel da membrana celular, sem
que alteragdes, do ponto de vista sensorial, sejam perceptiveis. Os tratamentos por alta pressao
nao inactivam necessariamente por completo os microrganismos, ao invés podem apenas
afectar uma parte da populagao (Ruiz-Capillas ef a/., 2007b) prevenindo, deste modo, a formagao
de AB (Canto et al.,, 2014). Apesar da informacgao acerca da eficiéncia desta tecnologia ser ainda
insuficiente, alguns resultados parecem sugerir uma contribui¢ao significativa para a redugao dos
teores de AB. Latorre-Moratalla ef al. (2007), por seu turno, registaram uma forte inibicdo da
producdo das diaminas putrescina e cadaverina, sem prejuizo da fermentagdo dos produtos.
Simultaneamente, constataram que o desempenho das culturas de arranque nao foi afectado
pelas altas pressdes aplicadas nas matérias-primas. Menores teores de AB (putrescina,
cadaverina e tiramina) foram igualmente detectados por Ruiz-Capillas ef al. (2007b) durante o
armazenamento de enchidos tratados por HHP. Num dos seus trabalhos Ruiz-Capillas e
Jiménez-Colmenero (2004a) constataram que a formagao de tiramina foi condicionada pela
utiizacdo de elevadas pressdes, enquanto a atmosfera protectora inibiu a produgao de
cadaverina. Resultados positivos foram igualmente reportados por Simon-Sarkadi ef a/. (2012)
no que concerne a inibicao da produgao de putrescina e cadaverina. Todavia, no decurso do seu
trabalho, os mesmos autores verificaram a formagado de tiramina em maiores quantidades,
comparativamente as amostras que nao tinham sido tratadas com altas pressoées, bem como,

algumas alteragdes ao nivel da cor e da firmeza dos produtos avaliados.

No mesmo sentido, a irradiagao tem permitido avangos significativos no sentido de prolongar o
tempo de conservacao dos alimentos. Esta tecnologia apresenta duas vertentes no que respeita
ao teor em AB: por um lado pode ser aplicada como forma de eliminar parte da carga microbiana
que intervém na sua formagao (Kim ef al., 2003), mas também por via da eliminagdo das aminas
por meio de radiolise (Kim ef al., 2005). De acordo com Rabie ef al. (2010) que testaram a eficacia
da irradiagcao em enchidos egipcios, este procedimento resultou na eliminagéo de 40 a 68% do
total destes contaminantes ao longo do armazenamento dos produtos. Os niveis de putrescina e
tiramina foram igualmente reduzidos na carne de porco e de vaca quando sujeitos a irradiagao
(Min et al, 2007). Em ambos os estudos o tratamento foi mais eficaz quando doses mais

elevadas foram utilizadas. Porém, a utilizagdo desta tecnologia, especialmente quando sao
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utilizadas doses mais elevadas, pode comprometer a aceitabilidade por parte do consumidor, na

medida em que podem ocorrer alteragdes de cor e sabor (Cava ef al,, 2005; Ahn ef al., 2006).

1.4.7. Efeitos toxicolégicos das aminas biogénicas

O efeito toxicologico das AB caracteriza-se pela sua acg¢ao psicoactiva e/ou vasoactiva, sendo
que, do conjunto das aminas de origem bacteriana, a histamina, triptamina, B-feniletilamina e
tiramina s&o as que estao habitualmente envolvidas no desenvolvimento de sintomas (Bover-Cid
et al,, 2014). Enquanto as aminas psicoactivas afectam o sistema nervoso central, funcionando
como neurotransmissores, o efeito vasoactivo interfere ao nivel do sistema vascular. A histamina
e tiramina isoladamente n&o constituem necessariamente um perigo para a saude dos
consumidores, mas quando em conjunto com outras AB o seu efeito pode ser potenciado. Este
€ 0 caso da putrescina e cadaverina que nao apresentam qualquer efeito toxicolégico, mas que
podem agravar o efeito causado pela histamina e tiramina, em virtude da sua competicao para
as enzimas envolvidas na desintoxicagcdo (Moret ef a/., 2005). Assim, a ingestao de vinho, queijo
e enchidos em simultdneo pode mesmo resultar em intoxicagdo com os efeitos toxicoldgicos que

Ihe estdo associados (Marcobal ef al,, 2012).

No organismo, o processo de desintoxicagcao é levado a cabo pelas monoaminoxidases (MAO)
e diaminoxidases (DAO). Quando a eficiéncia deste sistema se encontra comprometida ou existe
um excesso de aminas, estas sdo absorvidas e entram no sistema circulatério (Figura 10),

levando a manifestacao de efeitos toxicoldgicos (Stadnik e Dolatowski, 2010).

Aminas biogénicas

ingeridas
NH,3

Normal
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Figura 10. Metabolismo das aminas biogénicas no organismo.
Adaptado de Ladero ef a/. (2010).

A gravidade das reacgdes adversas ira depender da capacidade de cada individuo em
metabolizar as aminas e excretar os seus produtos da reac¢do, como da presenca de agentes
que possam interferir na desintoxicagao das aminas biogénicas. Os tratamentos a base de

inibidores de monoaminaoxidase (IMAO), frequentemente utilizados para o tratamento de



depressoes, podem interferir com a capacidade de desintoxicagao, e desta forma potenciar os

efeitos adversos das AB.

A associagdo da histamina a reacgdes adversas tem sido evidenciada ao longo dos anos, em
particular devido ao consumo de peixe das familias Scombridae e Scomberesocideae como o
atum, cavala e sauro, razdo pela qual este tipo de intoxicagao € frequentemente conhecida como
intoxicacdo “escombroide” (Shalaby, 1996). Esta amina induz a vasodilatagdo dos vasos
causando dores de cabecga, hipotensao arterial, problemas gastrointestinais (diarreia, cdlicas
abdominais e vomitos), rubor e prurido (Mah e Hwang, 2009; Stadnik e Dolatowski, 2010; Bover-
Cid et al.,, 2014).

Tanto a tiramina como a B-feniletilamina e a triptamina apresentam um efeito vasoconstritor que
resulta no aumento da presséo arterial (Onal, 2007; EFSA, 2011). Sintomas como dores de
cabecga, transpiracao, vomitos e dilatagdo das pupilas sdo os mais reportados em consequéncia
da ingestdo destas aminas (Bover-Cid ef al, 2014). Tendo em conta os niveis usualmente
encontrados nos produtos carneos fermentados, a tiramina representa o maior risco para 0s
consumidores (Eerola ef al, 1998), por comparagdo com a histamina, B-feniletilamina e
triptamina. Segundo Gonzalez-Fernandez ef al. (2003), teores de 6 mg de tiramina podem causar
o0 aumento da pressdo arterial em individuos medicados com IMAO, o que significa que o
consumo de 50 g alimentos contendo mais de 120 mg/kg pode desencadear o aparecimento de
sintomas. Por esta razdo, os individuos sujeitos a esta medicagdo sao, de uma forma geral,
aconselhados a seguir uma dieta em que se excluem os alimentos susceptiveis de apresentaram

maiores quantidades desta amina, como é caso do queijo e dos produtos de salsicharia.

Na medida em que os efeitos adversos dependem da sensibilidade de cada individuo, existe
alguma dificuldade em estabelecer um limite de tolerancia. Como tal, varios critérios tém vindo a

ser sugeridos por diversos autores, como se exemplifica na Tabela 9.
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Tabela 9. Limites de tolerancia sugeridos na bibliografia.

) . Teor recomendado

Aminas biogénicas

(mg/kg)
Total <1000
Tiramina 100 - 800
Histamina 50 - 100
B-feniletilamina <30
Aminas vasoactivas (histamina, <200

tiramina, triptamina, e
B-feniletilamina)
Adaptado de Tasi¢ ef al. (2012).

Além do desenvolvimento de sintomas adversos, os consumidores incorrem no risco de
exposi¢cao as N-nitrosaminas que sao conhecidas como potentes agentes carcinogénicos, e que
tém como precursores algumas AB. Estas sdo formadas a partir da reacgdo de aminas
secundarias e terciarias na presenca de nitritos (Al Bulushi ef al., 2009; De Mey ef al., 2015). A
razdo pela qual estes contaminantes sdo frequentemente encontrados neste tipo de produtos
esta relacionada com a adi¢cdo de sais de nitritos e nitratos no processamento de produtos
carneos. Em particular a putrescina e a cadaverina, assim como as poliaminas enddgenas
espermidina e espermina, sdo actualmente reconhecidas como precursores destes
contaminantes (Standarova ef a/,, 2008; Drabik-Markiewicz ef al,, 2011; De Mey et al., 2012). As
aminas primarias putrescina e cadaverina, por acg¢ao da temperatura (frequentemente aplicada
no processamento de alimentos), podem ciclizar e ser convertidas em pirrolidina e piperidina,
respectivamente, conduzindo posteriormente a formagao de A-nitrosaminas (Drabik-Markiewicz
et al., 2011), como se encontra esquematizado na Figura 11. As aminas secundarias espermina
e espermidina podem, por sua vez, ser convertidas a nitrosopirrolidina por reacgdo com um
agente nitrosante existente no meio.

N
HZN\/\/\NHZ _— i .\‘ e C\N\N/O

Putrescina -
Pirrolidina Nitrosopirrolidina
ii)
HNT "N, ——> O —>
N AN
Cadaverina L
Piperidina Nitrosopiperidina

Figura 11. Reacgéo de ciclizagao e nitrosagao da putrescina (i) e cadaverina (ii).



1.4.8. Legislacao

A histamina e a tiramina, por estarem mais frequentemente associadas ao aparecimento de
sintomas indesejaveis nos consumidores sdo, as aminas que estdo sujeitas a maior escrutinio
por parte da comunidade cientifica, bem como das entidades reguladoras. Porém, os resultados
até agora apurados tém-se revelado frequentemente dispersos, o que dificulta a determinagéo
de uma dose toxicolégica exacta. Acresce ainda que o impacto das AB na saude dos
consumidores € subestimado, seja porque os sintomas ndo sdo suficientemente graves e néo
requerem intervengdo médica ou porque sao confundidos com reacgdes alérgicas (Nufiez ef al.,
2016).

Nufiez ef al. (2016) referem que os alimentos que contém mais de 500 mg/kg de histamina e de
1000 mg/kg de tiramina s&o considerados téxicos ou perigosos para a saude. Niveis desta ordem
de grandeza sao, no entanto, demasiado elevados quando se trata de individuos susceptiveis
ou cuja saude se encontre debilitada (Stadnik e Dolatowski, 2010). De facto, de acordo com
KaroviCova e Kohajdova (2005), niveis tdo baixos quanto 5 - 10 mg/kg de histamina podem ser
prejudiciais nos individuos mais sensiveis. Ja para o caso da B-feniletilamina, existem evidéncias

que um teor de 30 mg/kg nos alimentos se pode revelar téxico (Gardini ef al,, 2001).

Neste momento nao existe qualquer legislacao aplicavel nesta matéria para os produtos carneos.
Os limites definidos a nivel europeu (CE, 2005b) contemplam apenas produtos da pesca com
niveis maximos admissiveis de 100 e 200 mg/kg de histamina, tratando-se de peixe cru ou
processado com salmoura, respectivamente. Em todo o caso, é habitualmente considerado como
limite de referéncia o valor de 100 mg/kg de histamina para os produtos de salsicharia (Eerola ef
al., 1998).

1.5. COMPOSTOS BENEFICOS PRESENTES NATURALMENTE NA CARNE E NOS
PRODUTOS DE SALSICHARIA

Noticias recentes tém contribuido para a depreciacdo da carne e dos produtos carneos.
Referimo-nos em particular & comunicagdo da Agéncia Internacional para a Investigagao do
Cancro (IARC, acronimo de /nternational Agency for Research on Cancer) relativo ao consumo
de carnes vermelhas e processadas (IARC, 2015). Com base no parecer de 22 especialistas,
esta instituicao classifica a carne vermelha como provavelmente carcinogénica (Grupo 2A) e as
carnes processadas como carcinogénicas (Grupo 1), devido a sua associagdo com o
desenvolvimento de cancro colo-rectal, do pancreas e da prostata. Os produtos carneos sao
igualmente conotados negativamente pelo seu elevado teor em sal e gordura saturada,

intervenientes directos no desenvolvimento de problemas cardiovasculares.
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Em contrapartida, a carne incorpora uma série de compostos benéficos que contribuem
positivamente para a saude dos consumidores (Oostindjer ef al., 2014), com a particularidade de
muitos destes nutrientes serem exclusivos da carne ou apresentarem menor biodisponibilidade
noutros alimentos (Arihara e Ohata, 2008). Desde logo a carne é, por exceléncia, uma fonte de
proteina de elevado valor biolégico conferido, nomeadamente, pela presenga dos 8 aminoacidos
essenciais (lisina, treonina, metionina, fenilalanina, triptofano, leucina, isoleucina e valina)
(Ferguson, 2010; Pereira e Vicente, 2013). Além dos aminoacidos essenciais, as proteinas de
origem animal sdo precursoras de compostos fisiologicamente activos. E o caso de alguns
péptidos que, enquanto se encontram integrados na estrutura da proteina nativa se apresentam
inactivos, mas que uma vez libertados (na sequéncia da digestdo ou do processamento),
adquirem propriedades fisioldgicas benéficas para os consumidores. A data sdo j& reconhecidos
efeitos benéficos ao nivel dos sistemas cardiovascular, nervoso, gastrointestinal e imunitario,
todavia a sua accao especifica, dependera da sequéncia dos aminoacidos constituintes
(Korhonen e Pihlanto, 2006). Zhang ef al/ (2010) destacam, por exemplo, as enzimas
dipeptidil-peptidases que promovem a formagao de dipéptidos compostos por arginina e prolina

(Arg — Pro) e que possuem uma acg¢ao anti-hipertensiva.

Da composigao da carne fazem ainda parte diversos compostos com propriedades antioxidantes,
entre eles alguns péptidos de pequenas dimensdes (como por exemplo, a carnosina, a anserina
e a glutationa) e a coenzima Q1o (Roseiro ef al., 2014b). A carne constitui também uma excelente
fonte de L-carnitina, que participa na produgao de energia, na absorc¢ao do calcio, producao de
massa muscular assim como na diminuicdo do colesterol no organismo (Demarquoy ef al., 2004;
Weiss et al.,, 2010; Marusi¢ et al,, 2013). Os niveis mais elevados de L-carnitina encontram-se
no musculo-esquelético, que de acordo com dados de Weiss ef a/. (2010) podem variar entre
135 - 830 mg/kg (matéria seca) e entre 1870 - 3320 mg/kg (matéria seca) nas carnes de porco e
vaca, respectivamente. Niveis da ordem de grandeza como os reportados por estes autores nao
devem ser menosprezados, especialmente se considerarmos que a maior parte da L-carnitina
disponivel no organismo provém da alimentagao (MaruSi¢ ef al,, 2013). As carnes vermelhas sao
ainda excelentes fontes de creatina, acido linoleico conjugado (em inglés conjugated linoleic acia,
vulgarmente conhecido por CLA) ferro, zinco, acido félico e vitaminas A e B12 (Zhang et al.,
2010; Pereira e Vicente, 2013; Young ef al,, 2013; Buzata ef al., 2016). Na composi¢ao da carne
encontram-se ainda os acidos gordos monoinsaturados (também designados MUFA, do inglés
monounsaturated fafty acids) e os PUFA. Na carne de porco os MUFA sao, frequentemente, os

acidos gordos prevalentes, em detrimento dos homologos saturados (USDA, 2016).

Actualmente existe um interesse crescente em incrementar os teores de alguns destes nutrientes
na carne e nos produtos carneos, nao s6 em virtude dos beneficios que estes veiculam, mas
igualmente como forma de valorizar este tipo de produtos. A suplementagdo da alimentagao
fornecida aos animais foi a abordagem seguida por varios grupos de investigagdo, com o
objectivo de valorizar a composigéo nutricional de diversos tipos de carne (Paiva-Martins ef al,
2009; Hanczakowska ef al., 2015; Kai ef al,, 2015; Li ef al., 2015; Moroney ef al., 2015; Ranucci



et al., 2015; Kopec et al., 2016). De facto, € possivel encontrar na literatura dados publicados
que demonstram que a suplementagado da alimentagdo dos animais favorece a produgao de
carnes com maior capacidade antioxidante e maior racio de acidos gordos mono e polinsaturados
(Scollan et al., 2003; Peiretti e Meineri, 2008; Hanczakowska ef a/., 2015; Ranucci ef al., 2015;
Kopec et al., 2016).

1.5.1. Dipéptidos histidil: anserina e carnosina

A anserina e a carnosina sao dois dipéptidos histidil, produzidos a partir de histidina e alanina
(Figura 12). Estes sao dois compostos bioactivos, cujas propriedades antioxidantes se prendem
fundamentalmente com a neutralizagdo de radicais livres que se reflectem num efeito benéfico
ao nivel da prevengédo dos danos resultantes da oxidagdo que se desenrolam no organismo
(Arihara e Ohata, 2008).
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Figura 12. Estrutura quimica da anserina (i) e carnosina (ii).

Tanto a anserina como a carnosina sao especialmente abundantes no musculo-esquelético, em
particular nos musculos glicoliticos (Aristoy ef al., 2009; MaruSi¢ ef al., 2013). O musculo cardiaco
€ disso um bom exemplo onde, de acordo com Gil-Agusti ef al. (2008), se encontram quantidades
assinalaveis de anserina e carnosina. Por sua vez as menores quantidades destes dipéptidos
histidil sdo determinadas nos musculos oxidativos (Cornet e Bousset, 1999; Mora ef al., 2008b).
No entender de Suzuki ef al. (2002), é o efeito tampao destes péptidos que os torna mais
necessarias nos musculos glicoliticos pois, devido ao metabolismo anaerobio, estes sao mais
susceptiveis de acumular maiores quantidades de acido lactico. Na medida em que contribuem
para a manutencao do equilibrio acido-base, a ac¢ao da anserina e da carnosina favorece, deste
modo, a rapida recuperagao dos musculos (Aristoy ef al, 2016). Young ef al. (2013) referem que
aqueles dois péptidos bioactivos desenvolvem também um papel de relevo na cicatrizacao de

ferimentos, recuperagéo da fadiga e prevencgao de doengas relacionadas com o s#ress.

Ao contrario da carnosina que se encontra naturalmente em grande parte dos organismos
vertebrados, a anserina nem sempre esta presente nestes organismos. Segundo Drozak ef al.
(2013), a anserina é mais abundante nas aves (onde supera os teores de carnosina) tendo sido
identificada no musculo de peixes, e coelhos, mas nunca em humanos. Esta é uma
particularidade util que permite, através do racio de anserina e carnosina, determinar as espécies

incorporadas em produtos carneos (Gil-Agusti ef al., 2008).
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Os teores destes dois dipéptidos no organismo sao determinados por diversas vias metabdlicas,
designadamente através da intervengao enzimatica que, por intermédio da reacgao de metilagéo
mediada pela carnosina N-metiltransferase podem converter a carnosina em anserina (Drozak
et al., 2013).

Uma parte assinalavel da carnosina encontrada no organismo humano tem origem na
alimentagéo, através da ingestdo de alimentos de origem animal, pois tanto a carnosina como a
anserina estdo ausentes nos alimentos de origem vegetal (Young ef al., 2013). Isto mesmo foi
demonstrado por Park ef al. (2005) que atestou a biodisponibilidade da carnosina através da sua
determinagdo em sangue humano apds consumo de carne de vaca. Compreensivelmente, os
niveis mais elevados de carnosina sdo encontrados em individuos com dietas ricas em carne
relativamente aos vegetarianos (Aristoy ef al., 2016). Tal s6 é possivel porque estes dipéptidos
chegam intactos ao intestino, sendo ai absorvidos ou hidrolisados (Marcolini ef al., 2015). Uma
vez absorvidos, estes passam para a corrente sanguinea e a sua concentragdo no plasma
aumenta (Park ef al, 2005). A concentragdo de carnosina, todavia, dependera da ac¢ao da
enzima carnosinase, responsaveis pela hidrolise da carnosina, presentes no intestino delgado e

no sangue (Aristoy ef al., 2016).

Considerando o conjunto de antioxidantes existentes na carne, alguns deles ja enumerados
anteriormente, a carnosina e anserina sao 0s que se encontram em maior quantidade (Marusi¢
et al., 2013). Na carne estes participam na sua conservagao, através da formacao de complexos
com os metais e da captacao de radicais livres (Decker e Crum, 1991; Boldyrev e Abe, 1999; Gil-
Agusti et al., 2008), desta forma, prevenindo alteragcdes na cor e retardando a oxidagado da
fraccao lipidica (Decker e Crum, 1991). No seu trabalho Decker e Crum (1991), verificaram que
a presenga de anserina e carnosina se revelou mais eficaz, por exemplo, do que o BHT e
a-tocoferol (usualmente utilizados pela industria como antioxidantes) na preservagao da cor e da

fraccao lipidica da carne de porco congelada.

A disponibilidade de anserina e carnosina nos alimentos podera ser afectada, em consequéncia
do processamento tecnoldgico a que sao sujeitos. Os dados ja conhecidos a este respeito dao
conta de resultados contraditorios. No caso do trabalho apresentado por Kuroda e Harada (2000),
os autores noticiaram a diminuicao dos teores de carnosina e anserina logo apds a primeira hora
de aquecimento de um caldo de carne. Na sua opinido os agucares poderao ter reagido com
estes dipéptidos por via da reaccdo de Maillard. Para a carnosina, os mesmos autores
apresentam ainda uma segunda hipo6tese, em que esta € incorporada na fracgdo macromolecular
insolivel através da formagéao do tripéptido y-glutamil-B-analil-histidina em resultado tratamento
térmico. Aristoy ef al. (2004) também registaram algumas perdas nos niveis de carnosina, todavia
estas nao se revelaram significativas. Os resultados publicados por Maikhunthod e Intarapichet
(2005), bem como, Park ef al (2005) mostram que o teor em carnosina aumentou em

consequéncia do tratamento térmico.



Seja durante a maturagdo da carne, seja durante o processamento, as proteinas sdo expostas a
acgao de enzimas responsaveis pela quebra das ligagdes peptidicas que ligam os aminoacidos
que as compde. Se nos produtos curados este processo € consumado quase exclusivamente
pelas enzimas enddgenas, nos produtos fermentados participam também as enzimas exdgenas
fornecidas pelas bactérias. Segundo Aristoy ef al. (2016) os musculos ndo contém carnosinase
e as peptidases enddgenas ndo sdo capazes de hidrolisar as ligagbes peptidicas destes
dipéptidos, razdo pela qual os teores de carnosina e anserina permanecem inalterados durante
a maturagdo da carne ou até mesmo durante a produgéo de presunto. Pelo contrario, algumas
bactérias possuem a capacidade de produzir carnosinase. Este facto & claramente ilustrado
pelos trabalhos de Dura ef al. (2004a) e, mais tarde, de Casaburi ef a/. (2007) que documentaram
que a microflora presente nos produtos tem influéncia directa no teor em carnosina. Também
Marusi¢ et al. (2013) ddo conta da diminuigdo da carnosina, mas desta vez acompanhado do
incremento da anserina, que os autores atribuiram em parte a hidrélise da carnosina nos seus

aminoacidos constituintes (alanina e histidina), mas também a sua conversao por via enzimatica.

1.5.2. Creatina

A creatina é produzida naturalmente pelo figado, rins e pancreas através da combinagao de trés
aminoacidos: arginina, metionina e glicina (Mora ef a/, 2010), cujo mecanismo ¢ ilustrado na
Figura 13. No organismo pode encontrar-se no estado livre ou na sua forma fosforilada
(designada por fosfocreatina), sendo que, ambas as estruturas estao directamente implicadas

no metabolismo energético.
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Figura 13. Mecanismo de sintese e metabolismo da creatina.

AGAT: arginina:glicina amidinotransferase, GAMT: guanidinoacetato metiltransferase,
CK: creatina-cinase.

Adaptado de Loureiro ef al. (2010).

A creatina existente no organismo concentra-se maioritariamente no musculo-esquelético e no
cérebro (Nasrallah ef al., 2010), onde € necessaria a obtencado de energia para a contracgéao
muscular, com especial enfase nos musculos glicoliticos (Mora ef al., 2008b; Marusi¢ ef al.,
2013). Na opiniao de Mora ef al. (2008b) uma parte consideravel desta creatina apresenta-se

precisamente na forma fosforilada, que intervém na transferéncia do fosfato para o ADP. Por
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esta razao, os niveis de creatina disponiveis nos musculos estdo, como se compreende,
fortemente relacionados com a performance desportiva, assim como com o aumento da forga e
da massa muscular. Uma parte da creatina disponivel garante ainda a energia necessaria as
fungdes cerebrais (Rae e Broer, 2015) sendo que, neste caso, a creatina ndo € armazenada,
mas sim fornecida continuamente através da corrente sanguinea (Joncquel-Chevalier Curt ef al.,
2015).

A creatina caracteriza-se ainda pelo seu potencial antioxidante, devido a sua capacidade para
neutralizar radicais livres, nomeadamente os anides peréxido (Lawler ef al., 2002; Sestili ef al.,
2011). Segundo Lawler ef al (2002) a creatina pode também exercer um efeito protector
relativamente as doengas neuromusculares que podem causar a perda de massa muscular e

doengas cardiovasculares.

Alternativamente a sua biossintese no organismo, e uma vez que esta nao pode ser encontrada
nos produtos de origem vegetal, a creatina pode ser absorvida através da ingestao de alimentos
de origem animal. Os niveis de creatina na carne podem facilmente atingir ou até mesmo superar
os 300 mg/100g (Purchas et al,, 2004b; Arihara e Ohata, 2008; Mora ef al,, 2008b; Jayasena ef
al., 2015). A quantidade de creatina disponivel nos alimentos depende, porém, das condi¢des de
processamento, que promove a sua conversao a creatinina (Brosnan e Brosnan, 2016). A
deplecdo dos teores de creatina € desencadeada por acgdo da temperatura, em especial na
presencga de niveis de pH reduzidos, sendo esta diminuigdo tanto mais elevada quanto maior for
a duracgao do tratamento térmico (Purchas ef al., 2004a; Mora ef al., 2008a; Reig ef al., 2013;
Brosnan e Brosnan, 2016). Ainda neste ambito, Mora ef a/. (2008b) identificaram uma relagao
positiva entre o teor inicial de creatina e a creatinina formada. Assim sendo, quanto mais rica for

a carne em creatina, maior sera a concentragcao de creatinina no final do processamento.

Com o processamento da carne, em particular quando tratamentos térmicos estao envolvidos,
uma parte da creatina e a creatinina sao susceptiveis de ser convertidas em aminas aromaticas
heterociclicas (Ferguson, 2010). Tratam-se de substancias com efeitos toxicos para o organismo,
facto que motivou a classificagdo, por parte da IARC (2016) como possivelmente ou
provavelmente carcinogénicos (Grupos 2A e 2B). Sabe-se que a formagao destes compostos
carcinogénicos ocorre, via reacgao de Maillard a temperaturas superiores a 150 °C e que envolve
a presenca de creatina e creatinina, aminoacidos e monossacaridos como a glucose (CE, 2003a).
Muito embora o seu mecanismo de formagéo seja ainda desconhecido, foram ja identificados
alguns factores que potenciam a ocorréncia de aminas heterociclicas. Elevadas temperaturas,
tais como as que sdo usadas para fritar ou grelhar, e processamentos prolongados sao
responsaveis pela produgao de elevadas concentragdes destes contaminantes (Koutros ef al.,
2008; Rahman ef al., 2014; Gibis et al.,, 2015; Szterk, 2015; Wang ef al., 2015), assim como o
tipo de carne (vaca, porco ou aves), o pH, a extensédo da protedlise e a presenga de agentes
antioxidantes influenciam também a ocorréncia de aminas aromaticas heterociclicas (CE, 2003a;

Szterk, 2015). No contexto dos produtos de salsicharia, o seu processamento decorre frequente



numa gama de temperatura muito inferior aquelas a que se regista a formagao destas aminas,

todavia, eles podem surgir durante a sua preparagdo em casa do consumidor.

A creatina € ainda conhecida como precursora da formagao de Atnitrosaminas, designadamente
a M-nitrosodimetilamina e a A:nitrososarcosina (Rath e Reyes, 2009). De acordo com varios
autores, a creatina pode ser convertida em sarcosina e por reacgdo com o 6xido nitrico, dar lugar
a formagéo da A-nitrososarcosina (Walters, 1992; Pegg e Shahidi, 2000; Andrée ef a/., 2010).
Por seu turno, a A-nitrososarcosina pode ainda sofrer descarboxilacdo e assim dar lugar a
ocorréncia de A-nitrosodimetilamina. De realgar que esta reac¢ao, além da matriz, pode ocorrer
apos a ingestao dos alimentos, no organismo, nomeadamente no estdmago, por ac¢ao do baixo

pH do meio (Habermeyer et al., 2015).

71



72

2.

INCIDENCIA DE PAH EM PRODUTOS DE SALSICHARIA TRADICIONAL
PORTUGUESA

Adaptado de:

Santos, C., Gomes, A., & Roseiro, L. C. (2011). Polycyclic aromatic hydrocarbons
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Toxicology, 49, 2343-2347.

Roseiro, L. C., Gomes, A., Patarata, L., & Santos, C. (2012). Comparative survey of PAHs
incidence in Portuguese traditional meat and blood sausages. Food and Chemical
Toxicology, 50, 1891-1896.



2.1. INTRODUGCAO

Um dos perigos associados ao consumo dos produtos de salsicharia tradicional advém da
presenga de contaminantes quimicos veiculados pelo fumo durante a sua fumagem, designados
por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (em inglés polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH).
S&o hoje conhecidas varias centenas de PAH que se formam durante a combustdo da madeira
(Simon ef al., 2005). Em virtude da sua natureza carcinogénica e da frequéncia com que se
encontram nos alimentos, alguns tém merecido especial atengéo. Pelo risco que representam, a
investigacao destes compostos tem-se vindo a intensificar. Como resultado tém surgido diversos
estudos no sentido de conhecer de modo tao preciso quanto possivel o grau de exposi¢éo dos
consumidores a estes agentes nocivos (Martorell ef al., 2010; Alomirah ef al.,, 2011; Zhang et al.,
2014; Rozentale ef al.,, 2015).

Considerando que Portugal € um pais com fortes costumes no consumo de enchidos fumados e
o impacto que os PAH podem ter na saude dos consumidores, € essencial avaliar a extensao
dos niveis de contaminagcdo naqueles produtos. Porém, os resultados ja publicados sobre a
contaminagao de produtos de salsicharia tradicional portuguesa com PAH sdo ainda bastante
limitados. A caracterizagao do perfil de contaminacao nestes produtos carneos carece por isso
de um estudo mais aprofundado a fim de conhecer o grau de exposi¢ao dos consumidores
portugueses e, caso tal se afigure necessario, investigar a implementacdo das medidas
correctivas necessarias. O conhecimento desta realidade assume especial importancia se
considerarmos o elevado numero de produtores tradicionais existentes e pela heterogeneidade
das praticas por eles seguidas. Na zona de Tras-os-Montes, por exemplo, os enchidos sao
sujeitos a um regime de fumagem mais intenso, comparativamente aos que sao produzidos na

zona do Alentejo, onde é frequente o recurso a camaras de secagem.

Para fazer face a escassez de dados relativos a ocorréncia de PAH em enchidos nacionais, foi
conduzido um estudo que teve como objectivo avaliar a incidéncia destes contaminantes
naqueles produtos. Pretendeu-se também aferir, a partir dos resultados obtidos e discutidos ao
longo deste capitulo, acerca da sua seguranga e da sua compatibilidade com os limites legais
actualmente em vigor. Esta investigagao considerou varios tipos de produtos provenientes de
duas regides amplamente reconhecidas pelos seus produtos de salsicharia tradicional: o Alentejo

e Tras-os-Montes.
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2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Amostragem

Considerando a diversidade de produtos a disposi¢ao dos consumidores foram seleccionadas
duas regides de producgdo: Tras-os-Montes e Alentejo. Adicionalmente, para cada zona
geografica, foram escolhidos seis tipos de produtos, onde se incluiram enchidos com diferentes
caracteristicas de tal forma que a amostragem final, apesar de abrangente, reflectisse de algum
modo os padrdes de consumo nacionais actuais. Deste modo, a seleccdo das amostras
compreendeu produtos de diferentes calibres, composi¢cées (carne e sangue), bem como

aqueles mais consumidos como é o caso do chouri¢o de carne e da alheira.

No total, tal como se apresenta na Tabela 10, foram analisados 90 enchidos, fornecidos por 7
produtores da regidao do Alentejo e 6 de Tras-os-Montes. O fabrico dos produtos seguiu os
procedimentos tradicionais caracteristicos de cada uma das regides. Todos eles foram expostos
ao fumo gerado a partir da madeira de azinho (Quercus ilex) elou sobro (Quercus suber), no
caso dos enchidos Alentejanos, e de carvalho (Quercus faginea) e/ou castanho (Castanea sativa
Mill)), no caso dos produtos Transmontanos. No momento da recolha todas as amostras foram
embaladas sob vacuo para prevenir a sua desidratagdo. Ja no laboratério as amostras foram
congeladas, permanecendo a uma temperatura de -80 °C, ao abrigo da luz, até ao momento da
sua analise. Para cada uma das amostras, a tripa e a massa interior foram analisadas
separadamente, com o objectivo de avaliar o grau de contaminagdo de cada um daqueles

constituintes.



Tabela 10. Amostragem considerada em fungéo do tipo de produto e regido de origem.

Produto Diametro Constituinte  Gordura Fumagem Niimero de amostras
(cm) principal (%)1 (dias)?
Alentejo
Chourigo de carne 2 Carne 25,1 5 10
Morcela 2 Sangue 46,4 8 12
Cacholeira 2 Sangue 41,8 6 6
Chourigo mouro 2 Sangue 53,0 8 4
Painho 4 Carne 24,2 15 10
Paio de migos 10 Carne 40,0 30 6
Total - - - - 48
Tras-os-Montes
Chourigo de carne 2 Carne 20,6 Desconhecido 10
Morcela 2 Sangue 39,5 Desconhecido
Moura 2 Sangue 23,9 Desconhecido
Alheira 2 Carne 16,0 Desconhecido
Chourigo doce 2 Sangue 11,7 Desconhecido
Salpicao 6 Carne 14,4 Desconhecido 12
Total - - - - 42

1 Teores médios de gordura determinados para cada tipo de produto. Para efeitos de tratamento
estatistico foram considerados os teores determinados experimentalmente.

2 Periodos médios de fumagem em funcao de cada tipo de produto. Para efeitos de tratamento estatistico
foram considerados os periodos reportados pelos produtores.

2.2.2. Determinagao do teor em gordura

Antes da sua extracgdo, as amostras foram descongeladas (+4 °C/24h), a tripa removida e a

massa interior homogeneizada num Grindomix (GM 200 Retsch, Haan, Alemanha).

O teor de gordura das amostras foi determinado com base no método descrito por Folch ef al.
(1957). Para o efeito, 10 g de amostra previamente trituradas foram homogeneizadas com 60 mL
de uma mistura de solventes, composta por diclorometano e metanol na proporgao de 2:1 (v/v),
com auxilio de Polytron PT 3100 (Kinematica AG, Suiga). A amostra entretanto homogeneizada
foi filtrada através de filtro de fibra de vidro sob vacuo. O residuo solido foi novamente
homogeneizado com 60 mL da mistura de diclorometano e metanol, filtrado, o copo lavado com
mais 30 mL da mesma mistura e o volume final ajustado para 150 mL. O extracto de gordura foi
entao transferido para uma ampola de decantagao contendo 37,5 mL de uma solugao salina que
continha cloreto de sddio a 0,73%. Esta mistura foi cuidadosamente agitada e deixada em
repouso durante a noite para permitir a separacao das fases. Por fim, a fase organica foi
recuperada para um baldo previamente tarado e o solvente evaporado em evaporador rotativo

sob vacuo (Laborota 4001, Heidolph, Schwabach, Alemanha), a uma temperatura de 45 °C. Os

75



76

balées com a gordura entretanto recuperada foram mantidos em exsicador até que fosse atingido

peso constante. Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

2.2.3. Extracgao e andlise cromatografica dos PAH

A quantificacdo dos PAH foi efectuada através de uma metodologia analitica adaptada a partir
dos procedimentos descritos por Simko ef al. (1993). Para a extrac¢ao dos PAH, 10 g de amostra
foram saponificados sob refluxo, durante cerca de 3h, na presenga de uma mistura de 11,2 g de
hidréxido de potassio, 10 mL de agua e 90 mL de metanol. No caso da tripa, sempre que esta
ndo atingia as 10 g, foi analisado todo o invélucro. Depois da adicdo de uma mistura de
metanol/agua (80:20, v/v), os PAH foram sucessivamente extraidos com quatro porgdes de
50 mL de n-hexano. As fracg¢des recolhidas foram depois evaporadas sob vacuo num evaporador
rotativo. O residuo seco contendo os PAH foi de seguida ressuspendido em 3 mL de acetonitrilo
e filtrado através de uma membrana Acrodisc 25 mm GHP, GF 0,45 ym (Waters, Milford, MA).
Por fim, 20 pL do extracto contendo os PAH foram injectados num sistema HPLC composto por
um médulo de separacdo (Waters 2690/2695, Waters, Milford, MA), um detector de fluorescéncia
(Waters 2475 Multi A Fluorescence, Waters, Milford, MA) e um detector UV/VIS (Waters 2487
Dual A Absorbance, Waters, Milford, MA). O comprimento de onda de UV/VIS foi ajustado para
254 nm, enquanto os comprimentos de onda de excitagdo e emissao do detector de fluorescéncia
foram definidos para 260/366 nm, 260/430 nm e 270/500 nm.

A separacgao dos PAH foi realizada numa coluna de fase reversa PAH C18 S-5 ym, 250 x 3,0 mm
(Waters, Alemanha) através de um gradiente de eluicgdo combinando agua e acetonitrilo em
proporgoes variaveis. O programa de eluigdo, com um fluxo constante de 1,5 mL/min, foi iniciado
com uma proporgcao de 50% de acetonitrilo, aumentando progressivamente ao longo de 20
minutos, momento em que atingiu 100%. A eluicdo com 100% de acetonitrilo prolongou-se por
mais 15 minutos de acetonitrilo. Todas as amostras incluidas neste estudo de incidéncia foram

extraidas em triplicado, sendo que cada um dos extractos preparados foi injectado em duplicado.

O estudo de perfil de PAH em produtos de salsicharia tradicional portuguesa incidiu sobre os 16
compostos referenciados pela Environmental Protection Agency (EPA). Na Figura 14 sao
apresentados os cromatogramas dos compostos estudados, onde se incluem o acenaftileno
(ACL), naftaleno (NA), acenafteno (AC), fluoreno (FL), fenantreno (PHE), antraceno (AN),
fluoranteno (FA), pireno (PY), benz[alantraceno (BaA), criseno (CHR), benzo[blfluoranteno
(BbFA), benzo[Affluoranteno (BKFA), benzo[a]pireno (BaP), dibenzo[a, Alantraceno (DBahA),
benzo[ghiperileno (BghiP) e indeno[1,2,3-cd]pireno (IP).

O teor em PAH no produto inteiro foi determinado tendo por base a contribui¢ao relativa da tripa

(que representou cerca de 3 - 7% do produto) e da restante massa interior do enchido.
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Figura 14. Exemplo dos cromatogramas de mistura de PAH obtidos através da deteccao por UV/Vis (i), fluorescéncia a 260/366 nm (ii), 260/430 nm (iii) e 270/500 nm (iv).
Picos identificados: 1: ACL, 2: NA, 3: AC, 4: FL, 5: PHE, 6: AN, 7: FA, 8: PY, 9: BaA, 10: CHR, 11: BbFA, 12: BKFA, 13: BaP, 14: DBahA, 15: BghiP e 16: IP
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2.2.4. Andlise estatistica

Os dados nao apresentaram uma distribuicdo normal (confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk).
Por esta razdo a andlise estatistica dos resultados foi feita recorrendo aos testes
ndo-paramétricos Mann Whitney e Kruskal-Wallis. A separacdo de médias foi efectuada através
do teste de Dunn. Os testes referidos foram efectuados no soffware SPSS Statistics 20 (IBM

Corporation, Nova lorque, E. U. A.) considerando um nivel de significancia de 0,05.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Perfil de PAH

Na Figura 15 sdo apresentados os resultados para os teores totais de PAH encontrados nas
amostras de enchidos tradicionais analisadas. Desde logo, € bem patente a grande amplitude de
resultados encontrados, em fung¢ao do tipo de produto considerado. De notar ainda que para o
mesmo produto foram encontrados resultados muito variaveis, como se constata pelo intervalo
entre quartis e pelas barras de erro igualmente representadas. Esta diversidade de resultados
foi particularmente evidente no paio de migos, onde os teores minimos e maximos foram de
503,10 e 5941,74 ug/kg, respectivamente (Tabela 11). Este ultimo é de facto um valor
assinalavel, mas que foi registado nas amostras de um Unico produtor (as restantes amostras de
paio de migos nao foram além de 1349,59 ug/kg), e que pode ser atribuido a um periodo de
fumagem/secagem especialmente prolongado, a fim de serem atingidos os niveis de aw
necessarios para garantir a estabilidade microbiologica e fisico-quimica dos produtos. Diferengas
consideraveis foram também encontradas no chourico de carne Transmontano, salpicao e
moura, ainda que nestes trés produtos as variagdes de resultados se tenham revelado inferiores
as verificadas no paio de migos. A diferenca entre os valores maximos e minimos para o chourigo
de carne (Tras-os-Montes), salpicao e moura foram, pela mesma ordem, de 3704,32; 3340,20 e
3233,51 pg/kg (Tabela 11).

Com base nos teores totais médios que constam da Figura 15, verifica-se que os produtos da
regido norte se apresentaram tendencialmente mais contaminados. Na verdade, o chouri¢co de
carne, produzido em ambas as regides, continha em média 877,40 e 2296,56 ug/kg de PAH,
sendo que o teor mais elevado foi detectado nas amostras provenientes de Tras-os-Montes.
Alias, o chourigo de carne Alentejano foi, de entre os varios produtos desta regido, aquele que
revelou menores niveis de contaminagao, cujo teor médio em PAH, tal como aconteceu no caso
da morcela, ndo ultrapassou os 1000 pg/kg. A morcela (Alentejo) e alheira foram,
respectivamente o segundo e terceiro produtos com menor quantidade de PAH, com teores

médios de 996,36 e 1030,82 ug/kg, pela mesma ordem. Com efeito, de entre os seis tipos de



produtos recolhidos junto de produtores Transmontanos, a alheira foi o que revelou menores
quantidades destes contaminantes quimicos. Em oposi¢ao, o salpicao foi aquele que apresentou
maiores niveis totais de PAH, cujo teor médio ascendeu a 3191,21 pg/kg (Tabela 11).
Concentragbes médias igualmente elevadas e acima de 2000 ug/kg foram determinadas na
moura, paio de migos e chourigo mouro (2765,80; 2609,64 e 2428,52 ug/kg, respectivamente).
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Figura 15. Diagrama de extremos e percentis relativo ao teor total em PAH (em pg/kg) quantificados nos
produtos investigados.

Muito embora tenham sido identificadas oscilagdes consideraveis nos teores individuais dos PAH
foi, ainda assim, possivel identificar um perfil de PAH comum a todos os produtos sem excepcao,
e que se caracteriza pela predominancia dos PAH leves sobre os compostos pesados (Tabela
11). Em média, os hidrocarbonetos compostos por até 4 anéis aromaticos representaram
aproximadamente 99% do conjunto dos 16 PAH estudados. Se a estes excluirmos o BaA e CHR,
que possuem actividade carcinogénica, os niveis médios de PAH considerados inécuos para a
saude dos consumidores nunca foram inferiores a 86%. Para o conjunto dos 12 tipos de produtos
investigados, o ACL, PHE, FL e NA (por ordem decrescente de importancia), foram os compostos

com maior impacto no teor total de PAH. Os seus teores relativos variaram em média entre 12 e

33%.
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Tabela 11. Teores médios individuais dos PAH (em ug/kg) nos produtos investigados, provenientes das

duas regides de produgdo consideradas: Alentejo e Tras-os-Montes.

Alentejo

Ch. carne Morcela Cacholeira Ch. mouro Painho Paio de migos
ACL 208,812 410,22abc 601,35¢d 1135,464 221,952 256,32ab

(65,63 - 541,39)1 (3,16 - 1674,25) (258,14 - 994,13) (419,69 - 1798,78) (77,09 - 400,79) (61,89 - 494,21)
NA 107,742 129,192 239,100 347,060 147,502 355,85ab

(6,89 - 347,88) (11,72 - 310,44) (112,09 - 391,18) (219,06 - 411,37) (23,69 - 373,67) (82,66 - 716,29)
AC 53,97abc 61,00ab 119,964 103,214 97,57b.cd 350,71¢cd

(5,80 - 174,67) (0,33-232,73) (27,89 - 377,42) (50,93 - 172,59) (13,02- 148,07) (20,75 - 1179,88)
FL 144,18abc 119,33ab 226,99pcdef 374,050ef 267,79abcde 747 30cdef

(9,24 - 83,53) (4,47 - 346,73) (121,45 - 426,79) (198,47 - 510,12) (30,78 - 482,43) (107,03 - 1767,17)
PHE 239,71ab.cd 176,93ab 281,090.c.d 306,44ab.cd 331,51bed 619,68cde

(27,98 - 574,60) (64,95 - 417,32) (199,45 - 400,90) (119,59 - 454,98) (93,59 - 58,13) (150,18 - 1422,04)
AN 49,06ab.cd 36,97ab 68,39c.d.e 74,83abcde 71,27bcde 155,88c.de

(6,41 -109,31) (4,79 - 89,82) (39,47 - 100,94) (24,10 - 131,41) (20,32- 126,48) (30,54 - 373,87)
FA 38,7420 39,502 128,61cde 41,37abc 184,24bcde 77,802bcd

(9,33 - 67,19) (12,80 - 61,08) (27,11 -390,77) (30,90 - 50,92) (34,16 - 579,25) (15,43 - 164,34)
PY 30,63ab 20,782 29,28ab 38,59ab 69,39b.c 41,94bc

(6,94 - 61,02) (6,30 - 36,29) (25,02 - 46,61) (16,53 - 57,50) (23,42 - 174,34) (18,32 - 70,92)
BaA 1,78ab 0,882 3,28¢ 1,57ab 2,37b¢ 1,51ab

(0,26 - 4,92) (0,03 - 2,65) (1,24 - 8,23) (0,80 -2,74) (0,93-3,91) (0,42 -3,41)
CHR 1,650 0,612 1,570 4,94v 1,650 1,540

(0,27 - 4,10) (0,17 - 2,80) (1,38 - 2,47) (0,88 - 10,53) (0,54 -2,72) (0,55 - 2,39)
BbFA 0,072 0,032 0,23ab 0,072 0,15 0,072

(0,03 -0,19) (0,00 - 0,09) (0,00 - 1,28) (0,00-0,13) (0,08-0,32) (0,00-0,13)
BKFA 0,342 0,292 0,43c 0,31abc 0,46b.c 0,362

(0,22 - 0,35) (0,23 - 0,44) (0,28 - 0,55) (0,30-0,32) (0,25 - 0,49) (0,25-0,32)
BaP 0,382 0,322 0,392 0,252 0,632 0,362

(0,06 - 0,54) (0,09 - 0,59) (0,26 - 0,53) (0,21-0,30) (0,14 -0,93) (0,09 - 0,45)
DahA 0,162 0,102 0,132 0,212 0,580 0,102

(0,06 - 0,36) (0,02-0,17) (0,00 -0,27) (0,05-0,33) (0,14 - 0,86) (0,00-0,19)
BghiP 0,072 0,092 0,132 0,062 0,112 0,142

(0,00 - 0,14) (0,00 - 0,60) (0,00 -0,22) (0,00 - 0,10) (0,00 -0,22) (0,03 -0,59)
P 0,11b.cd 0,12bc 0,032 0,10b.c.d 0,44cd 0,08a.b.c

(0,04 - 0,18) (0,02 - 0,43) (0,00 - 0,08) (0,04 -0,13) (0,00 - 1,06) (0,05 - 0,09)
PAH 876,272 995,41ab 1699,63b.cderf 2427,53ef 1395,24abcd 2608,53a.bcdef
leves? (185,57 -2268,61) (113,34 -2416,60) (1132,02-2206,55)  (2111,01-2537,29) (336,23 -2022,25) (502,41 - 5940,62)
PAH 1,132 0,942 1,35ab 1,002 2,37 1,102
pesadoss  (0.54-1,64) (0,48 - 1,76) (0,67 -2,11) (0,68 - 1,23) (0,73 - 2,85) (0,68 - 1,23)
PAH44 3,88ab 1,842 5,470 6,830 4,800 3,48ab

(0,85 - 9,69) (0,79 - 3,93) (2,97 - 10,87) (2,03 -13,57) (2,14 -7,31) (1,14 - 6,26)
Total 877,402 996,362 1700,96bcde 2428,52¢f 1397,61abcd 2609,64a.bcde
PAH (186,10-2270,25)  (113,91-2418,01) (1133,60-2208,66)  (2111,69-2538,52) (339,98 - 2025,07) (503,10 - 5941,74)

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes s&o significativamente diferentes (p < 0,05).
1 Entre paréntesis sdo apresentados os teores minimos e maximos detectados.

20 teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA

e CHR.

3 O teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, DBahA, BghiP e

IP.

4 O teor em PAH4 foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.



Tabela 11. (Continuagao)

Tras-os-Montes

Ch. carne Morcela Moura Alheira Ch. doce Salpicdo
ACL 579,65b.cd 1026,424 659,394 291,88abec 405,70a.b.cd 704,664

(302,44 - 1442,35)!  (1025,77 - 1027,08) (324,48-970,79) (117,96 -615,38) (405,37 -406,03) (239,98 - 1430,51)
NA 283,290 53,512 283,220 120,032 405,05° 254,16b

(154,75 -571,47) (53,47 - 53,56) (106,26 -511,76)  (31,61-277,27)  (403,15-406,95) (119,48 - 369,06)
AC 97,844 14,462 110,674 46,51abc 56,45a.b.c.d 165,834

(54,95 - 182,99 (14,46 - 14,46) (49,24 - 188,36) (14,07 - 75,04) (56,09 - 56,81) (47,96 - 307,59)
FL 302,03c.def 57,242 477,38ef 158,35ab.cd 126,73abcd 510,91f

(62,75 - 596,55 (57,11 - 57,37) (157,11-825,22)  (27,76-346,02)  (125,39-128,07) (181,57 - 905,12)
PHE 400,38¢d 104,842 566,91de 187,44abc 215,10ab.cd 731,99¢

(196,42 -789,06)  (104,58-105,10)  (232,69-910,91) (78,96 -364,90)  (214,19-216,02) (429,07 - 1085,61)
AN 88,68d.e 18,532 114,36ef 38,25a.bbc 41,60abcd 153,82

(41,81-177,81) (18,48 - 18,59) (46,69 - 193,51) (16,14 - 76,04) (41,33 - 41,87) (92,09 - 239,00)
FA 129,07¢e 38,99ab.c 140,19de 44 42abc 63,62ab.c.d 188,22¢

(45,40 - 278,65) (38,73 - 39,24) (53,47 - 215,28) (27,39 - 82,21) (62,74 - 64,50) (81,43 - 313,84)
PY 101,04¢cd 34,80ab 125,264 37,090 47,450 159,19¢

(44,37 - 247,59) (34,67 - 34,92) (51,81 - 180,30) (19,64 - 65,23) (47,16 - 47,75) (65,62 - 286,10)
BaA 124,34e 47,069 121,41e 39,184 39,924 132,51¢

(47,22 - 309,27) (46,93 - 47,18) (37,82 - 170,61) (25,71 - 50,37) (36,75 - 43,09) (42,83 - 231,58)
CHR 163,01¢ 54,49¢ 139,62¢ 59,05¢ 42,53bc 150,564

(63,19 - 456,25) (54,26 - 54,71) (67,14 - 245,31) (36,27 - 90,41) (40,17 - 44,90) (50,51 - 312,99)
BbFA 5,634 2,10¢cd 5,15d 1,71¢ 2,28cd 6,684

(1,72-11,15) (2,09 - 2,10) (1,57 - 8,76) (1,05 - 2,41) (2,28 - 2,28) (2,05 - 22,70)
BKkFA 2,62¢ 1,09d.e 2,57¢ 0,87d 1,28¢ 2,72¢

(0,87 -5,37) (1,09 - 1,10) (0,76 - 4,13) (0,57 -1,18) (1,24 -1,32) (1,12 -7,65)
BaP 5,35¢ 2,02bc 5,65¢ 1,480 2,03bc 4,75¢

(1,53 - 12,34) (2,02 - 2,03) (1,31-9,41) (1,10-2,14) (2,02-2,04) (1,80 - 11,20)
DahA 5,58 2,49¢cd 5,71d 2,18¢ 3,44d 6,91d

(1,91 -9,20) (2,45 - 2,52) (1,85-9,37) (1,86 - 2,62) (3,26 - 3,62) (2,73-18,81)
BghiP 5,53¢ 2,390 5,43c 2,33bc 2,97¢ 15,73¢

(2,22 - 10,60) (2,39 - 2,39) (2,07 - 9,60) (1,93 - 2,89) (2,92-3,02) (2,38 - 77,36)
P 2,514 0,524 2,88d 0,052p 0,18cd 2,51cd

(0,04 - 9,02) (0,51-0,54) (0,00 - 8,58) (0,00 -0,23) (0,7 - 0,20) (0,01-11,79)
PAH 2269,34cdef 1450,33abdde  2738,39def 1022,20abc 1444,15abecde  3151,85f
leves? (1270,49 - 4929,31)  (1450,29 - 1450,37) (1141,55 - 4335,10) (451,80 - 2021,25) (1443,66 - 1444,65) (1705,66 - 4921,36)
PAH 27,224 10,61¢cd 27,40¢ 8,62¢ 12,184 39,30¢
pesados? (8.36-53,92) (10,56 - 10,66) (7,57 - 47,57) (6,67 - 11,03) (11,91 - 12,45) (10,49 - 147,49)
PAH44 298,33d 105,67¢d 271,83d 101,42¢ 86,76¢ 294,504

(120,67 -787,72)  (10532-106,01)  (120,90-426,08) (68,26 - 144,64) (81,24 - 92,28) (97,37 - 577,54)
Total 2296,56¢d.ef 1460,94abcde  2765,80def 1030,82abc 1456,33abcde  3191,21f
PAH (1278,91 - 4983,23)  (1460,85 - 1461,03) (1149,16 - 4382,67) (458,70 - 2032,28) (1455,57 - 1457,10) (1728,65 - 5068,85)

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes séo significativamente diferentes (p < 0,05).
1 Entre paréntesis sdo apresentados os teores minimos e maximos detectados.

20 teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA

e CHR.

3 O teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, DBahA, BghiP e

IP.

4 O teor em PAH4 foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.
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Relativamente aos PAH leves cabe-nos ainda destacar o BaA e CHR, para os quais se
encontraram niveis de contaminagao invulgarmente elevados (p < 0,05) nos produtos da regido
Norte e, com alguma frequéncia, superiores a 100 pg/kg. Em termos relativos, nestes enchidos
o BaA e CHR representaram em conjunto quase 9% do total dos PAH, por oposi¢cdo aos do
Alentejo que corresponderam a menos de 0,5%. Ainda neste ambito, verificou-se que o BaA foi
(com teores médios entre 0,88 e 3,28 ug/kg, na morcela e cacholeira, respectivamente), destes
dois compostos, geralmente o mais prevalente nos produtos Alentejanos, ao passo que nos
produtos Transmontanos, o CHR foi, sem excepg¢do, o mais abundante (entre 42,53 e

163,01 pg/kg, pela mesma ordem, no chourigo doce e no chourigo de carne).

Os PAH pesados, designadamente o BbFA, BKFA, BaP, DBahA, BghiP e o IP, estiveram
presentes em quantidades consideravelmente mais reduzidas, comparativamente aos niveis dos
contaminantes leves, tanto nos produtos Alentejanos como nos Transmontanos. Ainda assim,
estes ultimos destacaram-se uma vez mais pelas quantidades expressivas destes compostos,
especialmente se considerarmos que se tratam de compostos que comportam um risco para a
saude dos consumidores. Os valores mais elevados de PAH pesados verificaram-se no salpicao
(39,30 ug/kg), seguido pela moura (27,40 ug/kg) e pelo chourigo de carne (27,22 ug/kg). A alheira
foi, de entre os produtos Transmontanos, aquele que apresentou, os menores teores de PAH
pesados (8,62 ug/kg), que ainda assim superou (p < 0,05) em mais de 3 vezes o verificado nos
produtos Alentejanos. Nestes produtos, muito embora tenham sido encontrados 2,85 ug/kg numa
das amostras de painho, em média o teor em PAH pesados néo atingiu sequer os 1,50 pg/kg
(Tabela 11). Relativamente ao BaP, em particular, os niveis de contaminagdao médios nos
enchidos Alentejanos oscilaram entre 0,25 pg/kg, no chourico mouro e 0,63 pg/kg no painho. Nas
amostras transmontanas, por sua vez, os teores encontrados variaram entre 1,48 e 5,65 pg/kg
(na alheira e moura, respectivamente). Em face da regulamentacao actual, verificou-se que o
limite maximo de 2 pg/kg foi ultrapassado para a maioria das amostras desta regidao, com
excepgoes pontuais a serem identificadas em algumas amostras de chourico de carne e moura
(todas do mesmo produtor). A situagéo inversa foi identificada na alheira sendo que, neste caso,

apenas os enchidos de um dos produtores se apresentaram acima do referido patamar.

As reportadas diferengas anteriormente para estas duas regioes, tal como se infere pela Tabela
11, estendem-se igualmente ao indicador PAH4 (composto pelo BaA, CHR, BbFA e BaP). Neste
caso particular, os niveis encontrados nas amostras transmontanas foram, sem excepc¢ao,
fortemente incrementados pelas elevadas concentracées de BaA e CHR. O chourico de carne e
o0 salpicéo sao disso um bom exemplo, com niveis proximos de 300 ug/kg. De entre os produtos
Transmontanos, a alheira foi aquele onde se registou o menor teor deste indicador, ainda assim
com niveis acima de 60 pg/kg, mais concretamente 68,26 ug/kg. O teor em PAH4 nos enchidos
Alentejanos, por sua vez, apresentou-se em niveis controlados. De todas as amostras estudadas
apenas uma, de chourigo mouro (13,57 pg/kg), apresentou niveis superiores ao regulamentado
de 12 pg/kg. De resto, em média, o nivel mais baixo de PAH4 foi de 1,84 pg/kg, determinado na

morcela e o mais alto de 6,83 pg/kg, no chourico mouro.



Na Figura 16 s&o retratados os resultados para o teor total de PAH determinados separadamente
na tripa e no interior dos enchidos. A figura apresentada é bem elucidativa quanto a distribuigao
desigual dos PAH. Estes concentraram-se predominantemente a superficie, na tripa. A maior
acumulagdo de PAH foi registada nas tripas removidas de produtos Transmontanos, como o
salpicdo (41466,55 ug/kg), chourico de carne (21738,89 pg/kg), moura (16718,28 pg/kg) e
chourigo doce (12691,39 ug/kg). Ja nos produtos Alentejanos, os teores mais elevados foram
registados nos involucros do painho e do paio de migos (9840,26 e 7202,58 ug/kg,
respectivamente). Tratam-se evidentemente de valores bastante elevados, todavia o invélucro
corresponde a apenas entre 3 e 7% da massa total dos enchidos, ndo sendo usualmente a
fraccdo mais influente. Ao invés, o nivel de contaminagdo da camada interna contribui
habitualmente muito mais para a contaminacao global dos produtos. Esta tendéncia foi, de resto,
confirmada pelos resultados que demonstram que apenas 6 a 27% do total dos PAH se
concentraram na tripa (Figura 16). O painho (43%) e, em particular o salpicdo (56%) revelaram-
se excepgdes. Apesar disto, quando sido considerados os 12 tipos de produtos analisados, a
parcela relativa a massa interior correspondeu em média a 76% da quantidade PAH

determinados no produto inteiro.
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Figura 16. Teor total em PAH na tripa e no interior dos produtos estudados, bem como a respectiva
contribuicao relativa (expressa em %) para os niveis de contaminagao no produto inteiro.

A Tabela 12 pretende mostrar a distribuicdo de cada um dos 16 PAH na tripa € na massa dos
enchidos. A sua analise permite identificar algumas tendéncias que, no nosso entender, devem
ser destacadas e se prendem com as diferentes dindmicas de migragdo que se verificam,

dependendo da origem dos produtos e do composto em causa.
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Tabela 12. Teor relativo médio dos 16 PAH estudados (expresso em %) na tripa e na massa dos produtos
analisados em fungéo da regido de produgéo.

Alentejo Tras-os-Montes
Tripa Interior Tripa Interior
ACL 12 88 21 79
NA 7 93 16 84
AC 28 72 28 72
FL 19 81 28 72
PHE 24 76 29 71
AN 25 75 30 70
FA 29 71 36 64
PY 32 68 38 62
BaA 53 47 39 61
CHR 43 57 37 63
BbFA 95 8 41 59
BKFA 21 79 40 60
BaP 50 50 43 57
DahA 98 2 42 58
BghiP 89 11 40 60
P 95 6 80 20
PAH leves 17 83 30 70
PAH pesados 49 51 45 55

Nos produtos da regido Norte, com excepgao do IP, os PAH concentraram-se maioritariamente
na massa, em especial aqueles de menor peso molecular como o ACL, NA, AC, FL, PHE e AN,
reflexo da sua maior capacidade de migragcado relativamente aos pesados. Uma tendéncia
semelhante foi verificada nos enchidos Alentejanos para estes mesmos compostos, mas nao
para a maioria dos PAH pesados. Neste caso, o BbFA, DahA, BghiP e IP ficaram principalmente

retidos a superficie, encontrando-se em quantidades reduzidas nas camadas internas.

2.3.2. Influéncia da tecnologia de processamento

A presencga de PAH, bem como a extensao da contaminacao, sao atribuidos primordialmente, a
tecnologia de fabrico dos produtos, nomeadamente ao processo de fumagem. Todavia, algumas
das caracteristicas dos enchidos podem favorecer a sua deposicao e a sua absorgao. Como tal,
foi avaliado o efeito de cinco factores que, no nosso entender, podem ter afectado os resultados
obtidos como a regido de produgéao (Alentejo e Tras-os-Montes), a composigao (a base de carne
ou sangue), o teor de gordura (< 30%, 30 -50% e >50%), o didmetro dos produtos (2, 4 e
6 - 10 cm) e o periodo de fumagem (5, 6, 8, 15 e 30 dias). Este estudo foi feito por meio dos
testes Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, para o BaP, PAH leves, PAH pesados, PAH4 e total de

PAH. De referir que pelo facto de serem desconhecidos os periodos de fumagem dos produtos



provenientes de Tras-os-Montes, o tratamento estatistico efectuado para este factor considerou

apenas aqueles que foram fabricados no Alentejo.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 13 é possivel concluir que o efeito mais
significativo (p < 0,05) se deveu a regido de producdo e ao didmetro dos enchidos. O maior
(p<0,001) grau de contaminagdo verificado para os produtos de Tras-os-Montes, ja referido
anteriormente, é claramente confirmado através do tratamento estatistico realizado. Para o
conjunto dos 16 compostos, os enchidos desta regido continham, em média, mais PAH
comparativamente aqueles que foram fabricados no Alentejo. Resultados que, como tivemos
oportunidade de referir, sdo alavancados nao s6 pelo salpicdo e a moura, mas também pelo
chourigo de carne e a morcela (estes uUltimos comuns as duas zonas de produgao). No que
respeita ao grupo PAH4, a diferenca entre ambas as regides foi ainda mais peremptéria
(p<0,001), sendo que, neste caso, o teor encontrado nos produtos da regido Norte
(193,09 pg/kg) superaram em mais de 40 vezes os verificados para os homdlogos da regido Sul,

cujo teor médio nao alcangou sequer o patamar dos 5 ug/kg.

Relativamente ao calibre, os menores niveis de contaminagéo foram encontrados nos enchidos
de calibre intermédio (4 cm), seguidos pelos de 2 cm e, por fim pelos de 6 - 10 cm. De sublinhar
que as diferencas (p < 0,05) evidenciadas pelo tratamento estatistico (Tabela 13) relativamente
ao calibre se centraram sobretudo nos produtos com maior didmetro (6 - 10 cm), onde se
registaram, invariavelmente, as concentragées de PAH mais elevadas. Quando apenas sao
comparados os produtos com 4 e 6 - 10 cm de didmetro, é possivel constatar que estes ultimos
apresentaram mais do dobro do total de PAH (2938,76 pg/kg, por oposicédo a 1310,02 pg/kg). No
caso do indicador PAH4, o nivel de contaminagao registado nos produtos de maior didmetro
(195,76 pg/kg) superou em mais de 40 vezes o determinado para aqueles de 4 cm (4,62 pg/kg).
Menor, mas ainda assim significativa (p < 0,05) foi a diferenca entre os produtos com 2 e
6 - 10 cm, com os primeiros a apresentarem cerca de metade (104,57 ug/kg) da quantidade dos

PAH4 determinados nos enchidos de maior calibre.

Do ponto de vista estatistico, as diferencgas (p < 0,05) assinaladas na Tabela 13, respeitantes ao
periodo de fumagem, surgem apenas para os PAH pesados e PAH4. Para o primeiro grupo, por
exemplo, o nivel mais elevado, 1,95 pg/kg, foi detectado nos produtos com 15 dias de fumagem.
O teor maximo do indicador PAH4 (6,80 pg/kg), por sua vez, foi identificado em enchidos com 6
dias de fumagem. De salientar ainda que os PAH leves e total de PAH foram tendencialmente
(p> 0,05) mais elevados naqueles produtos que permaneceram por 30 dias no fumeiro. Por
conseguinte, apesar de os teores mais elevados terem incidido mais frequentemente nos
enchidos fumados por 6 e 15 dias, nao foi possivel estabelecer uma correlagao directa entre os

niveis de hidrocarbonetos determinados e o periodo de fumagem.
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Tabela 13. Efeito da regido de produgao, constituinte principal, teor de gordura, didametro e periodo de fumagem nos teores médios em BaP, PAH leves, pesados, PAH4 e
total de PAH (em pg/kg) quantificados nos enchidos tradicionais.

Regido Constituinte principal Teor de gordura (%) Diametro (cm) Fumagem (dias)
Alentejo Tras-os-Montes Came Sangue <30 30 - 50 >50 2 4 6-10 5 6 8 15 30

BaP 0,38 3,54 2,16 1,77 2,76° 1,642 0,292 2,072 0,480 3,23¢ 0,31 0,38 0,27 0,48 0,27
(0,06 - (1,10 - (0,06 - (0,09 - (0,06 - (0,09 - (0,09 - (0,06 - 0,14 - (0,09 - (0,06 - (0,26 - (0,09 - (0,14 - (0,09 -
0,93)1 12,34) 12,34) 9,41) 12,34 8,66) 0,59) 12,34) 0,93) 11,20) 0,54) 0,53) 0,59) 0,93) 0,45)
. ns . P ns

PAH leves? 1667,09 2012,71 1887,23 1792,57 1824,94 2039,12 1613,13 1593,21a 1308,072 2912,400 852,51 1768,00 1317,40 1308,07 2507,00
(113,34 - (451,80 - (185,57 - (113,34 - (185,57 - (297,09 - (113,34 - (113,34 - (336,23 - (502,41 - (185,57 - (1132,02 - (113,34 - (336,23 - (502,41 -
5940,62) 4929,31) 5940,62) 4335,10) 4929,31) 5940,62) 2537,29) 4929,31) 2022,25) 5940,62) 2268,61) 2206,55) 2537,29) 2022,25) 5940,62)
. ns ns b ns

PAH Pesados? 1,32 20,89 13,29 8,91 17,220 7,410 0,982 10,302 1,952 26,370 0,992 1,31ab 0,942 1,950 0,962b
(0,48 - (6,67 - (0,54 - (0,48 - (0,48 - (0,68 - (0,56 - (0,48 - 0,73 - (0,68 - (0,54 - (0,67 - (0,48 - (0,73 - (0,68 -
2,85) 147,49) 147,49) 47,57) 147,49) 40,04) 1,76) 53,92) 2,85) 147,49) 1,64) 2,11) 1,76) 2,85) 1,23)

PAH43 4,38 193,09 117,74 79,93 155,020 62,562 3,822 104,572 4,620 195,76¢ 3,92ab 6,800 3,072 4,62ab 3,51ab
0,79 - (68,26 - (0,85 - 0,79 - (0,85 - (0,98 - 0,79 - 0,79 - (2,14 - (1,14 - (0,85 - (2,97 - (0,79 - (2,14 - (1,14 -
13,57) 787,72) 787,72) 426,08) 787,72) 366,64) 13,57) 787,72) 7,31) 577,54) 9,69) 10,87) 13,57) 7,31) 6,26)

Total PAH 1668,41 2033,60 1900,53 1801,48 1842,16 2046,52 1614,11 1603,512 1310,022 2938,760 853,50 1769,31 1318,35 1310,02 2507,96
(113,91 - (458,70 - (186,10 - (113,91 - (186,10 - (297,86 - (113,91 - (113,91 - (336,98 - (503,10 - (186,10 - (1133,60 - (113,91 - (336,98 - (503,10 -
5941,74) 5068,85) 5941,74) 4382,67) 5068,85) 5941,74) 2538,52) 4983,23) 2025,07) 5941,74) 2270,25) 2208,66) 2538,52) 2025,07) 5941,74)
i ns ns i ns

Para o mesmo factor, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).

ns - ndo significativo, * p < 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.

1 Entre paréntesis sdo apresentados os teores minimos e maximos detectados.

2 0 teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR.
3 O teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, DBahA, BghiP e IP.

4 O teor em PAH4 foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.
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O teor de gordura apenas influenciou (p < 0,05) o BaP, o somatorio dos PAH pesados e o
indicador PAH4, apresentando as amostras com menor teor de gordura os maiores niveis de
contaminagao. Para os produtos com menos de 30% de gordura, em média, os niveis de BaP,
PAH pesados e PAH4 corresponderam, respectivamente, a 2,76; 17,22 e 155,02 pg/kg. Por
oposi¢ao, os enchidos com maior teor de gordura apresentaram, pela mesma ordem, 0,29; 0,98
e 3,82 ug/kg. Tratando-se os PAH de compostos de natureza lipofilica, a sua deposi¢do a
superficie e posterior difusdo para o interior sdo favorecidas pela massa gorda. Para que estes
resultados sejam correctamente interpretados, impdem-se assinalar que a classe de produtos
com menos de 30% de gordura inclui o salpicdo e o chourigo de carne Transmontanos que, como
ja foi referido, se encontram entre os produtos onde se observaram teores de hidrocarbonetos
mais elevados e que certamente contribuiram para o incremento destes resultados. Todavia,
quando sao calculados os teores médios de PAH para os produtos de menor calibre verifica-se
que os niveis de contaminagao mais elevados ocorrem tendencialmente (p > 0,05) naqueles que
continham maior quantidade de gordura na sua formulagao (1575,16; 1620,20 e 1668,54 ug/kg,

para os produtos com < 30%, 30 - 50% e > 50%, respectivamente).

No que concerne ao constituinte principal dos produtos, e ainda de acordo com a Tabela 13, os
produtos a base de carne revelaram-se mais contaminados, em particular no que se refere aos
grupos representados pelo somatério dos PAH pesados e PAH4, para os quais se identificaram
diferencgas significativas (p < 0,05), por oposi¢ao aos homodlogos a base de sangue. Nos produtos
a base de carne encontraram-se 15,09 e 132,21 yg/lkg de PAH pesados e PAH4,
respectivamente, enquanto aqueles a base de sangue continham 8,46 e 77,93 ug/kg, pela
mesma ordem. Também aqui, quando a mesma comparacao é feita apenas entre os produtos
de menor calibre, os de sangue apresentam teores totais meédios (1801,49 pg/kg)
tendencialmente (p > 0,05) mais elevados comparativamente aos de carne (1401,59 pg/kg). Um
outro dado que nos parece relevante prende-se com a capacidade de absor¢do dos PAH por

parte dos enchidos a base de sangue. Como ilustra a Figura 17, as amostras de sangue

revelaram maiores niveis de migracao tanto de PAH leves como pesados.
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Figura 17. Efeito da composicao sobre o grau de migragéo dos PAH leves (i) e pesados (ii) para o interior
dos enchidos, em fung&o do seu constituinte principal (resultados expressos em %).
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Sendo que o fabrico de chourigo de carne é transversal a generalidade dos produtores, quando
nos centramos apenas na avaliagdo deste produto é possivel distinguir diferengas relacionadas
com as tecnologias implementadas por cada produtor. Isso mesmo é demonstrado na Figura 18,
onde se observam as diferencgas significativas (p < 0,05) entre os teores dos PAH em fungdo do
produtor, mesmo quando se tratam de produtores da mesma zona geografica. No que diz
respeito ao teor total de PAH, o produtor 9 foi o que se destacou, pelos teores mais elevados nos
seus produtos. De assinalar que esta tendéncia n&o se cingiu apenas ao chourigo de carne, onde
se quantificou um teor total de PAH de aproximadamente 5000 ug/kg, mas para todas as
amostras deste produtor, designadamente, a moura, a alheira e o salpicdo. A parte destas
amostras de chourigo de carne, todas as outras apresentaram menos de 2000 ug/kg de PAH.
Este é o caso, por exemplo, do chourigo de carne do produtor 4 que, da zona geografica do
Alentejo, foi o que apresentou maiores niveis de contaminagao (1942,46 ug/kg), equiparaveis
aos de algumas amostras transmontanas recolhidas junto dos produtores 6, 7 e 8. No que diz
respeito ao BaP e PAH4, nas amostras de chourigo de carne do Alentejo, estes compostos ndo
foram além de 0,51 e 8,41 pg/kg (produtores 1 e 4, respectivamente). Ja nos produtores da regido
transmontana, detectaram-se, nalguns casos, teores de BaP tdo elevados quanto 7,64 e
12,28 ug/kg (produtores 8 e 9, respectivamente) e 786,34 ug/kg de PAH4 (produtor 9).
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Relativamente ao perfil de PAH, sao apresentados na Figura 19 os teores relativos de PAH leves
(i) e pesados (ii). A sua analise permite constatar que, apesar da grande amplitude de resultados

que ja tivemos oportunidade de referir, € perceptivel a existéncia de um padrdo no perfil dos



compostos leves que € comum a quase todas as amostras, independentemente da regido ou do
produtor em causa. Mais ainda, verifica-se que a proporgdo de ACL, NA, AC, FL PHE, AN e FA
€ semelhante, independentemente do teor em PAH leves. Neste caso, a maior diferenga resulta
da presenga em maiores quantidades do BaA e CHR nas amostras da zona geografica de

Tras-os-Montes.
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Figura 19. Influéncia do produtor no perfil (expresso em %) e teor (expresso em pg/kg) em PAH leves (i)
e pesados (ii) identificados no chourigo de carne.

No que se refere aos PAH pesados, todavia, sdo evidentes as diferengas na sua proporgao
quando as duas regides sdo comparadas. Neste caso, o chourico de carne Alentejano

caracteriza-se por apresentar geralmente maiores teores relativos de BKkFA e BaP,
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comparativamente aos homologos Transmontanos. De igual forma, o BbFA, DBahA e BghiP nos

enchidos Transmontanos tém maiores contribuicbes comparativamente as amostras alentejanas.

2.3.3. Andlise de risco

Uma outra vertente desta investigagdo envolveu a avaliagao do risco associado a ingestao dos
produtos analisados. O conhecimento do risco associado €, no nosso entender, especialmente
relevante num pais onde existe uma forte tradicao de fabrico e consumo de enchidos tradicionais

como acontece em Portugal.

Partindo deste principio foi seguido o tipo de abordagem preconizado pela EFSA (2008b) para a
analise do risco decorrente do consumo de alimentos contaminados com PAH e que se baseia
na determinagido da margem de exposi¢ao (em inglés margin of exposure, MOE). Este conceito
equivale a uma “margem de seguranca”, pelo que, quanto maior for o seu valor, menor sera o
risco associado. O valor de MOE é estimado através do racio entre o valor da dose estimada
necessaria para causar uma incidéncia de 10% de tumores (em inglés designada por benchmark
dose lower confidence limit 10%, BMDL1o) e a ingestdo diaria. Sempre que o valor de MOE
determinado for igual ou superior a 10000, estamos perante um alimento que representa um

baixo risco para a saude dos consumidores (EFSA, 2005).

Os valores de MOE, que constam da Tabela 14, foram determinados com base nos resultados
médios de BaP e PAH4 obtidos para cada produto, bem como os valores de BMDL1o
estabelecidos pela EFSA (2008b) de 0,07 e 0,34 mg/kg pc/dia (BaP e PAH4, respectivamente).

A analise da Tabela 14 permite-nos concluir que os niveis de BaP encontrados em todos os
produtos estdo bem acima da margem de exposicdao recomendada, particularmente nos
fabricados no Alentejo, donde se infere o baixo perigo que estes constituem para a saude dos
consumidores. O mesmo sucede com o indicador PAH4 nos enchidos fabricados no Alentejo.
Uma situacao diferente, porém, €& constatada para o indicador PAH4 nos produtos
Transmontanos, para os quais a margem de exposi¢ao determinada ficou aquém do limite de

10000 e que ¢ indicativo de um potencial risco.



Tabela 14. Margens de exposi¢ao (MOE) estimadas para o BaP e indicador PAH4, associadas a ingestao
dos varios produtos estudados.

BaP Ingestéo diaria * MOE 2 PAH4 Ingestéo diaria MOE
(ng/g) (ng/kg pc/dia) (ng/g) (ng/kg pc/dia)
Alentejo
Chourigo de carne 0,38 0,16 442105 3,88 1,62 210309
Morcela 0,32 0,13 525000 1,84 0,77 443478
Cacholeira 0,39 0,16 430769 5,47 2,28 149177
Chourigo mouro 0,25 0,10 674960 6,83 2,85 119473
Painho 0,63 0,26 266667 4,80 2,00 170000
Paio de migos 0,36 0,15 466667 3,48 1,45 234483
Tras-os-Montes
Chourigo de carne 5,35 2,23 31392 298,33 124,31 2735
Morcela 2,02 0,84 82969 105,67 44,03 7722
Moura 5,65 2,36 29714 271,83 113,26 3002
Alheira 1,48 0,62 113556 101,42 42,26 8046
Chourigo doce 2,03 0,85 82786 86,76 36,15 9405
Salpicdo 4,75 1,98 35368 294,50 122,71 2771

A vermelho sado destacados os valores de MOE inferiores a 10000.

1 Ingestao didria calculada considerando um consumo diario de 25 g por um individuo de 60 kg.

2.4. DISCUSSAO

A fumagem desempenha um papel fundamental no fabrico de produtos de salsicharia tradicional.
Através deste processo os produtos sofrem uma importante redugéo do seu teor inicial de agua,
necessaria para a sua estabilizagao e segurancga microbiolégica. Simultaneamente, os produtos
desenvolvem caracteristicas sensoriais relacionadas com a cor, aroma, paladar e textura
determinantes para a melhoria da qualidade e que sido decisivos para a opgao de compra por
parte do consumidor. Em conjunto com os restantes componentes do fumo que intervém
beneficamente, os enchidos podem absorver quantidades assinalaveis de PAH, designadamente

aqueles que estao envolvidos no desenvolvimento de tumores.

A semelhanca de diversos trabalhos disponiveis na literatura acerca da contaminacdo de
alimentos fumados com PAH (FSAI, 2006; Reinik ef a/, 2007; Djinovic ef al., 2008a; Wretling ef
al, 2010; Tjapkin e Sad, 2014; Rozentale ef al., 2015) esta investigagao teve como objectivo
primordial avaliar a prevaléncia destes contaminantes em produtos de salsicharia tradicional

portuguesa.



92

A opgao por produtos fabricados nas regides do Alentejo e Tras-os-Montes baseou-se no facto
de estas serem duas das zonas que mais concorrem para o volume de enchidos processados a
nivel nacional, mas igualmente pelas tecnologias distintas seguidas em cada uma delas. Uma
das diferencas é, precisamente, o regime de fumagem, factor determinante no que aos PAH diz
respeito. Sabe-se que os produtos da zona geografica de Tras-os-Montes, relativamente ao que
acontece no Alentejo, sdo sujeitos a regimes de fumagem mais intensos, o que indiciava, desde
logo, a forte probabilidade de os primeiros se apresentarem mais contaminados. Efectivamente,
esta foi uma expectativa que se confirmou, como de resto se demonstra através dos resultados
obtidos para o teor total de PAH, os grupos de PAH leves e PAH pesados, bem como para o
indicador PAH4, que se revelaram consistentemente superiores nos enchidos Transmontanos.
De notar, por exemplo, que o teor em PAH pesados nas amostras transmontanas foi superior em
mais de 15 vezes aquele que foi registado nas amostras alentejanas. Mesmo no chourigo de
carne, que se trata de um produto fabricado em ambas as regides, foi possivel identificar
diferencas assinalaveis, com as amostras da regido Norte a apresentarem cerca de trés vezes
mais PAH (teor total). As diferencas tornam-se ainda mais contundentes no caso dos PAH
pesados e PAH4, assumindo-se desta forma como um potencial risco para o consumidor a
ingestdo destes produtos. Esta dedugao €, alias, corroborada pelas margens de exposi¢ao
determinadas para o indicador PAH4. Neste caso, os teores mais elevados de BaA e CHR que,
embora sejam considerados PAH leves sdo ambos cancerigenos, conduziram a um forte
incremento do conjunto PAH4. Tais resultados alertam para a necessidade de se investigarem
objectivamente as causas que estao na origem destes niveis de contaminagao e, mediante isso,
implementar as alteragdes necessarias a redugéo do nivel de PAH. Um outro aspecto que nos
parece importante referir resulta do facto de, frequentemente, depois de adquiridos, os produtos
serem novamente expostos a accdo do fumo (por exemplo, nas lareiras) em casa dos
consumidores, que contribuira para incrementar os niveis de contaminagao, por si sO, ja
elevados. Monteiro ef al. (1983) referiu-se precisamente a este aspecto, salientando que a
fumagem realizada em casa pelos consumidores carece frequentemente do arejamento

necessario, contribuindo para incrementar a acumulagao de PAH.

De entre os produtos da regido de Tras-os-Montes, a alheira assume especial importancia pois
representa um simbolo cuja produgao € caracteristica desta zona geografica. Trata-se de um
enchido que pelas suas caracteristicas nao carece de periodos de fumagem prolongados, néo
mais de 8 dias, apenas o suficiente para alcangar a sua cor dourada tipica e alguma estabilidade
microbioldgica a superficie. Apesar deste facto, foram encontradas quantidades apreciaveis de
PAH pesados e do indicador PAH4, ambos muito acima dos niveis registados nos produtos

Alentejanos.

Além do risco que elevados teores em BaP e PAH4 representam para a salde dos
consumidores, a sua importancia prende-se também com o facto de estes estarem limitados pela
regulamentagcdo comunitaria actualmente em vigor (CE, 2011a), segundo a qual os niveis do

primeiro ndo podem exceder 2 pg/kg, enquanto o maximo admissivel do segundo é de 12 pg/kg.



No que respeita aos enchidos obtidos junto de produtores da regido do Alentejo, estes limites
foram sempre cumpridos, com excepgao das amostras de chourigo mouro, onde se registaram
em média 13,57 uyg/kg para o PAH4. Resultados semelhantes para estes compostos (BaP e
PAH4) em produtos carneos fumados foram também reportados por diversos autores (P6himann
et al., 2012; Hitzel et al., 2013; Tjapkin e Sad, 2014; Rozentale ef al., 2015). Comparativamente
aos estudos conduzidos por Elias ef al. (2014) e Roseiro ef al. (2011) em amostras de painho,
os niveis de BaP e PAH4 agora reportados revelaram-se sempre inferiores. Relativamente aos
produtos Transmontanos os teores de BaP ultrapassaram repetidamente o limite permitido,
verificando-se apenas algumas excepgdes pontuais encontradas em algumas amostras de
chourigo de carne e moura (todas do mesmo produtor). A alheira foi, de resto, o Unico produto
em que a maioria das amostras n&o ultrapassou o patamar de 2 pg/kg. Quanto ao indicador
PAH4, todas as amostras, sem excepg¢ao, apresentaram niveis de contaminagao superiores aos
admissiveis. No seu trabalho, Fasano ef a/. (2016) também encontraram diversas amostras cujos
teores de BaP e PAH4 superaram os limites impostos por lei. De acordo com aqueles autores
estes compostos permaneceram maioritariamente retidos na tripa, pelo que a sua remogao antes
do consumo eliminaria na quase totalidade o risco de ingestdo destes compostos. No caso das
amostras de produtos Transmontanos, um procedimento idéntico permitiria reduzir o teor em
BaP e PAH4 em cerca de 40%, uma medida positiva, mas ainda assim insuficiente para que os

limites legais fossem cumpridos.

As causas para diferencas tdo marcadas nos resultados de PAH estardo relacionadas
principalmente com o processo de secagem seguido em cada uma das regides, particularmente,
no que diz respeito a fumagem dos produtos. No Alentejo aquele processo desenrola-se
parcialmente em camaras de ambiente controlado, sendo depois fumados por periodos
relativamente curtos. Na zona geografica do Norte de Portugal, por sua vez, o processo de
desidratacao decorre continuamente em fumeiro, pelo que as amostras se encontram expostas
ao fumo por periodos mais prolongados, facto que se reflecte inevitavelmente nos niveis de PAH
acumulados. Sabe-se também da importancia da selec¢do da madeira utilizada (Aurore ef al.,
2000; Guillen ef al., 2000c; Stumpe-Viksna ef al., 2008a; Hitzel et al, 2013). Como referem
Stumpe-Viksna ef al. (2008a), as madeiras macias contém elevados teores de resinas, que
durante a combustdo geram quantidades assinalaveis de fuligem e podem, desta forma,
contaminar os produtos com maiores quantidades de PAH, por essa razao a sua utilizagao deve
ser preterida em detrimento das madeiras duras. Por outro lado, mesmo entre as madeiras duras
o perfil de PAH pode ser muito variavel como o constataram Stumpe-Viksna ef al. (2008a) e
Hitzel et al. (2013). Roseiro et al. (2011) e Stumpe-Viksna ef al. (2008b) realgaram ainda a
importancia do posicionamento dos produtos dentro do fumeiro. Segundo estes autores, o fumo
nao se distribui de forma homogénea no interior da camara, pelo que diferengas nos teores de
PAH podem dai advir. Outros aspectos, igualmente importantes, tém que ver com a humidade,
a temperatura, a producédo de chama e a combustao de gordura derretida a partir dos enchidos

sobre a fogueira que em conjunto conduzem a formagao de perfis de PAH muito diferenciados,
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e que irao inevitavelmente contaminar os produtos (McGrath ef a/., 2003; Garcia-Falcon e Simal-
Gandara, 2005; Simko, 2005; Péhimann et al., 2012; Bansal e Kim, 2015).

Se, por um lado, a tecnologia de fumagem determina o tipo e a quantidade de PAH gerados e a
sua distribuicdo dentro da cadmara, por outro lado, as caracteristicas especificas das amostras
intervém na dindmica de adsorcao e/ou absor¢ao destes compostos. Em todo o caso, néo é
possivel apontar uma caracteristica em particular como a principal causa, mas antes uma
complexa interac¢ao de factores que concorrem entre si. Muito embora este seja um estudo de
incidéncia, foi feita uma tentativa no sentido de tentar relacionar os niveis de PAH determinados
com as caracteristicas das amostras. O didmetro foi umas das caracteristicas avaliadas. Durante
a fase de secagem as trocas de humidade com o ambiente ocorrem maioritariamente nas
camadas superficiais dos produtos, o que determina que a velocidade de desidratagédo seja,
invariavelmente, mais elevada a superficie e mais lenta no seu interior, sendo por isso
necessarios periodos de cura mais extensos quando se trata de enchidos de maior calibre. Por
esta razao a permanéncia no fumeiro dos enchidos de maior calibre também é mais prolongada,
sujeitando os produtos a tempos de exposicdo mais extensos aos diversos componentes do
fumo, entre os quais os PAH. Este facto justifica assim o maior grau de acumulagédo que se
registou nos produtos de maior calibre, como o que sucedeu para o paio de migos e para o
salpicdo. Seguindo esta légica, seria expectavel que as amostras com didmetro intermédio
apresentassem niveis de contaminantes superiores aos enchidos mais finos, mas inferiores aos
de calibre superior. Tendo em consideragao os resultados obtidos para os enchidos com calibre
intermédio, percebe-se que esta suposi¢ao nao se confirmou. Isto porque as amostras de painho
(as unicas incluidas neste estudo com 4cm de didmetro) registaram niveis de PAH
frequentemente inferiores a alguns produtos de menor calibre, designadamente a cacholeira e o
chourico mouro do Alentejo, ou até mesmo do chourico de carne Transmontano, muito
provavelmente devido ao menor tempo de exposi¢cao ao fumo do painho (note-se que de um
modo geral as praticas seguidas na regidao do Alentejo proporcionaram menores teores de PAH).
Estes resultados sao, assim, reveladores da interaccao que existe entre os diversos factores que
contribuem para a presenca destes compostos nos alimentos, e nos produtos de salsicharia em
particular (Ledesma et al, 2014). Apesar disto, existem outras varidveis que podem afectar
positiva ou negativamente a quantidade de PAH acumulada nos produtos. Uma delas prende-se
com a superficie de exposicao. Comparativamente ao painho, por exemplo, os enchidos de
menor diametro e em forma de ferradura possuem maior area de exposi¢ao, facto que permite
maior acumulagado num espago de tempo mais curto. Adicionalmente, no conjunto das amostras
de menor calibre encontram-se enchidos com caracteristicas muito diversificadas
nomeadamente no que se refere ao teor de gordura e a sua composigao que, COmo veremos no

decurso do Capitulo 3, podem desempenhar um papel de relevo na acumulagao de PAH.

Um outro aspecto importante podera estar ainda relacionado com a composi¢ao dos produtos,
isto &, quando estes sao produzidos a base de sangue ou carne. Os resultados demonstram que

0os PAH pesados e aqueles que integram o indicador PAH4 se acumularam maioritariamente nos



produtos a base de carne. O mesmo sucede quando apenas os produtos de menor calibre sao
considerados, no entanto, nesta situagao foi possivel identificar que tanto o teor total como o
conjunto de PAH leves se tendem a superiorizar nos produtos a base de sangue. Efectivamente
esta tendéncia torna-se perceptivel quando o teor total de PAH no chouri¢co de carne (Alentejo)
€ comparado com a morcela (Alentejo), a cacholeira e o chourico mouro. O mesmo se verificou
para o chourico de carne Transmontano e a moura. Por outro lado, foi ainda possivel verificar
uma maior taxa de migragdo dos PAH da superficie para as camadas internas nestes produtos.
A raz&o por que tal acontece nao é totalmente clara, todavia existem dois aspectos que poderdo
ter sido determinantes para explicar tanto os teores mais elevados como a maior migragao
verificada. O primeiro tem que ver com o facto de estes produtos serem colocados por cima da
origem do fumo a fim de atingirem temperaturas mais elevadas e, com elas o efeito de
pasteurizagdo. Em segundo lugar, os produtos a base de sangue apresentam habitualmente
maiores quantidades de gordura. Em virtude da natureza lipofilica dos PAH, estes podem
redundar em niveis de contaminagdo superiores nos enchidos mais ricos em gordura, algo que,
de resto, € extensivamente suportado pela literatura existente sobre esta matéria (Moret e Conte,
2000; Garcia-Falcén e Simal-Gandara, 2005; Arrebola ef al., 2006; Perell6 ef al., 2009; Martorell
et al., 2010; Péhimann et al,, 2013), pese embora o facto de, a partir dos nossos resultados, essa

relacao nao se ter revelado significativa.

No que diz respeito a distribuicdo dos PAH entre a tripa e a massa dos enchidos, a analise dos
resultados demonstra que esta ndo € homogénea. Considerando apenas os produtos da regido
do Alentejo, percebe-se a existéncia de um padrao, em que o grau de difusao dos PAH no interior
dos produtos diminui progressivamente com o aumento do seu peso molecular. Claramente, os
contaminantes de menor peso molecular foram os que mais atravessaram a tripa, acumulando-se
preferencialmente no interior dos produtos; pelo contrario, alguns PAH pesados ficaram
frequentemente retidos na tripa. O BaA e o CHR, com peso molecular intermédio, encontram-se
distribuidos entre estes dois elementos de forma quase equitativa. Nos produtos da zona
geografica do Norte, contudo, este mesmo padrao ndo é tdo perceptivel. Apesar de se ter
verificado um maior grau de acumulagao dos PAH leves (particularmente o ACL, NA, AC, FL,
PHE e AN), para os restantes a distribuicdo entre a tripa e o interior foi de aproximadamente 40
para 60%, pela mesma ordem. Neste caso apenas o IP se revelou uma excepgdo. Durante a
fumagem dos produtos, estes sao envolvidos pelo fumo dando lugar a deposi¢éo dos PAH, numa
fase inicial, acumulando-se na tripa e na camada imediatamente abaixo, difundindo-se, a partir
daqui, para o interior dos enchidos (éimko, 2005). Neste contexto, o tipo de tripa exerce uma
influéncia determinante, pois as suas caracteristicas interferem tanto com a aderéncia dos PAH
a superficie, como com a sua passagem para o interior dos produtos. A este respeito Djinovic ef
al. (2008a) e Garcia-Falcon e Simal-Gandara (2005) haviam ja reportado resultados a confirmar
aquela difusdo dos compostos. Mais recentemente, Ledesma ef al. (2014) relacionaram o grau
de difusao do BaP com o processo de fumagem e secagem propriamente dito. Na opinido destes

autores, apos seis dias de fumagem os componentes do fumo formam uma barreira protectora
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que impede a passagem do BaP pela tripa. Como tal, a sua absorgdo so tera lugar caso se

verifique a fragilizagao da tripa decorrente, por exemplo, de periodos de secagem excessivos.

2.5. CONCLUSAO

Os dados apresentados neste estudo de incidéncia permitem, em primeiro lugar, perceber a
forma como a grande diversidade das praticas seguidas pelos varios fabricantes se pode reflectir
na contaminagao dos produtos com PAH, em particular quando se trata de produtores de zonas
geograficas distintas. Claramente, os produtos Transmontanos distinguiram-se pelos elevados
niveis de contaminagcdo em oposi¢cao aos enchidos Alentejanos. Neste sentido, os resultados
apresentam, para os primeiros, um cenario preocupante em virtude da presenga de grandes
quantidades de PAH carcinogénicos e que, na nossa opinido, se devem inteiramente as
condi¢cdes de fumagem. Esta € uma situagdo que podera ser colmatada através da revisdo
integral dos procedimentos relativos a secagem e/ou fumagem, com o intuito de reduzir
drasticamente os niveis de contaminantes, em especial daqueles que apresentam actividade
carcinogénica, como forma de proteger os consumidores. O melhor arejamento do fumeiro, ou
um regime de fumagem indirecto (que sera tratado no Capitulo 3) e periodos de fumagem mais
curtos sdo algumas das possibilidades. Compreensivelmente, este tipo de alteracées podera
representar um esforgo consideravel devido as praticas tecnoldgicas enraizadas e aos habitos
de consumo desta regido. Todavia, importa salientar que, tal como atestam os resultados obtidos
para as amostras procedentes do Alentejo, o fabrico de produtos de salsicharia tradicional com

baixos teores de PAH é possivel, sem prejuizo para a sua qualidade.

Por outro lado, os resultados obtidos revelam a necessidade de dar continuidade a esta
investigacao, nomeadamente através da caracterizagao do perfil de PAH em produtos de outros

fabricantes e de outras regides além das que aqui foram abordadas.



3.

EFEITO DO TEOR DE GORDURA, TIPO DE TRIPA E REGIME DE FUMAGEM
NO TEOR EM PAH EM PRODUTOS DE SALSICHARIA

Adaptado de:

Gomes, A., Santos, C., Almeida, J., Elias, M., & Roseiro, L. C. (2013). Effect of fat content,
casing type and smoking procedures on PAHs contents of Portuguese traditional

dry fermented sausages. Food and Chemical Toxicology, 58, 369-374.
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3.1. INTRODUGAO

O grau de contaminagéo dos alimentos com PAH varia consideravelmente em fung¢édo das suas
caracteristicas intrinsecas bem como das condi¢des de processamento. Apesar de os PAH se
acumularem maioritariamente a superficie dos produtos, devido a sua natureza lipofilica, eles
podem difundir-se para as camadas interiores (Simko, 2005). A velocidade da migracdo &, por
sua vez, determinada pela actividade da agua e pelo teor de gordura dos produtos (Martorell ef
al, 2010). Ainda neste contexto, a presenca de barreiras constitui também um factor
determinante (Garcia-Falcon e Simal-Gandara, 2005). Exemplos disso séo a tripa e a pele, que
existem no chouri¢co de carne e no bacon, respectivamente. Ambos constituem um obstaculo a
penetracdo dos PAH, interferindo desta forma com a sua migragdo para as camadas internas

dos produtos (Djinovic ef al., 2008a).

A presenca de PAH em produtos de salsicharia, e no chouri¢o de carne em particular, surge com
a exposigao ao fumo, cuja composicao varia consideravelmente em fungao do tipo de madeira
utilizado e da humidade nela contida. A quantidade de oxigénio disponivel e a temperatura de
combustao influenciam também de forma decisiva a quantidade e perfil de PAH encontrados
(Guillén ef al., 2000c). As elevadas temperaturas de combustao (Maga, 1988) e a utilizacédo de
madeiras inadequadas, como as madeiras macias (Guillén ef a/, 2000c; Stumpe-Viksna ef al.,
2008a), sao reconhecidos como os principais factores responsaveis pela acumulagao de PAH
com 5 ou mais anéis aromaticos (McGrath ef a/, 2003), habitualmente designados por PAH
pesados. Pela sua estabilidade e toxicidade, este conjunto de PAH sao particularmente
preocupantes comparativamente aos PAH leves (Wenzl ef al., 2006; Plaza-Bolafos ef al., 2010).
Com vista a reducao desses compostos indesejaveis, tém vindo a ser desenvolvidas estratégias
alternativas as comummente praticadas, como é o caso do controlo da localizagdo dos produtos
no fumeiro (Roseiro ef al,, 2011). Uma outra opgao consiste na utilizagdo de geradores de fumo
externos, em que o fumo é filtrado e os PAH removidos, previamente a sua introdugdo na camara
de fumagem (Duedahl-Olesen ef al., 2006; Simon ef al., 2010).

Devido as trocas que podem ocorrer entre o material que a compdem e os alimentos (éimko et
al., 2004), a embalagem é assumidamente um aspecto fulcral, no que respeita a sua qualidade
e seguranga. Muito embora este facto tenha habitualmente uma conotagéo negativa, sabe-se
actualmente que o filme das embalagens tem a capacidade para absorver compostos
indesejaveis, designadamente os PAH (Simko, 2005). Neste ambito tém sido publicados diversos
estudos que demonstram que alguns tipos de embalagem, como as PET (polyethylene
terephtalate, politereftalato de etileno) e as LDPE (/ow density polyethylene, polietileno de baixa
densidade), podem contribuir positivamente para a remogao dos PAH a partir da matriz dos
alimentos (Chen e Chen, 2005; Simko et al, 2006).



Segundo a Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (AESA), a carne e os produtos
carneos sao uma das categorias que mais contribuem para a exposigdo alimentar dos
consumidores europeus aos PAH (EFSA, 2008b). Estudos desenvolvidos em produtos de
salsicharia nacional revelaram niveis de contaminagdo com benzo[a]pireno (BaP) reduzidos
(Roseiro ef al., 2011; Elias et al, 2014). Também a nivel europeu, as analises de produtos
carneos tém evidenciado a presenga destes contaminantes em quantidades inferiores a 5 pg/kg
(EFSA, 2008a). No entanto, maiores niveis de PAH como os reportados no capitulo anterior
podem ocorrer o que, ao somar ao consumo frequente de produtos de salsicharia, pode

representar a ingestdo de quantidades apreciaveis deste composto.

A investigacado considerada neste capitulo teve, por isso, como principal objectivo avaliar a
influéncia de varias alternativas ao processo de fabrico de produtos de salsicharia portugueses,
com vista a redugcdo dos niveis de PAH encontrados nesses produtos. Para o efeito foram
considerados dois factores entendidos como primordiais: o teor de gordura e o tipo de tripa. Por
outro lado, considerando que é frequente a utilizagdo de um obstaculo metalico por parte dos
produtores (como forma de prevenir a ocorréncia de incéndios provocados pela escorréncia de
gordura dos produtos sobre a chama), foram testados dois regimes de fumagem. Por fim, foi
ainda estudado o efeito da embalagem dos produtos obtidos sobre os niveis de PAH, tanto num

modelo liquido como no chourigo de carne.

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Delineamento experimental

O delineamento experimental do presente trabalho pode ser dividido em duas grandes vertentes:
por um lado avaliar a influéncia do processamento tecnologico do chourico de carne na
acumulagéo de PAH e por outro estudar a evolugao destes contaminantes quimicos ao longo do
armazenamento dos produtos. Para o estudo relativo a tecnologia de processamento, tal como
se apresenta na Figura 20, foram testados dois teores de gordura (20 e 40%), dois tipos de tripa
(natural e colagénio), bem como dois regimes de fumagem (exposi¢ao indirecta e directa ao
fumo). No que respeita ao armazenamento foram estudadas duas temperaturas: temperatura
ambiente (20 °C) e refrigeragao (4 °C). Adicionalmente foi levado a cabo um ensaio-piloto onde
foi avaliada a remogao dos PAH a partir do meio liquido para a embalagem. Assim, testaram-se
dois meios liquidos com polaridades distintas, agua e azeite, que foram conservados as mesmas

temperaturas usadas para o armazenamento do chourigo de carne (4 e 20 °C).
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Chourigco de Carne

20% Gordura 40% Gordura
T. Natural T. Colagénio T. Natural T. Colagénio
Indirecta Directa Indirecta Directa Indirecta Directa Indirecta Directa

Figura 20. Delineamento experimental para o processamento de chourico de carne para analise da
influéncia do teor de gordura, tipo de tripa e regime de fumagem.

3.2.2. Produgéao de chourigo de carne a escala piloto

O chourigo de carne foi produzido com recurso a equipamento a escala piloto. Apds a picagem
da carne e da gordura (adquiridas no mercado), foram adicionados os restantes ingredientes:
massa de pimentéo (3,5%), massa de alho (3%), agua (2,5%), sal (1%), sais nitritados Palatinata
Cure (0,25%) que continham na sua composi¢cao NaNOs (4,9%) e KNO2 (5%), e antioxidante
Jabarot (0,15%).

A secagem do chouri¢co de carne decorreu alternadamente em camara de ambiente controlado
(6 °C e 80% de humidade relativa) e em camara de fumagem (com producao de fumo controlada)
onde os produtos permaneciam por periodos de 4h/dia. Esta fase prolongou-se por um periodo
de sensivelmente 8 dias, até que fossem atingidas aproximadamente 35% de quebras no teor
de humidade do produto.

A distingao entre os dois regimes de fumagem, indirecto e directo, foi feita utilizando no primeiro
caso uma barreira, que consistiu numa chapa de acgo inoxidavel, colocada de forma a cobrir a
placa sobre a qual ocorria a combustao da madeira e, assim, impedir a ascensao directa do fumo
(Figura 21 i). O fumo foi gerado, sem produgao de chama, a partir de madeira de azinho (Quercus
/lex L.). Por forma a assegurar a igual exposi¢ao de todos os produtos ao fumo, a localizagéo
das varas dentro da camara foi diariamente alterada de acordo com o esquema representado na
Figura 21 ii). Imediatamente apds a conclusao do processamento, os produtos foram embalados
sob vacuo em sacos Cryovac BB4L (LDPE) termossoldados. Estes sacos sao habitualmente
utilizados para a embalagem e conservacéo de produtos de salsicharia tradicional na unidade
onde foi conduzido o presente estudo. Foram considerados trés momentos de analise, produto
final (“PF”) e apos 1 e 3 meses de armazenamento (“1M” e “3M”, respectivamente). Durante o

periodo de armazenamento, com o objectivo de avaliar o efeito da temperatura na evolugao dos



teores de PAH, metade das amostras foram conservadas a temperatura ambiente e a outra
metade mantida sob refrigeracdo. Em ambos os casos, as amostras foram mantidas ao abrigo
da luz, para impedir a fotodegradagédo dos PAH. Depois de se ter procedido a colheita das
amostras, estas foram congeladas e conservadas a uma temperatura de -80 °C até ao momento

da sua analise.

Figura 21. Representacao grafica do posicionamento das varas com os enchidos, placa de aquecimento
(fonte de calor), ventoinha e barreira de inox (utilizada apenas na fumagem indirecta) na cdmara de
fumagem: i) vista frontal, ii) vista lateral.

3.2.3. Extracgdo e analise cromatografica dos PAH no chourigo de carne

Os procedimentos analiticos seguidos para a determinacdo dos PAH em estudo (no invélucro e
na massa do enchido) encontram-se descritos em detalhe na secg¢ao 2.2.3 do presente trabalho.
A quantificagdo de PAH no produto inteiro teve por base a contribuigao relativa da tripa (entre 1

e 2%) e da massa do enchido.

3.2.4. Preparagdo e embalagem das amostras de dgua e azeite contaminadas com PAH

Para que a superficie de contacto fosse idéntica entre todas as amostras foram preparados
pequenos sacos quadrados de LDPE Cryovac BB4L, com 10 x 10 cm, medidos pelo interior da
termosoldadura. Cada um dos sacos continha 50 g de agua ou 50 g de azeite previamente
adicionados de 250 pL de solugdo-mée da mistura de PAH. A solugdo-mée continha 0,25 ug de
(AN); 0,50 uyg de fluoranteno (FA); 0,25ug de pireno (PY); 0,25ug de
benz[glantraceno (BaA); 0,25 ug de criseno (CHR); 0,25 ug de benzo[flfluoranteno (BbFA);

antraceno
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0,25 ug de benzo[Alfluoranteno (BkFA); 0,25 pug de benzo[glpireno (BaP); 0,50 ug de
dibenzo[a, Alantraceno (DBahA) e 0,50 ug de benzo[ghiperileno (BghiP).

Depois de devidamente selados, os sacos com o meio liquido contaminado foram conservados
ao abrigo da luz a 4 e 20 °C, até a determinagéo dos PAH que ocorreu apds 1h, 2h, 24h (1 dia),
48h (2 dias), 96h (4 dias), 216h (9 dias), 384h (16 dias), 720h (30 dias). O “t = 0” correspondeu,
no meio liquido, a agua ou azeite imediatamente apds a sua contaminagdo. No que respeita a
embalagem, o “t = 0” correspondeu ao filme de LDPE sem que este tenha contactado com o
meio liquido contaminado com os PAH. Cada uma das amostras foi preparada em triplicado,

correspondendo, no total, a 48 amostras para a agua e um numero idéntico para o azeite.

3.2.4. Extracgao e analise cromatografica dos PAH contidos no meio liquido e na embalagem

Para a determinagdo dos PAH no meio apolar (azeite) foram saponificados cerca de 4 g de
azeite, de acordo com os procedimentos ja descritos na secgao 2.2.3. Ja para a fracgao polar
(adgua), cerca de 25 g de agua foram extraidos com trés porgdes de 50 mL de h-hexano (Panreac,
Espanha). Previamente a analise das embalagens, para aquelas que continham a agua
contaminada, foram secas com papel absorvente e de seguida cortadas em pequenos pedacos,
com cerca de 1 cm. A extracgao foi feita, em triplicado, com 150 mL de n-hexano sob agitagao
durante 2h. Apds este periodo, o extracto contendo os PAH foi filtrado (para remover os pedagos
de filme) e evaporado. Em qualquer dos casos, o residuo resultante foi ressuspendido em 3 mL
de acetonitrilo (Panreac, Espanha) para posterior analise no sistema HPLC, de acordo com as
condi¢cdes descritas na mesma secgdo do presente trabalho. Relativamente as embalagens
LDPE utilizadas para armazenar o azeite, estas nao foram analisadas, devido a dificuldade em
remover toda a gordura aderida a superficie da embalagem, facto que poderia comprometer os

resultados obtidos, ou até mesmo danificar a coluna utilizada para a separagao cromatografica.

3.2.5. Andlise estatistica

O tratamento estatistico dos resultados obtidos foi realizado por meio de analise de variancia
(Factorial ANOVA) com o software Statistica 10 (StatSoft Inc, 1984-2011). As diferencas entre
amostras foram determinadas de acordo com o teste de Tukey (Honest Significant Difference,
HSD) ajustado para um nivel de significancia de 0,05. Os parametros avaliados foram
relacionados entre si por meio de correlagdes de Pearson, igualmente ajustadas para um nivel

de significancia de 0,05.



3.3. RESULTADOS

3.3.1. Perfil de PAH em chouri¢o de carne

Na Figura 22 sdo apresentados os resultados relativos a influéncia dos factores isolados testados
e respectivas interac¢des sobre o total de PAH. Considerando apenas os factores individuais,
verificou-se que quer o teor de gordura, tipo de tripa ou regime de fumagem, revelaram exercer
uma influéncia significativa (p < 0,05) nos niveis de contaminagao (Figura 22 i, ii, iii; Tabela A.1
do Apéndice) detectados. O tipo de tripa foi, no entanto, o mais preponderante tendo conduzido
as maiores discrepancias entre resultados. No que ao tipo de invélucro diz respeito, verificou-se
que independentemente da quantidade de gordura adicionada e do processo de fumagem
implementado, a tripa de colagénio foi a que mais contribuiu para a redugao do teor total de PAH.
Como se observa pela Figura 22 ii) e pela Tabela A.1 (cf. Apéndice), a produgao de chourigo de
carne com tripa de colagénio permitiu em média reduzir o teor total de PAH em cerca de trés
vezes, comparativamente aos produtos fabricados com a tripa natural. No produto inteiro
(tripa + interior) com elevado teor de gordura e sujeito a fumagem directa, o teor total de PAH
médio variou de 147,23 a 869,66 ug/kg (Figura 23), sendo que a principal causa para uma
variagao tao alargada se ficou a dever ao efeito da tripa. No final do processamento as amostras
com involucro de colagénio foram as que, manifestamente, apresentaram os menores teores
totais de PAH, com valores entre 147,23 e 201,53 pg/kg (Figura 23). A influéncia do tipo de tripa
foi transversal aos trés grupos de PAH considerados: PAH leves (com excepcgao do BaA), PAH
pesados e indicador PAH4. Os produtos fabricados com baixo teor de gordura e tripa natural, por
exemplo, registaram 468,63 e 567,41 uyg/kg de PAH leves (fumagem indirecta e directa,
respectivamente), enquanto os seus homodlogos com tripa de colagénio nao foram além de
201,33 pg/kg (Tabela 15). Para estes mesmos produtos, a tripa de colagénio permitiu uma
reducao (p < 0,05) do nivel de PAH pesados de 1,09 para 0,20 uyg/kg quando sujeitos a um
regime de fumagem indirecto, e de 1,46 para 0,71 pg/kg, no caso em que estiveram expostos
directamente a origem do fumo. Relativamente a este conjunto de PAH, verificou-se uma Unica
excepgao nas amostras com 40% de gordura e fumagem indirecta (Tabela 15) que se ficou a
dever a presenca de DBahA em maiores quantidades (cerca do dobro). Apesar dos PAH pesados
terem sido analisados tanto na tripa como no interior dos produtos (mistura de carne e gordura),
para o segundo, estes ocorreram sempre em niveis abaixo do limite de quantificagdo. Para tal,
contribuiu o facto de os PAH depositados a superficie dos produtos, durante a fase de

secagem/fumagem, migrarem para as camadas internas em concentragdes inferiores.
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Figura 22. Efeito dos factores principais e respectivas interacgées de primeira ordem considerados na analise de variancia dos teores em PAH (ug/kg) determinados no

chourigo de carne.

Barras de erro correspondem a um intervalo de confianca de 0,95. Letras diferentes correspondem a valores médios significativamente diferentes (p < 0,05).

(i) Gordura, (ii) Tripa, (iii) Fumagem, (iv) Gordura x Tripa, (v) Gordura x Fumagem e (vi) Fumagem x Tripa (vi).
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Tabela 15. Teores médios em PAH (em ug/kg, sob a forma média + DP) no chouri¢o de carne.

20% Gordura 40% Gordura

T. natural T. colagénio T. natural T. colagénio

Indirecta Directa Indirecta Directa Indirecta Directa Indirecta Directa
ACL 177,45b0c + 8,40 272,46°4 + 46,88 130,6720 + 55,42 53,082 + 4,15 146,452.0 + 24,32 342,209 £ 57,99 85,4420 + 9,25 42,672 £ 0,37
NA 102,45° + 0,85 90,3520 + 21,72 22,172 £ 8,75 28,802 + 0,03 93,4320 + 1,69 246,10° + 62,84 43,11ab + 20,09 38,9820 + 7,67
AC 57,26 + 1,72 64,16bc + 8,34 15,832 + 2,94 23,482 + 0,57 76,95¢ + 4,63 117,774 + 3,90 22,362 + 4,14 20,232 + 2,32
FL 70,890 + 2,13 71,17° + 10,41 10,992 + 2,35 17,552 £ 0,27 74,34 + 6,54 99,26¢ + 2,45 16,372 £ 4,41 16,002 £+ 0,40
PHE 28,864 + 0,19 32,05¢ + 1,63 8,402 + 0,04 11,820 £ 0,27 25,36¢ + 1,30 29,194 + 2,16 9,11ab + 0,27 9,132t + 0,33
AN 3,326+ 0,02 4,18¢+ 0,21 0,752 £ 0,00 1,162 + 0,03 3,330+ 0,21 5,684 + 0,55 0,822 + 0,03 0,742 + 0,03
FA 10,51¢ + 0,17 12,544 + 0,36 4,052 + 0,05 5,692 + 0,02 11,39¢4 + 0,67 7,900 + 1,39 5,382 + 0,08 4,612+ 0,25
PY 12,01bc + 0,08 13,79¢ + 0,48 4,402 = 0,06 6,232+ 0,10 10,08 + 0,56 10,73 £ 1,65 5,752 + 0,06 5,402 £ 0,23
BaA 1,992 + 0,03 2,182+ 0,11 3,492+ 0,27 3,302+ 0,07 6,300c £ 0,27 7,92¢ + 1,23 5,73>+ 1,08 7,40+ 0,16
CHR 3,88¢ £ 0,07 4,521+ 0,17 0,572+ 0,02 1,100+ 0,22 1,584 + 0,00 1,894+ 0,12 1,01ab + 0,04 1,27°¢+ 0,16
BbFA 0,20¢ £ 0,00 0,309 £ 0,00 0,062 + 0,00 0,170+ 0,00 0,19¢ + 0,00 0,26+ 0,00 0,19¢d + 0,00 0,21¢ + 0,00
BkFA 0,05¢ £+ 0,00 0,07¢ £ 0,00 ND 0,04¢ + 0,00 0,030 + 0,00 0,06¢ + 0,00 0,04¢+ 0,00 0,04¢ £ 0,00
BaP 0,32¢ £+ 0,00 0,31¢ £ 0,01 0,092 £ 0,00 0,210+ 0,00 0,190 + 0,00 0,274 £ 0,00 0,23¢ £ 0,00 0,24¢ £ 0,00
DBahA 0,35¢ + 0,03 0,584 + 0,03 0,052 £ 0,01 0,210+ 0,02 0,170+ 0,00 0,24 + 0,08 0,39¢ + 0,03 0,220 + 0,00
BghiP 0,06¢d + 0,02 0,05b.cd + 0,00 ND 0,05b.cd + 0,02 0,05b.cd + 0,00 0,08¢ £ 0,01 0,04bc + 0,01 0,022b + 0,00
P 0,111+ 0,00 0,159 + 0,00 ND 0,05 + 0,00 0,06¢ + 0,00 0,117+ 0,00 0,07¢ + 0,00 0,074 + 0,00
PAH leves? 468,630 + 14,68 567,41 + 116,60 201,332 + 53,01 152,212 + 5,54 449,220 + 51,88 868,64° + 148,70 195,102 + 50,94 146,432 + 14,56
PAH pesados? 1,094 + 0,06 1,46¢ + 0,02 0,202 £ 0,02 0,710+ 0,00 0,700 + 0,00 1,02¢d + 0,12 0,96¢ + 0,06 0,790 + 0,01
PAH43 6,380c + 0,04 7,32¢d £ 0,27 4,212+ 0,25 4,77ab + 0,29 8,26¢d £ 0,27 10,35¢ £+ 1,35 7,17¢d £ 1,12 9,12de + 0,32

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — ndo detectado.
1O teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR. 2 O teor em PAH pesados foi determinado a
partir da soma dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, DBahA, BghiP e IP. 3 O teor em PAH4 foi determinado a partir da soma dos teores de BaA, CHR, BbFA e BaP.
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Figura 23. Teor total em PAH no produto inteiro em fungéo do teor de gordura, tipo de tripa e regime de
fumagem (resultados expressos em ug/kg).

Barras de erro correspondem ao desvio-padrdo. Letras diferentes correspondem a valores médios
significativamente diferentes (p < 0,05).

Em termos relativos, a tripa representou apenas 1 - 2% do total da massa do chourigo de carne
produzido. Contudo, a quantidade de PAH aqui detectados é consideravelmente (p< 0,05)
superior a que se registou na parte interna destes produtos e que representou em média entre
5-21% do total de PAH do produto inteiro. Note-se que o perfil e teor em PAH detectados no
invélucro do chourico de carne sdo determinados pela deposicado que ocorre ao longo da fase de
fumagem, bem como pela velocidade a qual aqueles compostos migram para as camadas
internas. A tripa de colagénio, tal como se demonstra na Figura 24, apresentou sempre menores
niveis de contaminagao comparativamente aos registados para a tripa natural. Este facto nao
resultou, contudo, em maiores niveis de PAH nas camadas internas, o que leva a crer que tera
havido uma menor deposicao destes compostos na tripa sintética relativamente a tripa natural.
Por outro lado, os resultados evidenciam ainda maiores contribuicdes relativas da tripa de
colagénio para o total de PAH do produto inteiro. Em média a tripa de colagénio contribuiu com
5 a 21% do total de 16 PAH estudados (Figura 24), fruto da menor penetragéo destes compostos
nas camadas internas, enquanto a tripa natural registou entre 6 e 10%, facto que é revelador da

maior permeabilidade desta ultima.

A tecnologia de fumagem apresentou igualmente um elevado impacto (p < 0,05) no teor dos PAH
estudados (com excepgao para o FA), com realce para os compostos com cinco ou mais anéis
aromaticos, como o BbFA, BkFA, BaP, DBahA e IP. Quando as duas tecnologias sao
comparadas entre si verifica-se que, a remogao do obstaculo que impede a ascensao directa do
fumo, redundou na maior acumulagao de PAH. Para os produtos cheios em tripa natural, este
procedimento originou entre 33% e 45% mais de PAH (teor total). Neste caso, o BbFA, por
exemplo, aumentou (p < 0,05) de 0,20 para 0,30 pg/kg resultante da fumagem directa (Tabela
15).
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Embora de forma menos preponderante, o teor de gordura, teve igualmente um importante efeito
(p < 0,05) nos niveis de contaminagdo com PAH (Figura 22). As tendéncias obtidas nem sempre
foram consistentes, dependendo do tipo de tripa e do regime de fumagem seguido. Contudo, a
influéncia da quantidade de gordura adicionada foi mais evidente nas amostras produzidas com
tripa natural e directamente expostas a origem do fumo, para as quais se detectaram as maiores
concentracoes de PAH (869,66 pg/kg). Todavia, para alguns PAH leves como o NA, AC, FL, FA,
PY, BaA e CHR, o efeito do teor de gordura sobrepds-se ao regime de fumagem, destacando-se

como o segundo factor mais importante (Tabela A.1 do Apéndice).

Os factores, como se mostra na Figura 22 e na Tabela A.1 do Apéndice, também interagiram
entre si para a maioria dos PAH estudados, com especial enfase para a interacgao entre o teor
de gordura e tipo de tripa, nomeadamente no que respeita aos PAH pesados como IP, BbFA e
BaP. Para estes compostos, teores de gordura mais elevados resultaram em diferentes niveis
de contaminagao dependendo do tipo de tripa utilizado. Para os produtos fabricados com
involucro de colagénio, foram detectados niveis de contaminagao significativamente (p < 0,05)
mais elevados na formulagdo com 40% de gordura, em oposigao ao que se registou para os

homologos cheios em tripa natural.

O efeito da interacgéo entre o teor de gordura e o tipo de fumagem, foi mais 6bvio no caso do
BbFA e IP, onde as amostras sujeitas a fumagem directa obtiveram os teores de PAH mais
elevados, independentemente do teor de gordura. A utilizagao de um obstaculo revelou contribuir

de forma positiva para a redugéo (p< 0,05) da contaminagao, encontrando-se os niveis mais
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elevados na formulagdo com maior teor de gordura. Por outro lado, de entre as varias
interacgdes, esta foi a Unica que influenciou de forma significativa (p < 0,05) o indicador PAH4
(Tabela 15). Para este grupo em particular, ndo foram detectadas diferengas em consequéncia
da fumagem directa/indirecta das amostras com menor quantidade de gordura. Apesar disto, a
combinagdo com 40% de gordura adicionada e fumagem directa contribuiram sistematicamente
para maiores niveis de PAH4.

A interacgdo entre o tipo de tripa e regime de fumagem, foi do conjunto das interac¢ées duplas
analisadas, a que teve menor impacto, ainda assim, influenciou de forma significativa (p < 0,05)
11 dos 16 compostos detectados, em especial o IP e BbFA (Tabela A.1 do Apéndice). Em termos
gerais a concentragdo de PAH leves ndo foi afectada pelas diferentes opgdes de fumagem
quando a tripa sintética foi utilizada. Importa ainda salientar que os teores de PAH mais elevados
foram encontrados no chourigo de carne que combinou tripa natural e exposi¢ao directa a origem

do fumo.

Na medida em que o chouri¢co de carne foi fabricado com a combinagao simultadnea de um teor
de gordura, tipo de tripa e regime de fumagem especifico, do ponto de vista estatistico, a
interaccgéo tripla dos factores, foi também analisada no presente trabalho. A Figura 23 reflecte a
forma como a interacgao tripla dos factores em estudo afectou o teor total de PAH no chourigo
de carne produzido. Quando o invélucro natural foi utilizado, foram detectados teores mais
elevados (p < 0,05) destes contaminantes, em particular quando foram adicionados 40% de
gordura e foi seguido um regime de fumagem directo. Em contrapartida, aqueles que foram
produzidos com tripa sintética ndo apresentaram diferencas (p > 0,05), independentemente do

teor de gordura e regime de fumagem.

Do conjunto de PAH detectados neste estudo, aqueles com 2 e 3 anéis aromaticos, tais como o
ACL, NA, AC, FL e PHE foram sempre detectados, com a sua soma a corresponder, no minimo
a 86% do teor total de PAH. Os PAH pesados, por sua vez, foram sempre encontrados em
pequenas quantidades (entre 0,20 e 1,46 pg/kg) sem nunca excederem 0,5% do total em PAH
detectados, no produto inteiro, independentemente do tipo de amostra (Tabela 15). De entre os
compostos pesados detectados, DBahA e BaP sobressairam com os teores mais elevados (0,58

e 0,32 ug/kg, respectivamente).

Os teores em PAH4 variaram entre 4,21 e 10,35 pg/kg dos quais, o BaA e CHR, ambos PAH
leves, foram os que se apresentaram em maior quantidade (Tabela 15). Uma vez mais, o
chourigo de carne com 40% de gordura produzido com tripa natural e submetido a um regime de

fumagem directo foi o que registou maiores niveis de contaminagdo com PAH4.

3.3.2. Evolugéo do teor em PAH no chourigo de carne durante o armazenamento

Uma vez concluida a fase de processamento, na qual os produtos se encontram expostos ao

fumo e durante a qual ocorre a acumulagédo de PAH, estes podem sofrer uma diminui¢cao durante



o0 armazenamento. Actualmente, a sua migragao para o material que compde a embalagem, para
as camadas internas ou até mesmo a fotodegradacgéo estao identificadas como sendo algumas
das causas que podem resultar no decréscimo do teor destes contaminantes quimicos. Em
particular este estudo incidiu sobre as duas primeiras hipéteses. Por estar directamente em
contacto com o material da embalagem bem como com as camadas internas do chourigo de
carne, a tripa € um elemento fundamental na transicdo dos PAH entre estes dois meios.
Adicionalmente, a gordura presente na massa destes produtos facilita a penetragdo destes
compostos, protegendo-os da radiagéo e, consequentemente da fotodegradagdo. No seguimento
do estudo da influéncia do processamento tecnoldgico, desde logo se afigurou crucial avaliar a
extensdo do efeito do teor de gordura e tipo de tripa na sua evolugdo ao longo do tempo.
Paralelamente, a temperatura de conservagéo e o tempo de armazenamento foram igualmente
considerados. Tendo em conta o elevado numero de variaveis consideradas, tornou-se
necessario efectuar uma abordagem inicial por meio de One-Way ANOVA, para avaliar a
influéncia isolada de cada uma delas. A excepcdo da temperatura de conservacdo, que nao
revelou qualquer influéncia nos teores de qualquer um dos compostos em estudo (p > 0,05), esta
analise preliminar permitiu confirmar a influéncia do teor de gordura, tipo de tripa e tempo de
armazenamento nos niveis de PAH. Com base nestes resultados foi entdo efectuada a ANOVA
factorial, onde se incluiram trés variaveis: teor de gordura, tipo de tripa e tempo de

armazenamento e as respectivas interaccoes.

A semelhanca do que foi j& demonstrado anteriormente para o processamento, ao longo do
armazenamento foi clara a influéncia (p < 0,05) devida ao tipo de tripa utilizada bem como do
teor de gordura adicionado relativamente ao teor em PAH detectados. Uma vez mais, menores
niveis de contaminagdo foram encontrados no chourico de carne produzido em tripa de
colagénio. Ja a influéncia do teor de gordura so se evidenciou naqueles produtos em que a tripa
natural foi usada. Para ambos os factores, a tendéncia verificada surge na sequéncia dos
resultados ja reportados para o produto final (“PF”). Assim, uma vez atingidos 3 meses de
armazenamento a soma de PAH nos produtos com involucro de colagénio corresponderam a
221,73 e 209,31 pg/kg nas formulagdes magra e gorda, respectivamente, enquanto no chourigo
com tripa natural os enchidos homoélogos ascenderam a 400,08 e 689,44 ug/kg (Figura 26). Em
contrapartida, a soma dos 16 PAH nao foi afectada pelo tempo de armazenamento (Figura 25,
Tabela A.2 do Apéndice). De facto, como se demonstra na Figura 26, o teor total de PAH
manteve-se globalmente estavel durante os 3 meses, independentemente do tipo de produto
considerado. Também a tripa e massa do chourico de carne nao registaram alteragbes no
somatério dos 16 PAH ao longo deste periodo. Um cenario bem diferente é perceptivel quando
se considera o indicador PAH4 (Figura 27), que sofreu uma redugao expressiva (p < 0,05) logo

no primeiro més, momento a partir do qual estabilizou.
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Figura 25. Efeito dos factores principais e respectivas interacgdes de primeira ordem considerados na analise de variancia dos teores em PAH (ug/kg) determinados no

chourigo de carne.
Barras de erro correspondem a um intervalo de confiangca de 95%. Letras diferentes correspondem a valores médios significativamente diferentes (p < 0,05).

(i) Gordura, (ii) Tripa, (ii) Tempo, (iv) Gordura x Tripa, (v) Gordura x Tempo, (vi) Tempo x Tripa” (vi).
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Tabela 16. Teores médios em PAH (em ug/kg, sob a forma média + DP) no chouri¢o de carne.

20% Gordura
T. natural T. colagénio
PF 1M 3M PF 1M 3M

ACL

NA

AC

FL

PHE

AN

FA

PY

BaA

CHR

BbFA

BkFA

BaP
DBahA
BghiP

P

PAH leves’
PAH pesados?

224,96¢°9¢ + 59,10
96,40° + 15,96
60,71de + 6,78
71,030¢ £ 7,17
30,464 + 2,00
3,75° + 0,47
11,52¢d + 1,09
12,9020 + 0,98
2,09°¢+0,13
4,20¢ + 0,36
0,25b¢ + 0,05
0,06f = 0,01
0,324 + 0,01
0,46f+ 0,12
0,062° + 0,01
0,13>+ 0,02
518,02°¢ + 80,17
1,28¢ £ 0,20

188,460¢ + 26,03
60,562b + 13,96
42,18¢d + 7,07
64,870¢ + 14,26
53,107+ 7,20
10,934 + 1,62
13,379+ 1,08
10,5420 + 0,67
1,380¢ + 0,46
2,979+ 0,95
0,13abc + 0,11
0,02¢4 + 0,00
0,27¢d £ 0,11
0,15¢4 + 0,06
0,17¢d + 0,07
0,23¢ + 0,11
448,36 + 63,80
0,97de + 0,57

180,93b¢ + 62,97
45,9620 + 21,74
37,37b¢ £ 12,98
53,350 + 15,41
43,30 + 11,76
8,21¢ £ 2,90
12,924 + 2,65
10,972b + 2 21
1,290¢ + 0,35
4,86° + 1,93
0,14ab.c + 0,03
0,034e + 0,01
0,200¢d £+ 0,07
0,15¢4 + 0,06
0,189+ 0,08
0,23¢+0,10
399,15 + 121,65
0,93cde + 0,16

91,872 £ 55,19
25,482 + 6,84
19,6520 + 4,47
14,272 + 3,77
10,1120 + 1,80
0,962 + 0,21
4,872 + 0,86
5,312+ 0,96
3,409 £ 0,21
0,84ab + 0,31
0,112 + 0,04
0,02°cd £+ 0,00
0,152b.c + 0,06
0,13bcd + 0,09
0,022 + 0,00
0,022 + 0,00
176,772 + 37,85
0,462° + 0,27

105,682b + 38,16
38,182 + 18,57
26,302.b¢ + 22,33
24,032 £ 7,67
16,48abc + 1,33
3,112 + 0,23
4,002 £ 0,59
3,382+ 0,56
0,352+ 0,17
0,732b + 0,15
0,062 + 0,01

ND

0,112b + 0,05
0,0320 + 0,01
0,0320 + 0,00
0,032 + 0,01
222,252 + 81,17
0,262 + 0,03

109,560 + 29,35
34,912 + 13,65
27,2530 + 23,58
21,037 + 6,06
16,9320 + 3,36
3,182 + 0,58
4,142 £1,12
3,462+ 0,78
0,392 + 0,11
0,642 + 0,19
0,072 + 0,00
0,012b + 0,00
0,062 + 0,02
0,012 + 0,00
0,042 + 0,01
0,062 + 0,02
221,49 + 71,60
0,242 + 0,21

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — ndo detectado.

10 teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR. 2 O teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores
individuais de BbFA, BkFA, BaP, DBahA, BghiP e IP.
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Tabela 16. (Continuagéo)

40% Gordura

T. natural T. colagénio

PF 1M 3M PF 1™ 3M
ACL 244,32cde + 110,67 274,48 + 39,67 263,41de + 105,86 64,052 + 23,19 104,082b + 16,00 89,732 + 24,62
NA 169,77¢ + 90,30 160,22¢ + 23,70 165,55¢ + 93,09 41,052 + 14,66 68,332b + 27,47 44,522b + 6,65
AC 97,36+ 21,70 73,452 + 10,54 75,87¢ + 22,09 21,3020 + 3,39 10,912 + 10,67 13,712+ 13,70
FL 86,804 + 13,84 108,734 + 20,12 94,144 + 46,18 16,182 + 2,99 26,102 £ 2,78 24,382+ 1,35
PHE 27,284+ 2,62 53,98 + 10,31 50,51ef £ 10,04 9,122 £ 0,29 17,28¢ + 1,75 19,22¢ + 2,62
AN 4,500 + 1,29 10,33¢d + 1,71 11,809 + 5,40 0,782+ 0,05 2,9420 + 0,24 3,0320 + 0,44
FA 9,65P¢ + 2,10 11,9604 + 2,03 11,07bcd £ 0,89 5,002 + 0,44 4,062 + 1,37 8,620 + 4,59
PY 10,41ab + 1,22 9,43+ 2,11 13,80° + 8,83 5,572 £ 0,24 3,072+ 0,43 3,952 £ 0,65
BaA 7,11e+£ 1,20 1,27°¢ + 0,90 0,922.0 + 0,55 6,57¢ + 1,14 0,622 + 0,42 0,672 + 0,50
CHR 1,73>¢ + 0,18 2,33¢d + 1,31 1,72b¢ + 0,67 1,14ab + 0,18 0,982> + 0,19 0,952> + 0,57
BbFA 0,23bc + 0,04 0,26° £ 0,23 0,202bc + 0,10 0,202.bc + 0,01 0,22b¢ + 0,11 0,22bc + 0,15
BKkFA 0,04¢ + 0,01 0,01abc + 0,00 ND 0,04= + 0,00 0,01abe + 0,00 ND
BaP 0,23bcd + 0,04 0,25¢4 + 0,21 0,19bcd + 0,17 0,23bcd + 0,01 0,18abc + 0,07 0,172> + 0,06
DBahA 0,21de + 0,06 0,082> + 0,09 0,012 £ 0,00 0,30e + 0,09 0,032 £ 0,00 0,012 £ 0,00
BghiP 0,062 + 0,02 0,12bcd + 0,08 0,12bcd + 0,06 0,03a> + 0,01 0,08a.bc + 0,02 0,052> + 0,01
P 0,092 + 0,02 0,052 + 0,02 0,112 + 0,06 0,072 + 0,00 0,092> + 0,03 0,072> + 0,02
PAH leves’ 658,93¢4d + 233,97 706,184 + 104,87 688,814 + 255,89 170,762 + 37,57 238,372+ 31,20 208,782 + 23,13
PAH pesados? 0,86bcd + 0,18 0,77bcd + 0,56 0,63a.bcd + 0,31 0,88cde + 0,09 0,61abcd + 0,30 0,525abc + 0,30

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — ndo detectado.

10 teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR. 2 O teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores

individuais de BbFA, BKFA, BaP, DBahA, BghiP e IP.
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Em termos globais, depois de 1 més de armazenamento, o chourigco de carne revelou uma
quebra no teor em PAH4 em cerca de 70% relativamente ao teor inicial (amostras “PF”),
impulsionada principalmente pelo BaA, que dos 4 compostos, foi o que globalmente esteve
presente em maiores quantidades e cuja diminuigdo foi sempre superior a 87%. A Unica
excepg¢ao compreendeu os produtos com 20% de gordura e tripa natural, que nos dois meses
que se seguiram registaram uma recuperagao para niveis proximos dos iniciais (6,49 pg/kg,
Figura 27). Esta evolugdo é o reflexo do incremento registado no teor em CHR que, neste produto
em particular, foi o composto mais abundante do conjunto dos PAH4. Nos restantes casos, o teor
em PAH4 foi de 1,15 e 2,02 ug/kg no chourigo de carne com tripa de colagénio (nos enchidos
com 3 meses de armazenamento contendo 20% e 40% de gordura, respectivamente) e
3,03 pg/kg quando o invélucro natural foi a op¢ao. Os diferentes perfis evolutivos identificados
nos produtos com tripa natural podem ser mais facilmente compreendidos atendendo aos dados
que constam na Figura 27, onde se mostram os teores em PAH4 determinados separadamente
na tripa e na massa do chourico de carne. Em qualquer dos casos, é evidente a diminuigao
(p < 0,05) dos niveis de contaminagao determinados na tripa, por oposicdo ao registado na
massa do chourico de carne. No caso particular dos produtos com teor de gordura reduzido,
estes contaminantes quimicos sao transferidos da tripa para as camadas internas do chourigo

de carne ficando ai retidos.

De resto, o perfil de PAH determinado no “PF” manteve-se inalterado durante o periodo de
armazenamento em analise, onde os compostos leves continuaram a ser claramente os mais
abundantes comparativamente aos PAH pesados. De facto, a concentracdo da maioria dos
compostos analisados manteve-se constante. Para aqueles que denotaram alteragdes, contudo,
nem sempre foi possivel identificar um padrdao comum. Ainda assim, apdés 3 meses de
armazenamento do chourico de carne, foi detectado um decréscimo (p < 0,05) nos teores de
BaA, BkFA e DBahA. Para o primeiro dos trés compostos, o decréscimo foi notado quer na tripa
quer no interior dos produtos (cf. Tabela A.3 e Tabela A.4 do Apéndice). A diminuicao do BaA
podera por isso ser atribuida a sua migracao para o material da embalagem, seja directamente
a partir da tripa ou por meio de difusao do interior para a tripa e desta para a embalagem. Ja para
os restantes, BKFA e DBahA, uma vez que nao foram detectados na camada interna (Tabela A.4
do Apéndice), apenas foi possivel comprovar o seu desaparecimento da tripa do chourico de
carne (Tabela A.3 do Apéndice). Neste caso, a evolugao registada podera ser devida a
penetragdo nas camadas internas do chourigo de carne ou a sua passagem para a rede

polimérica que compde embalagem ou a ambas.
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Barras de erro correspondem ao desvio-padrdo. Letras diferentes correspondem a valores médios

significativamente diferentes (p < 0,05).
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significativamente diferentes (p < 0,05).
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3.3.3. Remoc¢ao dos PAH contidos em meio liquido para o filme da embalagem

Na Figura 28 sado apresentados os resultados relativos a avaliagdo do processo de migragao dos
PAH entre um meio liquido e o filme da embalagem (LDPE, /ow density polyethylene). A sua
andlise evidencia perfis evolutivos distintos em fun¢do da polaridade do meio considerado. No
que respeita ao meio polar avaliado, a agua, verifica-se uma forte diminuicdo nos niveis de
contaminagdo de cada um dos 11 compostos estudados, em particular nas primeiras 24h de
contacto entre o filme e o meio contaminado. De facto neste periodo foram removidos em média
93% dos contaminantes presentes, tendo mesmo correspondendo ao periodo de tempo em que
se registou o decréscimo mais acentuado. Dependendo do composto em causa, o nivel de
transferéncia de PAH variou entre 80% a 99%, determinados para o BghiP e AN,
respectivamente. Em termos gerais, a velocidade de migragdo revelou-se inversamente
proporcional a dimensao do composto em causa. Por outras palavras, os PAH leves foram
tendencialmente mais rapidamente removidos da agua comparativamente aos de maior peso
molecular. Verificou-se, por exemplo, que apds 24h os teores de AN, FA, PY, BaA, CHR, BbFA
e BaP (estes dois ultimos s&o ja PAH pesados) foram reduzidos para niveis proximos de 0,01 pg.
Este nivel sé foi atingindo apds 96h de armazenamento no caso do BkFA e IP, enquanto para o
DBahA e BghiP foram necessarias 216h. Apesar disto, as duas primeiras horas foram
especialmente relevantes neste processo de migragao. De notar que logo apds a primeira hora,
oteorem AN, FA, PY, BaA, CHR e BbFA havia ja sido reduzido em mais de metade relativamente
ao teor de contaminacao inicial. O mesmo nivel de redugao foi atingido nos restantes compostos
no final de 2 horas de contacto da agua com o filme da embalagem. Resultados similares foram
observados para o marcador PAH4, que apos as primeiras 24h ja havia sido reduzido a cerca de

5% do seu teor inicial.

Os resultados obtidos a partir da determinagao dos PAH presentes no material da embalagem
apos contactar com a agua contaminada mostram um progresso sensivelmente contrario ao
verificado para o meio liquido. Como se constata pela Figura 28, a massa de PAH absorvidos
pela rede polimérica da embalagem aumentou de forma consistente ao longo do tempo, com
especial destaque nas primeiras 24h, e para os compostos com menor peso molecular. A
complementaridade de resultados aqui encontrada, entre a transicdo de PAH do meio liquido
para o material da embalagem, € reforcada matematicamente por importantes (p < 0,001)
correlagbes de Pearson negativas para todos os compostos sem excepgéo (Tabela A.5 do
Apéndice). A correlagdo mais baixa, mas ainda assim muito significativa (p< 0,001) foi
determinada para o DBahA (r= 0,69), por oposi¢ao ao CHR e BaP que foram as mais relevantes

(r= 10,92 para ambos os compostos).



Figura 28. Evolucao do teor em PAH (ug) na agua (i e ii), na embalagem (iii e iv) e no azeite (v e vi) e do teor PAH4 na agua, na embalagem e no azeite (vii).
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Contrariamente ao que ocorre no conjunto agua-embalagem onde a polaridade entre o meio
liquido (agua) e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos € diferente entre si, 0 mesmo nao
acontece no sistema azeite-embalagem. O facto de se encontrarem inseridos num meio
igualmente apolar, para o qual os PAH tém maior afinidade (comparativamente a agua), parece
ter influenciado decisivamente os resultados, impedindo a sua migragdo para a embalagem.
Através da analise da Figura 28 nio € possivel distinguir uma tendéncia que indicie a remogao
destes contaminantes do meio liquido. Na verdade, ao longo dos 30 dias (720h) que o azeite
contaminado permaneceu acondicionado em LDPE, apenas se registaram algumas alteragdes,
e que ocorreram depois das 48h de armazenamento. Estas oscilagbes parecem indicar a

alternancia entre a transferéncia dos PAH para a embalagem e desta novamente para o azeite.

3.4. DISCUSSAO

O trabalho, cujos resultados sdo agora apresentados, compreendeu duas grandes vertentes: por
um lado, a avaliagao do efeito de alguns factores tecnolégicos nos teores de PAH, e por outro o

estudo da influéncia da embalagem na remocao destes compostos.

Ainda durante o processamento, o invélucro de colagénio determinou a acumulagao de menores
niveis de PAH tanto a superficie, na tripa, como nas camadas internas. Das duas tripas testadas,
a de colagénio foi assim a que apresentou menor grau de deposi¢cao dos PAH contidos no fumo.
A este respeito Djinovic ef al. (2008a) também registaram diferentes taxas de deposicdo em
funcao do tipo de carne, no caso, carnes de vaca e porco. Pelo facto de conter menores
quantidades de gordura, a tripa sintética contribuiu ainda para a menor disseminacao dos PAH
para o interior do chouri¢o de carne. Estas observacdes estao de acordo com o estudo de Garcia-
Falcon e Simal-Gandara (2005) que concluiram que em termos relativos, a tripa de colagénio
contribuia com maiores teores para o total de PAH detectados no “chorizo” espanhol
(tripa + interior), comparativamente a tripa natural. Significa por isso que quando o invélucro
sintético é usado, estes contaminantes permanecem maioritariamente a superficie dos enchidos,
prevenindo mais eficazmente a migragao de PAH para as camadas internas. Para além disso, o
chourigo de carne processado com ftripa de colagénio apresentou de forma consistente os
menores teores destes compostos, independentemente da quantidade de gordura adicionada ou
do processo de fumagem, de resto, & semelhanga dos dados publicados por Skaljac ef al. (2014)
e Péhimann ef al. (2013). Além disto, a tripa de colagénio apresenta a vantagem adicional de ser
mais facilmente removida (por comparagao com a tripa natural), facto que permite minimizar
consideravelmente a exposigao dos consumidores a estes compostos cancerigenos. Por ultimo,
a maior retencao dos PAH a superficie propicia a sua remogao por contacto com o material da

embalagem ou até mesmo a sua fotodegradagao (Simko, 2005).
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No que se refere a quantidade de gordura e ao regime de fumagem seguidos, o seu efeito so foi
perceptivel quando o chourigo foi cheio em tripa natural. Nestes enchidos, os menores teores de
PAH foram detectados quando foram adicionados menores quantidades de gordura e quando
nao se encontravam directamente expostos a origem do fumo. Os resultados mais encorajadores

registaram-se, em particular, quando os produtos combinavam estas duas condigdes.

Apesar de a gordura ter, nos produtos de salsicharia, beneficios claros ao nivel da qualidade
tecnoldégica e sensorial, designadamente ao nivel da mastigabilidade, suculéncia,
desenvolvimento de aromas e controlo da velocidade de desidratagdo (Ruiz, 2007), facilita
igualmente a maior acumulagao de PAH. Por outro lado, a protecgéo dos enchidos em relagao a
sua exposigao directa ao fumo contribuiu para que se depositassem menores quantidades de
PAH pesados, que por serem menos volateis sdo mais facilmente retidos pelo obstaculo
colocado sobre a origem de fumo. Roseiro ef a/. (2011) propuseram a hipétese de que a utilizagéo
deste tipo de barreiras (fumagem indirecta) poderia interferir com o fluxo ascendente do fumo e,
desta forma, reduzir a deposi¢cao dos PAH a superficie dos produtos. Na verdade, a importancia
da utilizacao de uma barreira fisica para evitar a exposi¢ao directa do chouri¢go de carne ao fumo
(com vista a minimizar a contaminagdo com PAH, em especial com os compostos mais nocivos),
€ claramente demonstrado pelos resultados agora apresentados. Além dos beneficios ja
referidos, a presenca desta barreira permite ainda evitar a pirdlise da gordura derretida que
escorre dos produtos durante a fase de fumagem, a partir da qual ha a formagao de PAH (Chung
et al., 2011; Viegas et al., 2012). Por outro lado, devido ao caracter marcadamente lipofilico dos
PAH (Martorell ef al., 2010), seria expectavel que a adicdo de maiores quantidades de gordura
na formulagdo promovesse a migracdo destes compostos para a o interior dos enchidos.
Também este facto ficou demonstrado, por exemplo, com os resultados relativos ao grupo PAH4.
Ainda assim, do ponto de vista do processamento tecnoldgico, este foi o factor que menos

influenciou os niveis de PAH encontrados no chourico de carne.

Actualmente sao conhecidos varios estudos relativamente ao perfil de PAH em produtos carneos
fumados (Ciecierska e Obiedzifski, 2007; Djinovic ef a/, 2008a; Roseiro ef al., 2011; Skaljac et
al., 2014; Skrbié ef al, 2014; Fasano et al., 2016) presentes em diversos tipos de produtos,
praticas de fabrico (tipo de madeira, praticas de fumagem) e compostos avaliados. Apesar da
grande variedade de condi¢des tecnoldgicas aplicadas, é consensual a prevaléncia dos PAH
leves sobre os compostos pesados. Os perfis de PAH obtidos no decorrer deste trabalho foram
semelhantes aos que foram reportados por Santos ef al. (2011) cuja investigagao incidiu em
produtos de salsicharia tradicional caracteristicos da regido do Alentejo. Globalmente, o teor em
PAH diminuiu com o aumento do peso molecular. Tal como foi demonstrado por Aurore ef al.
(2000), Guillén ef al. (2000c) e Stumpe-Viksna ef al. (2008b), o predominio de PAH leves pode
ser atribuido a composi¢ao do fumo, independentemente da madeira usada na combustao e dos
procedimentos relativos a fumagem (directa/indirecta), na medida em que estes compostos de
menor peso molecular estdo habitualmente presentes em maiores quantidades. Neste trabalho,

os PAH com até 4 anéis aromaticos representaram em média mais de 99% do total de



contaminantes detectados, ndo obstante o tipo de amostra, tal havia sido ja confirmado por
Santos ef al. (2011). Em contrapartida, os PAH com 5 ou mais anéis aromaticos foram
encontrados em niveis reduzidos e, nalguns casos, estiveram ausentes. De assinalar, por
exemplo, que o teor mais elevado de BaP detectado foi cerca de 6 vezes inferior ao estipulado
pela legislagédo actual (CE, 2011a), que impde um limite maximo de 2 pg/kg. Para o chourigo de
carne fabricado com tripa natural, aqueles que continham maior teor de gordura evidenciaram
menores teores em PAH pesados comparativamente as amostras com menor teor de gordura.
Este resultado pode ser atribuido a um efeito de diluicio (facto que dificultou a sua detecgdo em
algumas amostras) que resulta da migragao da tripa para as camadas internas que, de acordo
com Garcia-Falcon e Simal-Gandara (2005), é favorecida por maiores teores de gordura. A
semelhanga do BaP, os teores do marcador PAH4 detectados cumprem com os limites definidos

pela legislagdo comunitaria actual (CE, 2011a), ndo ultrapassando os 12 ug/kg exigidos.

As condicbes tecnoldgicas utilizadas neste ensaio-piloto, para avaliar a influéncia do teor de
gordura, tipo de tripa e regime de fumagem, nao reproduzem na integra as habitualmente
seguidas pela industria carnea no fabrico dos produtos de salsicharia, ainda assim os resultados
de BaP e PAH4 aqui encontrados estdo de acordo com os previamente reportados por Roseiro
et al. (2011). Por outro lado, com base nos teores de PAH no chouri¢o de carne produzido, foi
ainda realizada uma analise de risco associado ao consumo destes produtos. Para este efeito
foi seguida a abordagem recomendada pela EFSA (2008b) para a analise de risco para
compostos genotoxicos e carcinogénicos, que tem por base a “margem de exposicao” (margin
of exposure, MOE). De acordo com esta metodologia, valores de MOE mais elevados sao
indicativos de um menor nivel de risco para a saude dos consumidores. Tendo por base os teores
apurados e, um consumo médio de 25 gramas de chourigo de carne por dia, por um individuo de
cerca 60 kg, a ingestdo do chourico de carne produzido representaria, pela mesma ordem de
grandeza, uma dose diaria de 0,13 e 4,34 ng.kg-'bwday-' de BaP e PAH4, o que determinaria
um valor de MOE superior a 10000, que corresponde ao valor de referéncia proposto pela EFSA
(2008b). Deste modo, apesar dos teores de PAH aparentemente elevados, o chourigo de carne
fabricado no ambito deste estudo representaria um risco reduzido para a saude dos

consumidores, no que diz respeito aos PAH.

As variagdes nos teores de PAH habitualmente registadas nos produtos carneos em fungéo do
tempo podem ser distinguidas em duas fases: o processamento e o armazenamento. A primeira
caracteriza-se pela deposi¢ao e acumulagao dos PAH contidos no fumo gerado no processo de
secagem. Durante o armazenamento, por sua vez, estes contaminantes podem sofrer um
decréscimo em virtude da sua fotodegradagao ou adsorgao e posterior migragéo para o interior
do material da embalagem (Simko ef a/, 1999). O acondicionamento do chourigo de carne sob
vacuo promove o contacto entre a rede polimérica do polietileno e os produtos e, em particular
com a tripa, onde os PAH se concentram em maior quantidade. Desta forma, os contaminantes
aqui depositados, bem como os que se encontram na camada mais superficial, sdo susceptiveis

de serem absorvidos pelo filme da embalagem.
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Na literatura existem ja alguns estudos que atestam a transferéncia dos PAH dos alimentos
contaminados para o material da embalagem. Os trabalhos de Chen e Chen (2005), Simko et 4.
(2005) e SklarSova ef al. (2006), sao alguns exemplos. De acordo com Chen e Chen (2005), a
capacidade de remoc¢éo dos PAH para o plastico € limitada pela difusdo dos compostos no meio
em que se encontram inicialmente, seguida pela sua afinidade para a superficie do material da
embalagem e eventual difusdo para o interior da rede polimérica. Nos produtos alimentares e,
em particular, no chourico de carne aqui estudado, a transferéncia destes contaminantes

depende ainda do grau de difusdo destes compostos nas camadas internas (Simko, 2005).

Sendo os PAH compostos de natureza apolar, quando se encontram em meio aquoso, a sua
migracao é facilitada para a embalagem, impulsionados pelas for¢as de van der Waals, uma vez
que estes sdo transferidos de um meio fortemente polar para o filme do LDPE menos polar. Os
resultados obtidos no decurso deste estudo mostram nitidamente que os PAH presentes na agua
foram rapidamente absorvidos por oposi¢ao aos que se encontravam no meio apolar, neste caso
simulado pelo azeite. A diferengca de polaridades no sistema azeite - embalagem é
consideravelmente menor do que o que se verifica entre o sistema agua - embalagem. Em certa
medida, este efeito pode ser comparado ao que ocorre na tripa, por exemplo. A tripa natural, por
conter maior teor de gordura, acumula maiores quantidades destes contaminantes dificultando
assim a transferéncia para a rede polimérica do LDPE. Adicionalmente, o azeite inclui na sua
composi¢gao um elevado teor em acidos gordos mono e polinsaturados, que segundo a
informagao constante no rétulo do azeite utilizado para a realizagdo deste ensaio correspondeu
a 75 e 10%, respectivamente. Segundo Simko ef al. (2006), os electrdes T que participam nas
ligagdes duplas dos acidos gordos insaturados interagem com os electrées 1T deslocalizados dos
PAH, impedindo a sua migragao para o LDPE. Neste contexto, além do teor de gordura dos
alimentos, a composi¢cao em acidos gordos parece ser ainda um factor a considerar. Recorde-se
que o chourico de carne produzido com tripa natural que continha maior quantidade de gordura
(40%) foi o que revelou maiores niveis de acumulagédo de PAH no “PF”, mas que apesar disso,
no final do armazenamento estes foram substancialmente reduzidos, para niveis inferiores aos
que foram encontrados nos produtos homologos com teor de gordura reduzido. Por sua vez, a
massa do chourigo de carne resultante dos produtos que combinaram a tripa natural e teores
reduzidos de gordura nao observou a mesma tendéncia. Aparentemente, a gordura constituiu
aqui um elemento facilitador da difusdo destes contaminantes quimicos para as camadas

superficiais e posterior passagem para o material da embalagem.

Além dos aspectos mencionados anteriormente, o ensaio no modelo liquido permitiu ainda
verificar que a transferéncia dos PAH é negativamente influenciada pelo aumento da massa
molecular destes compostos. De facto, do conjunto dos compostos estudados, o DBahA e o
BghiP foram os que apresentaram menores velocidades de transferéncia da agua para a rede
polimérica da embalagem. Segundo Chen e Chen (2005) o aumento da dimensao dos compostos
faz diminuir a sua solubilidade e coeficientes de difusdo no LDPE, o que explica a menor taxa de

migragao dos PAH pesados que se registou quer no modelo liquido, quer no chourigo de carne.



Muito embora a transferéncia dos PAH tenha sofrido um forte abrandamento com o aumento do
peso molecular, a maior taxa de transferéncia registou-se durante as primeiras horas de contacto
com a embalagem, independentemente do composto em causa. Resultados idénticos foram
obtidos por Chen e Chen (2005) bem como por Simko ef al. (2004), que também constataram
que os PAH s&o mais rapidamente absorvidos durante as primeiras 24 horas, pois de acordo
com Simko et al. (1999) a transferéncia das moléculas dos PAH inicia-se no momento em que o

meio contaminado e o filme da embalagem entram em contacto.

Independentemente das opgdes tecnoldgicas seguidas na produgdo do chourigco de carne, os
resultados obtidos revelam que, o teor total de PAH permaneceu inalterado ao longo dos trés
meses pelos quais se prolongou o armazenamento. Os teores medidos para o conjunto dos 16
PAH em estudo reflectiram em grande medida os niveis determinados no chourigo de carne “PF”,
logo ap6s a conclusdo do processamento. A parte de algumas oscilagdes, a concentragdo do
total de PAH manteve-se igualmente constante na tripa e nas camadas internas. No chourigco de
carne com tripa de colagénio (ambas as formulagdes) e tripa natural com 40% de gordura, a
evolugao do indicador PAH4, contudo, caracterizou-se por um decréscimo nos primeiros 30 dias
de armazenamento em vacuo. Esta tendéncia foi observada na tripa € na massa interior,
principalmente a custa da diminuicao do teor dos PAH leves, o BaA e o CHR. A analise dos PAH
contidos nestes dois componentes separadamente permite, desta forma, compreender mais
claramente a sua evolugao durante o periodo de armazenamento. O facto da diminuicdo dos
PAH ter sido verificada em ambos os componentes (tripa e interior) prova a transferéncia destes
componentes para o fiime da embalagem. Assim sendo, em conjunto, estes resultados
demonstram a capacidade de remocdo destes compostos ndo sé a partir da tripa, mas
igualmente nas camadas mais préoximas. Também Chen e Chen (2005) verificaram na sua
investigacao a remocgao dos PAH da pele de pato assada por contacto com o LDPE. Por outro
lado, estes resultados corroboram os que foram obtidos para o meio liquido, onde se verificou
maior grau de migracdo dos compostos com menor peso molecular e logo na fase inicial de

contacto entre os produtos e a embalagem.

3.4. CONCLUSAO

Do ponto de vista da tecnologia de processamento a escolha do tipo de tripa foi um elemento
fundamental, no que respeita ao controlo dos niveis de PAH encontrados no chourico de carne.
A utilizagao de um invélucro sintético permitiu ndo s6 minimizar significativamente os niveis de
contaminagao, como anular o efeito devido aos restantes factores em estudo: o teor de gordura
e o regime de fumagem implementado. Comparativamente a tripa natural, a tripa de colagénio
demonstrou ser a melhor barreira para os PAH, na medida em que contribuiu para o menor grau

de deposigao a superficie e simultaneamente a sua migragao para as camadas internas. Apesar
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disto, esta demonstrou ser permeavel o suficiente por forma a permitir a eliminagéo de BaA e
CHR por contacto com o LDPE no qual o chourigo foi conservado. Ainda assim, considerando
que as especificagbes dos produtos de salsicharia tradicional usualmente obrigam a utilizagéo
de tripa natural, a fumagem em que os produtos ndo se encontrem directamente expostos a
origem do fumo, em especial quando associada a teores de gordura reduzidos, constitui uma
alternativa de relevo. Em qualquer dos casos, por questdes de seguranga, € aconselhavel a

remocao de qualquer tipo de tripa prévia ao consumo deste tipo de produtos.

A luz dos resultados obtidos, a conservagdo do chourico de carne sob vacuo revelou-se ser uma

mais-valia na remogao de alguns PAH, como o BaA, o CHR, o BKFA e o DBahA.

Por fim, a luz das recomendagdes da EFSA elaboradas em 2008, os niveis de contaminagao de
PAH encontrados no chourigo de carne produzidos ndo representam um risco para a saude dos

consumidores.
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AVALIAGAOQ DO PERFIL DE PAH EM CONDENSADOS DE FUMO GERADOS
ATRAVES DA COMBUSTAQ DE DIFERENTES MADEIRAS E ESTUDO DO EFEITO
DA UTILIZAGAOQ DE AROMA DE FUMO EM PRODUTOS DE SALSICHARIA
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4.1. INTRODUGAO

A industria alimentar tem sido alvo de inumeros avangos tecnologicos, os quais permitiram
melhorias apreciaveis em relagdo ao processamento e a preservagao dos alimentos. Com eles,
a necessidade de expor os alimentos a ac¢ao do fumo visando a conservagao dos alimentos, tal
como acontecia para os produtos de salsicharia, tem vindo a diminuir progressivamente.
Actualmente a fumagem assume maior importadncia como forma de incorporar aromas e
desenvolver a cor caracteristica deste tipo de produtos. Porém, sabe-se hoje que, esta pratica é

a principal responsavel pela presenga PAH nestes produtos.

A aplicagdo de aromas de fumo liquido, por sua vez, tem-se afirmado como uma tecnologia
alternativa, com beneficios tanto do ponto de vista da seguranga alimentar como da tecnologia
de processamento. Estes aromas conferem muitas das propriedades do fumo nomeadamente
no que respeita as qualidades sensoriais que veicula, mas igualmente no que respeita as
propriedades antioxidantes e antimicrobianas (Martin ef a/., 2010). Com o recurso a aromas de
fumo liquido é possivel suprimir o processo de fumagem por completo ou, alternativamente,
potenciar o sabor e aroma tradicionalmente conferido pelo fumo (EFSA, 2007), quando
empregue em conjunto com a fumagem. De acordo com Underwood e Shoop (2007), da sua
composicao fazem parte trés grupos principais de compostos: os fendlicos, que podem variar
entre 20 e 35%, os carbonilos, entre 10 e 15%, e os acidos, entre 5 e 12%. Os mesmos autores
salientam, todavia, que a preponderancia de cada um destes grupos pode variar em fungao da
madeira que Ihe deu origem. Os compostos fendlicos, por exemplo, participam significativamente
no aroma, bem como nas actividades antioxidativa e antimicrobiana (Soldera ef al, 2008;
Montazeri ef al., 2013; Péhlmann ef al., 2013). Os carbonilos, por sua vez, intervém ao nivel da
cor, da textura e, pensa-se, na actividade microbiana (Underwood e Shoop, 2007; Montazeri ef
al., 2013). Ja os acidos conferem sabor e também alguma actividade antimicrobiana (Rozum,
2009). Alem dos aspectos mencionados, o recurso a este ingrediente apresenta vantagens ao
nivel da seguranga quimica dos produtos, uma vez que contribui para minimizar a presenca de
compostos téxicos como os PAH. Em primeiro lugar, porque propicia maior controlo sobre as
condicdes em que se desenrola a pirdlise, nomeadamente a temperatura e, consequentemente
a ocorréncia dos PAH pesados (com cinco ou mais anéis aromaticos) que surgem a temperaturas
mais elevadas (Roda ef al., 1999). Por outro lado, a baixa solubilidade dos PAH em meios
aquosos, como o que acontece com os condensados de fumo liquido, simplifica a sua remogao
por meio de técnicas de separagéo de fases ou de filtragdo (Lingbeck ef al., 2014). Assim, a
utilizacdo de aromas de fumo liquido incorpora muitos dos beneficios atribuidos ao fumo,
nomeadamente no que se refere ao efeito antimicrobiano, actividade antioxidante e

caracteristicas sensoriais, com a vantagem adicional de ser isento de compostos téxicos. De



referir ainda que esta € uma tecnologia mais ecolégica, mais rapida do que a fumagem, com
maior facilidade de aplicagédo e que assegura maior uniformidade do produto final, além de que
possibilita ao fabricante controlar mais eficazmente a concentragao de fumo aplicada (Meier,
2009; Lingbeck ef al., 2014).

Em termos globais, o0 modo de obtencdo dos condensados rege-se pelos mesmos principios
pelos quais o fumo é gerado, isto é, através da combustdo incompleta da madeira. Uma das
principais diferencas entre as duas metodologias, todavia, reside no facto de na fumagem
convencional o fumo ser gerado em camaras onde esta em contacto directo com os produtos
suspensos, ao passo que os condensados de fumo sdo gerados de forma independente. O
aroma de fumo liquido, por sua vez, é produzido em reactores, na presenga de quantidades
limitadas de oxigénio, onde a madeira é sujeita a um calor intenso sem que, no entanto, ocorra
a formagéo de chama. O fumo é de seguida condensado e purificado por forma a eliminar as
impurezas toéxicas contidas originalmente no fumo (Lingbeck ef al, 2014). Contudo, a
semelhanga do que sucede com a fumagem convencional, as caracteristicas do aroma do fumo
liqguido dependem nao s6 do tipo de madeira, tal como ja tivemos oportunidade de referir, e da
temperatura a que ocorre a pirélise, mas também do processo de filtragem final (Simko, 2005).
Através da combinagao destes factores, o desenvolvimento da tecnologia dos geradores de fumo
aliado ao melhor conhecimento das potencialidades na utilizagdo dos condensados permitiu, ao
longo das ultimas quatro décadas, alargar a variedade de condensados disponiveis no mercado
(Rozum, 2009). A versatilidade destes condensados permite a sua aplicagdo sob diversas

formas, designadamente a superficie (por vaporizagao, por exemplo) e na massa (Borys, 2004).

O trabalho realizado ao longo deste capitulo centrou-se precisamente na tecnologia da produgao
de condensados de fumo liquido, onde se determinou o teor em PAH resultantes da combustao
a 400 e 600 °C de alguns tipos de madeira mais frequentemente utilizados pelos produtores
portugueses: o0 azinho, o sobro, a oliveira, o castanho e o carvalho. Simultaneamente avaliou-se
o impacto da utilizagdo de aromas de fumo no perfil de PAH, por meio de um ensaio-piloto que
deu lugar a produgéao de chourigo de carne. Do conjunto de produtos obtidos, metade deles foram
sujeitos a fumagem indirecta e os restantes tratados com aroma de fumo. Complementarmente
foram testadas duas tecnologias de aplicagao deste ingrediente: aspersdo a superficie e

incorporagcdo na massa do chourigo de carne.

4.2. MATERIAIS E METODOS

Os dados relativos ao estudo de incidéncia, discutidos no Capitulo 2, atestam que o teor e perfil
de PAH pode ser muito variavel em fungao das condigdes de fumagem onde o tipo de madeira

constitui um factor central, em particular, se considerarmos que nas regides do Alentejo e de
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Tras-os-Montes sado utilizadas diferentes tipos de madeira. O conhecimento do perfil de PAH
gerado aquando da pirdlise de cada um dos tipos de madeira no fumeiro constitui, assim, um
elemento essencial para a melhor compreensao destes resultados. Os resultados previamente
apresentados no Capitulo 3, por seu turno, demonstraram a importancia da fumagem indirecta
dos produtos como forma de prevenir consideravelmente a sua contaminagdo com PAH, assim
como o involucro seleccionado e a quantidade de gordura contida na formulagédo. Dos varios
tipos de produtos testados, o chourigo de carne com 40% de gordura, produzido em tripa natural
e sujeito a fumagem indirecta foram aqueles que, no nosso entender, proporcionaram a melhor
relacdo entre a seguranga (no que aos PAH diz respeito) e aceitabilidade do consumidor, razdo

pela qual estas foram as op¢des tecnoldgicas implementadas na execugao deste estudo.

4.2.1. Delineamento experimental

O trabalho descrito integra duas vertentes principais: a comparagao do perfil de PAH obtido a
partir da combustdo de algumas das madeiras, que sado frequentemente usadas no
processamento de produtos de salsicharia tradicional, e averiguar acerca do impacto da
utilizagdo de aromas de fumo nos niveis de PAH.

Para o estudo do perfil de PAH no fumo foram seleccionados cinco tipos de madeira: azinho
(Quercus ilex L.), sobro (Quercus suber L.), oliveira (Olea europaea L.), castanho (Castanea
sativa Mill.) e carvalho (Quercus faginea Lam.). As duas primeiras espécies sdo a escolha mais
frequente dos fabricantes da regiao do Alentejo, enquanto as trés ultimas sdo a opg¢ao mais usual
dos produtores da regido de Tras-os-Montes. Por outro lado, atendendo a que no contexto
industrial ndo existe um controlo que permita aos produtores aferir a temperatura a que decorre
a combustao, foram consideradas duas temperaturas para a realizagao da pirdlise: 400 °C e
600 °C.

Tendo por base as opgodes tecnoldgicas consideradas mais favoraveis e, visando uma vez mais,
a reducao de PAH presentes, procedeu-se a analise do efeito da utilizacdo de aroma de fumo
liquido. Para o efeito foram consideradas duas tecnologias de aplicacdo: aspersao e
incorporacdo. Porém, para a realizagcdo ensaio-piloto foi necessario atender as dimensoes
reduzidas da camara de fumagem disponivel, sem comprometer a representatividade da
amostra. Como tal, a opgado considerada assentou no processamento de dois lotes
independentes de chourigo de carne, tal como se ilustra na Figura 29. Apos a divisdo da massa
de cada um dos lotes em duas partes iguais, que foram designadas de “Controlo” e “AFL”, a fim
de serem processadas e curadas. O chouri¢o de carne “Controlo” foi processado alternadamente
em cémara de ambiente controlado e por exposi¢cao ao fumo de azinho (Quercus ilex L.). A
secagem dos produtos designados por “AFL”, por sua vez, desenvolveu-se exclusivamente em

camara com temperatura e humidade relativa controladas.
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Figura 29. Processamento de chourigo de carne de acordo com o regime de secagem e metodologias
de tratamento testadas.

MP: massa condimentada, PF: produto final, 1M e 3M: produtos com 1 e 3 meses de armazenamento,
respectivamente.

4.2.2. Produgao dos condensados de fumo

Os condensados de fumo foram obtidos tendo por base o protocolo experimental descrito por
Garcia-Falcén e Simal-Gandara (2005). Para cada um dos tipos de madeira cortaram-se
pedacos com cerca de 1 g cada. Estes foram deixados por um periodo de 24 horas em estufa
de secagem ajustada para uma temperatura de 100 °C, a fim de remover a sua humidade, apés
o qual as amostras foram transferidas para um exsicador até ao momento da sua combustao.
Para a pirdlise e recolha dos componentes do fumo foi montado um sistema em série, idéntico

ao que se encontra esquematizado na Figura 30, composto por uma mufla (MR 170.E, Heraeus,
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Alemanha), a qual se encontrava ligado um sistema de recolha dos condensados do fumo que
consistia em trés frascos lavadores de gases devidamente protegidos da luz (revestidos com
papel de aluminio), cada um deles contendo 20 mL de dimetilsulféxido (DMSO) adquirido a
Panreac (Espanha). A circulagédo do ar e do fumo no sistema foi assegurada por uma bomba de

vacuo. Todos os condensados de fumo foram produzidos em triplicado.

Bomba de vacuo

Figura 30. Representacao esquematica do sistema de combust&o e recolha dos componentes do fumo.

As amostras de madeira (2 g) foram queimadas na mufla (previamente aquecida durante pelo
menos 60 minutos) a temperatura de 400 °C ou 600 °C, sendo esta confirmada com recurso a
um termometro (52 K/J Thermometer, Fluke, Alemanha). Com o objectivo de garantir que todo o
fumo era recolhido, o sistema permaneceu em funcionamento por mais 30 minutos apos se
deixar de observar a existéncia de fumo no sistema. No final da combustao o conteudo dos trés
frascos foi combinado, o sistema lavado com mais 20 mL de DMSO. Os condensados,
produzidos em ftriplicado para cada tipo de amostra, foram depois mantidos em frascos escuros

rolhados até ao momento da analise.

4.2.3. Producgao do chourigo de carne

Para o fabrico do chourigo de carne, a carne e gordura de porco (ambas adquiridas no mercado)
foram picadas e condimentadas com massa de pimentao (3,5%), massa de alho (3%), sal (1%),
agua (2,5%), sais de cura Palatinata Cure (0,25%) que continham na sua composi¢cao NaNOs
(4,9%) e KNO2 (5%), e antioxidante Jabarot (0,15%). A massa dos enchidos “AFL” do Lote B,
adicionaram-se ainda 0,5% de aroma de fumo liquido (Formulab, Portugal). Apds a
homogeneizagédo da massa, efectuou-se o enchimento, utilizando para o efeito tripa salgada de

carneiro.

O processo de secagem das amostras “Controlo” desenrolou-se alternadamente em camara de
ambiente controlado e em camara de fumagem. Durante os primeiros 6 dias, os parametros da
camara de ambiente controlado foram definidos para uma temperatura de 6 °C e humidade
relativa de 80%. Apods este periodo inicial, a temperatura foi ajustada para 10 °C e a humidade

relativa para 75%. Os enchidos foram expostos a acgao do fumo por periodos de 4h/dia por meio



de fumagem indirecta e produgdo de fumo de azinho (Quercus ilex L.). Relativamente aos
produtos que seguiram a tecnologia alternativa, a desidratagcdo necessaria teve lugar
exclusivamente em camaras de ambiente controlado, seguindo os mesmos parametros seguidos
para os homologos fumados, com excepgao do chourigo de carne aspergido com aroma de fumo.
Neste caso, depois de se proceder a aspersao superficial dos enchidos, estes foram deixados
ao ar por cerca de duas horas (antes de serem reintroduzidos na camara), a fim de eliminar o
excesso de humidade resultante. A aspersao dos produtos foi realizada nos 2°, 3° e 7° dias com
uma solugao diluida a 10% (v/v) de aroma de fumo. Pelo facto de estas amostras denotarem um
desenvolvimento de cor inferior ao pretendido, ao 13° 14° e 15° dias os produtos foram
aspergidos duas vezes com a solugdo de aroma de fumo diluida a 10% (v/v). Neste caso, a
segunda asperséao foi realizada apés a superficie dos enchidos se encontrar seca. Por fim, ao
17° dia de processamento os produtos foram aspergidos com uma solugdo a 20% (v/v). A
aspersao dos produtos foi efectuada com um aspersor vulgar de plastico, como tal, a solugédo de

aroma foi preparada de fresco imediatamente antes da sua aplicagao.

Quando foram atingidas cerca de 35% de perdas no teor de humidade do chourigo de carne
(ap6s aproximadamente 17 dias de secagem), os produtos foram embalados sob vacuo em
sacos Cryovac BB4L (LDPE, acrénimo da designacgao inglesa /ow density polyethylene). Para
este ensaio foram considerados trés momentos de analise distintos: produto final (“PF”) e durante
0 armazenamento, mais concretamente, depois de 1 e 3 meses (designados “1M” e “3M”,
respectivamente). Durante o armazenamento, todos os produtos foram mantidos ao abrigo da
luz, sob refrigeracao (4 °C), sendo de seguida congelados a uma temperatura de -80 °C até ao

momento da sua analise.

4.2.4. Extracgao e andlise cromatografica dos PAH nos condensados de fumo

Para a extraccao dos PAH, 5 mL de condensado de fumo foram saponificados em refluxo,
durante 1 hora, com 5,6 g de KOH e 5 mL de agua e 45 mL de metanol. Ao extracto resultante
adicionaram-se 50 mL de mistura de metanol/agua (80:20, v/v) e extraiu-se com porgdes de
50 mL de n-hexano. Combinaram-se as fracgdes organicas que se evaporaram até a secura sob
vacuo num evaporador rotativo (Laborota 4001, Heidolph, Schwabach, Alemanha), apds o que
se ressuspendeu o residuo com 1 mL de n-hexano que foi entdo aplicado no topo de uma coluna
Sep-Pak Silica Plus Long Cartridge de 55-105 ym (Waters, Milford, MA), e os PAH eluidos com
10 mL de n-hexano. O extracto foi mais uma vez evaporado a secura sob vacuo, sendo por fim
ressuspendido em 3 mL de acetonitrilo. Todos os condensados foram extraidos em triplicado. A
analise cromatografica do extracto foi realizada de acordo com os procedimentos descritos na

seccgao 2.2.3.

A determinacao do teor em PAH contidos no aroma de fumo usado para o fabrico do chourigo
de carne foi realizada, em ftriplicado, seguindo o mesmo protocolo experimental agora descrito

para os condensados de fumo.

131



132

Na analise dos condensados de fumo, o acenaftileno (ACL), naftaleno (NA), acenafteno (AC),
fluoreno (FL), fenantreno (PHE) e antraceno (AN) apresentaram taxas de recuperagao inferiores
a 60%. Por esta razao, para a avaliagao de PAH nos condensados de fumo e no aroma de fumo
foram considerados apenas o fluoranteno (FA), pireno (PY), benz[glantraceno (BaA), criseno
(CHR), benzo[blfluoranteno (BbFA), benzo[Alfluoranteno (BkFA), benzo[ag]pireno (BaP),
dibenzo[ g, Alantraceno (DBahA), benzo[ghjperileno (BghiP) e indeno[1,2,3-cd]pireno (IP).

4.2.5. Extracgao e analise cromatografica dos PAH no chourigo de carne

A extracgao e posterior quantificagdo dos PAH no chourigo de carne foi realizada em triplicado,

seguindo o protocolo analitico descrito na secgéo 2.2.3 desta dissertagao.

4.2.6. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados por meio de analise de variancia factorial (Factorial
ANOVA). No que concerne aos condensados de fumo consideraram-se duas variaveis: o tipo de
madeira (azinho, sobro, oliveira, carvalho e castanho) e a temperatura (400 °C e 600 °C). No
chourico de carne, por sua vez, a tecnologia (aspersdo e incorporagao), tipo de amostra
(“Controlo” e “AFL”) e tempo de armazenamento (“PF”, “IM” e “3M”) foram as variaveis
dependentes consideradas. Em qualquer dos casos, as diferengas significativas entre as médias
foram determinadas segundo o teste Honest Significant Differences (HSD Tukey), definido para
um nivel de p < 0,05. As relagdes entre os factores foram estabelecidas com base na analise de
componentes principais (ACP). A analise estatistica foi efectuada no soffware Statistica 10
(StatSoft Inc, 1984-2011).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Perfil de PAH nos condensados de fumo

A analise de variancias, cujos resultados sdo apresentados na Figura 31 e Tabela A.6 do
Apéndice, mostram a existéncia de diferengas muito significativas (p < 0,001) no teor em PAH
em fungéo do tipo de madeira e da temperatura de combustdo. Ainda que se tenha registado
uma elevada significancia associada aos dois factores individuais e a sua interacgéo, a
temperatura destacou-se como sendo o mais preponderante na composi¢ao dos condensados
de fumo, no que se relaciona com o teor em PAH. A combustao da madeira a temperaturas
elevadas (600 °C), teve como principal consequéncia o aumento significativo (p < 0,05) destes

contaminantes como se comprova pela Figura 32 e pela Tabela 17.
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Figura 31. Efeito dos factores principais considerados na andlise de variancia dos teores dos 10 PAH
(Mg/kg) determinados nos condensados de fumo.

Barras de erro correspondem a um intervalo de confianga de 95%. Letras diferentes correspondem a
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Figura 32. Teor total dos 10 PAH (ug/kg) determinados nos condensados de fumo produzidos.
Barras de erro correspondem ao desvio-padrdo. Letras diferentes correspondem a valores médios
significativamente diferentes (p < 0,05).

No conjunto dos compostos estudados, o BghiP e o IP, foram especialmente afectados. De
acordo com dados da Tabela 17 verifica-se que, nos extractos produzidos a baixa temperatura
(400 °C) o IP apenas foi encontrado nos condensados do castanho (0,02 pg/kg), por oposi¢ao
aos homologos produzidos a 600 °C, cujos niveis foram repetidamente préximos, ou até mesmo,
superiores a 100 pg/kg. Uma situagdo analoga foi identificada para o BghiP nestes ultimos
condensados para os quais se quantificaram entre 8,37 e 12,93 pg/kg (sobro e azinho,
respectivamente) e 73,37, 82,73 e 87,79 ug/kg (na oliveira, carvalho e castanho,
respectivamente), sendo que nos condensados produzidos a baixa temperatura o teor médio
maximo foi de 0,48 pg/kg (carvalho). Em termos gerais, o incremento da temperatura em 200 °C

culminou num incremento pronunciado tanto dos compostos que compdem o indicador PAH4
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(entre 10 e 200 vezes, no carvalho e azinho, respectivamente), bem como dos compostos
designados pesados (onde o aumento verificado oscilou entre 200 e mais de 1000 vezes,

verificados no sobro e azinho, pela mesma ordem).

O tratamento estatistico evidenciou ainda efeitos muito significativos (p < 0,001) dependendo da
madeira testada, bem como a respectiva interacgdo dos factores. Em qualquer dos casos, as
maiores diferengas registaram-se quase exclusivamente nos condensados de fumo gerados a
temperatura mais elevada. A partir da Figura 32, onde se mostram os teores totais médios dos
10 PAH determinados para os varios condensados obtidos a 600 °C, verifica-se que os tipos de
madeira podem ser ordenados, por ordem crescente de contaminagdo, da seguinte forma:
sobro < oliveira < carvalho < castanho < azinho. A referida sequéncia foi notada n&o apenas
para o somatorio dos 10 PAH analisados, mas igualmente para a generalidade dos compostos
individuais. Quando s&o consideradas somente as madeiras usadas tradicionalmente na regido
do Alentejo, ou seja, 0 azinho e o sobro, verifica-se que o primeiro originou maiores quantidades
de PAH (3161,95 ug/kg), comparativamente ao segundo (1000,97 ug/kg). Na verdade, os
condensados produzidos a partir da pirdlise de azinho a 600 °C apresentaram, reiteradamente,
niveis de contaminagao superiores (p < 0,05) as restantes madeiras avaliadas, onde apenas o
BghiP e IP foram excepc¢ao. Esta evidéncia mostrou-se transversal a maioria dos compostos
individuais, mas também aos grupos considerados, nomeadamente no que se refere aos PAH
pesados, que no azinho totalizaram mais de 900 pg/kg (Tabela 17). Apesar deste facto, os teores
de BghiP e IP detectados no azinho revelaram-se significativamente inferiores (p < 0,05) aos da
oliveira, carvalho e castanho. Nos restantes condensados obtidos a 600 °C, os teores médios de
PAH pesados variaram entre 284,24 e 688,52 ug/kg quantificados no sobro e castanho, pela
mesma ordem. No que respeita as madeiras habitualmente usadas em Tras-os-Montes, estas
apresentaram teores totais de PAH intermédios, relativamente ao azinho e sobro, onde se
quantificaram 2046,54; 2276,50 e 2426,57 ug/kg quantificados na oliveira, carvalho e castanho,
respectivamente. De resto, para os condensados resultantes da combustao a 400 °C, as unicas
diferencas foram determinadas para os teores BaA, decorrentes da combustdo de carvalho e
castanho (43,50 e 43,81 ug/kg, respectivamente) que, como o demonstra a Tabela 17, se
superiorizaram (p < 0,05) aos niveis médios das restantes amostras (que variaram entre 2,16 e

16,92 pg/kg quantificados, pela mesma ordem, nos condensados de azinho e oliveira).



Tabela 17. Teores médios em PAH (em ug/kg, sob a forma média + DP) nos condensados de fumo liquido.

Azinho Sobro Oliveira Carvalho Castanho
400 °C 600 °C 400 °C 600 °C 400 °C 600 °C 400 °C 600 °C 400 °C 600 °C
A 14,542 1027,17¢ 14,482 323,340 19,732 665,65° 25,662 716,71cd 14,642 774,574
+2,84 + 169,35 +1,60 + 17,54 + 3,04 + 21,57 + 3,05 + 68,90 + 0,52 + 20,40
Py 20,632 716,53¢ 12,182 191,740 8,672 575,47¢ 10,322 658,08 6,772 664,154
+ 3,58 + 71,04 + 0,95 + 17,46 + 0,31 + 5,37 + 2,47 + 55,23 +0,17 + 12,86
BoA 2,162 278,38f 4,072 107,08¢ 16,922 134,454 43,500 152,054 43,810 156,73¢
a
+ 0,26 + 29,42 + 0,46 + 34,55 +7,55 + 14,85 + 11,56 +5,84 + 4,00 +4,30
CHR 1,142 210,994 2,952 94,570 4,702 121,72¢ 3,992 133,96¢ 2,732 142,60°
+0,29 + 42,37 + 0,54 + 24,58 +0,20 + 16,79 +0,92 +2,91 + 0,26 + 5,65
161,834 0,362 60,38° 65,520¢ 0,262 72,080 77,65¢
BbFA ND ND ND
+ 29,46 +0,52 + 21,43 7,77 +0,23 + 0,64 +1,95
75,45¢ 0,152 26,860 41,96° 0,282 48,0004 51,564
BKFA ND ND ND
+ 16,56 +0,22 +9,44 + 3,40 + 0,24 + 0,62 +0,77
0,202 171,78 0,152 55,820 114,86° 133,35¢d 140,92¢
BaP ND ND ND
+0,04 + 38,73 +0,15 + 23,81 + 6,86 +0,95 +2,88
0,482 411,744 0,692 103,120 125,32b¢ 0,522 149,14bc 1,042 181,06¢
DBahA ND
+0,14 +127,23 + 0,25 + 56,58 +10,49 +0,61 +2,92 + 0,51 + 5,66
12,93¢ 8,370 73,37 0,482 82,73¢ 89,79
BghiP ND ND ND ND
+ 2,56 + 3,24 + 3,32 + 0,54 +2,17 + 1,00
95,16¢ 29,690 128,224 130,40¢ 147,55
P ND ND ND ND ND
+ 22,16 +12,31 + 11,80 +1,32 +4,87
38,472 2233,07¢ 33,672 716,73° 50,022 1497,29¢ 83,472 1660,80¢ 67,952 1738,054
4 PAH leves’
+ 6,80 +214,48 + 3,39 + 59,36 +10,57 + 49,08 + 16,82 + 132,82 + 3,55 + 41,95
0,682 928,89¢ 1,352 284,240 549,25¢ 1,552 615,70cd 1,132 688,524
PAH pesados? ND
+0,17 +2235,80 + 0,94 + 116,57 + 36,55 +1,57 + 0,94 + 0,49 + 8,22
PAHE 3,51a 822,98 7,532 317,85b 21,622 436,55¢ 47,842 491,44cd 46,542 517,89¢
+0,53 + 131,56 +1,22 + 104,00 +7,37 + 46,26 + 11,81 + 9,50 + 4,06 + 13,59

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — ndo detectado.
1O teor em PAH leves corresponde ao conjunto dos teores individuais de FA, PY, BaA e CHR.

2 0 teor em PAH pesados corresponde ao conjunto dos teores individuais de BbFA, BkFA, BaP, DBahA, BghiP e IP.

3 O teor em PAH4 corresponde ao conjunto dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.
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A contribuicao relativa de cada um dos PAH para o teor total dos 10 PAH, consiste também num
aspecto de grande interesse, sendo por isso também considerada nesta analise. Os resultados
obtidos estao representados na Figura 33. Os condensados produzidos a baixas temperaturas
denotaram uma grande preponderancia dos compostos denominados leves (entre 96 e 100%),
sendo que o FA, PY e BaA foram os compostos que mais se destacaram. No caso do azinho,
por exemplo, o PY sozinho equivaleu a aproximadamente 53% (20,63 ug/kg, Tabela 17) do total
de PAH quantificado. Ja no sobro e na oliveira, em termos relativos, o mais abundante foi o FA
com 41% (14,48 ug/kg) e 39% (19,73 pg/kg), respectivamente. O BaA, por sua vez, apresentou
geralmente uma grande prevaléncia nos condensados produzidos a partir das madeiras
tipicamente transmontanas em geral, mas em particular no carvalho (51%) e no castanho (63%),
onde este revelou ser o contaminante mais abundante. Nestes condensados, o teor em BaA
oscilou entre 16,92 e 43,50 ug/kg (pela mesma ordem na oliveira e carvalho). Nos condensados
de azinho e sobro gerados a baixa temperatura, os niveis médios deste contaminante
equivaleram, pela mesma ordem, a 2,16 e 4,07 ug/kg. Em contrapartida, quando a pirdlise da
madeira decorreu a 600 °C, por sua vez, os teores de BaA ascenderam a 278,38; 107,08; 134,45;
152,05 e 156,73 pyg/kg no azinho, sobro, oliveira, carvalho e castanho, respectivamente.
Relativamente aos PAH pesados, o DBahA, quando presente nos condensados obtidos a 400 °C,
foi o que se encontrou em maiores quantidades, contribuindo com cerca de 1 a 2% do conjunto
dos 10 PAH. Nos condensados produzidos a 600 °C, o teor relativo dos PAH pesados aumentou
consideravelmente (p < 0,05) passando a representar entre 27 e 29%, independentemente da
madeira utilizada. Também aqui o DBahA se destacou, sendo globalmente o mais prevalente,
com teores entre 103,12 e 411,74 pg/kg (sobro e azinho, respectivamente) representando entre
7 e 10% do teor total de PAH. Como evidencia a Figura 33 este composto mostrou-se mais
prevalente nas madeiras alentejanas (azinho e sobro), comparativamente as transmontanas
(oliveira, carvalho e castanho). Na verdade, no caso da oliveira, o IP com 128,22 ug/kg superou
o DBahA com 125,32 ug/kg, correspondendo a mais de 6% do total de PAH. Quantidades
assinalaveis (p<0,05) de BaP foram igualmente determinadas nos condensados de fumo
produzidos a 600 °C, relativamente aos homologos obtidos a baixa temperatura. Para estes
ultimos, de facto, o BaP s¢ foi identificado no azinho e no sobro (0,20 e 0,15 pg/kg). No que se
refere aos condensados cuja pirdlise decorreu a temperatura mais elevada o BaP totalizou
171,78, 55,82, 114,86, 133,35, 140,92 pg/kg (Tabela 17, pela mesma ordem, no azinho, sobro,

oliveira, carvalho e castanho).
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Figura 33. Perfil de PAH dos condensados de fumo.

Da analise de componentes principais (ACP) extrairam-se 2 componentes principais (CP) que,
no total, descrevem 99,65% da variancia verificada (Figura 34), sendo que o CP1 explica 92,38%
da variagao constatada. Este componente integra todos os PAH estudados e respectivos grupos
(leves, pesados, PAH4 e total), com excepcdo do BghiP que integra a CP2 (7,27%).
Efectivamente, a projecg¢do apresentada na Figura 34, permite constatar que a CP1 explica o
grau de contaminacgao dos condensados, sendo que este diminui com o aumento da abcissa. A
referida projeccao destaca ainda a forte correlacéo entre os condensados de oliveira, carvalho e
castanho gerados a 600 °C, bem como a semelhanca encontrada nos condensados produzidos

a 400 °C, independentemente da madeira considerada.
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Figura 34. Projeccao da analise de componentes principais para os condensados de fumo produzidos.
As abreviaturas que designam as amostras sdo compostas por duas letras que identificam o tipo de
madeira: Az (azinho), So (sobro), Ol (oliveira), Cr (carvalho) e Ct (castanho) e, por ultimo, o algarismo 4
ou 6 que corresponde a temperatura da combustao (400 °C e 600 °C, respectivamente).

4.3.2. Perfil de PAH no chourigo de carne

Do conjunto de 10 PAH estudados no aroma de fumo usado para o processamento dos enchidos
apenas se identificaram 4 PAH todos eles leves: FA (215,93 pg/kg), PY (134,54 ug/kg), BaA
(31,79 pg/kg) e CHR (10,13 pg/kg).

O tratamento estatistico efectuado considerou as diferencas relacionadas com o processamento
de lotes independentes (nomeadamente devido as caracteristicas da matéria-prima e do
processo de secagem, Lotes A e B), a tecnologia de processamento (“Controlo” e “AFL”) e do

tempo de armazenamento (“PF”, “1M” e “3M”). Da Figura 35 e da Tabela A.7 (do Apéndice)



constam os dados relativos a significancia de cada um destes factores e respectivas interacges
(de 12 e 22 ordem) sobre todos os PAH estudados, com excepgéao do DBahA e do BghiP que
nunca foram detectados nas nossas amostras. De acordo com estes dados, em termos globais,
tanto os trés factores individuais como as suas interacgdes revelaram ter um efeito significativo
(p<0,05).

O tipo de processamento, no entanto, demonstrou ser o mais preponderante para a generalidade
dos PAH estudados, mas em especial para o AN, AC, PHE, CHR e PY, por ordem decrescente
de importancia. Os enchidos processados com aroma de fumo liquido (“PF”) apresentaram de
forma bastante consistente teores de PAH inferiores (p < 0,05) aos homodlogos fumados. No caso
do AN, por exemplo, esta tecnologia alternativa permitiu reduzir em 1,90 ug/kg no “PF” do Lote
A (mais de 70%) e 5,79 pg/kg no lote B (cerca de 83%) relativamente as amostras “Controlo” que
continham, pela mesma ordem 2,69 e 7,01 ug/kg (Tabela 18). No que respeita ao AC, o nivel de
contaminacgéo diminuiu em cerca de 77 e 100% nos lotes B e A, respectivamente. J& no caso
dos PAH pesados as diferengas entre as amostras “Controlo” e “AFL” mostraram-se ainda mais
acentuadas (p < 0,05). Sempre que as amostras foram processadas com aroma de fumo nao
foram detectados quaisquer PAH pesados, por oposi¢do aos produtos expostos ao fumo que
totalizaram 0,20 ug/kg no Lote A e 0,63 ug/kg no Lote B, como se atesta na Tabela 18.
Relativamente ao BaA e o CHR, a utilizagdo desta metodologia revelou-se igualmente benéfica
na medida em que possibilitou a reducao do primeiro entre 0,55 e 0,60 ug/kg e do ultimo entre
0,51 e 1,24 pg/kg. A tendéncia aqui verificada impulsionou uma importante redugcéo do teor em
PAH4 de 1,82 para 0,61 pg/kg no Lote A e de 2,81 para 0,54 pg/kg.
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Figura 35. Efeito dos factores principais e respectivas interacgées de primeira ordem considerados na analise de variancia dos teores em PAH (ug/kg) determinados no
chourigo de carne.

Barras de erro correspondem a um intervalo de confianca de 95%. Letras diferentes correspondem a valores médios significativamente diferentes (p < 0,05).
(i) Lote, (ii) Processamento, (iii) Tempo, (iv) Lote x Processamento, (v) Lote x Tempo e (vi) Processamento x Tempo (vi).
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Os resultados mostram diferengas (o < 0,05) notérias entre os dois lotes de produgao tanto nas
amostras processadas com aroma de fumo liquido, bem como nas que tinham sido sujeitas a
fumagem. De entre os catorze compostos identificados no produto final sujeito a fumagem
(“Controlo_PF”), para dez deles, os teores mais elevados (p < 0,05) foram detectados naquelas
do Lote B. Deste grupo fazem parte ndo sé alguns PAH leves (AC, FL, PHE, AN, PY e CHR),
mas também PAH pesados (BKFA, BaP, IP). As maiores discrepancias, todavia, surgiram nos
compostos de menor peso molecular, como o AC e PHE. Quando os teores destes dois
compostos nas amostras “Controlo” sdo comparados verifica-se que os niveis de AC e PHE no
Lote B (43,94 e 30,13 pg/kg, pela mesma ordem) superaram, respectivamente, em cerca de
dezoito e doze vezes, aqueles que foram quantificados no Lote A (2,32 e 2,40 pg/kg, pela mesma
ordem). No que respeita aos PAH pesados, as maiores diferengas (o < 0,05) registaram-se no
teor BaP que, no Lote A, correspondeu a 0,07 ug/kg, enquanto no Lote B estes ascenderam a
0,33 pg/kg. Por sua vez, através da comparagdo dos resultados obtidos para as duas
metodologias utilizadas para a aplicagdo do aroma de fumo liquido, observa-se que a
incorporacgao deste ingrediente directamente na massa originou menores (p < 0,05) teores de NA
e ACL, com consequéncias directas sobre os niveis de PAH leves e total de PAH, que seguiram
a mesma tendéncia. Para o NA, por exemplo, quantificaram-se menos 149,24 ug/kg, enquanto o
ACL registou uma diminuicdo de 80,24 pg/kg, cujo somatdrio perfaz menos 229,48 ug/kg, que
em termos relativos corresponde a cerca de 20% do total de PAH quantificados nas amostras

onde o aroma de fumo liquido foi aplicado a superficie.

Relativamente ao tempo de armazenamento, o seu efeito (p < 0,05) fez-se notar sobre todos os
PAH estudados, com excepgdo do PY. Como se mostra na Tabela 18, os dados recolhidos
demonstram que o tempo de armazenamento teve um efeito positivo na reducado do grau de
contaminagao das amostras. De facto, as maiores alteragdes (p < 0,05) nos niveis do total de
PAH foram determinadas pelo tempo de armazenamento, mas apenas nas amostras sujeitas a
fumagem. Para ambos os lotes processados o teor total de PAH foi substancialmente reduzido
apos um periodo de armazenamento de trés meses. No caso do Lote A, e de acordo com os
dados que constam da Tabela 18 o decréscimo foi de 398,85 ug/kg (de 1262,61 ug/kg
quantificados no “PF” para 863,61 pg/kg), enquanto no Lote B foi 558,59 ug/kg (inicialmente de
953,52 pg/kg para 394,93 pg/kg no final dos trés meses). No que aos compostos individuais diz
respeito, o AC foi uma vez mais o mais afectado, tal como se verificou, por exemplo nos produtos
“Controlo” do Lote B, para os quais se registou uma diminuigdo proxima de 90% (de 43,94 ug/kg
no “PF” para 4,89 ug/kg apds 3 meses de armazenamento, Tabela 18). Este efeito estendeu-se
também aos PAH de elevado peso molecular os quais frequentemente, apés 3 meses de
armazenamento, ou até por vezes mais cedo, deixaram de ser detectados nas amostras. Este
foi, alias, o caso do BbFA, BKFA e IP nas amostras “Controlo” do Lote A que embora tenham
sido detectados logo apds a conclusdao do processamento (0,08; 0,02 e 0,03 ug/kg,

respectivamente), ja ndo foram identificados nos produtos apos 1 e 3 meses de armazenamento.
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Entre as interac¢des, observou-se geralmente um efeito (p < 0,05) positivo promovendo a
reducdo do nivel de contaminagdo dos produtos. Para a interaccdo “Lote x Produto”, as
diferengas encontradas entre as amostras “Controlo” e “AFL” acentuaram-se nos produtos do
Lote B, alavancadas pelos maiores niveis de PAH determinados nas amostras sujeitas a
fumagem. No que respeita a interaccdo “Lote x Tempo”, quando se detectaram diferencgas
significativas (p < 0,05) no produto final (“PF”) entre os dois lotes, estas tenderam a diminuir ao
longo do tempo, em resultado do decréscimo mais acentuado dos enchidos do Lote B
relativamente ao Lote A. De igual forma, a interacgao “Produto x Tempo” reflectiu-se na redugéo
das diferengas encontradas entre os produtos “Controlo” e “AFL”, suportada pelo decréscimo
mais acentuado do teor em PAH quantificado nos primeiros. Considerando que cada amostra
analisada resulta da combinagdo simultdnea de um lote, tipo de processamento e tempo de
armazenamento especificos, a interac¢ao tripla foi também estudada e a sua significancia
incluida na Tabela A.7 incluida no Apéndice. Com base nos dados que constam da Tabela 18,
foi possivel identificar um padrao comum para o AC, PHE, AN, CHR, BbFA e PAH pesados com
as amostras “AFL” e “Controlo” a apresentarem niveis razoavelmente estaveis ao longo do
periodo de armazenamento, muito embora os primeiros se mostrem tendencialmente menos
contaminados. Ja no chourico de carne “Controlo” do Lote B, além de teores de PAH
significativamente (p < 0,05) mais elevados no “PF”, este denotou uma reducao substancial dos

seus niveis de contaminacgao.



Tabela 18. Evolugéo do teor em PAH (em ug/kg, sob a forma média + DP) ao longo do tempo de armazenamento.

Lote A (Asperséo)
“Controlo” AFL”
PF ™ 3M PF 1™ 3M

ACL

NA

AC

FL

PHE

AN

FA

PY

BaA

CHR
BbFA
BKFA

BaP

P

PAH leves?
PAH pesados?
PAH#
Total PAH

373,859 + 49,73
825,68 + 80,38
2,592+ 0,74
38,09¢ + 1,39
4,95b¢ + 0,98
2,690+ 0,18
9,14ef+ 0,04
3,752+ 0,11
0,89+ 0,04
0,784 + 0,05
0,080 £ 0,01

0,020 + 0,00

0,072 £ 0,01

0,030 + 0,00
1262,42¢ + 131,53
0,20¢ + 0,02
1,82de + 0,04
1262,619 + 131,51

324,894 + 61,96
697,20¢ + 39,69
2,222+ 0,42

33,57¢ + 3,41
2,4120 + 0,47
2,410+ 0,02

4,93 £ 0,05
3,43+ 0,68

0,51¢4 0,07
0,684 + 0,05

ND

ND

0,06 + 0,00

ND

1072,26¢°¢ + 103,50
0,062 + 0,00
1,2504 + 0,12
1072,3204 + 103,50

229,602b + 50,97
578,74cde + 128,58
2,962b + 1,47
34,09¢ + 6,11
2,902b + 1,48
2,820+ 0,19
7,87¢f+ 0,24
3,56° + 0,15
0,48bcd + 0,03
0,56¢4 + 0,03

ND

ND

0,052 + 0,01

ND

863,57 + 187,71
0,0520 + 0,01
1,090¢ + 0,03
863,610 + 187,71

376,259 + 34,49
673,91def + 24,83
ND

21,840 + 0,25
0,2920 + 0,01
0,792+ 0,05
6,05bcd + 1,24
1,742+ 0,12
0,34ab.cd + 0,05
0,272b + 0,02

ND

ND

ND

ND

1081,48¢cd + 57,79
ND

0,612 + 0,04
1081,48¢cd + 57,79

283,810 + 39,08
483,89¢d + 43,92
ND

1,462 + 0,07
0,572+ 0,10
0,59 + 0,05
4,76 + 1,57
1,592 + 0,29
0,61def + 0,26
0,2320 + 0,04
ND

ND

ND

ND

777,510+ 82,79
ND

0,842b.c + 0,27
777,510 + 82,79

272,98%¢ + 16,58
574,84cde + 40,95

ND

23,310 + 0,44
0,612 £ 0,02
0,802 + 0,06
7,45¢de + 1,20
2,262 + 0,04
0,494 + 0,16
0,212 + 0,02
ND

ND

ND

ND

882,93v.cd + 39,28
ND

0,702b.c + 0,18
882,93vc + 39,28

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — n&o detectado.
10O teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR.
2 O teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, e IP.
3 O teor em PAH4 foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.
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Tabela 18. (Continuagéo)

Lote B (Incorporagéo)

“Controlo”

AFL”

PF

™

3M

PF

™

3M

ACL

NA

AC

FL

PHE

AN

FA

PY

BaA

CHR
BbFA
BKFA

BaP

P

PAH leves?
PAH pesados?
PAH#
Total PAH

322,56¢°4 + 24,49
432,49 + 23,21
44,482 + 1,53
99,00f + 0,38
30,13+ 1,90
7,01+ 0,72
9,83+ 1,31
5,08¢ + 0,71
0,83f+ 0,13
1,489+ 0,23
0,17¢ + 0,04
0,05¢ + 0,01
0,33¢ + 0,04
0,08 + 0,02
952,900¢ + 54,16
0,63¢ £ 0,11
2,811+ 0,43
953,520 + 54,27

346,794 + 17,18
275,0580 + 15,54
34,914 + 3,18
82,22¢ + 9,91
27,65 + 1,91
5,84¢ + 0,46
8,400f + 0,43
4,330c + 0,27
0,564 + 0,12
1,101 £ 0,09
0,07° + 0,02
0,02° + 0,01
0,225 + 0,02
0,022 + 0,02
786,850 + 173,59
0,33¢ + 0,06
1,96¢ + 0,23
787,180 + 173,53

186,042 + 24,41
109,002 + 12,70
6,200 + 1,91
59,174 + 6,68
19,07¢ £ 3,83
4,37¢+ 0,87
5,630 + 1,40
3,700 + 1,06
0,609=f + 0,19
0,99¢f+ 0,30
ND

0,012+ 0,01
0,160 £+ 0,11

ND

394,762 + 22,53
0,17bc + 0,12
1,759 + 0,61
394,932 + 22,41

296,01bed £ 544
524,67°de + 3,00
10,10 £ 1,33
19,970 £ 1,65
7,759 + 0,37
0,992 + 0,03
2,362 + 0,02
1,722 +£ 0,11
0,22abc + 0,09
0,082 + 0,02

ND

ND

ND

ND

863,890c + 5,18
ND

0,302+ 0,11
863,890c + 5,18

295,37bcd + 15,68
520,67cde + 73,39
11,95¢ + 1,55
21,260 + 1,04
8,644+ 0,16

1,162 + 0,06
2,212+ 0,08
1,492+ 0,10
0,142+ 0,03

0,092 + 0,02

ND

ND

ND

ND

862,97vc + 87,52
ND

0,232+ 0,03
862,97vc + 87,52

295,93pcd + 12,86
517,77¢de £ 55,11
11,30° + 0,66
23,390 + 0,42
8,24¢d + 0,16
1,082 + 0,01

1,972 + 0,40
2,052+ 0,47
0,1920 + 0,02
0,44b>< + 0,01

ND

ND

ND

ND

862,360¢ + 67,27
ND

0,632 + 0,03
862,360¢ + 67,27

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — ndo detectado.
10O teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR.
2 O teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, e IP.
3 O teor em PAH4 foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.
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Considerando o conjunto de PAH estudados verificou-se que o ACL (186,04 e 376,25 ug/kg) e o
NA (109,00 e 825,68 ug/kg) se destacaram com concentragdes claramente superiores as dos
restantes compostos correspondendo, pela mesma ordem, entre 26 € 47% e entre 28 € 68%. Em
conjunto, estes dois contaminantes totalizaram entre 75 e 99%, sendo por isso aqueles que mais
contribuiram para o somatério de todos PAH, bem como para o conjunto dos PAH leves. No que
respeita aos PAH leves em geral, estes somaram em média entre 394,76 e 1262,42 ug/kg
compreendendo a quase totalidade dos compostos identificados (nunca inferiores a 99,90%),
independentemente do processamento seguido. Pelo contrario, os PAH de elevado peso
molecular apenas foram detectados nos produtos fumados (amostras “Controlo”). Tal como seria
expectavel, o teor maximo destes compostos foi determinado no chourigo de carne (“PF”) do Lote
B, com o qual coincidiram ainda os teores maximos de BaP e de BbFA. Tal como o atesta a
Tabela 18, estes dois compostos foram, entre os PAH com cinco ou mais anéis aromaticos, os
mais prevalentes. O BaP com 0,07 e 0,33 ug/kg (Lotes A e B, respectivamente) foi o que se
encontrou em maiores quantidades, seguido pelo BbFA, para o qual se quantificaram 0,08 e
0,17 pg/kg (nos Lotes A e B, pela mesma ordem). Independentemente do lote, estes compostos
decresceram (p < 0,05) progressivamente ao longo do tempo que as amostras permaneceram
armazenadas. Os teores mais baixos em BaP coincidiram com os trés meses de
armazenamento: 0,05 pg/kg no Lote A e 0,16 pg/kg no Lote B. No que respeita ao indicador
PAH4, os niveis médios mais elevados foram identificados, uma vez mais, nas amostras
“Controlo”. Nestas amostras quantificaram-se no produto final 1,82 e 2,81 pg/kg, nos Lotes A e
B, respectivamente. Também aqui se registou uma reducao substancial (p < 0,05) em cerca de
40% relativamente ao teor inicial para niveis de 1,09 e 1,75 pg/kg, pela mesma ordem nos Lotes
A e B. No chourigo de carne produzido com aroma de fumo liquido, o indicador PAH4 encontrou-
se em niveis tendencialmente inferiores que permaneceram inalterados ao longo do tempo do
armazenamento. Para os produtos onde este ingrediente foi incorporado na formulagao (Lote B),
os teores médios oscilaram entre 0,23 e 0,63 pg/kg (nas amostras “1M” e “3M”, respectivamente).
Ja naqueles que foram aspergidos com a solugdo de aroma de fumo liquido o teor do conjunto
PAH4 variou entre 0,08 e 0,44 pg/kg.

A forte correlacao do ACL e do NA com o total de PAH, referida anteriormente, é efectivamente
suportada pela andlise de componentes principais (ACP), cuja projecgao é apresentada na
Figura 36. A referida analise extraiu dois componentes principais que, no conjunto, explicam
86,96% da variancia. A primeira componente principal (CP1) que descreve 64,36% da variagao
engloba AC, FL, PHE, AN, FA, PY, CHR, BbFA, BKFA, BaP, IP; PAH pesados e PAH4, ao passo
que a segunda (CP2) explica 22,60% e compreende precisamente o ACL, NA, PAH leves e total
de PAH.
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Figura 36. Projeccao da analise de componentes principais para os PAH avaliados.
Leves: somatorio dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR.
Pesados: somatodrio dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, e IP.
PAH4: somatodrio dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.

Efectivamente, o posicionamento dos varios tipos de amostras no plano da projec¢ao de
componentes principais reforga esta observagdo. Com base na analise da Figura 37 confirma-se
a elevada correlagao entre todas as amostras produzidas com aroma de fumo liquido bem como
com os enchidos fumados armazenados por 1 e 3 meses. O chourico de carne “Controlo” do

Lote B, por sua vez, demonstrou ser uma excepgao na medida em que este ndo apresentou

qualquer correlagao com nenhum outro tipo de amostra.
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Figura 37. Projeccao da analise de componentes principais para os diversos tipos de amostras.

As abreviaturas que designam as amostras sdo compostas por trés elementos, onde a primeira letra
corresponde ao lote (Lotes A e B), a segunda letra ao tipo de processamento (“C” para “Controlo” e “A”
para “AFL”) e um numero que corresponde ao tempo de armazenamento (0, 1 e 3 para “PF”, “1M” e
“3M”, respectivamente).

Na Figura 38 e Figura 39 sao apresentados os principais resultados obtidos a partir da analise
da massa interior do chourico de carne e da tripa. Através da analise destes dados, percebe-se
que a maior acumulacao de PAH ocorre a superficie do enchido, na tripa, pese embora este
tenha sido o elemento que menos contribuiu para a contaminagao global dos produtos
estudados. Facto que, de resto, ja tivemos oportunidade de evidenciar, mais concretamente nos
Capitulos 2 e 3 desta dissertacao. Neste contexto, os invélucros dos produtos “PF” (produto final)
sujeitos ao processo de fumagem indirecto destacaram-se pelas maiores (p< 0,05)
contaminagdes: 10306,50 e 5604,45 ug/kg nos Lotes A e B, pela mesma ordem (Figura 38).
Apesar disso, estes teores iniciais sofreram um forte decréscimo (p< 0,05) ao longo do
armazenamento atingindo niveis equiparaveis aos que se registaram para o chourigo de carne
que nao foi fumado e para o qual se registaram entre 1433,04 e 2796,06 ug/kg (pela mesma
ordem, nas amostras “AFL” com 3 meses de armazenamento dos Lotes A e B). A grande
variabilidade registada nos involucros dos enchidos nao se reflectiu, porém, nos niveis de
contaminagao determinados no interior dos produtos, onde as maiores diferengas (p < 0,05) se
ficaram a dever apenas ao tempo de armazenamento, mas uma vez mais, apenas quando o
processo de secagem tradicional foi seguido. Apds a conclusao do processamento das amostras
do Lote A foram detectados, em média, 1139,39 pg/kg, que apods trés meses foi de apenas
872,26 pg/kg. No Lote B, o teor inicial de 915,37 ug/kg foi reduzido para 355,04 ug/kg, atingindo
niveis mais baixos do que aqueles que foram encontrados nas amostras processados com aroma

de fumo. Em termos globais, o grau de contaminagao quantificado na massa do chouri¢co de
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carne AF, mantiveram-se estaveis ao longo do armazenamento, com um teor maximo de
1071,18 pg/kg (Lote A, “PF”) e minimo de 752,04 ug/kg (Lote A, “IM”). Também no que diz
respeito ao indicador PAH4, os niveis de contaminagdo foram mais elevados na tripa
comparativamente ao interior. De todos os involucros analisados, os que foram removidos das
amostras “Controlo_PF” do Lote B foram os que se distinguiram com maior nivel de
contaminagdo, ascendendo a 185,84 pg/kg. Ainda que logo apds o primeiro més se tenha
registado uma reducdo assinalavel, estes mostraram-se bastante superiores (p< 0,05) aos
encontrados nas amostras homdlogas do Lote A, que continham entre 18,47 e 45,70 pg/kg, bem
como das que nao foram fumadas, cujos teores nunca atingiram 4 ug/kg. Relativamente a massa
dos enchidos, as maiores diferengas foram notadas logo apds o processamento ou durante o
primeiro més de armazenado, sendo que o chourigco de carne “Controlo” se apresentou mais
contaminado. Também aqui, no final dos trés meses de armazenamento, os niveis de
contaminagdo foram semelhantes (p> 0,05) para todos os tipos de amostra estudados,
independentemente do lote ou do processo tecnoldgico seguido. No final do armazenamento os
teores finais de PAH4 foram, por esta ordem, de 0,71 e 0,66 ug/kg no chouri¢o “Controlo” e “AFL”
do Lote A, € 0,94 e 0,61 pg/kg nos produtos “Controlo” e “AFL” do Lote B.

A semelhanca do que ja foi reportado nos capitulos anteriores, os resultados determinados para
o produto inteiro reflectiram principalmente os niveis de contaminagao presentes na massa do
chourico de carne. Além deste facto, a propor¢ao dos resultados obtidos para estes dois
elementos nas amostras “PF”, “1M” e "3M” foram bastante similar, razdo pela qual foi considerada
apenas a sua média. Como se confirma pela Figura 38 e Figura 39 a contribuicao relativa da
tripa foi, na maior parte dos casos, inferior a 10% do teor em PAH quantificado no produto inteiro.
Apenas para o indicador PAH4 as amostras sujeitas a fumagem (“Controlo”) apresentaram uma
tendéncia diferente e que se deve a retengao do BbFA e do BaP na tripa. Este facto levou a que
a tripa apresentasse uma contribuicao superior a registada para as restantes amostras de 37 e

44% nas amostras produzidas nos lotes A e B, respectivamente.
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Figura 38. Evolucao do teor total de PAH (ug/kg) na tripa (i) e interior do chourigo de carne (ii) durante o
armazenamento para as diversas tecnologias de processamento testadas e contribuigao relativa média
de cada um destes elementos para o teor em PAH4, determinada a partir das amostras “PF”, “1M” e
“3M” (iii).
Barras de erro correspondem ao desvio-padrdo. Letras diferentes correspondem a valores médios
significativamente diferentes (p < 0,05).
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Figura 39. Evolucao do teor do indicador PAH4 (ug/kg) na tripa (i) e interior do chourigo de carne (i)
durante o armazenamento para as diversas tecnologias de processamento testadas e contribuicdo
relativa média de cada um destes elementos para o teor em PAH4, determinada a partir das amostras

Barras de erro correspondem ao desvio-padrdo. Letras diferentes correspondem a valores médios
significativamente diferentes (p < 0,05).



4.4. DISCUSSAO

Na literatura disponivel, a madeira seleccionada para a fumagem e a temperatura a que decorre
a pirdlise sao, reiteradamente, indicados como factores decisivos para a composi¢ao do fumo e,
em particular do perfil de PAH (Simko, 2005; Yurchenko e Mélder, 2005; Duedahl-Olesen ef al.,
2006; CAC, 2009; Hitzel et al., 2013; Rozentale ef al, 2015). To6th e Blaas (1972), por exemplo,
deram conta de um aumento linear do teor em BaP com o aumento de temperatura de 400 para
1000 °C, assim como Guillén et al. (2000c) concluiram que temperaturas entre 530 e 559 °C s&o
as mais adequadas para obter aromas de fumo com teores reduzidos de PAH pesados. Estes
ultimos autores referem ainda, citando Girard (1991), que temperaturas entre 400 e 600 °C sao
as ideais para a pirdlise. Ja Garcia-Falcon e Simal-Gandara (2005) referem a necessidade de
que a combustdo se processe a temperaturas inferiores a 400 °C e na auséncia de chama. Por
outro lado, Oberg ef al. (2012) referem que a ignicdo do carvalho ocorre a 482 °C. Um estudo
desenvolvido por McGrath ef a/. (2003) demonstra ainda que a formagao de alguns PAH a partir
da celulose atinge o seu ponto maximo a temperaturas entre 550 e 600 °C. Por fim, segundo o
regulamento actualmente em vigor (CE, 2003b), a temperatura de produgdo dos aromas nao
pode exceder, em caso algum, os 600 °C. Tendo por base toda esta informacgao, foram
seleccionadas duas temperaturas de pirdlise: 400 e 600 °C, para investigar a formagao de PAH
a partir da combustao do azinho, sobro, oliveira, carvalho e castanho. De salientar porém que

para os cinco tipos de madeira pirolisados a 600 °C ocorreu a formagao espontanea de chama.

Os resultados obtidos mostram que a temperatura foi, inequivocamente, o factor de maior relevo
no perfil e quantidade de PAH formados. A combustdo da madeira a temperatura mais elevada
redundou em maiores quantidades de PAH, com especial destaque em alguns PAH pesados,
particularmente de BghiP e IP. No entender de Aurore ef al. (2000), com o aumento da
temperatura os compostos existentes no fumo podem reagir entre si culminando na formagao de
PAH de maior peso molecular. No seu trabalho Mcgrath ef al. (2001) referem algumas
possibilidades que também explicam este aumento: por via da adigao sucessiva de acetileno, ou
pela combinagcado do naftaleno com substratos alifaticos. A combustao a baixas temperaturas,
por seu turno, permitiu evitar a presenca de alguns PAH pesados, tal como se registou para o
IP, ou manté-los em concentragdes globalmente reduzidas. Comparativamente a outros estudos
ja existentes, os niveis dos PAH estudados nos condensados produzidos a baixa temperatura
apresentam-se na mesma ordem de grandeza dos determinados em aromas de fumo comerciais
por Gomaa ef al. (1993); Yabiku ef al. (1993) e Guillén ef al. (2000a).

Nao obstante a importancia atribuida a madeira no que respeita a contaminagao dos produtos
com PAH, os resultados existentes actualmente sdo ainda pouco esclarecedores. Alguns
estudos, por exemplo, foram realizados em produtos carneos (salames, salsichas tipo Frankfurt),
outros, por sua vez, em condensados de fumo. A isto junta-se o facto da grande diversidade de

madeiras testadas, da temperatura a que se efectuou a pirdlise, ou até mesmo dos PAH
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individuais analisados. Esta heterogeneidade de critérios impede, assim, que se possa
estabelecer uma comparagao suficientemente robusta. De referir ainda que (com excepgao para
o carvalho) ndo sao para ja conhecidos trabalhos que incidam sobre as madeiras usadas pelos
produtores nacionais o que, a luz dos resultados divulgados anteriormente no estudo de
incidéncia (Capitulo 2), confere especial interesse aos dados agora apresentados. No seu
relatorio a AESA compilou as informacdes fornecidas pelos laboratérios envolvidos no controlo
alimentar, investigagéo e na industria, relativos a presengca de PAH em alimentos (EFSA, 2008a).
Com base nos dados fornecidos, a faia, o carvalho e o amieiro (por ordem decrescente de
importancia), sdo os mais utilizados para a produgéo do fumo por parte dos produtores europeus.
Relativamente a faia, a madeira referida como sendo a mais utilizada, Hitzel ef a/ (2013)
constataram que a sua substituicdo por madeira de carvalho, alamo e nogueira resultaria num
decréscimo de BaP e PAH4 entre 36 e 55% nos salames. Stumpe-Viksna ef al/. (2008a)
encontraram diferentes niveis de contaminagdo em carne fumada com diferentes madeiras,
sendo que os maiores teores de PAH foram quantificados no abeto (habitualmente classificada

como sendo uma madeira branda).

A analise dos resultados demonstra que, em termos gerais, a produgédo de PAH foi semelhante
para os cinco tipos de madeira testados (azinho, sobro, oliveira, carvalho e castanho), com as
diferengas a surgirem apenas quando a pirdlise se processou a 600 °C. Para esta temperatura o
condensado de azinho foi 0 que apresentou maiores niveis de contaminagao, tanto a nivel dos
compostos individuais como dos grupos considerados (total de PAH, leves, pesados, e PAH4).
Esta tendéncia, de resto, s6 foi contrariada pelo BghiP e IP, devido aos teores mais elevados
detectados na oliveira, carvalho e castanho. Ao invés, dos varios condensados gerados a
temperatura mais elevada, o de sobro foi aquele que apresentou consistentemente menores
quantidades de PAH. Comparativamente ao trabalho desenvolvido por Guillén ef a/. (2000c) os
dados agora apresentados sdao assumidamente superiores, nomeadamente no carvalho que foi
uma das madeiras estudadas por estes autores, mesmo para os condensados de fumo
produzidos a 400 °C. Em comum, todavia, devemos salientar a auséncia de BaP. Considerando
que a temperatura de combustao referida por estes autores variou entre 530 e 559 °C, esta
diferenca € de alguma forma inesperada. A escolha do tipo de solvente utilizado no presente
estudo pode ter sido um possivel elemento diferenciador, devido a maior solubilidade dos PAH
em dimetilsulféxido (DMSO), comparativamente a agua utilizada pelos referidos autores. A
escolha do DMSO baseou-se no facto de se pretender recolher a maior quantidade possivel de
PAH, para que os resultados reflectissem, de forma tao precisa quanto possivel, a composicao

do fumo a que os produtos estao em contacto durante a fumagem.

A madeira, como se sabe, € composta principalmente por percentagens variaveis de celulose,
hemicelulose e lenhina (Simon ef al., 2005). Destes trés componentes, a ignigao da celulose,
segundo Babrauskas (2001), é a que ocorre primeiro, seguindo-se a hemicelulose e, por fim a
lenhina. O autor acrescenta ainda que as madeiras brandas apresentam proporcionalmente uma

fraccdo menor de hemicelulose e uma fracgao maior de lenhina, quando comparadas com as



madeiras duras. Dados recentes parecem indicar a maior capacidade da lenhina para formar
PAH relativamente a celulose (Zhou ef al., 2014; Zhou ef al.,, 2015). Assim sendo, a combustéao
de madeiras mais ricas em lenhina a elevadas temperaturas podera estar na origem da produgao
de maiores teores de PAH. Como se mostra na Tabela 19, onde se apresentam os teores de
lenhina determinados por diversos autores respeitantes as madeiras avaliadas neste estudo, o
castanho e o carvalho, sdo aqueles que contém teores mais elevados, facto que pode explicar,
por exemplo, as maiores quantidades de BaA verificadas quando a pirdlise decorreu a baixa
temperatura (400° C). Analogamente, para os condensados obtidos a 600° C, as diferengas nos
teores de lenhina existentes em cada uma das madeiras podera estar na origem das
discrepancias encontradas nos niveis de PAH quantificados. De acordo com os resultados, e
com a excepgao da madeira de azinho, o aumento dos niveis de contaminacao da generalidade

dos PAH coincidiram com teores de lenhina sucessivamente maiores.

Tabela 19. Composigao em lenhina de algumas madeiras (resultados apresentados em base seca).

Nome cientifico Nome comum Lenhina (%) Referéncia

Quercus ilex L. Azinho 16,3 Eugenio ef al (2006)
Quercus suberL. Sobro 21,7 Pereira (1988)

Olea europaea L. Oliveira 23,7 Garcia-Maraver ef al. (2013)
Quercus faginea Lam. Carvalho 24,5 Sousa ef al. (2009)
Castanea sativa Mill. Castanho 31,8 Fengel e Wegener (1989)

Nao obstante a elevada heterogeneidade dos trabalhos que tém vindo a ser publicados, os
resultados obtidos apresentaram grandes semelhangas ao nivel do perfil e das quantidades
individuais dos PAH determinados. E este o caso da prevaléncia dos compostos de menor peso
molecular com 2 a 4 anéis aromaticos, em especial do FA e do PY, que também foi constatada
por Aurore ef al. (2000) e Guillén ef al (2000b). Resultados similares foram igualmente
demonstrados pelas investigagdes conduzidas por Mcgrath ef al. (2001), directamente a partir
dos varios componentes do fumo, assim como por Gomaa ef a/. (1993) que avaliaram a presencga
de PAH em aromas comerciais. De salientar ainda que os niveis de BaP nos condensados
gerados a baixa temperatura sdo equiparaveis também aqueles referidos por Simko (2002) em
aromas de fumo comerciais. Em contrapartida, para os condensados produzidos a 400 °C, os
teores de BaA e BaP quantificados ficaram muito abaixo dos niveis encontrados nos
condensados produzidos por Aurore ef al. (2000) a 375 °C. Comparativamente aos resultados
reportados por Guillén ef a/. (2000b) em aromas de fumo comerciais, verificamos que os teores
de BaA e CHR determinados nas madeiras usadas predominantemente no Alentejo (azinho e
sobro) se mostram tendencialmente inferiores. Observou-se uma tendéncia idéntica no que
respeita aos PAH pesados mas, desta vez, transversal aos 5 tipos de madeira avaliados. Este é
de facto um aspecto pertinente, uma vez que a presenca de baixas quantidades de BaP, por si
s6 nao é condigao suficientes para suprimir o risco associado a presenca de PAH nocivos para

a saude dos consumidores. Os condensados obtidos da madeira de carvalho a 400 °C sao disso
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um bom exemplo. Ainda que o BaP e o IP ndo tenham sido identificados, foi identificada a

presenca de BbFA, BkFA, DBahA e BghiP, assim como quantidades assinalaveis de BaA.

A legislagao actualmente em vigor (CE, 2003b) prevé um teor maximo admissivel de BaA e BaP
de, respectivamente, 20 e 10 yg/kg nos aromas de fumo. Mesmo ndo se tratando de
condensados de fumo adequados para o processamento de alimentos, a comparagdo dos
resultados com estes limites de referéncia permite extrair algumas conclusées que importa
enfatizar. Por um lado, que a pirdlise das madeiras de azinho e sobro, usadas
predominantemente na regido do Alentejo, oferecem boas garantias de quantidades reduzidas
de BaA e BaP, desde que sejam realizadas a baixa temperatura e na auséncia de chama.
Quando tal ndo acontece, as quantidades determinadas para estes dois compostos podem
exceder os limites de referéncia entre 5 e até 17 vezes. Na oliveira, carvalho e castanho
registou-se um cenario ligeiramente diferente. Se o BaP nao foi identificado em nenhum dos
condensados produzidos a 400 °C, no que diz respeito ao BaA, por sua vez, determinaram-se a
esta temperatura niveis proximos (oliveira) ou até mesmo superiores a 20 ug/kg, como se
constatou para o carvalho e para o castanho, situacdo que se acentuou com o aumento da
temperatura. Estes resultados parecem suportar as observagdes de Garcia-Falcon e Simal-
Gandara (2005) que em condi¢Oes idénticas as agora testadas verificaram que os teores de BaA
no carvalho estiveram entre as mais elevadas. De referir ainda que os condensados obtidos a
600 °C denotaram ainda teores de BaP que suplantaram o nivel de referéncia de 10 yg/kg em

mais de 10 vezes.

Mesmo depois da remogao dos compostos toxicos presentes no fumo, os PAH estao presentes
na composicao dos aromas de fumo. Em particular, os PAH pesados e perigosos para o
consumidor foram identificados por varios autores no curso dos seus trabalhos em aromas de
fumo comerciais (Gomaa et al,, 1993; Yabiku et al., 1993; Guillén et a/, 2000a; Simko, 2002; Jira,
2004; Varlet ef al., 2007). Por outro lado, a legislacdo actual compreende apenas os limites
maximos admissiveis para apenas dois compostos, o BaA e o BaP, nao especificando quaisquer
critérios acerca dos restantes PAH pesados ou do CHR, também considerado carcinogénico. Na
Optica da reducao da contaminagao dos produtos de salsicharia tradicional com PAH realizou-se
um ensaio a escala piloto durante o qual foram produzidos dois lotes de chouri¢co de carne. Para
cada um dos lotes a massa do chourigo de carne foi dividida em duas partes iguais, tendo cada
uma delas sido tratada de modo independente, uma em fumeiro, segundo um regime de
fumagem indirecta, enquanto a outra foi processada com aroma de fumo liquido. Considerando
que uma parte assinalavel dos PAH se encontra maioritariamente nas camadas superficiais
(Ledesma et al, 2014; Ledesma ef al, 2015), nomeadamente no involucro, procedeu-se a
aspersao dos enchidos com uma solugao diluida de aroma de fumo (enchidos do Lote A). Desta
forma seria possivel aferir até que ponto esta tecnologia poderia minimizar a presenga de PAH
através da remocao da tripa e, assim, comparar com as amostras para as quais este aditivo foi

incorporado directamente aquando da formulagéo do chourigo de carne (produtos do Lote B).



Tanto quanto € do nosso conhecimento, trata-se de um estudo inédito uma vez que nao existem
na literatura dados disponiveis que permitam conhecer o impacto do processamento com aromas
de fumo liquido no teor em PAH acumulados em produtos de salsicharia nacional. Face ao
delineamento experimental adoptado, os PAH encontrados no chourigo de carne, tiveram origem
em fontes de contaminacao distintas dependendo do processo tecnoldgico seguido. Assim as
amostras “Controlo” foram contaminadas por contacto com o fumo ao passo que a contaminagao

das amostras com aroma de fumo (“AFL”) é veiculada exclusivamente pelo aroma de fumo.

Através da comparagdo da tecnologia tradicional com a condimentacdo de aroma de fumo
constatou-se uma redugdo consideravel de alguns dos PAH em estudo. Destacamos em
particular os PAH pesados (BbFA, BkFA, BaP, e IP) que nunca foram detectados nas amostras
“AFL”, facto que s6 foi possivel porque estavam ausentes no aroma de fumo utilizado neste
ensaio. Esta evidéncia traduz-se num claro beneficio, acautelando a presenga maioritariamente
de PAH indécuos. Importantes redugdes foram também verificadas em alguns PAH leves, em
especial no AN, AC, PHE, CHR e PY. Por outro lado, a aplicacdo do aroma de fumo por aspersao
revelou ser o mais eficaz na prevencao da contaminagédo dos produtos com estes compostos,
pois mesmo que ocorra algum grau de penetragao, uma fracgao consideravel destes compostos
permanecera sempre a superficie (uma vez que a exposicdo a baixas temperaturas dificulta a
sua difusdo). Os contaminantes presentes sdo assim mais facilmente eliminados, por contacto
com a embalagem ou pela oxidagao promovida pela luz. De notar que, depois de cada aspersao,
e antes de serem reintroduzidos na camara de secagem, estes produtos foram mantidos em sala,
para que o excesso de agua contido na solugdo de fumo evaporasse, pelo que podera ter
ocorrido alguma fotodecomposicdo dos PAH aderidos & superficie (Simko, 2002). No nosso
entender, este € o motivo pelo qual se detectaram maiores quantidades de AC e PHE nos
produtos onde o aroma de fumo liquido foi incorporado na massa do chourigco. Durante o
armazenamento do chourico de carne as quantidades de PAH determinadas mantiveram-se
globalmente estaveis. De notar apenas a situagao particular do CHR nos produtos “AFL” do Lote
B que ao fim de 3 meses de armazenamento apresentou um aumento inesperado. Neste caso,
a massa dos enchidos funciona como uma barreira protectora que impede a acg¢ao da radiagao
sobre os PAH.

Além dos maiores niveis de contaminagao nas amostras designadas por “Controlo”, assinalados
anteriormente, registaram-se diferengas no grau de contaminacgao entre os Lotes A e B. Significa
isto que, mesmo quando seguidos procedimentos idénticos, tal como aconteceu neste ensaio,
podem surgir diferengas na composicao do fumo gerado entre os lotes. Esta observacgao foi
também reiterada pela EFSA (2007) que constatou a existéncia de diferengas entre varios lotes
de aromas de fumo. Uma das razdes provaveis esta relacionada com o facto de nao existir um
controlo exacto da temperatura e do tempo de fumagem (FAO/WHO, 2005b), assim como de

variagdes na composi¢cao da madeira.
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A deposicao e adesao dos PAH a tripa durante o periodo de fumagem ditou que as maiores
concentragdes de PAH fossem encontradas no invélucro do chourigo de carne, muito embora a
sua contribuicdo para os resultados obtidos se tenham revelado, uma vez mais, diminuta.
Percebeu-se, no entanto, que a contribuigéo relativa da tripa aumentou com o aumento da massa
molecular do composto em causa. De facto, os PAH pesados, com excepg¢ao do BaP, nao foram
encontrados no interior dos produtos. Os resultados relativos ao BaP mostram que cerca de 60%
do seu teor foram encontrados na massa do chouri¢co e apenas 40% a superficie. O facto de a
fumagem ter sido realizada sob condigdes controladas (onde a fonte de calor era desligada apos
toda a madeira ser consumida) contribuiu para que a temperatura da camara de fumagem se
mantivesse em niveis baixos, € para que a progressado dos PAH para o interior fosse retardada,
nomeadamente dos compostos com 5 ou mais anéis aromaticos. Na realidade, trabalhos
anteriores indiciaram que quando os produtos estdo sujeitos a temperaturas mais elevadas,
existe um maior grau de penetracdo dos PAH na massa dos produtos (Roseiro ef al., 2011).
Durante o armazenamento, o decréscimo verificado para a maioria dos PAH foi essencialmente
a custa dos compostos retidos a superficie (Tabela A.8 e Tabela A.9 do Apéndice). A analise da
evolugao do teor em PAH ao longo do armazenamento permite verificar que as amostras
fumadas foram as que experimentaram maiores alteragbes. Estas foram especialmente
acentuadas nos produtos do Lote B. O facto das amostras “Controlo” do Lote B terem sido as
mais afectadas leva a crer, que a maior quantidade de PAH podera ter contribuido para
impulsionar a dindmica da sua transferéncia para o material da embalagem, um facto

corroborado também por Guillén ef a/. (2000c).

A semelhanca do que ja veio a ser exposto nos capitulos precedentes o perfil de PAH encontrado
caracterizou-se pela marcada preponderancia dos PAH leves relativamente aos compostos de
maior peso molecular, cujo somatério se manteve sempre inferior a 1 yg/kg. Em particular, o teor
maximo de BaP quantificado correspondeu a 0,33 pg/kg. Os niveis de PAH4 permaneceram
igualmente em niveis considerados reduzidos e inferiores a 3 pg/kg. Desta forma, os niveis
mantiveram-se consideravelmente abaixo dos teores maximos de BaP e PAH4 (2 e 12 ug/kg,
respectivamente) determinados pela regulamentagcao europeia (CE, 2011a). De igual modo, a
avaliagcéo de risco efectuada com base na margem de exposi¢do, MOE, (explicada com maior
detalhe no Capitulo 2 deste trabalho) e cujos resultados (Tabela A. 10 do Apéndice) confirmam

0 baixo risco inerente ao consumo do chourigo de carne produzido neste ensaio.

4.5. CONCLUSAO

O estudo da composicado do fumo através da producado de condensados revelou a influéncia
categorica da temperatura nos niveis de PAH gerados €, com ela a necessidade de alertar os

produtores para que a fumagem se desenrole a temperaturas tdo baixas quanto possivel e sem



a presenga de chama, como forma de prevenir a formagéo de PAH nocivos. Mesmo nestas
condigoes, o carvalho e o castanho apresentaram niveis consideraveis de BaA, muito acima dos
limites de referéncia. O recurso a estas madeiras para a fumagem de produtos de salsicharia &,
na nossa opinido, desaconselhado, tendo em vista da proteccdo dos consumidores.
Alternativamente, a fumagem com sobro oferece uma garantia adicional na produgdo de menores
quantidades de PAH nocivos, mesmo quando, inadvertidamente, sdo atingidas temperaturas
mais elevadas. Além do mais a sua distribui¢do cobre grande parte do territorio continental, facto

que o torna facilmente disponivel para a maioria dos produtores nacionais.

Ja na produgdo do chourico de carne, verificou-se que através de um regime de fumagem
indirecto sob condigdes controladas é viavel a produg¢ao de produtos com baixo teor em PAH,
ainda assim nao foi possivel evitar a presenca de PAH pesados. Neste contexto, a utilizagao de
aromas de fumo surgem como uma alternativa que pode contribuir para a melhoria da seguranca
quimica do chouri¢o de carne. Visto que os consumidores se encontram expostos a outras vias
de contaminagdo, além dos produtos de salsicharia, a presenca de PAH deve ser prevenida por

todos os meios possiveis.
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5.

INCIDENCIA DE AMINAS BIOGENICAS EM PRODUTOS
DE SALSICHARIA TRADICIONAL PORTUGUESA

158



5.1. INTRODUCAO

As aminas biogénicas (AB) definem-se como compostos azotados de baixo peso molecular,
biologicamente activas, formadas maioritariamente a partir da descarboxilagdo dos aminoacidos
precursores, sendo encontradas numa grande variedade de alimentos. A reacgdo de
descarboxilagdo consiste na remocgédo do grupo carboxilo existente nos aminoacidos, como
resultado da actividade enzimatica de descarboxilases de origem microbiana, sendo este
mecanismo responsavel pela formagcao da triptamina, B-feniletilamina, putrescina, cadaverina,
histamina e tiramina, designando-se estas por aminas exdgenas. Sao excepg¢des, as aminas
enddgenas, espermidina e espermina, e por vezes a putrescina quando se encontra em
quantidades reduzidas, que ndo dependem da actividade descarboxilativa microbiana na medida

em que ocorrem naturalmente nos alimentos (Moinard ef al., 2005; Larqué ef al., 2007).

A ingestao de alimentos contaminados com AB, em especial por consumidores mais sensiveis,
pode assim resultar em efeitos adversos (Bover-Cid ef a/, 2014). Os sintomas habitualmente
reportados incluem dores de cabega e alteragdes gastrointestinais, devido as actividades
psicoactiva e vasoactiva que se manifestam nomeadamente através de alteragcdes ao nivel dos
neurotransmissores e da pressao arterial (Stadnik e Dolatowski, 2010). Para além destes efeitos
toxicoldgicos, sabe-se ainda, que as AB sao precursores das Afnitrosaminas, reconhecidas

como potentes compostos cancerigenos (De Mey ef al., 2014).

Os produtos de salsicharia, quer pelas suas caracteristicas quer pelo seu processamento, podem
conter quantidades consideraveis de AB. A carne utilizada como matéria-prima nos enchidos
constitui uma importante fonte de aminoacidos precursores (Predrag ef al, 2011) em
consequéncia da protedlise que se desenvolve o longo do processamento, enquanto que a
microflora que se desenvolve durante a fermentagcdo fornece as enzimas descarboxilases
necessarias a formagao das aminas (de Las Rivas ef al., 2008). Assim, a aminogénese nos
enchidos depende em simultdneo dos factores que se relacionam com a protedlise e com o
desenvolvimento microbiano que ocorre, seja durante o processamento como posteriormente na
fase de armazenamento. De acordo com a bibliografia, destaca-se a qualidade microbiolégica
da matéria-prima, a adicdo de culturas de arranque, a formulagdo, a temperatura de
processamento e o armazenamento como factores decisivos para a aminogénese. Muito embora
as causas que conduzem a formagao de AB sejam genericamente conhecidas, desconhece-se
o grau de preponderancia de cada uma delas, na medida em que concorrem em simultaneo uma
série de factores que interagem entre si. O perfil e teor em AB sao, desta forma, determinados
em funcao do equilibrio que resulta dessa interacgao de factores. Esta complexidade reflecte-se
inevitavelmente numa grande variabilidade ao nivel dos teores de aminas presentes nos
alimentos, sendo possivel encontrar na literatura resultados muito diferenciados (Ruiz-Capillas
et al., 2007b; Stadnik e Dolatowski, 2010; Latorre-Moratalla ef al., 2012; Rabie ef al., 2014).
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A salsicharia tradicional portuguesa é muito rica, sendo possivel encontrar no mercado nacional
uma grande variedade de produtos com caracteristicas muito distintas entre si, onde os aspectos
culturais assumem um papel fundamental. Concomitantemente, as condi¢des de processamento
sdo, por esta razdo, igualmente diversificadas, com impacto directo na formacgéo e acumulagao

de AB nos produtos.

A data, sdo ainda insuficientes os trabalhos onde seja feita uma avaliagdo global da presenca
destes contaminantes quimicos nos produtos de salsicharia tradicional portuguesa. Neste
contexto, o presente capitulo apresenta o trabalho desenvolvido com o objectivo de avaliar a
incidéncia de AB em produtos de salsicharia recolhidos em duas das regides com maior
preponderancia ao nivel de produgao nacional: Alentejo e Tras-os-Montes. Para o efeito foram
seleccionados alguns produtos que se pretendem representativos dos padrdes de consumo dos
portugueses, onde se incluem o chouri¢co de carne, morcela, cacholeira, paio de migos, chourigo
mouro, painho, moura, alheira, chourigo doce e salpicdo. Visou-se igualmente correlacionar os
niveis de AB detectados, com alguns dos parametros fisico-quimicos frequentemente apontados
como decisivos para a sua acumulacéo nos produtos, entre os quais se destaca o pH e o teor de

proteina.

5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Amostragem

Os produtos incluidos neste trabalho, bem como o numero de amostras analisadas, podem ser
consultados na Tabela 20. Todos os produtos que integraram este estudo, foram recolhidos junto
de salsicharias locais (cinco produtores de cada uma das regides), tendo sido imediatamente
congelados a sua chegada ao laboratério a uma temperatura de -80 °C para posterior analise.
Importa salientar que, até ao momento da recolha das amostras para o presente estudo, nao
houve qualquer tipo de controlo sobre o periodo e/ou condigbes de armazenamento dos

produtos.



Tabela 20. Amostragem de produtos de salsicharia tradicional em fung¢ao do tipo de produto e regido de
origem.

Constituinte

Produto Diametro (cm) Numero de amostras
principal
Alentejo
Chourigo de carne 2 Carne 10
Morcela 2 Sangue 12
Cacholeira 2 Sangue
Chourigo mouro 2 Sangue
Painho 4 Carne 10
Paio de migos 10 Carne 6
Total - - 48
Trds-os-Montes
Chourigo de carne 2 Carne 10
Morcela 2 Sangue
Moura 2 Sangue
Alheira 2 Carne
Chourigco doce 2 Sangue
Salpicao 6 Carne 12
Total - - 42

5.2.2. Parametros fisico-quimicos e indicadores de protedlise

O pH das amostras foi medido com base nos procedimentos experimentais definidos pela ISO
2917 (1999), tendo as respectivas leituras sido efectuadas num potenciémetro 654 pH Meter

(Metrohm Herisau, Suica) equipado com eléctrodo de vidro (Mettler Toledo, Suica).

O azoto total utilizado para a quantificagdo do teor em proteina foi determinado com base no

método de Kjeldahl num sistema automatico Kjeltec 1035/38 (Foss, Dinamarca).

O extracto para a determinacdo das fracgbes azotadas, nomeadamente para o azoto nao
proteico (ANP), azoto dos aminoacidos livres (AAL) e azoto basico volatil total (ABVT), foi obtido
de acordo com os procedimentos descritos na Norma Portuguesa NP 3442 (1999). Assim, 25 g
de amostra foram homogeneizadas na presenca de 90 mL de agua destilada e de 25 mL de
solugdo aquosa de &cido tricloroacético (TCA) a 25% (p/v), com recurso a um Polytron PT 3100
(Kinematica AG, Suiga). Apos 2h a 4 °C, o extracto foi filtrado para baldo volumétrico de 200 mL
e o volume aferido com agua. O ANP foi determinado pelo método de Kjeldahl, utilizando entre
20 a 50 mL de extracto.

Para a quantificagéo do teor de AAL foi seguido o protocolo previsto na norma NP 3443 (1990).
A 25 mL de extracto previamente neutralizados com solugdo aquosa de NaOH 1,5 N, foram
adicionados 10 mL de formaldeido a 40% (v/v) (Fluka, E. U. A.) e novamente neutralizados com
recurso a NaOH (0,02 N).
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A determinagao do teor em ABVT baseou-se no método de microdifusdo de Conway descrito na
norma NP 1848 (1987). Os resultados finais das fraccdes azotadas ANP, AAL e ABVT séao
expressos em mg/g, enquanto o teor de proteina é expresso em percentagem. Foram ainda
calculados o indice de protedlise (Pl, da designagéo inglesa profeolysis index), com base na
razdo entre o ANP e o azoto total assim como, o ratio AAL/ANP, ambos expressos em
percentagem.

5.2.3. Perfil de aminas biogénicas

A extracgao, identificacao e quantificagdo das AB realizaram-se de acordo com os procedimentos
experimentais descritos por Eerola ef a/. (1993). As amostras foram previamente descongeladas
a 4 °C durante 24h sendo posteriormente homogeneizadas (Grindomix GM 200 Retsch, Haan,
Alemanha). Cerca de 8 g de amostra foram extraidas em 40 mL de solu¢do de acido perclorico
(0,4 M) (Carlo Erba, Espanha), num Polytron PT 3100 (Kinematica AG, Suiga). O extracto foi
seguidamente centrifugado (Sorvall RC 5C, Connecticut, E. U. A.) por 10 minutos a 800g e o
sobrenadante filtrado através de papel de filtro para baldo volumétrico. O pelletfoi ressuspendido
com 40 mL de acido percldrico, e procedeu-se a nova centrifugagao nas mesmas condigdes e o
sobrenadante filtrado e combinado com o anterior. Ao total dos extractos combinados
adicionaram-se 0,5 mL de padrao interno, 1,7-diaminoheptano (Fluka, E. U. A.) e o volume final

foi ajustado a 100 mL. As amostras incluidas neste estudo foram extraidas em triplicado.

Uma aliquota do extracto de AB (1 mL) foi derivatizado com 2 mL de solugao de cloreto de dansilo
(na proporcao de 10 mg/1 mL de acetona), preparada diariamente e mantida ao abrigo da luz,
na presenga de 200 pL de NaOH (2 N) e 300 pL de solugao saturada de bicarbonato de sdédio.
Os tubos de reacgao permaneceram em repouso em camara termostatizada, programada para
40 °C por um periodo de 45 minutos. Apos este periodo, o reagente em excesso foi removido
pela adigao de 100 pL de aménia e deixado em repouso por 30 minutos. Por fim, adicionaram-se
1400 pL de acetonitrilo, a fim de obter um volume final de 5 mL, e centrifugou-se a 600g durante
5 minutos. A derivacao dos extractos foi feita em duplicado. Com excepgéao do cloreto de dansilo
que foi adquirido a Sigma-Aldrich (E. U. A.), todos os restantes reagentes utilizados na

derivatizacao das AB foram adquiridos a Panreac (Espanha).

As AB em analise foram separadas e quantificadas num sistema HPLC Alliance Separation
Module 2695 (Waters, Milford, MA) equipado com um detector Dual A UV/Vis Detector 2487
(Waters, Milford, MA), ajustado para um comprimento de onda de 254 nm e uma coluna
Spherisorb 5 ym ODS2 de 4,0 x 125 mm (Waters, Alemanha). A separacgao foi feita através de
um programa de eluigdo com uma mistura de acetato de amoénio a 0,1 M e acetonitrilo, ambos
da Panreac (Espanha). O gradiente iniciou com 50% e terminou com 90% de acetonitrilo
decorridos 19 minutos. O volume de injecgao foi de 20 L. A identificagao das AB (triptamina, B-
feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina, tiramina, espermidina e espermina) foi feita com

base no tempo de retengao (tal como se exemplifica na Figura 40). A sua quantificagdo, por seu



lado, foi levada a cabo por meio de calibragdo externa, com recurso a uma mistura de padroes
individuais de concentragdo conhecida (contendo as 8 aminas em analise), na presenga de
padrao interno. A triptamina, histamina, espermidina, espermina e 1,7-diaminoheptano (padrao
interno) foram adquiridos a Fluka (E. U. A.), enquanto a B-feniletilamina, putrescina, cadaverina

e tiramina foram adquiridas a Sigma-Aldrich (E. U. A.).
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Figura 40. Separacao cromatografica tipica de uma mistura de padrdes de aminas biogénicas.
Picos identificados: 1: triptamina, 2: B-feniletilamina, 3: putrescina, 4: cadaverina, 5: histamina,
6: 1,7-diaminoheptano (padrao interno), 7: tiramina, 8: espermidina, 9: espermina.

5.2.4. Analise estatistica

Os dados nao apresentaram uma distribuigdo normal (confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk),
como tal, a anadlise estatistica dos resultados foi feita recorrendo aos testes nao-paramétricos
Mann Whitney e Kruskal-Wallis. A separagao de médias foi efectuada através do teste de Dunn.
Os testes referidos foram efectuados no soffware SPSS Statistics 20 (IBM Corporation, Nova
lorque, E. U. A)) considerando um nivel de significancia de 0,05. Os factores avaliados foram
relacionados entre si por meio de matrizes de correlagao (correlagdes de Pearson) e analise de

componentes principais (ACP).

163



164

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Parametros fisico-quimicos e indicadores da protedlise

Enquanto indicadores da extensdo da protedlise as frac¢cdes azotadas mais, concretamente os
niveis de azoto dos aminoacidos livres (AAL), permitem inferir acerca dos teores destes
compostos que, por meio de descarboxilagdo, podem ser convertidos em AB. Assim, na Tabela
21 sdo apresentados os resultados relativos as frac¢gdes azotadas, assim como os parametros

fisico-quimicos avaliados nos varios produtos em estudo.

Relativamente ao pH, os valores médios determinados variaram entre 4,35 e 6,20 (registados na
alheira e morcela de Tras-os-Montes, respectivamente). Comparativamente aos produtos
Alentejanos, aqueles que foram fabricados na zona geografica de Tras-os-Montes mostram-se
tendencialmente (p > 0,05) mais acidos. Como exemplo, podemos considerar a alheira € a moura
(com pH de 4,35 e 4,74, respectivamente) que se destacaram como sendo os produtos com pH
mais reduzido. A Unica excepgao verificada foi o chourico mouro Alentejano, cujo pH médio foi
de 5,18. Em contrapartida, a morcela, independentemente da zona onde foi produzida,

destacou-se pelo seu pH mais elevado (entre 5,88 e 6,20).

Considerando a distribuicdo geografica dos locais de produgao dos enchidos, e atendendo as
diferencas nas tecnologias de processamento implementadas no Alentejo e Tras-os-Montes,
seria expectavel a existéncia de diferengas assinalaveis nos niveis de proteina incorporados nos
diferentes produtos, facto que, como mostra a Tabela 21, ndo se confirmou. As diferencas
significativas (p < 0,05) registadas no teor de proteina ficaram-se assim a dever apenas as
caracteristicas dos diferentes produtos. A morcela, com teores médios (para as duas regides) de
proteina de 13,52%, e o salpicdo, com 29,59% s&o exemplos das referidas diferengas. A moura
(18,43%) e o chourigo doce (7,60%) constituem outros dois exemplos. Todavia, se compararmos
os dois produtos comuns a ambas as regides, o chourico de carne e a morcela, verifica-se que
nao existem diferengas significativas (p> 0,05) no teor de proteina em fungao da regido de
produgédo. O mesmo nao se verificou, porém, para as fracgbes ANP e AAL determinadas, cujos
niveis foram inferiores (p < 0,05) nas amostras transmontanas comparativamente as recolhidas
junto dos produtores Alentejanos. As diferengas encontradas s&o corroboradas com os dados
relativos ao Pl, com as amostras de chourico de carne e morcela provenientes da regido do
Alentejo evidenciarem um maior grau de protedlise. Em termos globais, tendo em conta todas as
amostras analisadas, a morcela e a alheira (ambas produzidas em Tras-os-Montes)
corresponderam aos enchidos onde se registaram os menores teores de ANP (1,24 e 1,27 mg/g,
respectivamente) e AAL (pela mesma ordem, 0,10 e 0,26 mg/g). Os valores de Pl mais baixos
foram igualmente detectados em amostras Transmontanas. Para os produtos desta regido os
niveis de Pl médios variaram de 4,84 e 12,04% (no chourigo doce e moura, respectivamente),

ao passo que nos enchidos Alentejanos este indicador variou entre 16,62 e 25,07% (paio de



migos e morcela, respectivamente). No que concerne aos produtos de maior diametro,
comparativamente ao painho e paio de migos o salpicao mostrou um grau de protedlise inferior
(10,95%). De salientar que os niveis de AAL detectados nas amostras de salpicdo foram
idénticos aos encontrados amostras de morcela alentejana (1,96 mg/g) que continham na sua

composicao cerca de metade do teor em proteina.

O récio entre o AAL e o ANP seguiu uma tendéncia idéntica a verificada para o Pl, com as
amostras alentejanas a revelarem niveis mais elevados deste indicador comparativamente
aquelas produzidas na regiao de Tras-os-Montes. Do conjunto de amostras recolhidas na regido
Sul do pais, a proporgao entre o AAL e ANP oscilou entre 36,28% (cacholeira) e 53,90% (paio
de migos), ao passo que para os produtos Transmontanos analisados este racio variou entre
7,57% (morcela) e 37,24% (alheira), tendo como unica excepgéo o chourigo doce com 87,47%
(Tabela 21).

De um modo geral e, em fungao da zona geogréfica, as fraccdes de ANP, AAL e ABVT reflectiram
os niveis de proteina encontrados nos enchidos. Isto mesmo é demonstrado pelas correlagées
significativas (p < 0,001) entre o teor de proteina e o ANP (r=10,72), AAL (r=0,53) e ABVT
(r = 0,46), cujos resultados sao apresentados com maior detalhe na Tabela A.11 do Apéndice.
Considerando os enchidos com maior teor de proteina recolhidos na regiao de Tras-os-Montes
como o salpicédo e o chouri¢o de carne (com 29,59 e 24,85%, respectivamente), verifica-se que
estes apresentaram igualmente maiores niveis de ANP, AAL e ABVT (Tabela 21). Uma tendéncia
semelhante foi identificada para o painho, o paio de migos e o chourico de carne que, do conjunto
de produtos adquiridos em salsicharias da regido do Alentejo, se destacaram com niveis mais
elevados (p < 0,05) de ANP e AAL. Para os produtos Alentejanos foi ainda possivel identificar a
ocorréncia de um padrao ao nivel dos resultados obtidos para o AAL em funcao do calibre dos
produtos. Neste contexto os dados evidenciam que os produtos de maior diametro (4 e 10 cm),
designadamente o painho e o paio de migos, foram também aqueles que apresentaram maiores
(p < 0,05) concentragdes de AAL (3,59 e 3,73 mg/g, respectivamente). A par disto, estes dois
tipos de produtos foram os que tendencialmente (p > 0,05) revelaram maiores quantidades de
ABVT (0,94 mg/g em ambos os casos). Em contrapartida, a fracgdo de AAL foi significativamente

(p < 0,05) inferior no chourigo de carne (2,85 mg/g), tal como se mostra na Tabela 21.

O chourigo de carne, pelo facto de apresentar teores de proteina idénticos entre as duas regides
e de ser produzido pela maioria dos produtores, permite uma melhor comparagao dos resultados
obtidos em fungao da zona geografica. Os enchidos Alentejanos evidenciaram um maior grau de
protedlise com niveis das fraccbes azotadas mais elevados, com especial relevo no que diz
respeito ao AAL e ANP, onde se registaram diferengas significativas (p < 0,05). Estes resultados
reflectiram as diferengas nas tecnologias de fabrico implementadas nestas duas regides do pais,
com impacto directo no grau de protedlise dos enchidos, com particular enfase, por exemplo,

para o regime de temperaturas implementado.
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Tabela 21. Valores médios do pH e fracgbes azotadas determinados para os produtos de salsicharia investigados para as duas regides de produgao consideradas: Alentejo

e Tras-os-Montes.

Alentejo Trés-os-Montes
Ch. carne Morcela Cacholeira  Ch. mouro  Painho Paio de migos Ch. carne Morcela Moura Alheira Ch. doce Salpicao
pH 5,19b.c 5,88d 5,54b.cd 5,18ab 5,23bc 5,744 5,71cd 6,204 4,742 4,352 4,93ab.c 5,644
(4,80 - 5,62) (5,16 - 7,08) (5,02 - 6,08) (5,02 - 5,34) (4,86 - 6,03) (5,62-5,81) (5,37 - 6,31) (6,19 - 6,20) (4,31-5,34) (4,11 -5,30) (4,93 -4,93) (5,25 - 5,93)
Proteina (%)  25,64¢ 15,000 21,504 12,65ab 26,31e 26,08¢ 24,85¢ 12,04ab 18,43¢ 12,62ab 7,602 29,50¢
(22,93 -28,74) (5,48 - 25,12) (18,56 - 24,33) (9,22 - 16,21) (18,86 -29,77) (22,86 - 30,63) (22,04 - 26,71) (11,83-12,25)  (1542-23,96) (8,37 -15,03) (7,37 -7,82) (20,80 - 38,83)
ANP (mg/g) 7,08¢ 4170 7,51¢ 4,410 7,34¢ 6,88¢ 4,340 1,24a 3,530 1,27a 0,592 6,40c
(5,64 - 7,90) (0,58 - 3,01) (5,28 - 9,34) (1,49 -2,78) (4,10 -10,01) (5,41 - 8,09) (3,01-5,14) (1,15-1,33) (2,49 - 4,25) (0,39 -2,67) (0,48 - 0,70) (3,24 - 8,61)
Pl (%) 17,38¢ 25,07¢ 21,544 23,53¢d 17,27¢ 16,620 11,010 6,4320 12,040 6,112 4,84a 10,95>
(14,02 -21,37)  (11,14-80,96)  (17,61-23,99) (16,66 -30,29)  (13,53-21,12) (14,41 -20,48) (7,41 - 14,30) (6,07 - 6,78) (10,08 -13,81)  (2,60-12,33) (4,08 - 5,59) (1,41 - 15,53)
AAL (mg/g) 2,85d 1,96¢ 2,990 2,30¢ 3,569 3,73¢ 1,34bc 0,102 0,980 0,262 0,600.c 1,96¢
(2,08 - 3,30) (0,58 - 3,01) (0,40 - 5,21) (1,49 -2,78) (3,14 -4,03) (2,84 -4,93) (1,03 - 1,68) (0,09-0,11) (0,36 -1,51) (0,11 -0,45) (0,54 - 0,65) (0,78 -2,98)
AAL/ANP (%) 41,04bcde 49,22de 36,28de 52,23de 52,39de 53,904 31,372b 7,57abcd 26,262 37,24cde 87,47¢ 30,07ab.c
(27,00-57,49) (17,27-83,58) (6,98-56,50)  (33,62-61,94) (34,31-76,64) (44,49 - 61,53) (20,27 - 35,63) (7,22-9,72) (14,33-37,27)  (4,30-68,72) (77,14-93,14) (23,57 - 35,58)
ABVT (mg/g)  0,71def 0,69cdelf 0,74bcde 0,55def 0,94 0,94def 0,59¢ 0,12ab 0,44bcd 0,242 0,11abe 0,53def
(0,48 -0,83) (0,28 - 1,05) (0,64 - 0,87) (0,50 - 0,59) (0,56 - 1,42) (0,67 - 1,42) (0,52 - 0,67) (0,11 -0,14) (0,28 -0,61) (0,17 - 0,27) (0,10-0,13) (0,28-0,72)
Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).
ANP: azoto ndo proteico; PI: indice de protedlise (PI = %xloo); AAL: azoto dos aminoacidos livres; AAL/ANP: racio entre o AAL e ANP (AAL/ANP = %xloo);

ABVT: azoto basico volatil total.
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5.3.2. Teor total de aminas biogénicas

A semelhanca dos resultados obtidos para os parametros fisico-quimicos e indicadores de
protedlise, os teores totais em AB detectados apresentaram grandes variagdes, tal como
evidencia a Figura 41 e cujos dados sdo apresentados com maior detalhe na Tabela A.12 do
Apéndice. No conjunto das amostras analisadas, os teores totais médios em AB variaram entre
26,64 e 2709,96 mg/kg quantificados, pela mesma ordem, no chourigo doce (Tras-os-Montes) e

painho (Alentejo).
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Figura 41. Diagrama de extremos e percentis relativo ao teor total em AB (mg/kg) quantificados nos
produtos investigados.

Os teores médios de AB mais elevados (p < 0,05) registaram-se nas amostras produzidas no
Alentejo, em particular no painho e na cacholeira que continham 2709,96 e 2422,67 mg/kg,
respectivamente. Apesar destes teores médios importa salientar que, se determinou uma grande
variedade de resultados para a soma das 8 aminas, dependendo do produtor em causa, com
concentragdes minimas desde 1268,77 mg/kg até 5571,83 mg/kg no painho, e de 1292,28 a
3279,73 mg/kg nas amostras de cacholeira (cf. Tabela A.12 do apéndice). Para além do painho
e da cacholeira, de entre os restantes produtos desta regido, o chourico de carne
(1444,32 mg/kg) e o paio de migos (1346,93 mg/kg), foram os dois produtos onde se registaram
os niveis totais médios de AB superiores a 1000 mg/kg. Nas restantes amostras recolhidas na
parte Sul do pais, a morcela e o chourico mouro foram as que se apresentaram menos

contaminadas com teores médios de 831,44 e 679,88 mg/kg, respectivamente.

Diferengas significativas (p < 0,05) foram também encontradas entre as amostras de produtos
Transmontanos, com teores de contaminagdo que variaram entre 26,67 mg/kg, detectados no
chourigco doce, e 605,03 mg/kg no salpicdo. Na verdade, apesar de conter na sua composi¢ao

maiores teores de proteina, do maior didmetro e de um periodo de maturagao mais prolongado
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do que o painho, os dados demonstram que o processo de aminogénese foi significativamente
(p < 0,05) inferior no salpicdo. A extensao da protedlise, mais reduzida (p < 0,05) no salpicéo
comparativamente ao painho, como se constata pelo menor teor de AAL, assim como dos racios
Pl e AAL/ANP (previamente apresentados na Tabela 21), traduziu-se na menor disponibilidade
de aminoacidos precursores para a producdo de AB. A alheira (137,91 mg/kg), a morcela
(29,14 mg/kg) e o chouri¢co doce, por sua vez, registaram os menores niveis de AB (Tabela A.12
do apéndice). Para estes resultados concorreram uma série de factores, desde logo, o reduzido
teor de proteina, associado a um fendmeno de protedlise moderado e baixo teor de ABVT, de
onde se pode inferir a ocorréncia de uma actividade microbiana reduzida, resultantes do

processamento térmico a que a morcela e o chourigo doce sao sujeitos.

5.3.3. Perfil de aminas biogénicas

A andlise da Tabela 22, onde sao apresentados os teores médios em AB detectados nos varios
tipos de produtos, revela que na generalidade a putrescina foi a amina biogénica mais prevalente,

seguida pela cadaverina e tiramina, representando em conjunto mais de 80% do total de aminas.

As diferengcas na concentragdo em putrescina entre as duas regides produtoras sao
particularmente evidentes, apresentando os produtos do Alentejo valores médios
substancialmente (p < 0,05) mais elevados do que os de Tras-os-Montes. O nivel mais elevado
de putrescina foi detectado em amostras de cacholeira (Alentejo) que superou em mais de 8
vezes aquele que foi detectado na moura transmontana (1279,60 vs. 152,31 mg/kg, Tabela 22).
O chourigo mouro (Alentejo) e o chourigo doce (Tras-os-Montes) corresponderam as amostras
menos contaminadas de cada uma das regides consideradas (184,53 mg/kg vs. 2,98 mg/kg).
Acresce ainda que em 6 dos 12 produtos avaliados, nomeadamente a cacholeira, o paio de
migos, o chourigo de carne Alentejano, o painho, a moura e a alheira, os teores relativos de

putrescina equivaleram entre 36% e 53% do total de AB quantificadas.

No que respeita a cadaverina, esta foi a amina mais abundante na morcela alentejana, chouri¢o
mouro e chourigo de carne Transmontano, com valores percentuais a variarem entre 32 e 38%.
A semelhanca do que se verificou para a putrescina, os produtos Transmontanos apresentaram
teores médios em cadaverina tendencialmente inferiores aos registados nos produtos
Alentejanos (3,77 - 160,63 mg/kg presentes na morcela e chourico de carne, respectivamente
por oposicédo a 216,88 - 355,34 mg/kg, pela mesma ordem, no chourico mouro e chourigo de
carne). Com excepgdo do painho que se destacou pelo seu maior (p< 0,05) grau de
contaminacdo (com 908,81 mg/kg), assim como o chourico doce (8,13 mg/kg) e a morcela
transmontana pelos niveis mais reduzidos (p < 0,05), ndo se registaram diferengas significativas
(o> 0,05) nos niveis de cadaverina entre os restantes produtos avaliados. No caso particular do
painho, os teores quantificados variaram desde 46,48 a 2949,49 mg/kg (Tabela 22), sendo este
facto elucidativo quanto a grande disparidade de resultados que podem advir de diferengas ao

nivel do processo de produgao seguido por cada um dos produtores envolvidos neste estudo.



Depois da putrescina e da cadaverina, a tiramina foi a amina de origem bacteriana que mais se
destacou nas amostras analisadas representando cerca de 13 a 38% do teor total de AB
quantificado. O salpicdo (produto Transmontano) em particular foi, de todos os produtos
avaliados, aquele em que a tiramina (226,95 mg/kg) foi prevalecente face a putrescina
(127,57 mg/kg) e a cadaverina (99,60 mg/kg), como atestam os resultados apresentados na
Tabela 22. Quantidades consideraveis de tiramina foram ainda detectadas em alguns enchidos
Alentejanos, como se constatou para a cacholeira, o painho e o paio de migos com teores de
461,06; 385,53 e 347,23 mg/kg, respectivamente.

Relativamente a histamina, os niveis de contaminagdo mais elevados (p<0,05) foram
quantificados no painho (Alentejo), com teores médios de 277,91 mg/kg. Ainda que no chouri¢co
de carne Alentejano se tenham detectado 163,10 mg/kg, nos restantes produtos, a histamina
esteve presente em quantidades geralmente inferiores (p> 0,05), entre 4,02 e 70,10 mg/kg
(chourigo mouro e salpicéo, respectivamente). Ja no caso do chourigo doce e da morcela, esta

amina nao foi detectada.

Sendo as poliaminas espermina e espermidina constituintes naturais da carne, estas foram, tal
como seria expectavel, encontradas em todas as amostras embora em quantidades inferiores as
aminas exogenas anteriormente abordadas (putrescina, cadaverina, tiramina e histamina).
Apesar das diferencas determinadas entre os varios tipos de produtos, a espermina foi detectada,
de forma consistente, em maior quantidade quando comparada com a espermidina. Mesmo em
menores quantidades, em virtude dos baixos niveis das aminas exdégenas encontrados no
chourigo doce e na morcela de Tras-os-Montes, a espermina revelou-se nestes produtos como
a mais abundante, correspondendo entre 36 e 44%, respectivamente, do total em AB detectadas.
Para os mesmos produtos, a espermidina correspondeu entre 22 e 31%, respectivamente, do
total de AB. Teores médios de espermina entre 9,57 mg/kg (chourico doce) e 130,84 mg/kg
(cacholeira) e de espermidina entre 7,12 mg/kg (alheira) e 44,40 mg/kg (cacholeira) foram
encontrados no conjunto das amostras estudado (Tabela 22), reflectindo, de uma forma geral, a

quantidade de proteina existente nos produtos.

No que respeita a triptamina e B-feniletilamina, estas aminas nao foram detectadas no chourico
doce e na morcela (Tras-os-Montes), sendo que a primeira nao foi igualmente detectada no
chourigo mouro. Na generalidade das amostras ambas as aminas mantiveram-se em niveis
reduzidos, inferiores a 3% do total de aminas detectadas, em especial a B-feniletilamina cujo teor
médio, salvo raras excepgoes, ndo foi além de 30 mg/kg (Tabela 22). Relativamente a triptamina,
a cacholeira e o painho (produtos Alentejanos) apresentaram os maiores niveis de contaminagao

(190,93 e 57,27 mg/kg, respectivamente).
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Tabela 22. Teores médios em aminas biogénicas (em mg/kg) nos produtos investigados, provenientes das duas regides de produgao consideradas: Alentejo e Tras-os-Montes.

Alentejo Tras-os-Montes
Chourigo de ) . ) ) ) Chourigo de ) Chourigo o
Carme Morcela Cacholeira Chourigo mouro  Painho Paio de migos carne Morcela Moura Alheira doce Salpicao
Triptamina 38,694 18,57b.cd 190,93ef ND 57,27° 12,60b.cd 4,52bc ND 6,500-c.d 1,13abc ND 10,69c4
(0,00 - 99,64)1 (0,00 - 65,73) (2,55 - 362,64) (35,69 - 77,71) (0,00 - 37,00) (0,00-10,70) (0,00 - 12,03) (0,00-4,32) (0,00 - 38,78)
B-Feniletilamina  4,900.cde 1,69ab.cd 18,80ef9 16,28detg 15,12%9 44,029 2,862.bc ND 0,22a.b 0,31ab ND 9,93c.def
(0,00 - 16,91) (0,00-10,32) (1,58 - 53,29) (0,97-31,66) (2,93 -42,81) (2,52-127,52) (0,00 - 13,66) (0,00-0,87) (0,00-1,21) (0,00 - 31,96)
Putrescina 529,47¢d 287,70bc 1279,60f 184,53bc 998,38 617,84de 103,030 3,30 152,310 51,972 2,98 125,570
(136,34 -1371,84)  (1353-984,51) (949,07 -1698,51)  (150,59-217,87) (663,45 - 1669,06) (274,02 - 1284,05) (7,90 - 195,39) (267-392)  (18,82-30475)  (1,00-180,72)  (274-324) (10,22 -296,29)
Cadaverina 355,34de 319,94bcde 249 24cde 216,88de 908,81 259,43cde 160,63b.cd 3,77a 84,83bcd 33,73ab 8,13 99,600
(70,95-1193,48)  (3,69-1409,25) (61,23 - 552,44) (168,08-266,68) (46,48 -2049,49) (16,76 - 426,99) (1,75 - 529,97) (269-485)  (31,34-13698)  (021-104,86)  (6,86-9,40) (6,29 - 431,60)
Histamina 163,10e 17,39¢d 47,79cde 4,020 277,91f 10,360b.cd 11,18b.cd ND 26,854 5,561abe ND 70,10b.cd
(1,88 - 398,44) (0,09 - 48,00) (3,88 - 136,49) (1,25-6,89) (87,25 - 550,80) (3,13-17,33) (0,00 - 35,75) (9,77 - 56,23) (0,00 - 21,76) (0,00 - 392,00)
Tiramina 285,974 129,11¢ 461,06de 193,714 385,53¢ 347,23de 133,24¢ ND 107,47¢ 17,610 ND 226,95¢
(196,04 -394,68)  (0,58-416,07)  (12322-73570)  (176,74-209,51) (264,65-590,32) (160,02 - 616,08) (98,05 - 157,57) (60,96-196,24) (1,35 -39,84) (136,74 - 370,84)
Espermidina 9,97abc 14,84abc 44,404 19,90¢ 9,62abc 14,01bc 8,00ab 9,08abc 10,10ab.c 7,12a 5,89 8,19abc
(6,02 - 14,75) (1,47 - 30,34) (35,82 - 58,65) (8,21-32,18) (4,86 - 16,92) (8,34 - 21,85) (6,76 - 10,43) (9,05-9,11) (4,57 -15,30) (3,83-8,62) (546-6,33)  (4,81-12,380)
Espermina 56,88f 42,20def 130,849 44,564 57,32f 41,42de 48,85def 12,630 32,924 20,49¢ 9,57a 54,01ef
(47,39 - 64,84) (7,74 - 63,11) (109,64 - 166,40)  (38,02-51,10) (46,16 - 69,28) (31,22 - 50,39) (24,10 - 65,60) (157-1368)  (1743-4548)  (1271-27,67) (927-9.86)  (39,28-68,62)
Vasoactivas? 492,67¢ 166,76¢ 718,58ef 214,01cd 735,83 414,22de 151,81¢ ND 141,06¢ 24,590 ND 317,67de
(110,64-699,13)  (492-507,68)  (13154-1196,72)  (179,12-248,06) (503,33-1024,44) (178,84 - 791,34) (110,64 - 204,03) (77,17-208,51)  (1,75-66,03) (152,34 - 807,67)

Na mesma linha, médias com letras diferentes representam teores de aminas biogénicas significativamente diferentes (p < 0,05). ND — nao detectado
1 Entre paréntesis sao apresentados os teores minimos e maximos detectados.

2 0O conjunto das aminas vasoactivas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e tiramina.
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Tal como seria expectavel, para o conjunto das aminas com propriedades vasoactivas
(histamina, tiramina, triptamina e B-feniletilamina), registaram-se mais uma vez diferencas
assinalaveis (p < 0,05) em fungao da regidao de produgdo. Na Tabela 22 constam os resultados
para este conjunto de aminas onde, uma vez mais, a maioria dos enchidos fabricados no Alentejo
se destacam com niveis de contaminagdao significativamente (p < 0,05) superiores aos registados
nos produtos de Tras-os-Montes. Os teores médios encontrados nos produtos Transmontanos
variaram desde 17,61 a 317,67 mg/kg, determinados respectivamente na alheira e no salpicao.
Nos produtos da regido do Alentejo, o mesmo grupo de aminas foi quantificado em teores entre
166,76 mg/kg (morcela) e 735,83 mg/kg (painho). A este respeito, importa salientar que tanto a
morcela como o chourico doce, ambos produzidos em Tras-os-Montes, ndo apresentaram

aminas vasoactivas.

A andlise de componentes principais (ACP) foi também efectuada tendo em vista verificar quais
os factores que mais contribuiram para as variagdes registadas nos niveis de AB. Para além das
oito aminas estudadas, foram ainda incluidos neste tratamento estatistico o grupo das aminas
vasoactivas e o total de AB, assim como os parametros fisico-quimicos avaliados (pH, proteina,
Pl, ANP, AAL, AAL/ANP e ABVT). A partir desta andlise foi possivel extrair dois componentes
principais (CP), CP1 (57,88%) e CP2 (13,26%), que em conjunto permitem explicar 71,14% da
variagao dos resultados. De acordo com Larrigaudiére ef al. (2004), o modelo obtido é entdo
considerado como qualitativo, na medida em que a percentagem cumulativa dos dados originais

foi superior a 70%.

Na CP1 estdo incluidos alguns dos parametros fisico-quimicos (ANP, AAL, ABVT) assim como
a maioria das AB avaliadas (triptamina, putrescina, cadaverina, tiramina e espermina), o grupo
de aminas vasoactivas e ainda o total de AB, enquanto o CP2 inclui apenas a espermidina. De
facto, com base na projecgao em relagéo ao CP1 (Figura 42) é possivel concluir que esta permite
explicar o grau de contaminagao detectado nas amostras, sendo que este diminui com o aumento
da abcissa. Neste caso, as amostras com niveis mais elevados de AB (maioritariamente produtos
Alentejanos) posicionam-se no 2° e 3° quadrantes, enquanto as menos contaminadas
(principalmente produtos Transmontanos) surgem no 1° e 4° A projeccao dos factores,
apresentada na Figura 42, demonstra igualmente a correlagéo entre o teor em proteina com o
ABVT, o ANP e AAL enquanto resultado da actividade proteolitica, no contexto da aminogénese.
Por outro lado, a correlagdo entre a tiramina, aminas vasoactivas e total de AB também se
destacou nesta projecgdo. O contributo individual da tiramina para o conjunto das aminas
vasoactivas justifica esta correlagdo, na medida em que, esta foi a mais abundante do conjunto

das aminas vasoactivas.
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Figura 42. Projeccao dos factores avaliados em funcédo do CP1 e CP2.

D: didmetro; P: teor de proteina; PI: indice de protedlise; ANP: azoto ndo proteico; AAL: azoto dos
aminoacidos livres; AAL/ANP: racio entre azoto dos aminoacidos livres e azoto nao proteico; ABVT: azoto
basico volatil total; Trip: triptamina; Fen: B-feniletilamina; Put: putrescina; Cad: cadaverina; Hist:
histamina; Tir: tiramina; Espd: espermidina; Esp: espermina; Vaso: aminas vasoactivas; Tot: total de AB.

5.3.4. Influéncia da tecnologia de processamento no teor em aminas biogénicas

Atendendo aos resultados obtidos neste estudo e através da analise da Tabela 23 verifica-se
que a regido de produgao dos enchidos teve uma influéncia determinante (p < 0,001) nos niveis
de contaminagédo de todas as aminas exdgenas avaliadas. As amostras adquiridas junto de
produtores da regido do Alentejo apresentaram-se manifestamente (p<0,05) mais
contaminadas relativamente aquelas que foram produzidas na regido Norte. Um efeito
semelhante foi observado em fung¢ao do calibre dos enchidos sendo que, neste caso, os enchidos
com diametro intermédio (4 cm, correspondente as amostras de painho) foram, sem excepgao,
0s que apresentaram maior (p < 0,05) grau de aminogénese. Para os restantes enchidos com 2
e 10 cm, apenas se registaram diferengas (p < 0,05) nos niveis de B-feniletilamina, tiramina e
aminas vasoactivas, com as maiores concentracoes a serem detectadas nestes ultimos. A
utilizagdo de sangue como constituinte principal dos enchidos revelou ser menos influente na

formagéao de AB de origem bacteriana, afectando apenas a produgao de B-feniletilamina, tiramina



e de aminas vasoactivas. Neste ambito, os teores mais elevados (p < 0,05) daquelas aminas

ocorreu invariavelmente no produtos constituidos a base de carne.

Sendo o chourigo de carne o produto mais representativo dos padrées de consumo em Portugal,
e 0 mais comum entre os produtores incluidos neste estudo de incidéncia, foi feita uma
comparacao do perfil e teor total de AB em fungdo do produtor deste tipo de enchidos (Figura
43).
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Figura 43. Perfil de aminas biogénicas do chourico de carne em fungdo do produtor e respectiva regido
de produgao.

Em virtude da heterogeneidade verificada nos resultados, nao é possivel identificar um perfil
comum entre os varios produtores (Figura 43). Seja devido a qualidade microbiolégica da
matéria-prima ou da tecnologia de processamento associada, variagbes consideraveis nos
teores de AB ocorrem frequentemente em produtos fermentados (Roseiro ef al., 2010). Também
Ten Brink ef al (1990) identificaram no seu estudo diferengas consideraveis em amostras
produzidas por diferentes produtores. Miguélez-Arrizado et al. (2006), por sua vez, encontrou
diferentes perfis de AB entre lotes fabricados pelo mesmo produtor. Apesar das variagdes
observadas, constatam-se algumas semelhangas no que respeita ao perfil de aminas em
chourigo de carne, nomeadamente entre os produtores 2 e 4 (Alentejo) e os produtores 6 e 7
(Tras-os-Montes). Neste contexto, estes enchidos Alentejanos destacam-se pelos teores mais
elevados de histamina e putrescina, enquanto os de Tras-os-Montes caracterizam-se pela

predominancia do teor em cadaverina e tiramina.
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Tabela 23. Efeito da regido de produgdo, composigao e didmetro nos teores médios em aminas biogénicas (em mg/kg) determinadas nos produtos estudados.

Regido de produgdo Constituinte principal Diametro (cm)
Alentejo Tras-os-Montes Came Sangue 2 4 6-10
Triptamina 50,080 5,592 21,75 41,78 30,032 57,270 11,332
(0,00 - 362,64)" (0,00 - 28,78) (0,00 - 99,64) (0,00 - 362,64) (0,00 - 362,64) (35,69-77,71) (0,00 - 37,00)
. ns -
B-Feniletilamina 13,800 3,632 10,982 5,89 4,52a 15,120 21,290
(0,00 - 127,52) (0,00 - 35,96) (0,00 - 127,52) (0,00 - 53,29) (0,00 - 53,29) (2,93 -42,81 (0,00 - 127,52)
Putrescina 642,790 99,622 391,76 385,27 320,002 998,38> 289,662
(13,53 - 1698,51) (1,00 - 304,75) (1,00 - 1669,06) (2,67 - 1698,51) (1,00 - 1698,51) (663,45 - 1669,06 (10,22 - 1284,05)
. ns -
Cadaverina 425,010 89,852 308,38 203,08 198,942 908,81b 152,882
(3,69 - 2949,49) (0,21 - 529,97) (0,21 - 2949,49) (2,69 - 1409,25) (0,21 - 1409,25) (46,48 - 2949,49 (6,29 - 431,60)
. ns -
Histamina 103,830 28,862 97,67 21,36 40,542 277,910 50,192
(0,09 - 550,80) (0,00 - 392,00) (0,00 - 550,80) (0,00 - 136,49) (0,00 - 398,44) (87,25 - 550,80 (0,00 - 392,00)
. ns -
Espermidina 16,75 8,24 9,202 18,670 14,06 9,62 10,13
(1,47 - 58,65) (3,83 - 15,30) (3,83 -21,85) (1,47 - 166,40) (1,47 - 58,65) (4,86 - 16,92) (4,47 - 21,85)
. . ns
Espermina 59,59 38,29 48,05 52,28 48,372 57,320 49,812
(7,74 - 166,40) (9,29 - 68,62) (12,71 - 69,28) (7,74 - 166,40) (7,74 - 166,40) (46,16 - 69,28) (31,22 - 68,62)
. ns
Tiramina 289,35b 120,412 232,05 175,032 165,872 385,53¢ 267,040
(0,58 - 770,01) (0,06 - 370,84) (1,35 - 616,08) (0,06 - 770,01) (0,06 - 770,01) (264,65 - 590,32 (130,09 - 616,08)
Total AB 1601,19 394,48 1119,84 903,36 822,322 2709,96° 852,332
(31,35 - 5571,83) (21,31 - 1580,03) (21,31 - 5571,83) (26,35 - 3279,73) (21,31 - 3279,73) (1268,77 - 5571,83) (321,50 - 2546,74)
. ns -
Vasoactivas? 457,06° 158,482 362,450 244,062 240,962 735,83¢ 349,850

(4,92 - 1196,72)

ok

(0,06 - 807,67)

(1,66 - 1024,44)

%

(0,06 - 1196,72)

(0,06 - 1196,72)

*hke

(503,33 - 1024,44)

(144,65 - 807,67)

Para o mesmo factor, valores médios seguidos de letras diferentes s&o significativamente diferentes (p < 0,05).

ns - ndo significativo, * p < 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.

1 Entre paréntesis sdo apresentados os teores minimos e maximos detectados.
2 O teor em aminas vasoactivas foi determinado a partir da soma dos teores de triptamina, B-feniletilamina, histamina e tiramina.
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Com o objectivo de verificar a influéncia da regido de produgao assim como do produtor no perfil
de AB encontrado no chouri¢go de carne procedeu-se a uma nova analise estatistica por meio
dos testes Mann Whitney (para a regidao de produgao) e Kruskal-Wallis (para o produtor), cujos

resultados s&do apresentados na Tabela 24.

De acordo com o tratamento estatistico efectuado verifica-se que tanto a “Regido de produg¢ao”
como o “Produtor” afectaram decisivamente (p < 0,05) a extensdo da aminogénese no chourigo
de carne. Destes dois factores, o “Produtor” foi aquele que teve maior impacto (p < 0,001) e que
foi transversal a todas as aminas, assim como para o total de AB e para o conjunto das aminas
vasoactivas. A histamina, porém, foi a amina onde estas diferencas foram mais notorias, uma
vez que nao foi identificada na maioria das amostras de chourico de carne Transmontano e,
quando presente, manteve-se dentro de niveis significativamente (p< 0,05) inferiores aos
registados nas amostras alentejanas. Importa ainda chamar a atengdo para a existéncia de
diferencas (p< 0,05) entre produtores da mesma regido, facto que foi corroborado pela
realizagdo de um novo tratamento estatistico efectuado separadamente para as duas regides,

cujos dados constam da Tabela A.13 (cf. Apéndice).

Considerando as varias salsicharias que forneceram os produtos para a realizagao deste estudo,
verificou-se que o chourigo de carne do “Produtor 1” (Alentejo) se destacou com alguns dos
teores mais elevados (p< 0,05), nomeadamente de cadaverina (1188,65 mg/kg), mas
igualmente de triptamina (96,06 mg/kg) e tiramina (387,92 mg/kg) que em conjunto contribuiram
para que o total de AB totalizasse niveis proximos de 3000 mg/kg. Para além do chourico de
carne, outros enchidos recolhidos neste produtor apresentaram niveis totais de AB assinalaveis,
em particular o painho e a morcela, cujos teores maximos detectados foram de 5571,83 e de

2987,18 mg/kg, respectivamente.
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Tabela 24. Efeito da regido de produgao e do produtor nos teores médios em aminas biogénicas (em mg/kg) determinadas no chourigo de carne.

Regido de produgéo Produtor
Alentejo Tras-os-Montes Produtor 1 Produtor 2 Produtor 3 Produtor 4 Produtor 5 Produtor 6 Produtor 7 Produtor 8 Produtor 9 Produtor 10
Triptamina 38,690 4,522 96,069 49,67° 12,06¢ 35,67¢ ND 9,63¢ 4,370 8,61¢ ND ND
(0,00 - 99,64) (0,00 - 10,70) (92,48 - 99,64) (48,69 - 50,65) (11,80 - 12,32) (32,70 - 38,65) (8,55 - 10,70) (4,28 - 4,46) (8,46 - 8,75)
B-Feniletilamina 4,90 2,86 ND 16,43¢ ND 2,622 5,430 ND ND ND ND 13,13¢
(0,00 - 16,91) (0,00 - 3,66) (15,95 - 16,91) (2,19 - 3,05) (5,41 - 5,45) (12,60 - 13,66)
ns o
Putrescina 529,470 103,032 1204,939 543,4219 207,41ef 549,62"9 142,004 182,03de 94,87¢ 181,72de 47,940 8,602
(136,34 - 1371,84) (7,90 - 195,39) (1038,01 - 1371,84) (522,60 - 564,24) (192,17 -222,64)  (502,95-596,29) (136,34 - 147,65) (168,67 - 195,39) (91,74 - 97,99) (180,32 - 183,12) (46,12 - 49,77) (7,90 - 9,30)
Cadaverina 355,34 160,63 1188,65" 90,41¢d 133,96¢ 75,47¢ 288,181 489,689 203,97¢ 14,85b 92,2904 2,342
(70,95-1193,48) (1,75 - 529,97) (1183,82 - 1193,48) (87,36 - 93,47) (124,07 - 143,86) (70,95 - 79,99) (279,07 - 297,30) (449,40 - 529,97) (196,49 - 211,44) (14,66 - 15,04) (89,50 - 95,08) (1,75-2,92)
ns .
Histamina 163,100 11,182 28,590 309,36¢ 367,91¢ 107,78¢ ND 32,390 21,992 ND ND ND
(1,50 - 398 44) (0,00 - 35,75) (28,13 - 29,05) (299,53 - 319,19) (337,38 -398,44) (98,70 - 116,85) (29,03 - 35,75) (21,30 - 22,67)
Tiramina 285,98 133,242 387,929 313,05° 271,18¢ 207,134 250,59¢ 149,262b¢ 101,742 150,57b¢ 161,32¢ 103,332
(196,04 - 394,68) (98,05 - 167,29) (381,17 - 394,68) (311,77 - 314,33) (255,31-287,04) (196,04 -218,22) (242,78 -258,41) (140,95-157,57) (98,64 - 104,83) (148,39 -152,74) (155,35-167,29) (98,05 - 108,61)
Espermidina 9,97 8,00 14,334 6,332 7,262b 8,39 13,544 7,612 7,282 7,022 10,07¢ 8,002
(6,02 - 14,75) (6,76 - 10,43) (13,92 - 14,75) (6,02 - 6,64) (7,00 - 7,52) (7,70 - 9,07) (13,53 - 13,55) (6,76 - 8,47) (6,95 - 7,60) (6,99 - 7,05) (9,70 - 10,43) (7,82-8,19)
ns .
Espermina 56,88 48,85 61,79¢ 48,54b¢ 61,534 50,81bc 61,714 25,252 42,920 65,084 54,03¢ 58,004
(47,39 - 64,84) (24,10 - 65,60) (58,73 - 64,84) (47,39 - 49,69) (58,44 - 64,63) (47,69 - 53,93) (58,90 - 64,52) (24,10 - 26,39) (40,19 - 46,66) (64,56 - 65,60) (52,46 - 55,59) (57,00 - 59,00)
ns .
Total AB 1444,320 472,312 2982,26" 1377,229 1061,31f9 1037,48f9 763,34¢ 895,85f 476,124 430,21¢ 365,960 193,422
(738,33 -3137,25) (189,68 - 964,25) (2827,28 - 3137,25)  (1341,27 - 1413,18) (986,69 - 1135,92) (958,92 - 1116,05) (738,33 - 788,34) (827,46 - 964,25) (459,78 - 492,47) (429,43 - 430,99) (353,37 - 378,55) (189,68 - 197,17)
Vasoactivas? 492,670 151,812 512,57f 688,521 651,14f 353,20¢ 257,914 191,28¢ 128,09° 161,55b¢ 161,63b¢ 116,482

(250,50 - 69913)

wok

(110,64 - 204,03)

(508,94 - 516,20)

ok

(677,90 - 699,13)

(605,01 - 697,28)

(329,62 - 376,77)

(250,50 - 265,32)

(178,52 - 204,03)

(124,41 - 131,78)

(160,26 - 162,84)

(155,58 - 167,68)

(110,64 - 122,34)

Para o mesmo factor, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente (p < 0,05) diferentes. ND — ndo detectado.

ns - ndo significativo, ** p < 0,01; *** p< 0,001.
1 Entre paréntesis sdo apresentados os teores minimos e maximos detectados.

2 0O conjunto das aminas vasoactivas corresponde a soma dos teores de triptamina, p-feniletilamina, histamina e tiramina.

176



5.4. DISCUSSAO

O estudo da presenca de AB em produtos carneos, bem como dos factores que estdo na sua
origem ndo sao recentes, pelo que estdo disponiveis inUmeras publicagées que abordam, tando
a presenga, como os factores que dao origem as AB em produtos de salsicharia (Shalaby, 1993;
Eerola ef al., 1998; Gonzalez-Fernandez ef al., 2003; Bover-Cid ef al.,, 2006; Ruiz-Capillas et al.,
2007b; Tabanelli ef al., 2013).

Muito embora existam ja alguns estudos realizados em produtos nacionais, estes sao
habitualmente focados num ou dois produtos em particular (Ferreira ef a/., 2006; Roseiro ef al.,
2006; Ferreira ef al., 2007; Roseiro et al., 2010; Santos ef al., 2012), nao sendo por isso possivel
ter uma visdo ampla que permita caracterizar a acumulagdo de AB em produtos de salsicharia
portuguesa. Este estudo pretendeu assim preencher essa lacuna, avaliando o teor em AB numa
gama mais abrangente de produtos, com diferentes caracteristicas e provenientes de varios

produtores tradicionais localizados em duas regides de produgao distintas.

Quando produtos tao diferentes entre si sdo comparados, surgem inevitavelmente diferencas
quer ao nivel dos parametros fisico-quimicos, quer nos niveis de AB encontrados. Desde logo,
diferencas acentuadas ao nivel da sua composicdo estdo na origem das discrepancias
verificadas nos niveis de pH. A composi¢ao rica em gordura e sangue da morcela, por exemplo,
redundou em niveis de pH mais elevados, por oposi¢do a outros enchidos, como a alheira de
natureza mais acida. Uma situacao similar foi observada para os teores de proteina, onde se
identificou uma clara diferenciacao entre os produtos constituidos a base de carne e gordura,
dos que incorporam outros ingredientes como o sangue, pao, entre outros. Este é o caso das
morcelas (do Alentejo e Tras-os-Montes), da alheira e do chourico doce onde, comparativamente
ao salpicao, por exemplo, foram encontradas as menores quantidades de proteina. Enquanto o
salpicdo incorpora maior quantidade de carnes magras, os restantes produtos integram na sua
composigao outros ingredientes, adicionados em quantidades mais ou menos variaveis. Entre
eles esta o pao adicionado durante o processamento da alheira, que pode corresponder até 25%
do total da matéria-prima (Associagdo Comercial e Industrial de Mirandela, 2011), e do sangue

que no chourigo doce, por exemplo, ndo deve ser inferior a 50% (CE, 2007).

Com relagao as fracgdes azotadas, estas aumentaram proporcionalmente com o teor de
proteina. As concentragbes das fracgoes azotadas foram mais elevadas naqueles produtos que
continham na sua composi¢cao maiores teores de proteina, como é o caso do painho, do paio de
migos, do salpicao ou do chourigo de carne (fabricado nas duas regides de produgao). Para estes
resultados, contudo, poderao ter ainda concorrido outros factores, nomeadamente, o calibre dos

enchidos. Como facilmente se compreende, os produtos com maior calibre necessitam de
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periodos de secagem/maturagao mais extensos (de uma forma geral igual ou superior a 30 dias)
até que sejam atingidas as condicdes de qualidades e seguranga que permitam a sua
comercializagao, possibilitando desta forma a ocorréncia de uma protedlise mais extensa.
Actualmente sdo ainda raros os trabalhos disponiveis acerca destes produtos, ainda assim, os
resultados obtidos para o ABVT e AAL no painho encontram-se na mesma ordem de grandeza
dos reportados por Elias e Carrascosa (2010), assim como por Roseiro ef al. (2008) e Roseiro ef
al. (2010) em produtos similares. Do mesmo modo, também o tamanho da miga demonstrou ser
um factor de relevo, tal como ficou evidente nas amostras de maior calibre: o paio de migos
(10 cm) e o salpicdo (6 cm). Mesmo apesar do maior teor de proteina do salpicdo, o paio de
migos foi 0 que evidenciou maiores niveis de ANP, AAL e ABVT. Na maioria dos casos, a carne
utilizada para a formulagao dos enchidos é cortada em pedagos com cerca de 1 - 3 cm, tal como
sucede para o paio de migos, enquanto, no salpicao estes tém entre 5 - 15 cm aproximadamente.
Apesar da actividade enzimatica enddégena que ocorre naturalmente (Castafo ef a/, 2002), a
area de exposi¢cao aos microrganismos e as suas proteases €, desta forma, significativamente

superior para o primeiro.

Os dados recolhidos no decurso deste estudo evidenciaram diferengas claras nos niveis dos
indicadores de protedlise determinados nas amostras produzidas no Alentejo e em
Tras-os-Montes, mesmo naquelas que continham na sua composi¢cao quantidades idénticas de
proteina. Ainda que se tenham quantificado teores de proteina similares no chourigo de carne e
na morcela produzidos em cada uma destas regides, os Alentejanos revelaram de forma
consistente niveis mais elevados de fracgbes azotadas (ANP, AAL e ABVT) assim como de Pl e
AAL/ANP. Tais resultados permitem inferir acerca das diferencas ao nivel do fendmeno

proteolitico, indicando que este € mais intenso nos produtos do Alentejo.

No que diz respeito ao racio entre as fracgoes AAL e ANP, verificou-se que a morcela apresentou
0s menores niveis deste indicador, por oposicao aos resultados apurados para o chourigo doce.
A importancia destes resultados prende-se com o facto de este racio constituir um bom indicador
da degradacgéao dos péptidos em aminoacidos. Sabe-se actualmente que, durante a fermentagao
e maturagao dos enchidos, a protedlise que ocorre se deve tanto a actividade de enzimas de
origem enddgena como microbiana. Enquanto as enzimas enddgenas intervém nas fases iniciais
do processamento, as segundas encontram-se mais activas nas fases mais tardias,
nomeadamente durante a secagem (Ordonfez ef al,, 1999). Uma das enzimas endoégenas que
mais participa neste processo € a catepsina D, responsavel pela degradacgao inicial das proteinas
musculares a oligopéptidos, cuja actividade é favorecida pela redugéo do pH, que ocorre durante
o processamento dos enchidos (Latorre-Moratalla ef a/, 2007), em resultado do acido lactico
libertado durante a fermentagéo. Ja a degradagao dos oligopéptidos em péptidos de menores
dimensdes e aminoacidos resulta da acgao conjunta das proteases musculares e microbianas
(Sanz et al,, 1999). Assim, a menor libertagdo de aminoacidos (AAL) relativamente ao ANP que
se verificou na morcela (transmontana) podera dever-se a inibicdo da acg¢ao das proteases

endogenas induzida pelo pH mais elevado. Por outro lado, o teor de ABVT (onde se incluem



compostos como a trimetilamina, dimetilamina e amonia) pode ser considerado como um
indicador de extrema importancia, na medida em que permite inferir acerca da degradagao
enzimatica e bacteriana que ocorre nos produtos (Cai ef a/., 2011). Muito embora o ABVT nao
resulte exclusivamente da acgdo microbiana, baixas concentracoes deste indicador advém
também da menor actividade enzimatica promovida por parte da microbiota presente, e da qual
resulta igualmente uma menor libertagdo de aminoacidos. Face ao exposto, a cozedura a que as
morcelas sdo sujeitas durante o seu fabrico € determinante para o controlo da microflora
contaminante e, por conseguinte, na manutengdo do ABVT em niveis reduzidos. Em
contrapartida, o racio AAL/ANP mais elevado no chourigo doce é consequéncia dos niveis de
ANP mais reduzidos, onde o azoto ndo proteico detectado se encontra maioritariamente sob a

forma de aminoacidos livres.

A semelhanca das observacgdes para os parametros fisico-quimicos, também os niveis totais de
AB revelaram grandes variagdes. A heterogeneidade evidenciada nestes resultados nao é
inédita, tendo sido igualmente reportada por outros autores em diversos estudos (Ansorena ef
al., 2002; Roseiro et al., 2010; Papavergou ef al., 2012). Nao obstante as diferengas globalmente
encontradas, os resultados obtidos para o painho estdo de acordo com aqueles descritos por
Roseiro ef al. (2010), cuja investigacdo avaliou a acumulagdo das mesmas 8 aminas neste
produto de salsicharia em diferentes fases de processamento e armazenamento. Segundo estes
autores, os teores de AB registados na fase de armazenamento variaram entre 2700 e

5500 mg/kg, niveis semelhantes aos determinados no nosso estudo.

Nesta investigacdo, os enchidos recolhidos para respectiva avaliagado nao foram sujeitos a
qualquer critério de selecgdo em fungao das condigdes de processamento ou de armazenamento
(nomeadamente de tempo e temperatura) por forma a garantir a integridade dos resultados face
aos produtos adquiridos pelo consumidor no mercado. Deste modo, mesmo que nas fases mais
tardias do processamento e durante o armazenamento a flora microbiana presente possa
encontrar-se ja na fase estacionaria, as enzimas descarboxilativas permanecem activas (Santos
et al., 2012) permitindo ainda assim a acumulagédo de AB ainda durante o armazenamento. Por
outro lado, associado a periodos de armazenamento prolongados, elevados niveis de
aminogénese podem ainda ocorrer em resultado da transaminagdo de aldeidos e cetonas
existentes no meio (Halasz ef al., 1994; Roseiro ef al., 2010; Stadnik e Dolatowski, 2010). Em
conjunto, estes dois factores poderao ter desempenhado um papel fundamental para os teores
totais de AB encontrados no painho, em especial, se considerarmos que a sua conservagao
comparativamente ao chourico de carne, por exemplo, se pode estender por periodos mais

prolongados, até 9 meses (Elias e Carrascosa, 2013).

Do conjunto de produtos recolhidos nas salsicharias da regi&do do Alentejo, apenas a morcela e
o chourigo mouro registaram teores totais médios em AB inferiores a 1000 mg/kg. De salientar
que esse nivel de contaminagéo nunca foi atingido por qualquer uma das amostras produzidas

em salsicharias transmontanas. Este € um aspecto relevante uma vez que este é o limite a partir
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do qual as aminas, independentemente da sua relagdo qualitativa, sdo consideradas perigosas
para a saude dos consumidores (Lee e Lee, 2014). No caso particular da morcela, seja ela
proveniente do Alentejo ou de Tras-os-Montes, menores concentragbes de AB podem ser
explicadas pelo processo de cozedura a que estas sdo sujeitas e que, por acgdo da temperatura,
promove a eliminagado de uma importante parte da flora microbiana instalada. Para qualquer um
dos enchidos onde se registaram niveis de contaminacéo inferiores a 1000 mg/kg, a menor
acumulagdo de AB deve-se a presencga de, igualmente, menores teores de aminoacidos livres.
Enquanto precursores da reaccado de aminogénese, a presenga de aminoacidos constitui um
factor limitante a acumulagédo de AB. Estes resultados evidenciam assim, a interligagédo entre a
produgdo de aminoacidos e aminogénese. De facto, quando a influéncia devida as
caracteristicas de cada produto foi excluida, e apenas foram considerados os teores de AB
relativos ao chourigo de carne (produzido no Alentejo e Tras-os-Montes), as diferencgas inerentes
a regiao de produgao e aos produtores, tornaram-se obvias. As discrepancias de resultados aqui
encontradas assentam maioritariamente nas diferengas devidas a tecnologia de processamento
seguida em cada uma das salsicharias (Latorre-Moratalla ef a/., 2008), mesmo para produtores

da mesma regido.

As praticas implementadas por cada produtor condicionam inevitavelmente tanto o
desenvolvimento da microflora (e concomitante actividade descarboxilasica) como as alteragdes
bioquimicas e fisico-quimicas que ocorrem durante a fermentagao. As praticas de fumagem, por
exemplo, podem ser muito variaveis em fungao das tradigcdes e dos habitos de consumo da zona
geografica em causa (Bover-Cid ef al., 1999; Martuscelli ef a/., 2009). Em Tras-os-Montes, a
secagem dos enchidos decorre principalmente no fumeiro, contrariamente ao que se verifica no
Alentejo, onde a utilizacdo de camaras de ambiente controlado, com pequenos periodos de
fumagem, constitui a pratica mais corrente. Contrariamente aos resultados agora apresentados,
Roseiro et al. (2010) registaram maiores niveis destes contaminantes quimicos quando a
secagem dos produtos ocorre por acgao do fumo, por oposi¢ao aos processados exclusivamente
em cémara. Elias e Carrascosa (2010) relacionaram também maiores valores de ABVT e
protedlise com processos de fumagem mais intensos. Em contrapartida, Martuscelli ef a/. (2009)
registaram maiores niveis de aminoacidos livres e AB nos produtos “ndo fumados” ou
“moderadamente fumados”, comparativamente aos que foram sujeitos a um regime de fumagem
intensiva. A ac¢ao da fumagem pode desempenhar, por isso, um papel importante no que se
refere ao controlo da microflora contaminante (com capacidade descarboxilativa) como resultado
do efeito antimicrobiano do fumo (Djinovic ef al,, 2008b). Ainda neste contexto, Miguélez-Arrizado
et al. (2006) verificou alteragdes no perfil de AB mesmo entre lotes obtidos junto do mesmo

produtor, concluindo nao ser possivel estimar o nivel e perfil de AB em fungao do produtor.

A influéncia do pH na acumulagdo de AB tem sido intensamente discutida, no sentido de
estabelecer uma correlagdo com a aminogénese (Gonzalez-Fernandez ef al., 2003; Bover Cid ef
al., 2008; Gonzalez-Tenorio ef al., 2013). Até a data os resultados publicados parecem indicar a

coexisténcia de dois factores com efeitos opostos (EFSA, 2011): enquanto o pH reduzido inibe o



desenvolvimento da microflora envolvida na aminogénese, favorece simultaneamente a
actividade das enzimas descarboxilases como mecanismo de defesa das bactérias a meios
acidos desfavoraveis (Spano ef a/, 2010). Com base nos resultados obtidos, os teores mais
elevados de aminas foram registados em produtos com pH entre 5,19 e 5,54, onde se incluem o
chourigo de carne, painho e cacholeira. Estes valores encontram-se dentro do intervalo de pH
de 4,0 a 5,5 considerado como éptimo para a actividade descarboxilativa (Fernandez ef al,
2007). Ainda que valores de pH muito préximos do referido intervalo (de 5,19 a 5,54) tenham
sido registados no chourigo mouro, salpicdo e chourigo de carne Transmontano (com 5,18; 5,64
e 5,71, respectivamente), os niveis de AB detectadas revelaram-se significativamente inferiores
(p<0,05) aos quantificados para o chourico de carne, painho e cacholeira. Paralelamente,
produtos com pH inferior a 5,0 (alheira, moura e chouri¢o doce) apresentaram os menores niveis
de contaminagdo com aminas. A discrepancia de resultados aqui relatada evidencia, uma vez
mais, a dificuldade em estabelecer uma correlagao directa entre a acumulagao de AB e o pH,
que decorre da complexidade dos mecanismos envolvidos e da interacgdo de factores que
determinam a extensdo da aminogénese, em particular quando sdo comparados produtos com

caracteristicas e tecnologias de fabrico tao distintas entre si.

Pelo facto de estar estreitamente relacionada com o desenvolvimento das bactérias lacticas,
imprescindiveis a fermentagdo dos produtos carneos, a tiramina surge de forma bastante
consistente na literatura como sendo a amina mais abundante nos enchidos (Bover-Cid ef al.,
1999; Coisson et al., 2004; Miguélez-Arrizado ef al., 2006; Latorre-Moratalla ef a/,, 2008; Kamenik
et al., 2012). Ainda assim, com base nos resultados agora apresentados, a putrescina, foi a
amina que se destacou. A predominancia da putrescina relativamente as restantes aminas
exdgenas foi também encontrada por outros autores nomeadamente Gonzalez-Fernandez ef al.
(2003) e Komprda ef al. (2004). No ambito a salsicharia nacional, a prevaléncia de putrescina e
cadaverina, em conjunto, foi também reportada por Roseiro ef al. (2006) e Roseiro ef al. (2010)

em amostras de painho.

Sabe-se actualmente que a presenca de elevados teores de putrescina e cadaverina, tais como
os que se verificaram em alguns produtos avaliados, podem estar associados a diversas causas:
por um lado a qualidade higiénica da matéria-prima (Eerola ef a/, 1998), mas por outro o
incorrecto processamento e conservagao, com impacto na proliferacao de enterobactérias, que
estao na origem destas duas aminas. O crescimento descontrolado destas bactérias ocorre
normalmente em virtude de condi¢gdes de armazenamento inadequadas (nomeadamente ao nivel
da temperatura) ou até de uma fermentagdo descontrolada com a libertacdo de maiores
quantidades de enzimas descarboxilases para o meio (Ruiz-Capillas ef al., 2007a; Rabie ef al.,
2014). O desenvolvimento das enterobactérias € igualmente facilitado pelo aumento da area de
exposigao a microflora contaminante que resulta da miga da carne/gordura que ocorre na maioria
dos enchidos. No caso do salpicdo, por exemplo, a carne/gordura utilizadas s&o sujeitas a um
corte grosseiro, que nesta medida contribui favoravelmente para minimizar o maior

desenvolvimento destes microrganismos e, consequentemente, a producdo de putrescina e
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cadaverina que lhes esta associada. Por outro lado, embora estes microrganismos s6 sejam
encontrados nas fases iniciais do processamento, podem contudo libertar enzimas
descarboxilases que se mantém activas mesmo na auséncia de células microbianas viaveis
(Bover-Cid et al, 2001c). Assim, apesar da auséncia de resultados microbiologicos que o
suportem, a presenca da putrescina e cadaverina de forma tdo pronunciada nos produtos pode
ser considerada como sendo reveladora do desenvolvimento de microrganismos com
capacidade de produzir estas aminas, em algum momento do processamento e/ou

armazenamento.

No que diz respeito a tiramina, o salpicdo foi 0 Unico produto onde esta amina foi a mais
prevalente, tendéncia igualmente constatada por Ferreira ef al. (2007) que verificaram a
predominancia da tiramina no salpicdo comparativamente as restantes aminas avaliadas. No
paio de migos, por sua vez, a tiramina foi a segunda amina mais abundante depois da putrescina.
A acumulagido de maiores quantidades de tiramina parece, por isso, estar relacionada com o
maior didmetro destes dois enchidos (salpicdo e paio de migos). Note-se que no interior dos
produtos de maior calibre se estabelece um maior grau de anaerobiose, que favorece o
desenvolvimento das bactérias acido-lacticas (BAL), bactérias anaerdbicas facultativas (Castafo
et al., 2002) (que estao fortemente associadas a descarboxilagdo da tirosina), em detrimento das
enterobactérias (envolvidos principalmente na formagao da putrescina e cadaverina). Acresce o
facto de, para este tipo de produtos, serem necessarios periodos de maturagao e secagem mais
extensos, dos quais resultam a libertagdo de maiores quantidades de aminoacidos livres,
nomeadamente tirosina, que pode ser posteriormente descarboxilada e convertida em tiramina.
Esta observacao é corroborada pela correlagéao positiva (p < 0,001) registada entre o didmetro
do produto e a tiramina (r = 0,42). Uma relagao entre o diametro dos enchidos e a prevaléncia
da tiramina foi também identificada por outros autores, entre os quais Bover-Cid ef al. (1999) e
Miguélez-Arrizado ef al. (2006). Neste contexto, Bover-Cid ef al. (1999) encontraram também
uma correlacao significativa entre o calibre dos enchidos e a aminogénese, no entanto, 0 mesmo
nao se confirmou neste estudo de incidéncia. Por outro lado, mesmo nos produtos
Transmontanos onde se registaram menores niveis de contaminagdo, para a maioria das
amostras analisadas os teores de tiramina registados foram superiores a 100 mg/kg, patamar a
partir do qual foram, de acordo com Silla Santos (1996) e Ten Brink ef al. (1990), verificados
efeitos toxicoldgicos. Este facto assume especial importancia na medida em que elevados niveis
de putrescina e cadaverina, como os que se verificaram no nosso estudo, sdo potenciadores do
efeito da tiramina (Hernandez-Jover ef al., 1997) podendo despoletar reac¢des adversas nos

consumidores.

Os niveis mais elevados de histamina foram encontrados no painho e chourico de carne
Alentejanos. Na verdade, a grande maioria das amostras analisadas (aproximadamente 87% das
amostras de painho e 73% de chourigo de carne) revelou quantidades de histamina acima do

limite indicativo de aceitabilidade de 100 mg/kg (Ruiz-Capillas e Jiménez-Colmenero, 2004b). A



parte destes dois tipos de enchidos, o referido limite foi apenas esporadicamente ultrapassado

em algumas amostras de salpicdo e cacholeira.

A presenga das poliaminas naturais espermina e espermidina seguiu o padrao habitualmente
encontrado em produtos de salsicharia, com a prevaléncia da primeira sobre a segunda. Acerca
da proporcédo entre estas duas aminas, existem na literatura diversos exemplos onde s&o
reportados resultados semelhantes, nomeadamente em trabalhos desenvolvidos por Ruiz-
Capillas e Jiménez-Colmenero (2004b), Miguélez-Arrizado ef al. (2006), Giroto ef al. (2010) e
Roseiro ef al. (2010). A presenga de maiores quantidades de espermina é caracteristica nos
alimentos de origem animal, muito embora a proporg¢ao relativa entre si possa ser variavel em

funcdo do tipo de tecidos utilizados no fabrico dos enchidos, como salienta Kala¢ (2009).

A B-feniletilamina e triptamina foram, no conjunto das 8 aminas estudadas, as que se
encontraram em menor quantidade. Salvo raras excepgdes, onde se incluem o paio de migos e
algumas amostras de cacholeira, chourico mouro, painho e salpicdo, a primeira ndo excedeu
30 mg/kg, que corresponde ao limiar de B-feniletilamina apontado por Ten Brink ef a/. (1990)

como sendo aquele a partir do qual se observaram reacgdes toxicoldgicas.

Devido a sua actividade vasoactiva, € frequente agrupar as aminas histamina, tiramina,
triptamina e p-feniletilamina, sendo este conjunto designado por aminas vasoactivas. Enquanto
a primeira apresente um efeito vasodilatador, responsavel pela ocorréncia de crises hipotensivas,
dores de cabega e problemas gastrointestinais, a tiramina, a triptamina e B-feniletilamina
apresentam um efeito vasoconstritor, que induz ao aumento da pressao arterial assim como a
ocorréncia de enxaquecas (Stadnik e Dolatowski, 2010). Muito embora o efeito vasoconstritor da
tiramina seja claramente superior ao das restantes aminas, este é potenciado na presenga de
triptamina e B-feniletilamina (Marcobal ef a/., 2012). Devido ao seu impacto negativo na saude
dos consumidores, um limite de seguranca de 200 mg/kg foi sugerido por Eerola ef al. (1998)
para o conjunto destas 4 aminas. Em média, a cacholeira, paio de migos, chouri¢o de carne e
painho evidenciaram teores de aminas vasoactivas entre 2 e 4 vezes superiores ao valor de
referéncia considerado. Se atendermos ao limite de 200 mg/kg sugerido como maximo de
aceitabilidade para as aminas vasoactivas, dos produtos Alentejanos, apenas a morcela se
encontra abaixo deste limite. Elevados teores de aminas vasoactivas, tais como os que se
verificaram nas amostras de produtos Alentejanos, assumem especial relevancia na medida em
que, se consumidos em simultdneo com outros produtos igualmente contaminados, podem
efectivamente conduzir a manifestagdo de efeitos toxicolégicos (Marcobal et al., 2012). Um
cenario bem diferente foi observado nas amostras transmontanas onde, apenas o teor médio do

salpicao ultrapassou o valor considerado como limite aceitavel.

A formacao e acumulagédo de AB, tal como ja foi referido, pode ser afectada por um grande
numero de factores, cuja relagao entre si ainda ndo esta completamente explicada. De uma forma

geral, as correlagbes de Pearson (apresentadas com detalhe na Tabela A.14 do Apéndice)
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enfatizaram algumas das observagdes previamente discutidas, nomeadamente no que respeita
a correlagao entre o teor de proteina dos produtos e grau de aminogénese com as fracgoes
azotadas (ANP, AAL, ABVT e PI). O grau de aminogénese correlacionou-se positivamente com
os AAL (r=0,72), ABVT (r=0,63), ANP (r= 0,65) e teor de proteina (r= 0,35). Considerando
que a proteina constitui o principal substrato para a ocorréncia de azoto n&o proteico nos
produtos (onde se incluem os péptidos e aminoacidos) e de aminoacidos livres (precursores das
AB), as correlagbes apresentadas sao, desta forma, facilmente explicadas. Elevadas
quantidades de proteina, permitem maior protedlise, e desta forma maior quantidade de
aminoacidos livres que, por descarboxilagdo, podem ser convertidos em AB (Bover-Cid ef a/,
1999). De salientar ainda a correlagéo (p < 0,001) entre a putrescina e a tiramina (r= 0,85), assim
como com o teor total de aminas (r= 0,93) e com o conjunto das aminas vasoactivas (r= 0,81),
que correspondem ao somatério da triptamina, p-feniletilamina, histamina e tiramina.
Relativamente a esta ultima, resultados idénticos foram reportados por Eerola ef a/. (1998) que,
de acordo com os autores estarao relacionados com a qualidade da matéria-prima utilizada, facto

que, pela natureza do presente estudo de incidéncia, nao foi possivel avaliar.

5.5. CONCLUSAO

Este estudo permitiu concluir que existe uma grande heterogeneidade de resultados devido as
caracteristicas distintas dos produtos avaliados, quer pela sua composicdo quer pela forma.
Ficou também demonstrada a importancia do processamento tecnolégico dos enchidos
tradicionais intrinsecamente associado a habitos culturais caracteristicos de cada uma das
regides produtoras. Seja devido a aplicacao de diferentes regimes de temperaturas usados no
processo de cura, ou as caracteristicas da fumagem, os teores mais elevados de AB foram
encontrados nos enchidos fabricados na regidao Sul do pais. Por outro lado, as caracteristicas
individuais de cada produto revelaram ser igualmente determinantes, como seja o teor de
proteina. De igual modo, o tratamento térmico aplicado em alguns dos produtos avaliados que
permite reduzir drasticamente a populagdo microbiana e, concomitantemente, prevenir ndo sé o
desenvolvimento de microrganismos associados a deterioragdo dos alimentos, mas também a

aminogénese.

De entre os varios tipos de produtos analisados, os provenientes da regido do Alentejo
demonstraram claramente ser mais susceptiveis de apresentar elevados teores de aminas,
nomeadamente a cacholeira, o chourigo de carne e o paio de migos. Um regime de fumagem
mais intenso, como aquele que é seguido nas salsicharias transmontanas, permitiu reduzir a
aminogénese. Muito embora um elevado teor em aminas nao signifique necessariamente que se
trate de um produto menos seguro, como atesta a auséncia de qualquer relato da ocorréncia de

sintomas associados ao consumo de produtos de salsicharia tradicional, &€ necessario igualmente



considerar que a presenca destes contaminantes resulta em parte da acgdo de microrganismos
associado a deterioragédo dos alimentos, como é o caso das enterobactérias. Apesar disto, do
ponto de vista da seguranga alimentar, nomeadamente em resultado de elevados teores de
histamina, apenas alguns grupos de produtos (painho, chourico de carne Alentejano e, mais
pontualmente o salpicdo) demonstraram ser os mais problematicos com teores de histamina
superiores a 100 mg/kg. O mesmo n&o se observou relativamente ao grupo das aminas
vasoactivas cujos teores médios encontrados nos enchidos Alentejanos (com excepg¢ao da
morcela) foram superiores ao limite considerado como aceitavel de 200 mg/kg, assim como para

o salpicao (regiao de Tras-os-Montes).

De acordo com o exposto, considera-se que, seja por meio de um controlo rigoroso da qualidade
das matérias-primas ou das condigbes de processamento, € recomendavel a adopg¢ao de
medidas que visem minimizar a presencga de AB neste tipo de produtos de salsicharia tradicional.
Contudo, tendo em conta a variabilidade de resultados encontrados entre produtores, esta € uma
avaliagao que deve ser feita “caso a caso”, devidamente adaptada a realidade de cada produto

e fabricante.
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6.

EFEITO DA UTILIZAGAO DE AROMA DE FUMO LiQUIDO NO PERFIL
DE AMINOACIDOS, AMINAS BIOGENICAS E COMPOSTOS BIOACTIVOS
EM PRODUTOS DE SALSICHARIA
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6.1. INTRODUCAO

O fabrico de enchidos envolve uma complexa conjugagédo de reacg¢des, desencadeadas quer
pela microbiota presente e as suas enzimas, quer pelas proteases e lipases que ocorrem
naturalmente na carne que, em simultdneo, contribuem para o desenvolvimento das
caracteristicas organolépticas e, para a seguranga e estabilidade dos produtos. Uma das
reac¢des mais importantes corresponde a protedlise, através da qual se da a clivagem das
ligagdes peptidicas e a libertagdo de compostos azotados de menores dimensdes: os péptidos e
os aminoacidos. E principalmente durante a fase fermentativa e de maturacdo dos enchidos que
o sistema proteolitico, muscular e microbiano, promove uma intensa actividade sobre as
proteinas da carne. A protedlise desencadeia-se com a actividade das endopeptidases
(principalmente as catepsinas) sobre as proteinas sarcoplasmaticas e miofibrilhares da carne,
onde sdo responsaveis pela clivagem de ligagdes ndo terminais a partir da qual sao libertados
péptidos e oligopéptidos. As exopeptidases, por sua vez, dao continuidade a degradagao
proteica actuando sobre as ligagdes peptidicas terminais com a libertagdo de aminoacidos ou

péptidos de pequenas dimensdes (Bermudez ef al,, 2014).

Para além de alteragbes ao nivel da textura, a libertagdo dos constituintes elementares das
proteinas, os aminoacidos, bem como de péptidos de pequenas dimensdes, conferem aos
produtos carneos e aos produtos de salsicharia em particular, caracteristicas sensoriais Unicas
(Mora et al., 2009). Em conjunto com os condimentos e aditivos que sdo geralmente utilizados e
com a fumagem, quando se recorre a esta etapa, os aminoacidos sdo responsaveis pelo
desenvolvimento de aromas e sabores tipicos neste tipo de produtos. Para além destes
beneficios que Ihes sdo associados, os aminoacidos estao na origem da producao de AB que,
como se sabe, constituem um potencial risco para a saude dos consumidores. Entre outros, as
actividades vasoactiva e psicoactiva sao alguns dos efeitos atribuidos as AB contudo, enquanto
precursoras da formagcédo de A+nitrosaminas, conhecidas pela sua actividade carcinogénica,

aquelas aminas podem assim elevar o risco que |Ihes esta associado.

Outro aspecto relacionado com a protedlise diz respeito a libertagdo de péptidos bioactivos.
Korhonen e Pihlanto (2006) definem estes péptidos como sendo fragmentos de proteinas que,
em virtude da sua acgao positiva sobre as condigdes e fungdes corporais, sdo benéficos para a
saude dos consumidores. Dependendo da sequéncia dos aminoacidos, estes péptidos podem
exercer diversas fungdes, tais como a actividade antioxidante e antimicrobiana (Erdmann ef al,
2008). Outros, contudo, ocorrem naturalmente na carne, como é o0 caso da anserina e da
carnosina (Fu et al., 2009; Peiretti ef al,, 2011). Ainda que néo se trate de um péptido, a creatina

encontra-se ainda entre os compostos com efeito positivo na salde dos consumidores, na
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medida em que tem um papel chave no metabolismo energético que ocorre nos musculos (Lawler
et al., 2002; Mora et al., 2010).

Actualmente tem surgido um interesse renovado por parte dos consumidores nos produtos
carneos fermentados produzidos tradicionalmente, nomeadamente na Europa, onde este
mercado tem um grande impacto econémico (Lépez ef al,, 2015). Paralelamente, a procura por
produtos mais seguros, saudaveis e de valor nutricional acrescentado € também mais elevada,
0 que constitui um desafio muito actual para a industria carnea. Em resposta, tém vindo a ser
apresentadas diversas tecnologias que visam, entre outros aspectos, reduzir o teor em sal e de
gordura frequentemente associados aos produtos carneos (Aaslyng ef al,, 2014; Corral ef al,
2014; Laranjo et al, 2016a). Um outro exemplo da preocupagdo com a saude humana diz
respeito a utilizagdo de aromas de fumo liquido (AFL) como alternativa ao processo de fumagem
convencional, que se sabe ser a principal via de contaminagao quimica destes produtos com

hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH) (Simko, 2005).

Apesar do aroma de fumo liquido ser ja amplamente utilizado na industria carnea, tanto no
estrangeiro, como também em Portugal, até a data ndo sdo conhecidos estudos que avaliem as
consequéncias da sua aplicagdo sobre a actividade proteolitica que ocorre nos enchidos, bem
como na formagdo de AB. Neste sentido, o presente capitulo visa o estudo do impacto da
utilizacdo do aroma de fumo (e secagem em camara de ambiente controlado) na acumulagao de
AB. Os produtos da actividade proteolitica foram também avaliados, por meio da quantificagdo
das fracgoes azotadas e determinacao do perfil de aminoacidos livres (AA). Adicionalmente foi

ainda avaliada a presenca de trés compostos bioactivos (anserina, carnosina e creatina).

6.2. MATERIAIS E METODOS

Entre outros beneficios, a utilizagdo de AFL constitui uma pratica extensamente recomendada
como uma alternativa efectiva para minimizar a acumulacao de PAH. Se por um lado a utilizagao
do fumo liquido visa a diminuigdo da concentragdo de PAH, importa igualmente salvaguardar
que desta pratica ndo resultam alteracbes ao nivel da microbiota que possam intensificar a
formagéao de AB. Neste contexto, para além da redugdo de PAH (ja abordada no Capitulo 4),
esta investigacao pretendeu avaliar o efeito da utilizagdo do AFL ao nivel da protedlise,
designadamente no que respeita as fracgdes azotadas e ao perfil de AA libertados, assim como

no grau de aminogénese e nos teores dos compostos bioactivos.



6.2.1. Delineamento experimental

A avaliagdo da influéncia devida a utilizagdo de aroma de fumo relativamente a fumagem
convencional considerou duas metodologias de aplicagdo possiveis: asperséo (através da sua
pulverizagdo a superficie dos enchidos) e incorporagao directamente na formulagao do chourigo
de carne (a semelhanga dos demais ingredientes).

A avaliacéo dos parametros em estudo foi realizada através da andlise das amostras de chouri¢co
de carne em quatro momentos distintos: imediatamente apds a condimentagdo da massa de
carne e gordura (cujas amostras foram identificadas como “MP”), apdés conclusdo do
processamento (produto final, designadas por “PF”) e apés 1 e 3 meses de armazenamento

(denominadas por “1M” e “3M”, respectivamente).

6.2.2. Producgéo a escala piloto do chourigo de carne

A descricao do processamento do chourico de carne utilizado nesta investigagcdo pode ser

consultada na secgdo 4.2.3.

Na Figura 44 é apresentado o conjunto de amostras estudado, que incluiu enchidos produzidos
em dois lotes: Lote A e Lote B, sendo que cada um deles incluiu, por sua vez, um grupo de
amostras identificado por “Controlo” (cuja secagem decorreu alternadamente em camara e
fumeiro) e outro por AFL (composto por produtos que foram tratados com AFL e cuja secagem

se desenrolou estritamente em camara de ambiente controlado).

Chourigo de carne

Lote A (Aspersao) Lote B (Incorporagéo)

S N

Aspersdo com Incorporagéo do
Fumagem ) Fumagem
aromatizante de

- L aromatizante de
indirecta indirecta
fumo fumo

Figura 44. Representacéo esquematica do tipo de amostras processadas, em fungdo do tratamento com
AFL e regime de secagem.
6.2.3. Parametros fisico-quimicos e indicadores da protedlise

A andlise do pH, teor de proteina e das fracgées azotadas (ANP, AAL e ABVT) seguiram o

protocolo previamente apresentado na seccéo 5.2.2.
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6.2.4. Perfil de aminoacidos livres

A técnica usada para a extrac¢ao dos AA e respectiva desproteinizagao dos extractos teve por
base o protocolo experimental implementado por Aristoy e Toldra (1991). A 4 g de amostra
previamente homogeneizada em Grindomix (GM 200 Retsch, Haan, Alemanha) adicionaram-se
40 mL de HCI (0,1 M). Esta mistura foi entdo homogeneizada em Polytron PT 3100 (Kinematica
AG, Suiga) com trés ciclos de 20 segundos cada. O extracto contendo os AA foi entido
centrifugado a 10000g durante 20 minutos, a uma temperatura previamente ajustada para 4 °C
(Sorvall Instruments, Wilmington, Delaware, E. U. A.). Por fim, filtrou-se o sobrenadante a vacuo
com filtro de fibra de vidro (Macherey-Nagel, MN GF-3) e desproteinizou-se. Para a
desproteinizagéo, 2 mL de extracto foram adicionados de 4 mL de acetonitrilo e deixados em

repouso durante 30 minutos, apds o qual se centrifugou a 7000g durante 15 minutos.

Previamente a separagao cromatografica dos AA, derivatizou-se o extracto usando-se para o
efeito orto-ftalaldeido (ortho-phtalaldehyde também designado por OPA), na presenca do
co-factor 2-mercaptoetanol (Antoine ef a/, 1999). A solugdo de derivatizagdo foi preparada
dissolvendo 27 mg de OPA (Sigma-Aldrich, E. U. A.) em 500 pL de etanol absoluto (Fluka,
E. U. A), a qual se adicionaram 5 mL da solugdo de tetraborato de sddio (0,1 M) e 50 uL de
mercaptoetanol (Fluka, E. U. A.). Para um volume de 200 yL do extracto de AA adicionaram-se
800 pL de reagente de derivatizagdo. Apds agitagcao no vortex por exactamente 1 minuto, 20 uL

do extracto foram injectados no sistema cromatografico.

A separagao cromatografica realizou-se num sistema HPLC Alliance Separation Module 2695
(Waters, Milford, MA) equipado com um detector de fluorescéncia Multi A Fluorescence Detector
2475 (Waters, Milford, MA), ajustado para os comprimentos de onda 338/425 nm (Ex/Em). Os
AA foram separados em fase reversa com uma coluna Spherisorb 5 um ODS2, 4,6 x 250 mm
(Waters, Milford, MA) utilizando uma mistura de solventes que continha tampao fosfato a 50 mM

(pH 5,5), metanol e tetrahidrofurano.

O programa de eluigao com o solvente A (tampao Fosfato:MeOH: THF (80:19:1)) e o solvente B
(MeOH:Tampao Fosfato (80:20)) é apresentado na Tabela 25.

Os padrdées individuais dos 19 AA (L-acido aspartico, L-acido glutamico, L-serina, L- glutamina,
L-histidina, L-treonina, L-glicina, L-taurina, L-alanina, L-arginina, L-tirosina, L-metionina, L-valina,
L-triptofano, L-fenilalanina, L-isoleucina, L-leucina, L-ornitina, L-lisina) em estudo (todos
adquiridos a Sigma-Aldrich, E. U. A.) foram combinados. A sua quantificagao foi efectuada pelo
método do padrao externo utilizando as respectivas rectas de calibracao, determinadas utilizando
a mistura dos 19 padrdes individuais de AA. Na Figura 45 é apresentado, a titulo de exemplo,
um cromatograma de uma das solugdes padrao analisada. Para a avaliagao do perfil de AA todas
as amostras foram analisadas em ftriplicado e os extractos injectados em duplicado, sendo os

resultados finais expressos em mg/100 g de matéria seca (MS).



Tabela 25. Gradiente de eluigdo usado na separagao dos aminoacidos.

Tempo Fluxo Solvente A Solvente B
(min) (mL/min) (%) (%)

0 0,5 100 0

1 1,00 100 0

11 1,00 75 25

13 1,00 75 25

20 1,50 75 25

50 1,50 0 100

60 1,50 100 0

Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 45. Exemplo de cromatograma da mistura de padrées com os 19 aminoacidos (AA) em analise.

Picos identificados: 1: L-acido aspartico; 2: L-acido glutamico; 3: L-serina; 4: L-glutamina; 5: L-histidina;
6: L-treonina; 7: L-glicina; 8: L-taurina; 9: L-alanina; 10: L-arginina; 11: L-tirosina; 12: L-metionina;
13: L-valina; 14: L-triptofano; 15: L-fenilalanina; 16: L- isoleucina; 17: L-leucina; 18: L-ornitina; 19: L-lisina.

6.2.5. Perfil de aminas biogénicas

A analise de AB seguiu os mesmos procedimentos anteriormente descritos na secgéo 5.2.3.

6.2.6. Perfil de compostos bioactivos: carnosina, anserina e creatina

Os compostos bioactivos foram extraidos de acordo com o método descrito por Mora et al. (2007)
com algumas modificagdes. Dois gramas de amostra foram homogeneizados em Polytron PT
3100 (Kinematica AG, Suiga) na presenga de 45 mL de HCI (0,01 M). O extracto obtido foi
centrifugado a uma velocidade de 10000g durante 20 minutos a 4 °C (Sorvall Instruments,
Wilmington, Delaware, E. U. A.) e o sobrenadante filtrado através de filiro de fibra de vidro

(Sartorius, Barcelona, Espanha). A 500 uL do filtrado foram adicionados 1,5 mL de acetonitrilo.
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Apo6s um periodo de repouso de 30 minutos (a fim de remover as proteinas), filtrou-se o extracto
ja desproteinizado através de Acrodisc de 0,45 ym e introduziu-se uma aliquota (20 pL) no

sistema de HPLC para analise.

A separagdo dos compostos bioactivos foi realizada no sistema cromatografico anteriormente
descrito, equipado com uma coluna Atlantis HILIC Silica Column 4,6 x 250 mm, 3 ym (Waters,
Milford, MA) por meio de interacgéo hidrofilica. A solu¢do de eluigdo combinou acetato amonio a
0,065 mM; pH 5,5 em agua/acetonitrilo (25:75) (solvente A) com acetato aménio a 4,55 mM, pH
5,5 em agua/acetonitrilo (70:30) (solvente B), tal como se apresenta na Tabela 26, com um fluxo
de 1,4mL/min. A creatina, carnosina e anserina (padrées individuais adquiridos a Sigma-Aldrich,
E. U. A.) foram identificadas com recurso a um detector Dual A UV/Vis Detector 2487 (Waters,
Milford, MA), a 214 nm com base no seu tempo de retengcédo (como se apresenta na Figura 46).
A respectiva quantificacao foi feita por meio de calibragdo externa. Todas as amostras foram
analisadas em triplicado e cada extracto injectado em duplicado, sendo os resultados finais

apresentados em mg/100 g de matéria seca (MS).

Tabela 26. Gradiente de eluigdo usado na separagao da carnosina, anserina e creatina.

Tempo Solvente A Solvente B
(min) (%) (%)

0 100 0

13 0 100

20 100 0

Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 46. Exemplo de cromatograma de uma solugao de padrdes individuais de creatina (1), carnosina
(2) e anserina (3).
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6.2.7. Andlise estatistica

Os resultados foram tratados por meio de analise de variancia (Factorial ANOVA) em que o
processamento (“Controlo” e “AFL”) e o tempo (“MP”, “PF”, “IM” e “3M”) corresponderam as
variaveis independentes. Na medida em que os paradmetros em estudo sado influenciados pela
qualidade da matéria-prima usada e perante a impossibilidade de processar em simultaneo todo
o chouri¢o de carne, o Lote (A e B) foi igualmente considerado como um factor para efeitos de
tratamento estatistico. As diferengas entre as médias foram avaliadas segundo o teste Honest
Significant Differences (HSD Tukey), definido para p< 0,05. As relagbes entre os diferentes
parametros foram estabelecidas com base na elaboragédo de matrizes de correlagéo (correlagoes
de Pearson). Toda a analise estatistica agora referida foi efectuada no soffware Statistica 10
(StatSoft Inc, 1984-2011).

6.3. RESULTADOS

6.3.1. Parametros fisico-quimicos e indicadores da protedlise

Associado as varias etapas que constituem o processo de fabrico do chourigo de carne, ocorre
um vasto conjunto de reacgdes que conduzem a diversas alteragbes de ordem, quimica,
bioquimica e organoléptica. Assim sendo, os parametros pH, ANP, AAL e ABVT foram avaliados
em fungdo da tecnologia de processamento e das varias etapas do processamento e
armazenamento. A maioria destes parametros foi fortemente (o < 0,05) influenciada pelo lote de
fabrico, pelo modo de utilizagdo do aroma de fumo liquido, bem como pelo tempo de
processamento e/ou armazenamento. Desde logo verificaram-se diferengas no pH ao nivel da
matéria-prima utilizada nos Lotes A e B que, embora significativas (p< 0,05), em média nao
foram além de 0,15 unidades de pH. A etapa correspondente ao processamento tecnolégico
pautou-se por uma descida do valor de pH, como atestam as diferencas verificadas entre as
amostras “PF” e a massa ja condimentada (“MP”), na ordem de 0,45 e 0,40 unidades de pH para
os Lotes A e B, respectivamente. O padrao evolutivo do pardmetro pH nas amostras “AFL”
provenientes do Lote B, em que se procedeu a adi¢cao de fumo por incorporagao, distinguiu-se
das restantes. Estas amostras registaram um pH final de 5,76, implicando uma variagéo do pH
durante a fase de fermentacdo e secagem menos acentuada (cerca de metade) quando
comparada com as restantes amostras. Adicionalmente, os resultados evidenciam que as
reducdes de pH ocorridas no periodo de tempo entre a condimentagao da massa de chourigo de
carme e o final do armazenamento foram mais pronunciadas nas amostras “Controlo”,
independentemente do lote considerado. No final do armazenamento o pH destas amostras foi,

respectivamente, de 5,56 e 5,51 (p> 0,05) (nos Lotes A e B (Tabela 27), registando-se diferengas
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significativas entre as amostras “AFL” provenientes de ambos os lotes, com 5,64 e 5,70 unidades
de pH (p < 0,05).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 27, relativos a determinacao do teor das varias
fraccdes azotadas, em particular aos valores de ANP, é possivel identificar diferencas nas
matérias-primas dos dois lotes. No caso do Lote A foram detectados 6,24 mg/g em ANP,
enquanto no Lote B esta fracgdo correspondeu entre 6,68 e 6,40 mg/g (“Controlo” e “AFL”,
respectivamente). Apés uma ligeira (p > 0,05) redugéo inicial, o teor em ANP nas amostras de
chourigo de carne do Lote A, registou um incremento que se prolongou até ao final do primeiro
més de armazenamento dos produtos “AFL” e até final dos 3 meses no caso das amostras
“Controlo”. Em contrapartida, no Lote B, independentemente da adigdo do aroma de fumo, a
tendéncia crescente foi interrompida durante o primeiro més de armazenamento, sendo mais
tarde retomada até ao final do periodo considerado (amostras “3M”). Por outro lado, a fracgao
de ANP quantificada foi, de um modo geral, superior nas amostras designadas como “Controlo”
nas quais, o processo de secagem se realizou parcialmente no fumeiro, indicando uma actividade
proteolitica mais intensa comparativamente as amostras “AFL”. As referidas diferengas
acentuaram-se no chourigo de carne armazenado por 3 meses, onde foram encontrados 7,21 e
7,85 mg/g nas amostras “Controlo” (Lotes A e B, respectivamente) e 6,78 e 7,47 mg/g nas

homoélogas tratadas com aroma de fumo liquido (Lotes A e B, pela mesma ordem).



Tabela 27. Valores de pH e teores das varias fracgoes azotadas (expressos em matéria seca, sob a forma média + DP) determinados no chourigo de carne.

Lote A (Asperséo) Lote B (Incorporagao)

Controlo AFL Controlo AFL

MP PF 1™ 3M MP PF 1™ 3M MP PF ™ 3M MP PF ™ 3M
oH 6,05 5,60bcd 5 57bc 5560 6,05  5,61¢d 5,634 5,64de 5,90h 5492 5492 551b 5,98 5769 5,68=f 570f

+ 0,01 + 0,00 +0,02 +0,01 +0,01 +£0,00 +0,01 +£0,02 +0,00 +0,01 0,01 +0,02 +£0,01 £0,01 £0,02 0,00
ANP (m9/0) 6,240 6,012 6,57¢d  7,21hi 6,242> 6,112 6,53¢d  6,78def  6,68de 7,00f9h 6,86ef9 7,85 6,400c 6,93¢f9 7,10eh 7,47

+0,11 + 0,02 +0,08 +0,12 +0,11 +0,07 +0,03 +0,04 +0,07 +0,04 0,03 +005 +0,04 0,01 +£0,07 0,05

0,612 1,50¢ 1,85ef 2,62 0,612 1,77de 2,059 2,22h 0,96 2,270 249 2,78 1,090 1,674 1,98f¢ 2,57
AAL (mg/g) + 0,00 +0,03 +0,02 +0,09 +0,00 +0,00 +0,03 +0,11 +0,11 +0,00 0,02 +0,03 +0,02 +0,08 +0,04 0,00
ABVT () 0,252 0,47¢4 0,51def 0,54%9 0,252 0,43¢ 0,51def 0,62N 0,48¢de 0,579h 0,75 0,78 0,37% 0,51def 0,53ef9 0,64

+ 0,00 +0,02 +0,02 +0,00 +0,00 +0,02 +0,00 +0,01 +0,00 +0,02 0,02 +0,02 +0,03 +0,00 +0,02 0,02

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).
ANP: azoto nao proteico; AAL: azoto dos aminoacidos livres; ABVT: azoto basico volatil total.
MP: massa condimentada, PF: produto final, 1M e 3M: enchidos apds 1 € 3 meses de armazenamento, respectivamente.
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Atendendo aos resultados relativos a fracgdo de AAL foi possivel identificar efeitos distintos
dependendo da forma como o condensado de fumo liquido foi aplicado (aspersdo ou
incorporagao). Durante o processo de cura, os teores iniciais de AAL registados nas amostras
de massa de chourigo de carne “Controlo” aumentaram em cerca de 0,89 mg/g (de 0,61 para
1,50 mg/g) e 1,82 mg/g (de 0,96 mg/g para 2,78 mg/g) nos Lotes A e B, respectivamente. Em
termos médios, e apesar das diferengas (p < 0,05) identificadas nas massas de chourigo de
carne (amostras MP), o incremento verificado nesta fase apresentou a mesma ordem de
grandeza em ambos os lotes de fabrico, em cerca de 2,4 vezes. No entanto, o nivel de AAL no
produto final das amostras com aroma de fumo foi de 1,77 mg/g (Lote A) e de 1,67 mg/g (Lote
B), o que correspondeu a aumentos de 2,9 e 1,5 vezes, comparativamente aos teores iniciais.
Por outro lado, ao contrario do que se verificou para o ANP, os teores de AAL no chouri¢o de
carne “AFL_PF” e “AFL_1M” do Lote A foram superiores aos homodlogos “Controlo”. Esta
tendéncia, como mais a frente se ira demonstrar, ndo foi contudo corroborada pelos teores de
AA determinados para estes enchidos. O facto de alguns aminoacidos como a prolina, a cisteina
e a cistina ndo serem detectados pela técnica utilizada para a analise dos AA, tera contribuido
para subestimar o teor total em AA, exercendo alguma influéncia sobre a tendéncia verificada,
na medida em que se registaram teores evolutivos semelhantes entre os dois tipos de amostra.
Ainda assim, os niveis mais elevados de AAL foram detectados sem excepc¢do na fase final do
periodo de armazenamento testado (amostras “3M”), variando entre 2,22 e 2,78 mg/g (amostras
“AFL_3M” do Lote A e “Controlo_3M” do Lote B, respectivamente).

Relativamente a fraccdo de ABVT, os teores encontrados variaram entre 0,25 e 0,78 mg/g, tal
como se apresenta na Tabela 27. Para qualquer dos quatro tipos de amostras avaliadas os
menores teores de ABVT foram encontrados, invariavelmente, nas amostras “MP” (massa de
carne e gordura e condimentada), e os mais elevados naquelas que permaneceram
armazenadas por 3 meses (“3M”). Analogamente ao que se registou para as fracgdes ANP e
AAL, os niveis de ABVT mantiveram-se em niveis mais reduzidos nas amostras “MP” do Lote A
(0,25 mg/g). A evolugao dos niveis de ABVT ao longo do tempo, para os enchidos deste lote, foi
bastante idéntica independentemente da tecnologia adoptada. Com base nos resultados que
constam da Tabela 27, s6 apds um periodo de 3 meses sobre a embalagem dos enchidos se
verificaram diferengas significativas (p < 0,05) entre as duas tecnologias estudadas. Para estes
enchidos a concentragao de ABVT correspondeu a 0,54 e 0,62 mg/g, quantificados no chourigo
de carne “Controlo” e “AFL”, respectivamente. No Lote B, todavia, diferengas (p < 0,05) entre os
produtos “Controlo” e “AFL” foram perceptiveis mais cedo, logo nas amostras “MP”. Em média,
as amostras “Controlo_MP” destacaram-se com os maiores (p< 0,05) teores de ABVT
(0,48 mg/g), comparativamente as que continham aroma de fumo na sua composi¢do
(0,37 mg/g). Dos varios tipos de produtos analisados, os do Lote B sujeitos a fumagem foram os
que apresentaram repetidamente maiores niveis de ABVT, com niveis que ascenderam a
0,78 mg/g.



6.3.2. Perfil de aminoacidos livres

No contexto deste trabalho de investigagéo, um dos maiores pontos de interesse relativamente
a analise do perfil de AA nos produtos carneos curados advém do facto de estes contribuirem
para a ocorréncia de AB, cuja actividade biolégica pode culminar em reacgdes adversas nos
consumidores. A sua libertagdo, como resultado directo da protedlise, esta ainda relacionada
com o desenvolvimento de aromas e sabores e, desta forma, influenciarem as caracteristicas

sensoriais deste tipo de produtos.

Através dos dados da Figura 47, bem como da Tabela A.15 (do Apéndice) onde € apresentado
com maior detalhe o nivel de significancia dos factores testados nos teores de aminoacidos,
verifica-se que dos 3 factores testados, o factor “Tempo” foi o que se evidenciou como sendo o
mais influente sobre o teor total de AA. Ainda que a concentragdo de AA tenha aumentado de
forma progressiva ao longo do tempo (p < 0,05), este incremento incidiu principalmente sobre os
estagios de maturagédo e secagem do chourigo de carne. Para o primeiro lote, como mostra a
Figura 48, o teor inicial de 550,26 mg/100 g quase que duplicou para 1058,83 e 985,20 mg/100 g
(amostras “Controlo” e “AFL”, respectivamente). A mesma tendéncia foi evidente nas amostras
do Lote B que foram processadas em fumeiro, aumentando de 591,03 para 1183,98 mg/100 g.
Em todo o caso, a Figura 48 mostra que o teor em AA evoluiu de forma similar no chourigo de
carne independentemente da matéria-prima que lhe deu origem ou do tipo de processamento

implementado.

Os teores médios individuais dos AA, sumarizados na Tabela 28 realgam a prevaléncia da
alanina, arginina e glutamina, que na massa condimentada equivaleram, pela mesma ordem, a
39, 17 e 16% (média de ambos os lotes) do total de AA quantificado. Este perfil sofreu, contudo,
alteragdes durante as fases de secagem e armazenamento, nomeadamente no que respeita ao
teor relativo de lisina que praticamente duplicou, passando de 5 para 12% do teor total em AA.
Desta forma, depois da alanina (22%) e arginina (18%), a lisina passou a ser o terceiro

aminoacido livre mais abundante nas amostras analisadas.
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Figura 47. Efeito dos factores principais e respectivas interacgdes de primeira ordem considerados na analise de varidncia dos teores de aminoacidos livres determinados
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Tabela 28. Teores individuais dos aminoacidos livres (expressos em matéria seca, sob a forma média £+ DP em mg/100 g) determinados no chourigo de carne.

Lote A (Asperséo)

“Controlo” AFL”

MP PF ™ 3M MP PF ™M 3M
Ac. aspértico ND ND 0,33ab + 0,10 2,38¢+ 0,52 ND 0,18ab + 0,07 0,352b + 0,12 1,02 + 0,60
Ac. glutdmico 7,942 + 0,27 28,4404 + 2,61 35,70e + 1,50 51,75 + 3,48 7,942 + 0,27 26,98 + 2,94 34,58de + 2,00 45,769 + 3,15
Serina 10,552 + 0,90 33,419+ 1,77 46,7321+ 1,85 67,399 + 4,41 10,552 + 0,90 38,33de + 4,19 48,001 + 4,47 61,579+ 7,25
Glutamina 112,109 + 6,49 90,981 + 8,15 78,68 + 4,26 67,31d¢ £ 5,05 112,109 + 6,49 91,137+ 7,43 81,47¢f+ 1,44 57,744 + 11,51
Histidina 6,682 + 0,35 28,13vcd + 1,76 34,400de + 1,37 51,64 + 3,71 6,682 + 0,35 26,32bc + 2,71 34,21cde + 3,44 44,679 + 6,56
Treonina 9,982 + 0,57 30,11de + 1,83 35,50¢ + 1,31 50,15 + 3,40 9,982 + 0,57 28,50c4de + 2,87 35,95¢ + 3,17 47,43+ 9,50
Glicina 23,172 + 1,59 44,10cdef + 2 90 47,48def9 + 2 37 61,82" + 4,49 23,172 £ 1,59 37,65bcd + 4,28 47,669ef9 + 543 55,61%9h + 8,45
Taurina 10,47¢ + 0,58 2,902bc + 0,19 2,342b + 0,08 2,372+ 0,15 10,47¢ £ 0,58 1,782+ 0,09 2,042+ 0,13 2,192+ 0,27
Alanina 210,932b + 13,57 211,542b + 12,67 203,332 + 9,02 198,902 + 12,21 210,932 + 13,57 201,162 £ 20,76 221,23abcd + 19,89 210,042 + 34,09
Arginina 92,462 + 6,12 176,70cde + 12,24 189,67def + 7,68 234,029 + 15,14 92,462 + 6,12 152,71bcd + 15,64 195,52def + 20,70 225,68¢f9 + 33,19
Tirosina 3,12b¢ + 0,31 17,332 + 1,25 14,99¢ + 0,57 16,38¢ + 0,41 3,12b¢ + 0,31 15,72¢ £ 1,73 15,34¢ + 1,93 11,819 £ 1,32
Metionina 3,312+ 0,15 20,82b¢ + 1,10 26,17def+ 0,73 36,0190 + 2,43 3,312+ 0,15 18,390¢ + 1,47 22,79%d¢ + 2,10 27,85¢1+ 4,16
Valina 8,462 £ 0,47 41,38bcd + 235 51,7741 £ 2,16 75,04Mi + 5,16 8,462 £ 0,47 37,65P¢ + 3,66 47,34cde + 4,95 61,739 + 8,72
Triptofano 1,492+ 0,14 9,61¢d £ 0,83 11,87¢de + 0,43 16,841 + 1,49 1,492+ 0,14 8,77bcd + 0,79 11,35¢de + 1,33 14,832 + 2,89
Fenilalanina 5,812 £ 0,28 36,43+ 2,16 46,349 + 2,04 64,769 £ 4,25 5,812+ 0,28 30,96b¢ + 2,98 39,0829 + 4,23 48,584¢ + 6,35
Isoleucina 3,992 + 0,32 32,66° + 1,92 42,024 + 1,76 59,919h + 4,30 3,992 £ 0,32 28,98bc + 2,99 36,71°9 + 3,79 46,742 + 6,82
Leucina 9,332+ 0,53 59,96c4d + 3,29 75,6741 £ 3,14 106,81Ni + 7,52 9,332+ 0,53 54,01b¢ + 5,20 68,10%d¢ + 7,05 84,959 + 10,95
Ornitina 4,942 £ 0,10 65,08%ef + 4,45 76,54%9 + 3,71 102,44h + 7,41 4,942 £ 0,10 72,7241+ 7,01 89,2890 + 10,07 97,01" £+ 10,60
Lisina 25,542 + 1,39 129,26°¢d + 7,54 165,679 + 9,78 247,65 + 15,52 25,542 + 1,39 113,28b¢ + 10,95 155,91def + 19,42 202,99"i + 22,37

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — Nao detectado.

MP: massa condimentada, PF: produto final, 1M e 3M: enchidos apds 1 € 3 meses de armazenamento, respectivamente.
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Tabela 28. (Continuagéo)

Lote B (Incorporagéo)

“Controlo” AFL”

MP PF ™ 3M MP PF ™ 3M
Acido aspértico ND ND 0,012+ 0,00 0,82ab + 0,10 ND 0,092 + 0,01 0,162 + 0,05 0,152 + 0,07
Acido glutémico ~ 14,833b + 1,51 35,059 + 2,90 36,69¢1 + 2,36 43,589 + 2,13 17,56b + 1,74 33,07¢de + 2,35 43,62%9 + 3,32 51,55 + 1,87
Serina 15,412b¢ + 2,04 16,392b¢ + 0,99 21,12b¢+ 1,95 24,09¢ + 0,52 17,7420 + 1,78 17,812bc + 1,74 12,9920 + 0,79 18,342b¢ + 0,84
Glutamina 73,66%¢f + 3,70 38,43+ 0,48 25,1920 + 2,47 12,712 £ 0,43 74,7091 + 6,59 39,53v¢ + 7,79 29,3020 + 8,50 15,702 £ 0,55
Histidina 12,292 £ 1,73 35,69def + 2,82 41,75%9 + 3,15 49,7090 + 1,40 13,132 £ 1,31 23,280 + 2,16 29,93bcd + 2,92 42,849 + 1,66
Treonina 15,7520 + 2,80 17,582> + 0,65 19,612bc + 3,27 22,8904 + 4,02 18,5020 + 2,67 24,08bcd + 3,49 24,43bcd + 2,23 31,669¢ + 2,37
Glicina 26,1220 + 5,67 48,36%¢f9 + 3,33 53,11ef9h + 3,73 59,779h + 1,44 31,732bc + 2,96 37,6704 + 5,20 42,05¢4e + 3,03 52,48ef9h + 2,34
Taurina 10,49¢ + 0,15 3,55b¢4d + 0,24 3,81¢d £ 0,18 3,82¢4d + 0,07 13,227+ 1,34 3,654 + 0,51 4,574 £ 0,29 4,759 £ 0,26
Alanina 213,992b¢ + 34,17 232,6520c4d + 14,89 235,722bcd + 17,57 236,732bcd + 3,65 318,66¢° + 33,50 278,590cde + 40,49 279,879 + 23,35 282,269¢ + 15,13
Arginina 106,1920 + 19,55 263,1190i + 16,72 287,740 + 22,20 311,541 + 6,45 131,11abe + 13,07 177,96¢°4¢ + 20,91 206,76¢f + 12,65 258,519h + 12,88
Tirosina 0,992b + 0,87 0,012+ 0,01 0,062 + 0,08 0,062 + 0,10 3,77¢ £ 0,69 2,04abc + 0,18 0,8920 + 0,77 0,492b + 0,80
Metionina 6,182 + 1,02 29,287+ 1,16 34,909 + 3,33 40,71 £ 0,95 6,872 + 0,59 16,820+ 0,78 22,2204 + 1,24 30,81f9 + 0,97
Valina 13,762 + 1,81 58,07¢f9 + 2,94 68,029 + 6,01 80,93 + 2,03 15,342 £ 1,42 34,190 £ 2,00 44,91bcd £ 3,74 63,579 + 2,30
Triptofano 3,212+ 1,48 13,00¢ef + 0,32 16,677+ 2,75 16,717+ 0,33 4,1435 + 0,68 8,14b¢ + 1,31 10,17¢de £ 0,52 17,377+ 3,72
Fenilalanina 9,702 £ 1,41 50,651 + 2,84 60,06%9 + 6,01 68,949 + 1,49 10,912 £ 0,88 25,92° + 1,81 35,07b¢ + 2,99 50,7651 + 1,56
Isoleucina 7,112+ 1,04 44,214 + 2,36 53,239 £ 4,70 63,870 £ 1,42 8,112+ 0,87 23,56 + 1,82 32,53b¢ + 2,89 47,96¢°f + 1,71
Leucina 15,682 + 2,38 81,16%09 + 4,17 96,679 + 9,00 113,30' £ 2,42 17,532 £ 1,47 45,910 + 3,32 63,08¢d + 5,37 91,739 + 2,90
Ornitina 7,552 + 4,40 67,0541 + 2,59 60,13¢de + 7,04 48,30°¢ + 1,54 7,692 + 0,59 53,9204 + 4,46 44,77°¢ £ 2,58 40,90° + 1,41
Lisina 38,122 + 10,54 149,75 + 5,64 176,059 + 20,83 226,171 + 5,72 41,442 £ 3,56 99,360 £ 1,17 135,51¢de + 7,43 197,459hi + 8,16

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — Nao detectado.
MP: massa condimentada, PF: produto final, 1M e 3M: enchidos apds 1 € 3 meses de armazenamento, respectivamente.
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O teor em alanina, como se mostra na Tabela 28, foi idéntica (p > 0,05) nas amostras de massa
do chourigo de carne “Controlo_MP” dos dois lotes com niveis de 210,93 e 213,99 mg/100 g nos
Lotes A e B, respectivamente. No que respeita a este aminoacido, as amostras “AFL_MP” do
Lote B constituiram uma excepg¢do, para a qual se registaram niveis médios de alanina
superiores (p < 0,05) na ordem dos 318,66 mg/100 g face as restantes amostras. Em termos
relativos, estes teores de alanina equivalem entre 36 e 42% do total de aminoacidos identificados
(Lote B: “Controlo” e “AFL”, respectivamente). Apesar de se verificar uma ligeira tendéncia
decrescente durante o armazenamento, ndo se observaram diferengas significativas (p > 0,05)
entre as amostras “PF”, “1M” e “3M”, raz&o pela qual, em termos relativos, a alanina deixou de

ser o aminodcido prevalente em detrimento quer da arginina quer da lisina.

Considerando o conjunto dos 19 aminoacidos estudados, a arginina foi o segundo AA mais
importante, tendo correspondido em média entre 15% e 22%. Os teores inicialmente encontrados
nas amostras “MP” (entre 92,46 mg/100 g nas amostras do Lote A e 131,11 mg/100 g nas
amostras “AFL” do Lote B, tal como consta da Tabela 28) aumentaram substancialmente
(p<0,05 com o processamento e, mais tarde, no decorrer do armazenamento.
Independentemente do lote, o maior incremento de arginina verificou-se geralmente na
sequéncia do processamento, em particular nas amostras “Controlo”. Apesar de nao se terem
apurado diferengas decorrentes do processamento nas amostras de chourigo de carne do Lote
A, ja no Lote B estas foram dbvias. O efeito do aroma de fumo liquido e secagem exclusivamente
em camara em substituicdo da fumagem convencional conduziu a menores (p<0,05)
quantidades de arginina logo apds o processamento (amostras “PF”) onde foram quantificados
263,11 e 177,96 mg/100 g deste aminoacido (amostras “Controlo” e “AFL” do Lote B,
respectivamente). As diferencas encontradas entre estes dois tipos de amostras perduraram
durante os 3 meses em que as amostras permaneceram armazenadas. No final dos 3 meses de
armazenamento, foram detectados 311,54 mg/100 g de arginina nas amostras de enchidos
fumados e 258,51 mg/100 g naquelas que continham aroma de fumo liquido. Em contrapartida,
os teores médios de arginina no “PF” do Lote A variaram entre 176,70 e 152,71 mg/100 g
(“Controlo” e “AFL”, respectivamente). Ja no final do periodo de armazenamento testado, os
teores deste aminoacido nas amostras de chourico de carne do Lote A equivaleram a 234,02 e

225,68 mg/100 g, quantificados nas amostras “Controlo” e “AFL”, respectivamente (Tabela 28).

A lisina, comparativamente a alanina e arginina, esteve presente em menor quantidade,
nomeadamente na massa de carne e gordura (“MP”), como atestam os resultados da Tabela 28.
Para ambas as amostras “MP”, os niveis deste aminoacido foram de 25,54 a 41,44 mg/100 g
(Lote A e “AFL” do Lote B, pela respectiva ordem), sem diferengas entre elas (p > 0,05). Apds o
processamento, verificou-se que os teores em lisina aumentaram de forma significativa
(p<0,05), entre 2 a 5 vezes em relagdo aos teores encontrados na “MP”. Nos “PF” sujeitos
alternadamente a fumagem e secagem em camara foram detectadas quantidades mais elevadas
de lisina (entre 129,26 e 149,75 mg/100 g, presentes nos Lotes B e A, respectivamente)

relativamente aos produtos “AFL” (99,36 e 113,28 mg/100 g, pela mesma ordem nos Lotes B e



A). De igual forma, o armazenamento também contribuiu para o reforgo dos teores em lisina,
cujas concentragdes nos Lotes A e B ascenderam a 226,17 e 247,65 mg/100 g (“Controlo”) e
197,45 e 202,99 mg/100 g (“AFL”), respectivamente.

Muito embora, a acumulagdo dos aminoacidos tenha sido atestada pelos resultados
apresentados na Tabela 28, verificaram-se algumas excep¢des para a glutamina, a ornitina
(apenas no Lote B) e a taurina, cujas concentragbes registaram um decréscimo ao longo do
tempo. Destes aminoacidos, os dois primeiros tém especial interesse na medida em que estéo
directamente envolvidos na formagao de putrescina. Por outro lado, os teores iniciais médios de
glutamina divergiram significativamente (p< 0,05) nas duas matérias-primas utilizadas na
produgdo do chourico de carne. Enquanto no Lote A as amostras “MP” continham
112,10 mg/100 g, no Lote B o nivel de glutamina foi substancialmente inferior, com um teor
maximo de 74,70 mg/100 g. Todavia as diferencas identificadas nas amostras “MP” de ambos
os lotes, de aproximadamente 40 mg/100 g, mantiveram-se inalteradas até ao final do periodo
de armazenamento. Em contrapartida, a evolugao do teor em ornitina ao longo do tempo seguiu
diferentes tendéncias dependendo do lote em causa. No Lote A esta aumentou ao longo de todo
o periodo testado, enquanto no Lote B, apds um incremento (p < 0,05) inicial coincidente com o
estagio de secagem do chourigo de carne, seguiu-se um ligeiro decréscimo (p > 0,05) que se

manteve até ao final do armazenamento.

Mesmo tratando-se de aminoacidos menos abundantes face aos discutidos anteriormente, a
leucina, metionina, valina, fenilalanina, isoleucina, histidina, glicina e acido aspartico
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) na dependéncia das tecnologias de
processamento estudadas. De facto, ainda que nem sempre se tenham registado diferengas
entre as amostras de “PF” (produto final), estas acabaram por se revelar durante o
armazenamento, onde as amostras produzidas em fumeiro apresentaram invariavelmente maior
acumulagao de qualquer um destes aminoacidos (Tabela 28). Uma vez mais, a importancia
destes dados reside no facto de, na presenca de enzimas aminodescarboxilasicas, poder ocorrer
a formagao de AB, em particular a partir da descarboxilagao da fenilalanina e da histidina. A
libertagéo de valina, fenilalanina, isoleucina, metionina e leucina ao longo do tempo foi bastante
idéntica entre si. Para estes aminoacidos registou-se uma acumulagao significativa (p < 0,05)
decorrente do processamento (amostras “PF”), independentemente do lote. De salientar,
contudo, que o aumento observado para estes aminoacidos se mostrou sistematicamente
superior nas amostras “Controlo”, comparativamente as amostras “AFL”. A evolucao do triptofano
durante o armazenamento seguiu um padrao idéntico ao da valina, fenilalanina, isoleucina,
metionina e leucina. Contudo, para este aminoacido em particular, decorridos 3 meses sobre a
embalagem dos produtos, ndo se registaram diferengas entre as amostras “Controlo” e “AFL”,
cujos teores finais variaram entre 14,83 e 17,37 mg/100 g (amostras “3M”). Paralelamente, os
dados permitiram reconhecer um padrao de acumulagao comum para a histidina, glicina e acido
glutdmico. Decorrente do processamento do chourigo de carne libertaram-se teores assinalaveis

(p<0,05) destes trés aminoacidos para valores proximos ou superiores ao dobro da sua
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concentragao inicial. Os teores de histidina e glicina nas amostras “PF”, por exemplo, variaram
entre 23,28 e 35,69 mg/100 g e 37,65 e 48,36 mg/100 g, respectivamente. A tendéncia para a
acumulagao destes dois aminoacidos denotou, todavia, uma desaceleragao durante os primeiros
30 dias de armazenamento (amostras “1M”), que foi posteriormente retomada. No final do
armazenamento (amostras “3M”) os teores de histidina ascenderam a 51,64 mg/100 g,
registados no chourigo “Controlo” do Lote A. De facto, seguindo a tendéncia global da maioria
dos aminoacidos, a maior acumulacao de valina, fenilalanina, isoleucina, metionina, leucina,
triptofano, histidina, glicina e acido glutdmico coincidiu com a etapa do processamento. Apés o
processamento das amostras de chourigo de carne, os teores de histidina variaram entre 23,28
e 35,69 mg/100 g (produtos “AFL” e “Controlo” do Lote B, respectivamente), registando-se
aumentos (p< 0,05) durante o armazenamento para niveis entre 42,84 e 51,64 mg/100 g

(encontrados nos produtos “AFL_3M” do Lote B e “Controlo_3M” do Lote A, respectivamente).

As variagdes relativas a treonina, tirosina e serina deveram-se maioritariamente a utilizacao de
diferentes lotes de matéria-prima para a formulagao do chouri¢co de carne, € ndo em virtude do
processamento tecnolégico, como se verificou para os restantes aminoacidos ja abordados. De
facto, ainda que se tenham detectado teores iniciais (amostras “MP”) globalmente idénticos
destes trés aminoacidos nos Lotes A e B, estes apresentaram diferentes perfis evolutivos,
dependendo do lote considerado (Tabela 28). Enquanto os teores de treonina, serina e tirosina
detectados nos produtos do Lote B permaneceram inalterados ao longo do tempo, ja no Lote A
foi visivel um aumento (p < 0,05) logo apds o processamento que, a excepc¢ao da tirosina, se
prolongou até final do armazenamento. As diferencas encontradas entre os dois lotes de
producado foram particularmente relevantes no caso do aminoacido precursor da tiramina, a
tirosina. Para este aminoacido, o Lote A evidenciou um incremento (p < 0,05) em mais de cinco
vezes face ao teor inicial de 3,12 mg/100 g. Apds o processamento (amostras “PF”), momento
em que se detectou o teor maximo de tirosina, registaram-se 17,33 e 15,72 mg/100 g, pela
mesma ordem, nos enchidos “Controlo” e “AFL”. Para este mesmo lote (Lote A), até ao final do
armazenamento, os niveis de tirosina nos produtos “Controlo” mantiveram-se estaveis até ao
final do armazenamento (16,38 mg/100 g), ao passo que se registou uma diminuigao (p < 0,05)
nas amostras tratadas a superficie com fumo liquido (11,81 mg/100 g). Em compensacgéo, de um
modo geral, as amostras de chourigo de carne do Lote B evidenciaram, na sua composicao,

teores reduzidos de tirosina.

6.3.3. Perfil de aminas biogénicas

As AB estao entre os contaminantes quimicos mais importantes no que respeita aos produtos de
salsicharia, porque estao intimamente relacionados com o processo fermentativo, facto que torna
a sua presenca inevitavel neste tipo de produtos. A producdo de maiores quantidades destes
contaminantes, além de indicarem o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis (entre

eles os que estao envolvidos na deterioragao dos alimentos), pode ter também implicagbes na



salde dos consumidores. Esta combinagao tem motivado a investigagao dos factores que estao
na origem da descarboxilacdo dos aminoacidos e formagao de AB. Neste contexto, a utilizagao
de condensados de fumo aliada a secagem em camara, em substituicdo do regime de fumagem
tradicional (fortemente enraizado na maioria das salsicharias tradicionais), permite exercer maior
controlo sobre as condi¢gdes de secagem, nomeadamente a temperatura e a humidade relativa,
e desta forma minimizar a acumulagdo de AB. Os resultados que vao ser apresentados de
seguida visam comparar o grau de aminogénese no processamento tradicional versus a

utilizagdo de aromas de fumo e secagem em camara de ambiente controlado.

Como se depreende pela observacao da Figura 50, a evolugao do teor total em AB foi distinta
para os dois lotes de enchidos produzidos, consubstanciada, alias, pelo elevado nivel de
significancia determinado (cf. Tabela A.16 do Apéndice). De facto, o chourigo de carne do Lote
B apresentou consistentemente maiores niveis de contaminagédo (p<0,05). O tempo de
armazenamento e a tecnologia de processamento demonstraram ser igualmente decisivos
(p<0,001) para a acumulagdo de AB, assim como as respectivas interacgdes entre os trés
factores considerados (Figura 50 e Tabela A.16 do Apéndice). Enquanto o teor total de aminas
aumentou continuamente durante o tempo de processamento e armazenamento, ja a utilizagdo
de condensado de fumo combinado com secagem em camara demonstrou ter efeito contrario,

contribuindo para minimizar os niveis de contaminagdao com estes compostos.

Em resultado do processo proteolitico desencadeado, o teor em AB denotou um aumento
progressivo ao longo do tempo. Muito embora os teores totais de aminas quantificados nas
massas condimentadas (amostras “MP”) dos Lotes A e B fossem equiparaveis, as diferencas
(p < 0,05) acabaram por surgir com a evolugao do processamento e posterior armazenamento
(Figura 49). O incremento que se registou no chouri¢co de carne do Lote B elevou o teor destes
contaminantes em cerca de trés a seis vezes relativamente ao teor quantificado nos produtos
nao curados. No produto final (“PF”) do Lote B, como se ilustra na Figura 49, o teor total médio
encontrado correspondeu a 279,32 e 621,70 mg/kg (amostras “AFL” e “Controlo”, pela mesma
ordem), enquanto os seus homdlogos do Lote A ndo foram além de 127,74 e 113,82 mg/kg
(amostras “Controlo” e “AFL”, respectivamente). Durante o periodo de armazenamento, os niveis
de contaminagéo de AB continuaram a aumentar (p < 0,05) em ambos os lotes, especialmente
durante o primeiro més (amostras “1M”) e no Lote B. Decorrido este tempo de armazenamento,
o chourico de carne deste mesmo lote aumentou em cerca de 180 mg/kg nas amostras “Controlo”
e 240 mg/kg nas que continham aroma de fumo liquido. Em contrapartida, em igual intervalo de
tempo, o teor em AB no Lote A somou mais cerca de 160 mg/kg, nas amostras “Controlo” e de
50 mg/kg nas “AFL”. Em consequéncia do seu aumento continuado, os teores de aminas apos 3
meses de armazenamento corresponderam a 329,62 e 281,53 mg/kg, nas amostras
“Controlo_3M” e “AFL_3M” do Lote A, enquanto as homologas do Lote B ascenderam a 982,30

e 691,84 mg/kg (pela mesmo ordem amostras “Controlo_3M” e “AFL_3M”, respectivamente).
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Figura 49. Teor total de aminas biogénicas encontrado no chouri¢co de carne em funcao da tecnologia de
processamento e tempo (resultados expressos em matéria seca).

Barras de erro representam o desvio-padrdo. Letras diferentes representam diferengas significativas
(Teste HSD, p=0,05).

MP: massa condimentada, PF: produto final, 1M e 3M: enchidos apds 1 € 3 meses de armazenamento,
respectivamente.
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De acordo com os resultados obtidos neste estudo a triptamina e histamina estiveram ausentes
em qualquer das amostras analisadas. Individualmente, as aminas de origem exdgena como a
putrescina, cadaverina e tiramina, foram aquelas cuja evolugdo se mostrou ser mais dependente
dos factores em estudo. Os resultados permitiram igualmente identificar alteragdes de relevo no
perfil das AB determinadas. Numa fase inicial foi evidenciada uma clara prevaléncia das aminas
enddgenas, espermina e espermidina (Tabela 29), tendo esta progressivamente diminuido com
a sobreposicado das aminas de origem bacteriana (entre as quais a tiramina e putrescina) que
passaram a ser as mais abundantes. Por outro lado, os niveis desta amina encontrados
inicialmente nos produtos do Lote A (86,56 mg/kg) sofreram uma diminui¢ao (p < 0,05) durante
a secagem para teores médios de 71,60 e 55,09 mg/kg (amostras “Controlo” e “AFL”,
respectivamente), permanecendo posteriormente inalterados. Verificou-se igualmente a
tendéncia de decréscimo da espermina nas amostras do Lote B com aroma de fumo que, embora
de uma forma mais ligeira, ndo se restringiu apenas ao periodo de secagem, tendo-se
prolongado até final do armazenamento, momento em que se registou o teor minimo de
63,21 mg/kg. Para os produtos “Controlo” deste lote, a excepgao de ligeiras oscilagdes, os teores
de espermina mantiveram-se constantes durante o processamento e armazenamento, tendo
apresentado teores médios entre 66,38 e 78,68 mg/kg (amostras “3M” e “MP”, respectivamente).
Com excepgéao dos produtos “Controlo_MP” do Lote B, a espermidina esteve também presente
em todas as massas de carne gordura processadas com teores médios iniciais que variaram
entre 0,26 e 1,23 mg/kg (“AFL” do Lote B e Lote A). A sua evolugédo ao longo deste ensaio
caracterizou-se por um aumento no seu teor, sem que tenha sido possivel identificar um
momento concreto e transversal para todos os produtos, para essa transicao. Ainda
relativamente a espermidina salientam-se os teores idénticos entre as amostras de chourigo de
carne “AFL” e “Controlo”, independentemente do lote considerado, com niveis médios de 4,32 a
7,47 mg/kg (Lote A). Globalmente, estes valores mantiveram-se inalterados durante o
armazenamento do chourico de carne do Lote A. Nos produtos do outro lote, apds 90 dias
armazenamento, o teor em espermidina atingiu niveis maximos de 22,44 mg/kg nas amostras
“Controlo_3M” e 20,32 mg/kg nas homdlogas “AFL_3M".

Com o processamento tecnoldgico as aminas exogenas demarcaram-se gradualmente,
acabando por suplantar os teores de espermina e espermidina. Face a evolugéo registada nas
aminas exogenas (em particular a tiramina, a putrescina e a cadaverina), verifica-se, que a sua
importancia relativa aumentou de forma mais acentuada no segundo lote de chourigo de carne
produzido (Lote B). Enquanto nas amostras “PF” do Lote A (tanto para o grupo designado
“Controlo”, como para o “AFL”) a espermina continuou a ser a amina mais abundante, ja no Lote
B a tiramina sobrepds-se, equivalendo a praticamente metade do teor total de AB detectado.
Apesar da tiramina se encontrar ausente imediatamente antes do enchimento (amostras “MP”),
os niveis encontrados rapidamente aumentaram ao longo do processamento, com teores médios
no produto final do Lote B a ascenderem a 285,86 e 124,82 mg/kg (amostras “Controlo” e “AFL”,

respectivamente, Tabela 29). Para os restantes pontos de andlise, ja durante o armazenamento,



a concentragao desta amina nos produtos “Controlo” permaneceu inalterada, apds 3 meses, um
nivel médio de 309,15 mg/kg. Em contrapartida, para os produtos aos quais se adicionou aroma
de fumo a tiramina apresentou uma tendéncia crescente (p < 0,05), que se manteve até ao final
do armazenamento (onde se registaram niveis de 246,28 mg/kg). Analogamente, distinguiu-se
uma tendéncia crescente também no Lote A, muito embora menos acentuada. No final do
processamento, foram detectados 32,74 mg/kg de tiramina no chourico de carne fumado
(amostras “Controlo_PF”), teor que aumentou posteriormente até 180,70 mg/kg (amostras “3M”)
enquanto nas amostras “AFL” estes teores oscilaram entre 29,77 mg/kg (amostras “PF”) e
138,70 mg/kg (amostras “3M”).

Tal como sucedeu para a tiramina, a putrescina e a cadaverina estiveram ambas, de uma forma
geral, ausentes na massa condimentada (amostras “MP”). Na verdade, apenas nos produtos do
Lote B, em particular aqueles que continham na sua formulagdo condensado de fumo, se
detectou a presenca de cadaverina, ainda assim em niveis reduzidos (1,47 mg/kg). A
acumulagdo de cadaverina, em resultado da descarboxilagdo da lisina, foi particularmente
elevada (p< 0,05) no chourico de carne do Lote B seco em fumeiro cujos teores médios
ascenderam a 126,72 mg/kg, representando um nivel de contaminagéo entre 7 a 20 vezes
superior a dos restantes produtos. Pelo contrario, nas amostras “Controlo” do Lote A registaram-
se apenas 6,28 mg/kg de cadaverina e 15,99 mg/kg nas amostras “AFL”. A ordem de grandeza
verificada para este ultimo, foi semelhante para o chourico de carne “AFL_PF” do Lote B que
apresentou 21,83 mg/kg de cadaverina. Os maiores teores de cadaverina registaram-se durante
o periodo de armazenamento, no final do primeiro més no caso das amostras de chourico de
carne fumado (23,40 e 167,75 mg/kg, Lotes A e B, respectivamente) e ao fim de trés meses para

as homologas produzidas em camara (33,53 e 56,52 mg/kg, Lotes A e B, respectivamente).

Através da analise dos resultados da putrescina tornou-se 6bvia a divergéncia (p < 0,05) dos
niveis de contaminagao em funcao do lote de fabrico. Uma vez mais, o produto final (amostras
“PF”) do Lote B destacou-se com os niveis de contaminagcao mais elevados. Em média foram
detectados 131,30 mg/kg no chourico de carne “Controlo” e 48,17 mg/kg para “AFL”. Por
oposigao, no Lote A a concentragéo desta amina ascendeu a maximos de 9,65 mg/kg (“Controlo”)
e 8,66 mg/kg (“AFL”). Em qualquer dos lotes, os valores verificados nesta fase aumentaram entre
2 a 5 vezes logo apds o primeiro més de armazenamento, tendéncia que de um modo geral se
manteve até ao final dos 3 meses. Decorrido este periodo sobre o0 momento da embalagem do
chourico de carne os teores de putrescina variaram entre 50,46 e 52,39 mg/kg (“Controlo” e
“AFL”, respectivamente do Lote A), enquanto no Lote B oscilou entre 418,84 e 305,51 mg/kg

(quantificados nas amostras de produtos fumados e contendo “AFL”, pela mesma ordem).
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Tabela 29. Teores individuais das aminas biogénicas (resultados expressos em mg/kg em matéria seca, sob a forma média + DP) determinados no chourigo de carne.

Lote A (Asperséo ) Lote B (Incorporagéo )
Controlo AFL Controlo AFL
MP PF 1™ 3M MP PF 1™ 3M MP PF 1™ 3M MP PF 1™ 3M
1,612 0,882 1,612 8,30
B-Feniletilamina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
+2,79 +0,95 +2,79 + 6,20
9,652b 53,11¢ 50,46¢ 8,66ab 21,860 52,39 131,30d 262,61F  418,84h 48,17¢ 198,58¢ 305,519
Putrescina ND ND ND ND
+1,29 +5,98 +0,79 +0,33 +7,39 +£3,03 + 3,99 +1,90 +17,00 + 5,31 + 8,26 +9,86
6,28ab 23,40cd  20,91¢ 15,990¢c  23,17¢d  33,53d 126,72 167,759 165,499 1,472 21,83¢ 47,06¢ 56,52¢
Cadaverina ND ND ND
+1,17 + 3,21 + 1,47 + 0,01 + 1,86 +0,34 + 3,94 +10,66 +6,18 +234 +1,45 +4,85 +1,84
32,74p 113,07¢  180,70d 29,77ab  58,19»  138,70¢c 285,86f 284,06f 309,15 124,82¢ 191,514 246,28¢
Tiramina ND ND ND ND
+1,97 +11,81 +1,94 + 0,04 +2,39 + 4,64 +4,14 + 16,01 + 35,41 +1,80 +0,73 + 3,32
1,23ab  7,47c 6,93¢ 9,66¢ 1,23ab 4, 32abc 8 12¢ 5,57bc 5,10abc 20,854 22,444 0,26ab  6,71c 18,134 20,32d
Espermidina ND
+0,88 +0,98 +1,74 + 0,80 +0,88 +0,19 +£1,52 +£0,31 +0,38 + 3,10 + 3,67 +045 +2,06 + 3,89 + 0,66
E . 86,567 71,60cde 68,05bcd 67,02b.cd 86,56 55,09ab 5577ab 51,342 78,68def 72 73cdef 63,76abc 66,38bcd 83,93ef  77,79cdef 66,42bcd  63,21abc
spermina
P +854 +274 +6,33 +2,04 +854 +225 +215 +143 3,43 +2,46 +4,49 + 3,00 +9,87 +1,85 + 3,00 +2,36

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — Nao detectado.

MP: massa condimentada, PF: produto final, 1M e 3M: enchidos apés 1 e 3 meses de armazenamento, respectivamente.
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Ainda relativamente as aminas de origem bacteriana, a B-feniletilamina foi detectada apenas em
algumas amostras de forma esporadica e, sempre em pequenas quantidades, sem exceder os
10 mg/kg (Tabela 29).

O somatodrio das concentragdes individuais da triptamina, B-feniletilamina, histamina e tiramina,
habitualmente designado como o grupo das aminas vasoactivas, foi igualmente estimado.
Considerando que, de entre estas, apenas a B-feniletilamina e a tiramina foram detectadas e que
a primeira surgiu apenas de forma pontual e em concentragdes residuais, o teor em aminas

vasoactivas que consta da Figura 51 é devida, quase exclusivamente, aos niveis de tiramina ja
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Figura 51. Teor total de aminas vasoactivas encontrado no chourigo de carne em fungéo da tecnologia
de processamento e tempo (resultados expressos em mg/kg em matéria seca).

Barras de erro representam o desvio-padrao).

Letras diferentes representam diferencgas significativas (Teste HSD, p = 0,05).

MP: massa condimentada, PF: produto final, 1M e 3M: enchidos apds 1 e 3 meses de armazenamento,
respectivamente.

6.3.4. Perfil de compostos bioactivos: carnosina, anserina e creatina

Os teores em carnosina, anserina e creatina habitualmente encontrados nos produtos carneos
resultam principalmente da composicdo da carne usada como matéria-prima, pelo que a
contribuicdo da actividade proteolitica para a sua formacao podera ser considerada minima.
Apesar dos beneficios associados a estes compostos, sao ainda escassos os resultados relativos
a estas moléculas com actividade bioactiva no ambito dos produtos de salsicharia a nivel

nacional, facto que motivou o interesse na sua avaliagdo nos produtos de salsicharia estudados,
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bem como no impacto de diferentes opgdes tecnoldgicas (processamento) e a sua evolugao

durante o tempo de armazenamento.

Em termos gerais, os resultados obtidos ndo permitem identificar uma tendéncia clara decorrente
dos factores em estudo e, em particular, da utilizacdo de diferentes tecnologias de
processamento. Apesar disto, o lote de fabrico ou, por outras palavras, a utilizagdo de diferentes
matérias-primas, esteve na origem das maiores varia¢des verificadas para os 3 compostos
bioactivos considerados (cf. Figura 52 e Tabela A.17 do Apéndice). A representacao grafica da
evolugcao do teor total de compostos bioactivos, ilustrada pela Figura 53, permite desde logo
verificar que as maiores diferengas identificadas se devem maioritariamente a composicéo inicial
da carne utilizada para a produgdo do chourico de carne. Os produtos do Lote A,
independentemente do processamento seguido, apresentaram teores comparativamente
inferiores aos quantificados no Lote B. A parte deste facto, o progresso registado foi bastante
semelhante entre ambos os lotes de fabrico em particular porque, quer num quer noutro, nao se
observaram diferencas significativas (p> 0,05) decorrentes quer do processamento quer do

armazenamento.

Na massa condimentada (“MP”), tal como demonstra a Figura 53, os teores totais médios em
compostos bioactivos variaram em média entre 1085,61 mg/100 g (Lote A) e 1315,12 mg/100 g
(Lote B). Uma vez terminada a etapa de fermentagao e secagem, os niveis registados no Lote A
foram de 1050,65 e 1066,40 mg/100 g (“Controlo” e “AFL”, respectivamente), enquanto no Lote
B corresponderam a 1309,51 e 1379,24 mg/100 g (“Controlo” e “AFL”, respectivamente).

Similarmente, em cada um dos lotes, nao surgiram diferencas devidas a tecnologia seguida.
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Figura 53. Teor total de compostos bioactivos encontrados no chouri¢o de carne em fungao da tecnologia
de processamento e tempo de armazenamento (resultados expressos em mg/100 g em matéria seca).
Barras de erro representam o desvio-padrao. Letras diferentes representam diferengas significativas
(Teste HSD, p=0,05).

MP: massa condimentada, PF: produto final, 1M e 3M: enchidos apds 1 e 3 meses de armazenamento,
respectivamente.

Os niveis totais de compostos com actividade bioldgica resultaram quase exclusivamente dos
teores de creatina e carnosina, uma vez que a anserina foi encontrada em niveis
proporcionalmente inferiores. No caso da creatina, ao contrario dos dipéptidos carnosina e
anserina, nao se registaram variagdes devidas a composi¢cao da matéria-prima (Figura 54). Em
média, os teores deste composto na formulagao do chourico de carne (“MP”) foram ligeiramente
superiores a 650 mg/100 g (656,80 mg/100 g no Lote A e 651,54 e 653,98 mg/100 g nas
amostras “Controlo” e “AFL”, respectivamente). Decorrente do processamento e apds o primeiro
més de armazenamento, os niveis de creatina permaneceram inalterados. Todavia,
considerando todo o periodo em analise e por comparagdao entre os teores de creatina
quantificados nas amostras de massa de chourico de carne (amostras “MP”) e nas amostras
“3M” observa-se um decréscimo (p < 0,05) nos produtos do Lote A na ordem de 150 mg/100 g.
No final do armazenamento os teores de creatina nos enchidos deste lote foram de
500,06 mg/100 g (amostras “Controlo”) e 505,35 mg/100 g (amostras “AFL”). Para a carnosina,
a principal diferenca ficou a dever-se a utilizagao de diferentes lotes de carne, que logo de inicio
apresentavam composigdes dispares deste dipéptido (em mais de 200 mg/100 g, Figura 54),
facto que se reflectiu nas amostras “MP”, mas também nas “PF”, “1M” e “3M”. Na formulagao
“Controlo” e “AFL” do Lote B foram detectados, respectivamente, 622,23 e 637,25 mg/100 g,
enquanto nas amostras homologas no Lote A este ndo excedeu os 404,23 mg/100 g.
Genericamente as concentracbes encontradas mantiveram-se inalteradas durante o
processamento e armazenamento. A este respeito importa assinalar a excepgao verificada nas

amostras de chourico de carne do Lote A nas quais se procedeu a aspersdo com aroma de fumo



liquido, que apds trés meses de armazenamento registou um aumento, ainda que ligeiro, do teor
em carnosina para os niveis equiparaveis aos registados no Lote B. De resto, tal como é
demonstrado pela Figura 54, além das variagdes entre lotes de produgdo, ndo se registaram
diferencas nos niveis de carnosina decorrentes da tecnologia de processamento. A analise da
anserina demonstrou uma tendéncia semelhante nos dois lotes processados, em que as maiores
diferencas foram registadas entre enchidos resultantes de diferentes lotes (Lotes A e B) e ndo
entre tipos de produtos (amostras “Controlo” e “AFL”). As duas massas de chourigo de carne
utilizadas apresentaram em média 24,58 mg/100 g no Lote A e 32,62 mg/100 g no Lote B. De
um modo geral, apenas se observaram ligeiras oscilagdes destas concentragdes,
independentemente da fase considerada. De salientar a acentuada redugéo do teor em anserina
verificado no produto apds a secagem (amostras “PF”) no Lote B, relativamente as amostras
“MP” (p < 0,05).
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Figura 54. Evolucao do teor em carnosina (i), anserina (ii) e creatina (iii) (resultados expressos em
mg/100 g em matéria seca).

Barras de erro representam o desvio-padrao. Letras diferentes representam diferengas significativas
(Teste HSD, p = 0,05).

MP: massa condimentada, PF: produto final, 1M e 3M: enchidos apo6s 1 e 3 meses de armazenamento,
respectivamente.
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6.4. DISCUSSAO

O recurso a condensados de fumo, associados a secagem em camara, integra algumas
vantagens que justificam a sua crescente utilizacao por parte das industrias carneas. De referir,
por exemplo, a maior homogeneidade entre lotes de produgdo, maior controlo sobre o
crescimento microbiano e sobre o processo fermentativo (Simon ef a/., 2010). Por outro lado, no
que respeita a contaminagdo com PAH, os condensados de fumo constituem uma alternativa
bastante conveniente para minimizar este risco quimico. Neste contexto, foram avaliados
diversos parametros relacionados com a seguranga e qualidade organoléptica do chourigo de
carne em fung¢ado da tecnologia de processamento adoptada, mais concretamente paradmetros
fisico-quimicos, perfil de aminoacidos livres, AB e compostos bioactivos. Um dos aspectos mais
importantes que distingue esta tecnologia da secagem em fumeiro diz respeito as diferencas de
temperaturas experimentadas pelos produtos. Seria, por isso expectavel que fossem notadas
diferencas nos parametros referidos, entre os enchidos fumados e os homdélogos processados
em camara, em consequéncia de o0s primeiros serem submetidos a temperaturas
necessariamente mais elevadas. Adicionalmente, a utilizacdo de diferentes lotes de carne
permitiu simultaneamente aferir acerca da influéncia das caracteristicas da matéria-prima nos

varios factores avaliados.

No que ao pH diz respeito, as principais diferengas encontradas relacionaram-se com o factor
“Tempo”, sendo que a maior variagdo ocorreu na etapa correspondente ao processamento dos
enchidos. O decréscimo verificado nesta fase reflecte 0 aumento, que ocorre normalmente nesta
fase, das bactérias do acido lactico (BAL) e que, dado o seu rapido desenvolvimento, libertam
acidos organicos, entre os quais o acido lactico, que é tipicamente um dos compostos
responsaveis pelo decréscimo do pH nos produtos carneos fermentados. Comparativamente aos
produtos “Controlo”, o chourigo de carne processado com aroma de fumo liquido apresentou uma
reducdo menos acentuada, sendo este efeito particularmente evidente nos produtos do Lote B.
Nao se tendo verificado diferengas nos niveis de ABVT, que pudesse indiciar a libertacdo de
compostos azotados como a amoénia, estes resultados parecem a indicar que a adigdo do
condensado de fumo tem um efeito idéntico ao que se atribui a adicao de sal. Por outras palavras,
a utilizagéo deste ingrediente directamente na formulagdo podera ter favorecido uma maior

extracgao das proteinas que sdo responsaveis por um efeito tampao (Laranjo ef al., 2015).

A luz dos conhecimentos actuais, as praticas tecnoldgicas como a temperatura, periodo de
fermentacao, condigdes de secagem, fumagem e a extensdo do processamento séo factores
igualmente apontados como decisivos para a explicagao de alteragdes especificas ao nivel do
teor e perfil de AA que variam consideravelmente entre estudos (Beriain ef a/, 2000). Uma vez
na sua forma livre, os aminoacidos podem seguir diversos mecanismos de degradagao por meios
de desaminacgao, descarboxilagdo, entre outras (Toldra, 2006a). Em termos praticos, uma forma

de avaliar as consequéncias dos diferentes factores sobre a extensao da actividade proteolitica
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consiste na quantificagao das fracgbes azotadas presentes nas amostras na medida em que
durante a evolugdo da maturagdo dos enchidos, o azoto de origem ndo proteica aumenta
progressivamente em resultado desta actividade proteolitica. A fracgdo de ANP engloba o teor

de azoto respeitante aos polipéptidos, péptidos, assim como do AAL e do ABVT.

A degradagdo da miosina e actina da carne, que ocorre nas fases iniciais, é protagonizada por
enzimas endogenas, tais como as catepsinas e as calpainas, muito embora se reconhega que
as proteases microbianas podem também intervir nesta fase (Bover-Cid ef al/, 2006; Toldra,
2006a; Mora et al,, 2009). Os fragmentos de proteina entretanto gerados pelas catepsinas e
calpainas tém, por sua vez, uma forte influéncia enquanto substratos para a acgido das
aminopeptidases e posterior libertagdo de aminoacidos (Toldra ef al, 2000). Como refere
Ordonez ef al. (1999), as peptidases e aminopeptidases intervém ja numa fase mais avangada
da fermentagéo, tendo como principal efeito a libertagdo de péptidos de pequenas dimensdes e
aminoacidos. Consequentemente, tal como se verifica pelos resultados apresentados, a
influéncia do tempo nas fracgdes azotadas traduz-se na crescente degradacao proteica e
peptidica. A comprova-lo esta o aumento das fraccbes ANP e AAL que decorrem da libertagao
de quantidades assinalaveis de pequenos péptidos e aminoacidos, no seu estado livre, ao longo
da produgdo. A acumulagdo de aminoacidos estendeu-se durante o periodo correspondente ao
armazenamento, embora esta tenha sofrido um forte abrandamento que se ficou a dever,
essencialmente, a convergéncia de dois factores fundamentais enumerados por Toldra ef al.
(2000): a libertagcao de aminoacidos livres que produz um efeito de “feedback” e contribui para a
inibicdo das aminopeptidases, afectando negativamente a sua actividade enzimatica e, por outro
lado, as reacgdes de degradacao dos aminoacidos, nomeadamente em compostos volateis. De
acordo com a literatura, a catepsina D constitui um dos agentes mais directamente envolvidos
na fragmentagao das proteinas (Molly ef al,, 1997; Dura ef al., 2004b), sendo a sua actividade
inibida a valores de pH basicos (Roseiro ef al, 2010). Neste sentido, seria expectavel o
aparecimento de maiores quantidades de péptidos e aminoacidos nas massas onde se
registaram niveis de pH inferiores, facto que acabou por se confirmar. Com base no tratamento
estatistico efectuado verificou-se uma importante correlagdo negativa (cf. Tabela A.18 do
Apéndice) entre o pH e os niveis de ANP (r =-0,44, p<0,01). A este respeito importa ainda
salientar algumas flutuagbes da fraccdo ANP que se observaram tanto durante a fase de
produgdo, bem como durante o armazenamento. Uma tendéncia similar havia ja sido reportada
por Roseiro et al. (2008), tendo os autores atribuidos essas variagbes a oscilagbes relacionadas
com a cadeia proteolitica, onde as proteinas sdo sequencialmente degradadas a polipéptidos,
péptidos e posteriormente aos seus constituintes fundamentais, os aminoacidos. Tal como refere
Toldra (2006a), as aminopeptidases apresentam também maior actividade enzimatica a pH
acido, facto também confirmado pela correlagdo negativa (Tabela A.18 do Apéndice) entre a
fracgdo AAL e o pH (r=-0,88, p< 0,01).

Tal como seria expectavel, a fraccao ABVT correlacionou-se positivamente com as fracgbes AAL
e ANP (respectivamente, r=0,89 e r=0,75, p<0,01; cf. Tabela A.18 do Apéndice). As



diferengas entretanto identificadas para os niveis de ANP e AAL s3o transversais a ambos os
lotes, ndo obstante de se evidenciarem em fases distintas. No caso do Lote B as diferencgas entre
as amostras “Controlo” e “AFL” surgiram logo no final do processamento (“PF”), enquanto no
Lote A estas s se evidenciaram ap6s um periodo de armazenamento de 3 meses. A tecnologia
utilizada para a incorporagéo do aroma de fumo liquido tera sido o elemento diferenciador, ja que
as menores redugdes de pH foram registadas precisamente nos produtos em que se adicionou
o condensado directamente na formulacido da massa, afectando desta forma a intensidade da

protedlise.

De entre os trés factores considerados, o efeito do tempo foi o que mais influenciou o teor de
aminoacidos. Muito embora se tenham identificado diferengas pontuais, para o teor de
aminoacidos, entre os resultados das amostras “Controlo” e “AFL” registados pelo método
classico e que ndo foram corroboradas pela andlise cromatografica, em termos gerais os
resultados obtidos por estas duas técnicas analiticas denotaram uma forte consisténcia. As
diferengas encontradas procedem exclusivamente do desvio-padrao determinado para cada um
dos métodos, cujos valores se revelaram compreensivelmente superiores para a analise
realizada segundo o método cromatografico (ao contrario do que sucede para o método classico,
o desvio-padrao do teor total de AA depende necessariamente do erro associado a determinagao
de cada um dos 19 AA). Independentemente deste facto, a correlagdo de Pearson (r = 0,94,
p < 0,001) verificada entre o teor do azoto dos aminoacidos livres e o teor total de AA, é indicativa

da elevada consisténcia entre estes dois métodos analiticos.

A derivatizagdo com a OPA, pela sua conveniéncia, encontra-se entre os métodos mais utilizados
para a determinagdo dos aminoacidos nos produtos carneos (Alfaia, 2004; Koros ef al., 2007;
Virgili ef al, 2007; Dai et al, 2014). Apesar disso, este agente de derivatizagdao tem o
inconveniente de reagir apenas com aminoacidos primarios, inviabilizando a quantificacdo da
prolina, cistina e cisteina (aminoacidos secundarios) por este método (Dai ef al., 2014). Do
conjunto de 19 aminoacidos analisados, a alanina, foi geralmente o aminoacido encontrado em
maiores quantidades, mesmo apesar dos seus niveis terem permanecido praticamente
constantes, quer durante o processamento, quer na fase de armazenamento. Segundo Toldra
(2006b) a reducédo da aw, contribui para a inibicao das enzimas envolvidas na libertagao da
alanina, as alanilaminopeptidase. Em contrapartida, a actividade das arginilaminopeptidase é
favorecida com a diminuigao da aw (Toldra, 2006b), com a concomitante acumulagéo da arginina
cujo teor duplicou comparativamente as concentragoes inicialmente detectadas. Na verdade, a
evolugao do teor total de aminoacidos relacionou-se em grande medida com a libertagdo da
arginina, mas também de outros aminoacidos presentes inicialmente em menores quantidades
como é o caso da leucina, ornitina e lisina. Estes mesmos quatro aminoacidos encontraram-se
entre os que mais aumentaram também nos estudos desenvolvidos por Bermudez ef al. (2014)
e Toldra et al. (2000). De acordo com Toldra ef a/. (2000), a acumulagao de lisina, deve-se a
actividade exopeptidica de duas enzimas em particular: a alanilaminopeptidase (com elevada

especificidade para a libertacdo de residuos de alanina e lisina) e a arginilaminopeptidase

219



220

(responsavel pela produgao de residuos de arginina e lisina). Compreensivelmente, os niveis
destas enzimas desempenham um papel crucial na evolugao do perfil de aminoacidos ao longo
do tempo, como refere Toldra (2006b). Este parece ter sido o caso do chourico de carne
produzido para esta investigagdo, como atestam os aumentos verificados para a arginina e lisina,
que parecem indicar maior actividade por parte das arginilaminopeptidase. A formagédo da
ornitina, por seu turno, pode ocorrer através de dois mecanismos distintos: ciclo da ureia (que
decorre principalmente nas células do figado onde aminoacidos como a glutamina e arginina
podem ser convertidos a ornitina) ou através do catabolismo da arginina pela arginina
desaminase (também conhecida por ADI), com a libertagdo de amonia (Virgili ef al., 2007). Neste
caso particular, o aumento verificado durante o processamento do chourigo de carne dever-se-a
exclusivamente a segunda via metabdlica, sendo esta hipétese confirmada pela correlagao
positiva que se verificou a arginina e a ornitina (r = 0,58, p < 0,05; Tabela A.19 do Apéndice).
Acresce ainda que no Lote A o teor em ornitina aumentou proporcionalmente ao da arginina,
facto que é igualmente sustentado pelo racio entre estes dois aminoacidos (arginina/ornitina). Ao
longo quer do processamento, quer do armazenamento, este racio apresentou-se bastante
regular, tendo variado em média entre 2,49 e 2,21 (nas amostras “Controlo” e “AFL”,
respectivamente). Um cenario diferente foi encontrado nas amostras armazenadas do Lote B,
que se ficou a dever a diminuigado da ornitina durante o armazenamento. A evolugao de glutamina
contrariou a tendéncia crescente geralmente constatada para a maioria dos aminoacidos em
estudo, tendo diminuido de forma consistente ao longo do tempo, a semelhancga das observagdes
de Toldra ef al. (2000). Segundo Martuscelli ef a/. (2009) a diminuicdo dos aminoacidos na sua
forma livre pode emergir devido a sua participagdo em reacgdes quimicas e enzimaticas onde
intervém como substrato. Assim, no nosso entender, o decréscimo da concentragao de glutamina
podera estar relacionado com a desaminagao da glutamina com formagao de glutamato e
amonia. Esta reacgdo € catalisada por uma enzima de origem microbiana encontrada,
nomeadamente em leveduras Debaryomyces frequentemente presente na superficie dos
enchidos e designada por glutaminase (Dura ef al., 2004a). Esta € uma transformacao desejavel
na medida em que o glutamato contribui de forma apreciavel para o desenvolvimento do sabor
no chourigo de carne. O periodo de maior actividade da glutaminase concentra-se principalmente
durante a fase de fermentagéo, onde as condigées sao mais favoraveis (por exemplo, pH menos
acido), sendo progressivamente inactivada ao longo do tempo (Dura ef al., 2004a). Na verdade,
a maior diminuigdo no menor espago de tempo coincidiu precisamente com o periodo

correspondente a secagem do chourigo de carne, quando o pH é mais elevado.

A formacgao e acumulagcao de AB dependem de uma complexa interaccao de factores, o que
torna impossivel a previsao dos seus niveis de contaminagdo com base, Unica e exclusivamente
nas condigdes tecnoldgicas a que decorre o processamento. Com base no delineamento
experimental seguido nesta investigagao, a utilizagao de diferentes lotes de matérias-primas, os
processos de secagem distintos e o tempo compreendem os principais factores de variagao. A

qualidade microbiolégica das matérias-primas processadas na industria €, desde logo, referida



pela maior parte dos autores como crucial no que se refere a actividade aminogénica (Kalac,
2006; Naila et al., 2010; Latorre-Moratalla ef a/., 2014). Se atendermos ao facto de que o musculo
€ estéril, € compreensivel que a microbiota presente na carne e nos produtos carneos,
nomeadamente no que respeita aos microrganismos mesoéfilos aerébios e das enterobactérias
(Martins e Germano, 2008), seja considerada como sendo um bom indicador da qualidade e
frescura das matérias-primas, mas também das condi¢des higio-sanitarias em que decorre o
processamento. Um raciocinio similar & aplicavel as AB, em virtude de estas surgirem em
consequéncia do crescimento microbiano estabelecido nos produtos. Além disso, Flores ef al.
(1997) relembra que a matéria-prima de diferentes origens pode apresentar diferentes padrées
de enzimas proteoliticas e, desta forma, afectar consideravelmente o perfil dos aminoacidos
libertados e que poderdo mais tarde sofrer descarboxilagdo. De facto, os resultados relativos as
AB recolhidos ao longo desta investigagao pautaram-se por grandes diferengas em fungéo do
lote de producgéo, visiveis logo nos estagios iniciais, tanto nas massas do chouri¢go de carne como
no produto acabado, diferengas essas que acabaram por se acentuar ao longo do periodo de
armazenamento. Das massas de chourigo de carne testadas em trés delas foram detectadas
aminas de origem bacteriana. A B-feniletilamina, por exemplo, s6 n&o foi detectada nas amostras
“Controlo_MP” do Lote B. A cadaverina, por sua vez, foi identificada na massa do Lote B a qual
se adicionou condensado de fumo liquido (“AFL”). Mesmo em quantidades que podem ser
consideradas reduzidas, a presencga destas aminas na massa do chourico de carne indicia desde
logo a presencga de bactérias com capacidade descarboxilativa, que podem estar na origem da
acumulagao de quantidades importantes de aminas exégenas nas fases mais tardias, como alias
se veio a confirmar, com especial incidéncia nos enchidos do Lote B. Na verdade, pelo facto do
ABVT estar frequentemente relacionado ao desenvolvimento microbiano, a detec¢ao de maiores

niveis deste indicador contribuem para consolidar esta conclusao.

Com o processamento dos produtos e apesar do aumento generalizado das aminas de origem
bacteriana (exceptuando a B-feniletilamina, que esteve globalmente ausente), a tiramina foi
sempre a mais prevalente nas amostras do Lote A. Nos enchidos do Lote B os teores de tiramina
acabaram por ser igualados, ou até mesmo superados, pelos niveis de putrescina. Por outro
lado, o Lote B destacou-se invariavelmente pelos maiores niveis totais de AB, entre duas a trés
vezes superiores aos registados nas amostras homologas do Lote A. Estes resultados seréo, no
nosso entender, reflexo da microflora existente nos dois lotes de matéria-prima e que tem por
base o facto de a maior producao de AB ter ocorrido em ambos os tipos de produtos provenientes
deste lote, independentemente do processo de secagem ter decorrido em fumeiro ou
exclusivamente em camara de ambiente controlado com recurso a aroma de fumo liquido.
Através deste facto é possivel presumir acerca da presenga de microrganismos com capacidade
para produzir as enzimas envolvidas na produgao de cadaverina (e, putrescina). Este é caso das
enterobactérias que estdo usualmente associadas a este tipo de resultados e que se encontram
presentes habitualmente na matéria-prima e durante as etapas iniciais do processamento

(Ferreira et al., 2007; Lorenzo et al., 2007; Bover-Cid ef al., 2009), mas que sao responsaveis

221



222

pela acumulagao de putrescina e cadaverina mesmo na auséncia de células viaveis, durante o

armazenamento.

A presenga de tiramina em produtos fermentados esta relacionada principalmente com a
actividade das BAL (Suzzi e Gardini, 2003). Por serem as bactérias que participam mais
activamente no processo fermentativo que se desenvolve durante o fabrico dos enchidos,
facilmente se compreende o facto de esta ser geralmente a amina predominante. A semelhanca
de outros estudos (Vidal-Carou et al., 2007; Leggio et al,, 2012; Papavergou et al., 2012), a
tiramina foi a amina prevalente nas amostras do Lote A, associada a menores concentragdes de
putrescina e cadaverina, contrariamente ao que se verificou para o Lote B. Para estes resultados
terdo contribuindo ainda as diferengas encontradas para os teores de tirosina num e noutro lote.
Em ambos os casos, o teor inicial do aminoacido precursor da tiramina ficou aquém dos
4 mg/100 g. Nao obstante, enquanto no Lote A este valor foi rapidamente suplantado durante o
processamento, 0 mesmo nao se verificou no Lote B, na medida em que a tirosina libertada seria
imediatamente descarboxilada e convertida em tiramina (devido ao maior aumento de tiramina
no Lote B relativamente ao Lote A). Quando as duas tecnologias de processamento sao
comparadas, no Lote B a exposi¢cao dos enchidos “Controlo” a temperaturas mais elevadas no
decurso da sua produgdo parece ter estimulado a actividade das enzimas tirosina
descarboxilases. Opostamente, no Lote A, ndo se encontraram diferengas decorrentes da
tecnologia de processamento. A discrepancia de tendéncias aqui verificadas podera dever-se as
estirpes presentes em cada um dos lotes de matérias-primas usadas, na medida em que a
producdo de AB é dependente da estirpe e ndo do género do microrganismo em causa, tal como
é referido por Fernandez ef al. (2007). Por ultimo, importa considerar que a capacidade de
descarboxilar a tirosina ndo é exclusiva das BAL. De facto, esta actividade foi igualmente
identificada em microrganismos de outros géneros, como é o caso dos estafilococos
coagulase-negativos (Martin ef al, 2006). Neste sentido € admissivel a acumulacdo de

quantidades tao distintas de tiramina, mesmo na presenca de contagens idénticas de BAL.

A utilizagéo de alguns aditivos ou ingredientes na formulagédo do chourigo de carne tem vindo a
ser equacionada como uma alternativa viavel para o controlo das AB. Na literatura dedicada a
este tema é possivel encontrar diversos estudos onde sao avaliados os efeitos devidos a adi¢ao
de acucares (Bover-Cid ef al., 2001b; Gonzalez-Fernandez ef al, 2003), sorbato de potassio
(Shalaby, 1996) e nitritos (Bozkurt e Erkmen, 2004; Kurt e Zorba, 2009). Apesar disso, a data da
realizacdo do presente estudo ndo se conhecem outros trabalhos que incidam especificamente
no impacto da substituicdo da fumagem convencional pela adigdo de aroma de fumo liquido,

nomeadamente na formacao de AB em produtos carneos curados crus.

No contexto da formacado das AB, a analise dos resultados relativos a comparacao dos dois
métodos de secagem abordados neste estudo deve, necessariamente, considerar dois
pressupostos fundamentais. Por um lado, através do seu efeito antimicrobiano, o fumo contribui

para a estabilidade microbiolégica dos produtos carneos fermentados crus. Muito embora



Montazeri ef al. (2013) tenha identificado no condensado de fumo liquido um efeito benéfico
enquanto agente antimicrobiano, nomeadamente no controlo de Listeria monocytogenes (Martin
et al., 2010), as espécies afectadas podem divergir e assim surgir diferentes niveis de AB.
Simultaneamente, condicdes de secagem diferenciadas deverdo inevitavelmente afectar a
velocidade de desidratacdo, reducdo da actividade da agua e, concomitantemente o perfil
microbioldgico e actividade aminogénica associada. A detec¢do de maiores niveis de aminas nos
produtos fumados foi verificada para ambos os lotes. Para este facto terdo contribuido as
temperaturas mais elevadas a que os produtos sao expostos durante a sua permanéncia no
fumeiro, na medida em que temperaturas mais elevadas potenciam a actividade das enzimas

descarboxilases, assim como a produgédo dos aminoacidos precursores das AB.

A influéncia devida as diferentes tecnologias de processamento no nivel de aminogénese foi
evidente em ambos os lotes, no entanto em fases distintas. No Lote A, as diferengas entre as
amostras “Controlo” e “AFL” surgiram durante o armazenamento enquanto no Lote B, o efeito
devido a tecnologia de processamento foi prontamente observado no produto acabado, sendo
que a secagem em camara associada a incorporagdo de condensado de fumo contribuiu
notoriamente para minimizar a presenca das varias aminas de origem bacteriana analisadas. A
luz destes resultados, o impacto da tecnologia de secagem parece ser assim fortemente
condicionado pela qualidade da matéria-prima. No contexto do controlo da aminogénese, a
combinagao do aroma de fumo liquido com a secagem em camara alternativamente a fumagem,
revelou exercer uma influéncia positiva, em especial nos produtos do Lote B. Assim, quando as
duas tecnologias sdo comparadas facilmente se conclui que o facto de o chourico de carne “AFL”
ter sido sujeito a temperaturas mais baixas constituiu um factor decisivo para que a actividade
descarboxilasica fosse minimizada. A temperatura esta directamente envolvida na regulagcao da
actividade proteolitica, nas taxas de crescimento microbiano, bem como na acgao das enzimas
descarboxilativas. De acordo com diversas fontes, as enzimas responsaveis pela
descarboxilagao da ornitina, lisina e tirosina tem actividades 6ptimas a uma temperatura de 37 °C
(Abell e Marion, 1988; Yarlett ef al., 1993; Kim et al,, 1998). Por este motivo, mesmo na presenca
de maiores contaminacdes microbianas, a capacidade descarboxilativa é inibida a temperaturas
inferiores, 0 que se traduz na menor libertacdo de putrescina, cadaverina e tiramina,

respectivamente.

A forma como o perfil das AB evoluiu ao longo do tempo ¢é facilmente explicado pela evolugéo
do processo proteolitico que resulta na libertagdo dos aminoacidos precursores, tal como o
demonstram varias correlacbes estatisticas que foram identificadas. No caso particular da
putrescina, a sua formagao pode ocorrer através de varias vias metabdlicas que se desenrolam
em simultaneo, razao pela qual esta amina pode apresentar diversos aminoacidos precursores.
Na Figura 55 sao esquematizadas as vias metabolicas conhecidas para a formagédo de
putrescina. Com base em Stadnik e Dolatowski (2010) a glutamina, por conversao em ornitina,
representa um dos precursores indirectos desta amina, por exemplo, apresentou uma forte

correlagao negativa com a putrescina (r = -0,85, p< 0,05; cf. Tabela A.19 do Apéndice). Da
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mesma forma, de acordo com Pereira ef al. (2009) a desaminagédo da arginina é o principal
mecanismo catabolico que envolve este aminoacido, através do qual esta & convertida em
ornitina (Figura 55) que por descarboxilagdo da origem a putrescina (Morris, 2007). Com efeito
este € um mecanismo que ja se encontra descrito para os Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostfoc (Pereira et al, 2009), que s&o frequentemente encontrados nos
produtos carneos. Durante este processo ocorre a libertagdo de amonia e ATP que permite
melhorar a viabilidade das células, nomeadamente de algumas BAL, durante a fase estacionaria
(Vergeés et al, 1999). Apesar dos resultados obtidos nesta investigagdo ndo terem permitido
identificar uma correlagdo directa entre a ornitina e a putrescina verificou-se, contudo, uma
importante correlagédo entre este aminoacido e a arginina (r = 0,58, p < 0,05; cf. Tabela A.19 do
Apéndice). De salientar ainda que nas amostras “PF” do Lote A e, até ao final do armazenamento,
registou-se um racio quase constante, sendo que a propor¢ao média de arginina vs. ornitina
equivaleu a 2,35. No Lote B, devido ao acentuado incremento de arginina comparativamente a
ornitina, este racio aumentou de forma progressiva, mas de forma idéntica para o chouri¢co de
carne “Controlo” e “AFL”: 3,61; 4,70 e 6,39 (amostras “PF”, “1M” e “3M", respectivamente). Em
termos estatisticos, destaca-se a forte correlagdo entre a arginina e a putrescina (r = 0,80,
p<0,05; cf. Tabela A.19 do Apéndice), o que pode indiciar igualmente a relevancia deste
aminoacido. Contudo, esta ndo € a uUnica via metabdlica que envolve a formagao de putrescina
a partir da arginina. Alternativamente, quando sujeita a ac¢ao da enzima arginina descarboxilase,
a arginina é transformada em agmatina (também ela uma amina biogénica, Figura 55) que, por
via de desaminagdo conduz a formagao de putrescina. Nao tendo a agmatina sido uma das AB
estudadas, nao é possivel concluir acerca da sua relevancia na formagao de putrescina. Acresce
ainda o facto de a espermina e espermidina serem interconvertiveis entre si e, a esta ultima, em
putrescina (Landete ef al., 2008). Desta forma, a presencga destas duas aminas endégenas pode
também contribuir para a formagao de putrescina no chourico de carne. No seu trabalho, Landete
et al. (2008) constataram que a produgdo de putrescina em resposta a adicao de espermina e
espermidina dependia do microrganismo em causa. No caso dos resultados agora apresentados,
verificou-se uma progressiva diminuicdo de espermina ao longo do tempo, por oposigéo ao
incremento de espermidina, acompanhado de um incremento da concentragdo de putrescina.
Esta observagéo é corroborada estatisticamente pela correlagdo negativa encontrada entre a
espermina e espermidina (r = -0,40, p< 0,05; cf. Tabela A.19 do Apéndice) e da ultima com a
putrescina (r = 0,90, p< 0,05; cf. Tabela A.19 do Apéndice).



ADI o ADC
Citrulina €———— Arginina =————> Agmatina

NH, D oTC AgDI
ATP
CO, v
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Ornitina =———————> Putrescina €——— Carbamoil-putrescina
N
Glutamina

Espermidina €———> Espermina

Figura 55. Vias metabdlicas da arginina e putrescina.

Adaptado de Molderings e Haenisch (2012).

ADI: arginina desaminase; OTC: ornitina carbamoiltransferase; ODC: ornitina descarboxilase; ADC:
arginina descarboxilase; AgDI: agmatina desaminase; PTC: putrescina carbamoiltransferase.

Em termos globais, os teores das aminas de origem bacteriana aqui encontrados sao
equiparaveis com os resultados que tém vindo a ser reportados por diversos autores, nos mais
variados produtos carneos, sejam eles produzidos em Portugal ou de outras origens (Ruiz-
Capillas e Jiménez-Colmenero, 2004b, 2004a; Roseiro ef al., 2006; Latorre-Moratalla et a/., 2008;
Komprda ef al., 2009; Roseiro ef al.,, 2010; Santos ef al., 2012). Do ponto de vista da seguranca
do consumidor nao existe, a data, qualquer legislagdo que determine teores maximos de AB
aplicaveis aos produtos de salsicharia. Assim sendo, sao frequentemente considerados como
referéncia os niveis a partir dos quais sao verificados efeitos toxicoldgicos devido a ingestao de
aminas, ou seja, 100 mg/kg para a histamina bem como para a tiramina, 30 mg/kg para a
B-feniletilamina e 200 mg/kg para o conjunto das aminas vasoactivas (Shalaby, 1996; Eerola ef
al., 1998). Um dos perigos do consumo de produtos que contenham elevadas contaminacoes
com este grupo de aminas advém do seu caracter vasoactivo, o qual, pode conduzir a ocorréncia
de alguns efeitos adversos, tais como dores de cabega, transpiragao e vomitos (Bover-Cid ef al.,
2014). Com excepgao do chourigo de carne “Controlo” do Lote A com 90 dias de armazenamento
(“3M”) onde se detectou a B-feniletilamina (onde o teor verificado ndo atingiu 1 mg/kg), a
presenga de aminas vasoactivas reduziu-se a tiramina. Os enchidos “Controlo” armazenados por
3 meses foram os mais contaminados com esta amina, onde se detectaram 128,56 e
204,65 mg/kg (Lotes A e B, respectivamente). Com efeito, os segundos foram mesmo os unicos

em que a quantidade média de aminas vasoactivas superou os 200 mg/kg aconselhados.

As aminas enddgenas, espermina e espermidina, estdo envolvidas em diversos processos
fisiolégicos (Urdiales ef al,, 2001; Larqué ef al., 2007), por este motivo elas ocorrem naturalmente
nas células musculares e na carne utilizada como matéria-prima nos produtos de salsicharia.
Como tal, estas sao habitualmente as mais prevalentes nas fases iniciais do processamento

tecnolodgico, a semelhanga do que se constatou para o chourigo de carne produzido aquando da
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realizagdo deste ensaio-piloto. Das duas aminas enddgenas avaliadas, a espermina é a que
surge em maiores quantidades na carne de porco (Ruiz-Capillas e Jiménez-Colmenero, 2004b;
Larqué et al, 2007; Paulsen e Bauer, 2007), facto que justifica a sua prevaléncia sobre a
espermidina, tal como se verifica pela analise dos resultados agora obtidos. Globalmente os
teores aqui encontrados para estas duas aminas apresentaram-se um pouco superiores aos
determinados por Ruiz-Capillas e Jiménez-Colmenero (2004b), Kala¢ (2006), Gengcelep ef al.
(2007) e Papavergou ef al. (2012) mas, ainda assim, ligeiramente inferiores aqueles encontrados
por Roseiro ef al. (2010). Ao longo do processamento, e com base nos dados agora obtidos,
observou-se o decréscimo dos niveis de espermina e de aumento da espermidina
comparativamente aos teores inicialmente encontrados nas amostras “MP”. Na opinido de
diversos autores, os teores destas poliaminas ndo sido habitualmente afectados pelo
processamento dos produtos (Hernandez-Jover et al., 1997; Kala¢, 2006; Paulsen e Bauer,
2007). Todavia, os teores destas poliaminas dependem de varios factores que nao se encontram
ainda totalmente explicados, nomeadamente da sua utilizagcdo como fonte de azoto para o
desenvolvimento de alguns microrganismos, mas igualmente da conversao da espermina em
espermidina (Bover-Cid ef al., 2001b; Urdiales ef al., 2001; Roseiro et al., 2006; Roseiro ef al.,
2010).

Ao longo dos ultimos anos, tem vindo a instalar-se uma crescente consciencializacdo da
importancia que a alimentacdo exerce sobre a saude dos consumidores. O conhecimento dos
beneficios associados aos alimentos funcionais tém, desta forma, impulsionado fortemente a
investigacao nesta vertente da industria alimentar. Consequentemente inimeros compostos com
propriedades fisiolégicas benéficas para a saide dos consumidores tém vindo a ser isolados e
caracterizados a partir dos mais diversos alimentos, desde os vegetais ao leite e até mesmo a
carne. Nesta ultima sao ja conhecidos, por exemplo, o acido linoleico conjugado (usualmente
designado por CLA), a carnosina, anserina, L-carnitina, glutationa, taurina, coenzima Q10 e a
creatina (Arihara e Ohata, 2008). A presenca destes compostos nos produtos carneos,
nomeadamente nos produtos de salsicharia tradicional, constitui inequivocamente uma
mais-valia. Como ja foi referido, € sobejamente conhecida a grande diversidade de reacgoes
quimicas e bioquimicas, que tém lugar durante o processo de fabrico dos enchidos que envolvem
as fracgbes azotadas (como sejam as proteinas, péptidos e aminoacidos) e que promovem
alteragoes decisivas na sua composi¢ao quimica. Em resultado da protedlise que se desenvolve
sao libertados péptidos que possuem actividade bioactiva. Outros compostos bioactivos porém,
existem naturalmente na carne como € o caso da carnosina, anserina e creatina. No corpo
humano, a carnosina e anserina integram o sistema antioxidativo cuja actividade biolégica esta
relacionada com a sua capacidade para captar radicais livres (Lafarga e Hayes, 2014), podendo
a sua presenga no organismo ocorrer tanto por via endégena, como pela ingestdo de alimentos

que contenham estes compostos.

A accao dos dipéptidos carnosina e anserina, nos alimentos, e em particular nos produtos

carneos, esta relacionada com a prevengao da oxidagao lipidica e a estabilizagado da cor (Aristoy



e Toldra, 1998). Tanto a creatina como a carnosina podem ser encontradas em maiores
quantidades em musculos com metabolismo glicolitico (Mora ef al., 2008b). A primeira porque
intervém no fornecimento de energia nas fibras musculares e a segunda pelo seu efeito de
tamponizagcdo do pH, responsavel por neutralizar o acido lactico que se forma durante o
metabolismo anaerdbico caracteristico deste tipo de musculos (Suzuki ef al., 2002). Acerca da
catédlise e da influéncia que o processamento exerce sobre estes dois dipéptidos, ainda pouco
se sabe. Bauchart ef a/. (2006), contudo, chamam a atengéo para o facto de as enzimas que
intervém na degradacdo destes dois péptidos bioactivos, as aminoacilhistidina dipeptidase,
estarem habitualmente localizadas no figado, rins e plasma sanguineo, mas nado o musculo-
esquelético, o que torna a sua acgéo limitada ou mesmo inexistente em produtos de salsicharia,
onde estes tecidos ndo sejam adicionados. Assim sendo os niveis de carnosina, anserina e
creatina sao habitualmente atribuidos a composigao original na matéria-prima e n&o devido ao
tempo ou mesmo ao tipo de processamento. Alias, a qualidade da matéria-prima tem vindo a ser
indicado por diversos autores como sendo o principal factor a afectar os teores em péptidos
bioactivos na carne e produtos carneos, seja devido as caracteristicas do animal que |he da
origem (Roseiro et al., 2014a) ou ao tipo de musculo (Cornet e Bousset, 1999; Mora ef al., 2008b).
Este facto parece ter sido, uma vez mais, confirmado com os resultados obtidos no presente
estudo, porque a parte das diferengas encontradas nas massas dos dois lotes, os teores de
anserina e carnosina inicialmente encontrados permaneceram globalmente inalterados ao longo
do tempo, independentemente da tecnologia de processamento seguida. Uma tendéncia
semelhante havia ja sido reportada por Toldra ef a/. (2000) que verificou que a concentracao de
carnosina se mantinha constante ao longo dos primeiros 100 dias de maturagao do presunto.
Segundo Moya ef al. (2001) uma das razdes pelas quais o teor em dipéptidos se manteve
globalmente constante ao longo do tempo deveu-se precisamente a auséncia de enzimas com
capacidade para os hidrolisar. Aristoy ef al. (2016) destacam também a grande estabilidade
destes dipéptidos, com base na sua evolugdo durante o processamento de outros produtos
carneos, como o presunto. Estes autores acrescentam que a evolugdao destes dipéptidos
depende necessariamente da presenca de enzimas com capacidade para os hidrolisar, como é

0 caso da carnosinase.

A data da redaccdo do presente trabalho ndo foi possivel encontrar literatura relativamente a
presenga e evolucdo destes compostos, especificamente em produtos carneos fermentados
crus. Em qualquer caso, se os restantes componentes da massa de chourico de carne forem
ignorados e apenas o teor em carne for tido em conta, os niveis de carnosina e anserina estao
de acordo com os habitualmente encontrados na carne de porco e que foram encontrados por
outros autores (Gil-Agusti ef al., 2008; Peiretti ef al., 2011). Tradicionalmente, a carne de porco
€ mais rica em carnosina do que em anserina, que € geralmente a mais abundante em carnes
de aves como o frango e peru (Mora ef al., 2007; Gil-Agusti ef al., 2008), facto igualmente

comprovado nesta investigacdo.
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No que se refere a creatina foram encontradas inicialmente quantidades similares deste
composto em ambas as massas do chouri¢co de carne (amostras “MP”). Com a progressao do
processamento e armazenamento, contudo, os produtos experimentaram uma tendéncia de
decréscimo deste composto bioactivo, em especial no chourigo de carne do Lote A, onde este
se mostrou mais acentuado. A este respeito, Mora ef a/. (2010) observaram um aumento de
creatinina na mesma proporg¢ao do desaparecimento de creatina, em resultado da conversao da
primeira na segunda, o que podera explicar os resultados agora obtidos. Estes autores
confirmaram ainda que, durante a produgéo de presunto, a conversdo ndo enzimatica da creatina
em creatinina é favorecida a maiores temperaturas. Naturalmente, os produtos sujeitos a
fumagem, ainda que temporariamente, foram expostos a temperaturas mais elevadas que
poderiam ter potenciado esta conversdo. No entanto, ndo se observaram diferencas nos teores
de creatina em fungdo do tipo de processamento seguido, facto que leva a crer que as diferengas
de temperaturas existentes entre os dois métodos de processamento testados nao terdo sido
suficientes para que variacdes entre os dois tipos de amostras (“Controlo” e “AFL”) fossem
observadas. Segundo Mora ef al. (2008b) a conversao da creatina é também influenciada quer
pelo seu teor inicial, quer pelo pH, todavia 0 mesmo ndo pode ser comprovado pelos dados
recolhidos neste estudo. Por um lado, porque as amostras “MP” continham niveis idénticos de
creatina. Por outro lado nao foi possivel estabelecer uma correlagao clara entre a diminuigao do

pH e a diminuicdo dos teores de creatina.

6.5. CONCLUSAO

Entre outros aspectos, a utilizacdo de condensado de fumo liquido em produtos de salsicharia
caracterizou-se por conduzir a niveis de pH globalmente mais elevados. Sendo o pH um factor
determinante, no que concerne a regulagao da actividade enzimatica, esta alteragao condicionou
a extensao do processo proteolitico (que ficou patente ndo s6 através dos menores niveis das
fracgbes ANP e AAL, como do teor total de AA). Por este motivo, os produtos onde se registaram
niveis de pH inferiores, ou seja, nas amostras fumadas, estiveram sujeitos a uma protedlise mais
intensa, sendo que a arginina, leucina, isoleucina, fenilalanina e valina foram alguns dos
aminoacidos livres onde esta tendéncia foi mais evidente. Por sua vez, quando as duas
tecnologias, aspersao e incorporagao, sdo comparadas, verificou-se que os niveis de pH mais
elevados ocorrerem principalmente naquelas amostras cujo processamento compreendeu a

incorporacido do aroma na massa.

Foram igualmente as amostras fumadas que evidenciaram maiores niveis de contaminagoes
com AB que se ficaram a dever a uma convergéncia de factores: maior disponibilidade de
aminoacidos precursores, assim como temperaturas de secagem mais elevadas. Em suma, os

resultados agora obtidos atestam a importancia da tecnologia de secagem no grau de



aminogénese e evidenciam os beneficios da utilizagdo de aroma de fumo liquido para o controlo
da acumulagao de AB. Na medida em que nao foi possivel atestar acerca da qualidade
microbiolégica da matéria-prima, este efeito constituiu uma salvaguarda adicional na prevengao

da formagéo destes contaminantes quimicos.

Paralelamente, ficou uma vez mais demonstrado o impacto da importancia da matéria-prima na
qualidade e seguranga dos produtos de salsicharia tradicional, nomeadamente no que respeita
ao teor em compostos bioactivos e a formacdo de AB durante o seu processamento e, mais

tarde, durante o armazenamento.

A modificagdo ao processo tecnolégico aqui proposta (tratamento com aromas de fumo)
comporta alteragcdes que se podem revelar de grande importancia para as propriedades
sensoriais dos produtos pelo que a sua aplicagdo deve ser cuidadosamente sustentada por
estudos de analise sensorial, no sentido de avaliar a sua aceitabilidade por parte dos
consumidores. Por outro lado, pelo facto de a introdugdo do aroma de fumo liquido no momento
da formulagdo nao requerer, do ponto de vista tecnoldgico, qualquer investimento por parte da
industria carnea, torna-a uma tecnologia extremamente vantajosa, especialmente se forem

considerados os beneficios ja referidos ao nivel da redugcao de PAH, bem como de AB.
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7.1. CONCLUSOES GERAIS

Perfil de PAH em produtos de salsicharia

Os resultados relativos a presenca de PAH em produtos de salsicharia tradicional portuguesa
evidenciaram alguns aspectos que se revelaram transversais, quer ao estudo de incidéncia, quer

aos restantes produtos processados a escala piloto, nomeadamente:

¢ A distribuicao heterogénea dos PAH que se concentraram maioritariamente a superficie
(na tripa), em particular os PAH pesados, pelo que a remog¢ao da tripa antes do consumo
dos produtos permite minimizar a exposicdo dos consumidores a estes contaminantes
cancerigenos. No caso dos produtos Transmontanos avaliados no estudo de incidéncia

este procedimento resultaria numa redugdo média de mais de 40% dos PAH pesados;

¢ Os PAH leves (com até 4 anéis aromaticos inclusive) foram inequivocamente aqueles
que se encontraram em maiores quantidades, comparativamente com os PAH pesados
(com 5 ou mais anéis benzénicos), tendo correspondido a cerca de 99% do teor total de
PAH.

Incidéncia de PAH em produtos de salsicharia tradicional portuguesa

¢ As amostras de produtos Transmontanos destacaram-se pelos niveis de contaminacao
significativamente (p< 0,05) superiores aos registados nas amostras de produtos
Alentejanos. No chourico de carne, um produto fabricado em ambas as regides, foi
possivel identificar diferencas assinalaveis, com as amostras da regidao Norte a
apresentarem cerca de trés vezes mais PAH (teor total). Embora esta tendéncia tenha
sido observada para todos os compostos a nivel individual assim como para o total de
PAH, PAH leves, PAH pesados e PAH4, as diferengas foram particularmente notérias no

BaA e CHR, ambos carcinogénicos;

¢ Salvo algumas amostras pontuais, todos os produtos recolhidos junto de produtores
Alentejanos apresentaram teores de BaP e PAH4 em conformidade com os limites
maximos regulamentados de 2 e 12 pug/kg. Estes mesmos limites foram, em
contrapartida repetidamente ultrapassados nas amostras de origem transmontana, em

particular os niveis de PAH4 que em média oscilaram entre 86,76 e 298,33 ug/kg;

¢ Com base na analise de risco efectuada a partir dos teores de BaP e PAH4, o consumo
de produtos de salsicharia Transmontanos representa um risco superior

comparativamente aos produtos da regido do Alentejo.
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Efeito do teor de gordura, tipo de tripa e regime de fumagem no teor em PAH em produtos de
salsicharia

¢ Este estudo demonstrou que o tipo de tripa utilizado revelou-se com o factor mais
influente no que respeita a acumulagédo de PAH, sobrepondo-se quer ao teor de gordura
quer ao regime de fumagem seguido. A utilizacdo de involucros a base de colagénio
permitiu reduzir drasticamente a quantidade de PAH adsorvidas a superficie assim como
a sua posterior migragéo para as camadas internas. Ainda assim o regime de fumagem
indirecto demonstrou ser eficaz para a redugdo de PAH nos produtos, em particular os
PAH pesados. Pelo contrario, o aumento do teor de gordura contribuiu para facilitar a

difusdo dos PAH para as camadas internas dos produtos;

¢ Os resultados obtidos demonstraram a importancia da embalagem sobre os niveis de
PAH determinados. Ao serem absorvidos pelo material da embalagem, é possivel a sua
remocao dos produtos, sendo este processo tanto mais eficaz quanto maior a diferenga
de polaridades existente entre os compostos do filme da embalagem e a matriz onde os
PAH estao retidos (neste caso a tripa). Tera sido esta a causa para o maior grau de
remocao registado nos produtos com tripa de colagénio. Por outro lado, apesar deste
tipo de involucro dificultar a penetragao de PAH no interior nos produtos, parece ser
permeavel a sua saida, para o filme da embalagem. No mesmo contexto, produtos com
tripa natural e com elevado teor de gordura embalados em LDPE também apresentaram
um grau de redugao assinalavel, facto que confirma que maiores teores de gordura
facilitam a mobilidade destes contaminantes e a sua remogao para a embalagem. De
salientar ainda que o armazenamento do chourigo de carne resultou numa diminuicao
assinalavel nos teores de PAH carcinogénicos como o BaA e CHR. A luz dos nossos
resultados, é assim aconselhavel, sempre que possivel, 0 armazenamento deste tipo de

produtos em LDPE por um més previamente a sua comercializagao;

¢ Paralelamente, através da realizagéo do ensaio em meio liquido, em que agua e azeite

contaminados foram armazenados em filme de LDPE, foi possivel concluir que:

< A maior taxa de remogao dos PAH da matriz ocorre durante as primeiras horas

de contacto da matriz com o filme da embalagem;
¢ A velocidade de migragao dos PAH para a rede polimérica diminuiu com o seu
peso molecular.
Avaliagdo do perfil de PAH em condensados de fumo gerados através da combustdo de

diferentes madeiras e estudo do efeito da utilizagdo de aromas de fumo em chourigo de carne

¢ Concluiu-se que para os tipos de madeiras estudados (azinho, sobro, oliveira, carvalho

e castanho) e sempre que a combustao ocorreu a 400 °C os teores de PAH determinados
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nos concentrados de fumo nao apresentaram diferengas significativas (p> 0,05), com
excepgao dos teores de BaA que foram mais elevados (p< 0,05) nas madeiras de
carvalho e castanho, facto que pode explicar os teores mais elevados deste
contaminante nas amostras transmontanas e que foram analisadas no decurso do
estudo de incidéncia. As maiores diferengas surgiram quando a pirdlise ocorreu a
600 °C. Os resultados obtidos demonstraram que o azinho é o tipo de madeira que pode
envolver maiores riscos, pois foi 0 que gerou condensados de fumo com maior grau de
contaminagdo com PAH, especialmente de PAH pesados como o BbFA, BKFA, BaP e
DBahA. Somente no caso do BghiP e do IP, os niveis quantificados nos condensados
de azinho foram superados (p < 0,05) pelos determinados nos condensados produzidos
a partir das madeiras mais frequentemente utilizadas na regido de Tras-os-Montes: a
oliveira, o carvalho e o castanho. Face a estes resultados, € possivel concluir que a
composi¢cao do fumo do sobro €, do ponto de vista da quantidade e tipo de PAH
formados, a mais segura para a fumagem de produtos de salsicharia. Com excepgao do
azinho, os resultados parecem indicar a existéncia de uma correlagdo entre a

composicao da madeira em lenhina e o teor em PAH presente no fumo;

A utilizagado de aromas de fumo permitiu a redugdo de PAH, em especial os PAH pesados
que nunca foram detectados, ainda que importantes redugdes tenham sido também
verificadas ao nivel dos compostos leves. Quando as duas técnicas de aplicagcao dos
aromas de fumo sdo comparadas, aquela que considerou a sua incorporagao
demonstrou ser a mais funcional do ponto de vista tecnoldgico. Constatou-se ainda que
mesmo quando sao seguidos procedimentos idénticos, diferencas significativas
(p < 0,05) entre lotes podem ocorrer. Os resultados obtidos permitiram ainda atestar que
os PAH pesados sao preferencialmente retidos a superficie, em vez de se difundirem
para o interior, quando o processo de secagem em fumeiro é realizado em condigcbes
controladas, por curtos periodos de tempo impedindo que os produtos sejam sujeitos a

temperaturas excessivamente elevadas.

Incidéncia de aminas biogénicas em produtos de salsicharia tradicional portuguesa

*

Com a realizagao do estudo de incidéncia de aminas biogénicas (AB) em produtos de
salsicharia tradicionais verificou-se que os maiores niveis de contaminagao recairam
sobre as amostras recolhidas junto dos produtores Alentejanos e que esta maior
contaminagao se deve ao maior grau de protedlise observado nestes produtos (e que foi
notado, designadamente, no chourico de carne que é comum ao Alentejo e
Tras-os-Montes). Efectivamente, o teor em AB apresentou correlagao significativa com
as fracgbes azotadas estudadas (AAL, ABVT, ANP e teor de proteina). Por outro lado,
verificou-se a ocorréncia de diferencas assinalaveis mesmo entre produtores da mesma

zona geografica;
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¢ O perfil de AB foi influenciado pelo calibre dos produtos, sendo que nos de maior calibre

a tiramina foi mais abundante, enquanto a putrescina e cadaverina prevaleceram nos de

menor calibre;

Demonstrou-se a presenca de niveis consideraveis de histamina (acima de 100mg/kg,
nivel considerado seguro) nas amostras de painho e chourigo de carne Alentejanos. De
igual modo, os produtos Transmontanos apresentaram concentragbes de aminas
vasoactivas (triptamina, B-feniletilamina, histamina e tiramina) superiores as 200 mg/kg

(teor considerado seguro).

Efeito da utilizagdo de aroma de fumo liquido no perfil de aminoacidos, aminas biogénicas e

compostos bioactivos em chourigo de carne

¢ Face aos resultados obtidos neste estudo ndo se observaram diferengas assinalaveis no

perfil de aminoacidos decorrente da utilizagdo de aromas de fumo. Em contrapartida o
factor tempo (de armazenamento) redundou em aumentos expressivos de arginina,
leucina, ornitina e lisina. Contrariando a tendéncia observada para os restantes

aminoacidos, a glutamina denotou um decréscimo significativo ao longo do tempo;

Demonstrou-se que a qualidade da matéria-prima é o aspecto mais preponderante para
a ocorréncia de AB quer no produto final, quer durante o armazenamento, sobrepondo-
se ao efeito da tecnologia de processamento, isto €&, a fumagem
convencional vs. utilizacdo de aromas de fumo. Todavia, a adicao de aroma de fumo
demonstrou ser eficaz no que se refere a reducao do teor em AB no chourico de carne,
em particular quando esta foi directamente da formulagcido. Relativamente as aminas
susceptiveis de causar sintomas adversos nos consumidores, verificou-se a auséncia da
histamina, todavia teores assinalaveis de aminas vasoactivas (em especial de tiramina)

foram encontrados nos produtos de um dos lotes de chouri¢o de carne;

No que respeita a presenga de compostos bioactivos, a qualidade da matéria-prima
provou ser o factor com maior influéncia nos niveis de carnosina e anserina,
independentemente do tipo de processamento seguido. Ainda que ao longo do tempo de
armazenamento a carnosina se tenha mantido globalmente inalterada, os teores de
anserina (concretamente no Lote B) e creatinina (apenas no Lote A) experimentaram

uma reducéo relativamente aos teores iniciais.



7.2. PERSPECTIVAS DE DESENVOLVIMENTOS FUTUROS

Os produtos de salsicharia tradicional compreendem um sector de mercado que tem vindo a
crescer nos ultimos anos. Neste cenario, e considerando o maior grau de informacdo dos
consumidores actuais, o desenvolvimento dos produtos sera amplamente beneficiado pela
implementacdo de tecnologias que privilegiem a sua seguranca. Complementarmente, a
presenga de compostos com propriedades benéficas para a saude dos consumidores constitui

uma importante mais-valia.

Para a obtengcdo de produtos mais seguros e saudaveis, e a luz dos resultados agora
apresentados, € necessario continuar a investigar a incidéncia de contaminantes quimicos como
sejam os PAH e as AB, estendendo a avaliagédo, agora iniciada, a produtos de outras regides do
pais. Os resultados encorajadores relativos a utilizagdo de aromas de fumo agora apresentados
justificam, no nosso entender, que esta linha de investigagcdo seja aprofundada,
preferencialmente em contexto industrial, designadamente em cooperagdao com produtores
tradicionais. Neste estudo, além dos contaminantes agora abordados, seria interessante avaliar
de uma forma integrada outras metodologias tecnoldgicas alternativas as testadas no nosso
trabalho, nomeadamente através da combinacdo com outras tecnologias de secagem ja
implementadas (camaras de secagem e regime de fumagem convencional). Dada a auséncia de
resultados a este nivel em produtos de salsicharia tradicional portuguesa o impacto deste
condimento noutros aspectos também importantes como sejam a flora microbiana,

caracteristicas organolépticas e perfil de acidos gordos, deve ser cuidadosamente estudado.

Pela importancia que o processo de fumagem exerce na seguranca dos enchidos, parece-nos
igualmente importante desenvolver estudos no sentido de conhecer com maior rigor o impacto
da fumagem com os diferentes tipos de madeira nos teores de PAH, assim como avaliar a
composicao do fumo de outros tipos de madeira ou combinacdes de diferentes madeiras que

possam ser usados pelos produtores na fumagem dos produtos.

Por fim, e considerando o impacto que a embalagem pode ter na contaminagao dos produtos em
PAH, parece-nos pertinente o desenvolvimento de estudos complementares no sentido de
avaliar a eficiéncia de outros materiais de embalagem na eliminacao destes contaminantes a

partir da matriz dos enchidos.
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Efeito do teor de gordura, tipo de tripa e regime de fumagem no teor em PAH

Tabela A.1. Influéncia dos factores principais: teor de gordura, tipo de tripa, regime de fumagem e
respectivas interacgdes no teor em PAH quantificados no chourigo de carne.

Factores Interacgdes

Gordura Tripa Fumagem GxT GxF TxF GxTxF

ACL ns el * ns * el ns
NA - —_— o * o o _—
AC - I I - o _— _—
Fl - —_— o o ns * o

PHE I~ _— I * ns ns ns
AN o - —_— —_ * _— _—
FA o o ns —_ —_ * o

Py - —_— - —_ o ns ns
BaA el ns > > > ns ns
CHR - - —_ —_ * ns ns
BbFA - - - - - _— _—
BKFA ns - - - - ** _—
BaP ns - - - * _— _—
DBahA * - - - - _— **

BghiP ns el * ns ns ns e
P - - - - - _— _—
PAH leves * - - * ** _— **

PAH pesados ns - - - - _— _—
PAH4 el el el ns * ns ns
Total PAH * o o * o - **

*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; ns - ndo significativo.

G x T: Teor de gordura x Tipo de tripa, G x F: Teor de gordura x Tempo de armazenamento, T x F: Tipo
de tripax Tempo de armazenamento, Gx TxF: Teor de gordurax Tipo de tripax Tempo de
armazenamento.
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Tabela A.2. Influéncia dos factores principais: teor de gordura, tipo de tripa, tempo de armazenamento e

respectivas interacgdes no teor de PAH quantificados no chourigo de carne.

Factores Interacgdes
Gordura Tripa Armazenamento GxT GxA TxA GxTxA

ACL * bl ns b ns ns ns
NA - - ns —_— ns * ns
AC - - - —_— ns - ns
Fl - - * —_— ns ns ns
PHE ns —_— - ns * _— ns
AN ns - —_ * * _— *
FA ns —_— o - * _— _—
PY ns el > ns * ns ns
BaA - - _— ns —_ _— _—
CHR - —_— ns —_ —_ ns _—
BbFA o > ns * * ns ns
BKFA - —_ —_— —_ o ns *
BaP ns el el bl ns ns ns
DBabA - - - - ns ns _—
BghiP ns el el * ns * ns
P ok - * - ns ns *
PAH leves el el ns b ns ns ns
PAH pesados ns el el bl ns ns ns
PAH4 ok - - Tk Tk * *
Total PAH el bl ns bl ns ns ns

*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; ns - ndo significativo.

G x T: Gordura x Tripa, G x A: Gordura x Armazenamento, T x A: Tripa x Armazenamento, G x T x A:
Gordura x Tripa x Armazenamento.
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Tabela A.3. Teores médios de PAH na tripa do chourigo de carne no produto final e durante o armazenamento (resultados expressos em pg/kg, sob a forma média + DP).

20% Gordura
T. Natural 7. Colagénio
PF 1™ 3M PF 1™ 3M

ACL

NA

AC

FL

PHE

AN

FA

PY

BaA

CHR
BbFA
BKFA

BaP
DBahA
BghiP

P

PAH leves
PAH pesados

799,45¢4 + 316,72

412,774 £ 124,47
588,18¢ + 172,75
437,72 + 184,94
336,20c + 71,87
45,620c + 9,41
190,059 + 41,23
180,25 + 35,50
51,999 + 14,80
56,859 + 16,44
14,64 £ 4,92
3,571+ 0,99
15,48 + 4,88
27,272 £ 10,16
3,182b + 0,54
6,077 + 3,85
108,859 + 30,61
70,21e + 24,33

759,84¢4d + 165,57

185,772b + 84,17
235,460 £ 84,17

391,700¢ + 129,15
269,670c + 113,19

53,87vc + 24,49
103,380 + 34,40
81,63¢ + 27,17
21,43¢cde + 12,62
42,55¢f9 + 23,74
6,72bcd + 5,20
1,38¢d + 1,00
5,51bcd + 3,66
7,570¢ + 4,88
8,210d £ 7,10
3,36¢0de + 2,83
63,99def + 36,23
32,76bc + 22,8

1009,244d< + 280,90
372,184 £ 145,18

304,254 + 80,82
458,99 + 129,14
292,59¢ + 58,85
60,52¢ + 13,33
100,280 + 14,62
80,25¢ + 13,89
23,30def + 3,93
44,87%9 + 6,73
8,11¢d + 1,86
1,63¢de + 0,40
6,06°d + 1,39
8,56b.cd + 3,08
10,349 + 4,53
4,53def + 0,78
68,18def + 10,64
39,22¢4d + 6,94

251,312 £ 244,58
73,382 + 45,48
132,16abc + 59,11
78,462 + 21,48
80,342 + 27,20
9,672 + 3,45
103,220 + 34,03
113,824 + 33,68
26,20ef £ 9,71
28,21bcde + 9,66
4,96ab¢ + 2,567
0,910c + 0,23
6,464 + 2,77
5,6620 + 3,81
1,032 + 1,20
1,042 + 0,18
54,41cde + 19,37
20,062 + 12,06

461,352bc + 198,91

69,022 + 72,21
52,2420 + 42 46
84,002 + 49,15
97,412 + 24,69
12,752 + 6,82
36,492 + 5,13
28,6020 + 6,14
10,21ab + 3,73
18,87abe + 7,14
2,012 + 1,21
0,082 + 0,02
3,93abcd £ 2,73
1,112 £ 0,72
1,032 £ 0,12
0,962> + 0,76
29,0825 + 10,81
9,122 + 0,56

419,512b + 148,99

60,422 + 37,48
60,61ab + 27,49
64,352 + 31,32
69,822 + 50,02
12,612 + 6,31
26,092 + 12,08
19,922 + 10,58
6,572 + 2,85
11,352 + 4,56
2,012+ 1,41
0,192 + 0,05
1,792 + 0,61
0,152 + 0,07
1,402 + 1,74
0,682 + 0,26
17,922 + 7,37
6,232 + 4,69

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — ndo detectado.
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Tabela A.3. (Continuagéo)

40% Gordura
T. Natural 7. Colagénio
PF 1™ 3M PF 1™ 3M

ACL

NA

AC

FL

PHE

AN

FA

PY

BaA

CHR
BbFA
BKFA

BaP
DBahA
BghiP

P

PAH leves
PAH pesados

672,79bcd + 131,80
363,01bcd + 17,54
522,51¢ + 13,09
288,950 + 11,13
286,01¢ + 19,22
38,410 + 2,83
169,434 + 11,13
156,71ef + 10,69
45,769 + 2,98
39,34def + 2,72
12,91¢ £ 0,98
2,33¢ + 0,60
13,21F £ 1,15
11,884 + 2,90
3,4320 + 0,78
4,86ef + 0,88
85,10 + 5,62
48,639 + 6,12

1317,73¢ £ 769,69
483,344 + 344,16
363,509 £ 215,18
340,28v¢ + 141,65
352,71¢ + 181,25
53,58vc + 24,57
89,780 + 40,17
67,03¢ *+ 36,51
16,860cde + 7,89
35,93def + 15,56
4,0920 + 2,75
0,5920 + 0,15
3,292b.c + 1,62
4,212+ 1,18
6,030c + 4,14
2,68a.bcd + 1,562
52,78¢de + 73,10
20,8920 + 11,75

898,414 + 288,82
384,28 + 189,65
360,214 £ 160,66
335,48v¢ + 155,40
337,14¢ + 105,86
48,46bc + 10,28
80,850 + 16,67
55,700 + 15,96
14,04abcd + 2,09
33,08¢def + 9,55
3,6820 + 1,10
0,132 + 0,03
2,762b + 0,85
0,402+ 0,17
5,790c + 2,81
2,342bc + 1,34
47,1204 + 10,86
15,102 £ 5,67

329,91ab + 37,87
58,962 + 2,15
160,690c + 24,42
127,132 + 24,12
108,842 + 17,10
13,472 £ 2,82
122,24° + 14,30
137,53de + 13,47
32,35f £ 2,95
39,21def+ 1,85
8,749+ 0,34
1,69de + 0,12
10,06 + 0,54
13,459 + 4,89
1,432+ 0,72
3,02b.cde + 0,31
71,560 £ 4,29
38,39¢d + 6,82

406,532b< + 139,20
190,65ab.c + 98,71
15,982 + 28,92
73,192 + 12,20
172,32ab + 28,34
14,282 + 3,14
42,54 + 4,96
29,2225 + 4,84
12,302bc + 3,93
27,11bcd + 8,43
3,520 + 2,35
0,282 + 0,06
2,8520 + 1,77
1,162 + 0,34
3,243 + 2,42
1,52abc + 0,95
39,41abc + 12,14
12,582 + 6,48

302,6220 + 73,70
131,272+ 79,14
20,112 + 36,49
60,492 + 19,29
150,602 + 32,04
12,052 + 3,54
35,002 + 8,86
23,342 + 5,40
7,7020 + 2,42
17,3520 + 3,29
1,612+ 1,22
ND

1,492 + 0,55
0,362 + 0,02
2,120 + 1,64
1,072b + 0,32
25,0520 + 4,82
6,652 + 4,06

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — ndo detectado.
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Tabela A.4. Teores médios em PAH no interior do chourigo de carne no produto final e durante o armazenamento (resultados expressos em pg/kg, sob a forma média + DP).

20% Gordura
T. Natural 7. Colagénio
PF 1™ 3M PF 1™ 3M

ACL

NA

AC

FL

PHE

AN

FA

PY

BaA

CHR
BbFA
BKFA

BaP

P

PAH leves'
PAH pesados?

213,404 + 57,91
89,960 + 16,41
51,01de + 6,23
64,1104 £ 7,38
24,82 + 1,76
2,982 + 0,43
8,300 + 0,87
9,850¢ + (0,85
1,204 + 0,09
3,25¢¢ + 0,23
ND

ND

ND

ND

4,45¢f + 0,23
0,0520 + 0,01

178,09¢d + 26,87
58,4620 + 14,00
38,9004 + 7,45
59,28 + 15,09
49,609 + 6,71
10,244 + 1,49
11,854 + 1,20
9,330¢ + 0,63
1,06¢4 + 0,54
2,32¢4 0,69
ND

ND

0,160¢ + 0,06
0,180 + 0,08
3,38de + 0,73
0,38¢ + 0,09

165,760 + 68,93
40,0320 + 24,34
32,480cd + 14,04
45,86bc + 15,42
38,70f + 12,42
7,25¢ + 3,06
11,324 £ 2,79
9,70bc + 2,32
0,89b.cd + 0,43
4,13¢ + 1,86

ND

ND

0,092.b¢ + 0,03
0,150 + 0,05
5,029 + 1,562
0,2425.¢ + 0,06

88,21ab + 60,76
24,372 + 6,53
17,042b + 3,43
12,782 + 3,43
8,482b + 1,22
0,762 + 0,14
2,582+ 0,11
2,792+ 0,23
2,86¢ + 0,38
0,202 £+ 0,01
ND

ND

ND

ND

3,064 + 0,38
ND

94,4925 + 45 65
37,052 + 20,87
25,4025 + 24,11
22,102 + 9,06
14,02abe + 1,97
2,81ab + 0,46
3,032+ 0,70
2,622 + 0,67
ND

0,202 + 0,01

ND

ND

ND

ND

0,38¢+ 0,19
ND

99,2325 + 29,02
34,08 + 13,89
26,14abc + 24,20
19,60 + 5,72
15,12b¢ + 2,06
2,862 + 0,42
3412+ 0,88
2,912 + 0,66
0,182b + 0,02
0,282 + 0,02

ND

ND

ND

ND

0,242b¢ + 0,10
ND

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — ndo detectado.
10O teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR.
2 0 teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, DBahA, BghiP e IP.
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Tabela A.4. (Continuagéo)

40% Gordura
T. Natural 7. Colagénio
PF 1™ 3M PF 1™ 3M

ACL

NA

AC

FL

PHE

AN

FA

PY

BaA

CHR
BbFA
BKFA

BaP
DBahA
BghiP

P

PAH leves!
PAH pesados?

672,79bcd + 131,80
363,01bcd + 17,54
522,51¢ + 13,09
288,950 + 11,13
286,01¢ + 19,22
38,410 + 2,83
169,434 + 11,13
156,71ef + 10,69
45,769 + 2,98
39,34def + 2,72
12,91¢ £ 0,98
2,33¢ + 0,60
13,21F £ 1,15
11,884 + 2,90
3,4320 + 0,78
4,86ef + 0,88
7,480+ 1,28

ND

1317,73¢ £ 769,69
483,344 + 344,16
363,509 £ 215,18
340,28v¢ + 141,65
352,71¢ + 181,25
53,58vc + 24,57
89,780 + 40,17
67,03¢ *+ 36,51
16,860cde + 7,89
35,93def + 15,56
4,0920 + 2,75
0,5920 + 0,15
3,292b.c + 1,62
4,212b + 1,68
6,030c + 4,14
2,68a.bcd + 1,562
2,63¢4 +1,78
0,37¢+ 0,19

898,414 + 288,82
384,28 + 189,65
360,214 £ 160,66
335,48v¢ + 155,40
337,14¢ + 105,86
48,46bc + 10,28
80,850 + 16,67
55,700 + 15,96
14,04abcd + 2,09
33,08¢def + 9,55
3,6820 + 1,10
0,132 + 0,03
2,762b + 0,85
0,402 + 0,07
5,790c + 2,81
2,342bc + 1,34
1,710¢ + 1,16
0,32¢+ 0,1

329,91ab + 37,87
58,962 + 2,15
160,690c + 24,42
127,132 + 24,12
108,842 + 17,10
13,472 £ 2,82
122,24° + 14,30
137,53de + 13,47
32,35f £ 2,95
39,21def+ 1,85
8,749+ 0,34
1,69de + 0,12
10,06 + 0,54
13,459 + 4,89
1,432+ 0,72
3,02b.cde + 0,31
6,239h + 1,27
ND

406,532b< + 139,20
190,658b + 98,71
15,987 + 28,92
73,192 £ 12,20
172,32ab + 28,34
14,282 + 3,14
42,545 + 4,96
29,2225 + 4,84
12,302bc + 3,93
27,11bcd + 8,43
3,520 + 2,35
0,282 + 0,01
2,8520 + 1,77
1,162 + 0,54
3,243 + 2,42
1,52abc + 0,95
0,662° + 0,36
0,315¢ + 0,16

302,6220 + 73,70
131,272+ 79,14
20,112 + 36,49
60,492 + 19,29
150,602 + 32,04
12,052 + 3,54
35,002 + 8,86
23,342 + 5,40
7,7020 + 2,42
17,3520 + 3,29
1,612+ 1,22
ND

1,492 + 0,55
0,362 + 0,19
2,120 + 1,64
1,072b + 0,32
1,032b + 0,43
0,37¢ £ 0,14

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — ndo detectado.
10O teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR.
2 0 teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, DBahA, BghiP e IP.
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Tabela A.5. Coeficientes da correlagdo de Pearson para os PAH estudados na agua e no material da
embalagem.

Coeficiente de correlagdo

AN 0,72
FA -0,83
PY -0,82
BaA -0,91
CHR -0,92
BbFA -0,90
BkFA -0,91
BaP -0,92
DBahA -0,69
BghiP 0,72
P -0,89

A vermelho sdo destacados os coeficientes significativos (p < 0,001).
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Avaliagao do perfil de PAH em condensados de fumo gerados através da
combustao de diferentes madeiras e estudo do efeito da utilizaciao de
aromas de fumo em chourigo de carne

Tabela A.6. Efeito dos factores principais e respectiva interacgdo no teor dos 10 PAH estudados nos
condensados de fumo.

Factores Interacgdo
Madeira Temperatura Madeira x Temperatura

FA . . .

Py . - -,

BaA . . -

CHR . - -

BbFA . - -

BKFA . - -

BaP . - -

DBahA . - -

BghiP . - -

P _—. - -

4 PAH leves’ o i b

PAH pesados? i i i

PAH4 - - -

Total 10 PAH o i b

*** p<0,001.

1O teor em PAH leves corresponde ao conjunto dos teores individuais de FA, PY, BaA e CHR.

2 0O teor em PAH pesados corresponde ao conjunto dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, DBahA,
BghiP e IP.

3 O teor em PAH4 corresponde ao conjunto dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.
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Tabela A.7. Influéncia do lote, da substituicdo do regime de fumagem tradicional pela secagem em
camara e utilizagao de aroma de fumo liquido (processamento), bem como o tempo de armazenamento
no teor em PAH.

Factores Interacgbes
Lote Processamenfo  Armazenamento LxP LxA PxA LxPxA

ACL ns ns el ns > el ns
NA - o - _— ns _— ns
AC - - - _— _— _— -
Fl - - - _— _— - -
PHE - - - _— - - -
AN - - - _— _— - -
FA - - - _— - - ns
PY * e ns ** ns b ns
BaA - - o _— ns - *
CHR - - o _— ns - -
BbFA - - o _— _— - -
BKFA - - - - o - o
BaP - - o _— * - *
P - - - _— _— - -
PAH Jeves' - ns - - ns - *
PAH pesados? *** - - _— _— - -
PAHA o - - _— ns —_— ns
Total PAH - ns - _— ns —_— *

ns — nao significativo, * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001.

L x P: Lote x Processamento, L x T: Lote x Armazenamento, P x T: Processamento x Armazenamento,
L x P x T: Lote x Processamento x Armazenamento.

1 O teor de PAH leves corresponde ao conjunto dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN,
FA, PY, BaA e CHR.

2 0 teor em PAH pesados corresponde ao conjunto dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, e IP.

3 O teor em PAH4 corresponde ao conjunto dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.
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Tabela A.8. Evolugado do teor em PAH na tripa (em pg/kg, sob a forma média + DP) ao longo do tempo de armazenamento.

Lote A (Asperséo)
Controlo AFL
PF ™M 3M PF 1™ 3M

ACL

NA

AC

FA

PHE

AN

FA

PY

BaA

CHR
BbFA
BkFA

BaP
DBahA
BghiP

P

PAH leves'
PAH pesados?
PAH43
Total PAH

2628,174 + 739,83
6713,55¢ + 1865,36
174,2020 + 59,78
221,902b + 39,83
330,97¢4d + 85,65
29,802.bc + 7,84
91,602 + 26,28
61,102 + 16,46
14,732 + 2,68

21,172 £ 5,20
5,132+ 0,25

1,1820 + 0,07

4,662 + 0,22

6,410 + 0,66

ND

1,932+ 0,14
10287,19d + 2722,33
19,312 £ 0,37

45,700 + 8,29
10306,504 + 2722,64

1266,77¢ + 90,84
2764,23¢ + 134,97
127,8620 + 16,78
249,88abc + 12,43
138,302.bc + 8,85
22,742bc + 2,01
82,672 + 17,26
36,402 + 5,28
10,082 + 2,88
12,192 + 2,82

ND

ND

3,642+ 1,18

3,21ab + 2,35

ND

ND

4711,11b¢ + 168,34
6,862 + 2,45

25,912 + 6,87
4717,97b¢ + 167,84

536,902 + 150,45
1053,612 + 336,09
128,562 + 63,89
130,1620 + 49,48
125,832.bc + 64,27
31,8020 + 8,25
87,892 + 15,38
43,412 + 8,62
7,292+ 1,54
9,192+ 0,79

ND

ND

1,982 + 0,30
1,802b + 2,08

ND

ND

2154,642 + 591,35
3,792 + 2,38
18,472 + 2,58
2158,432 + 589,05

797,042b + 55,64
1278,922 + 85,50
ND

24,052 + 27,83
30,482 + 1,09
4,202 + 0,65
35,262 + 4,20
10,032 + 3,04
2,002 £ 0,20
0,572+ 0,19

ND

ND

ND

ND

ND

ND

2182,552 + 117,26
ND

2,572+ 0,38
2182,5525 + 117,26

715,452b + 52,07
1261,092 + 24,57
ND

69,21ab + 9,87
26,432 + 0,34
4,5320+0,12
18,222 + 4,43
7,472+ 0,78
3,082 + 1,25
0,512+ 0,01

ND

ND

ND

ND

ND

ND

2105,992 + 24,40
ND

3,582+ 1,24
2105,992 + 24,40

959,072b + 84,70
1703,792b + 254,69
ND

81,12ab + 8,24
25,132+ 2,93
3,302+ 0,48

14,722 £ 0,94

6,272 + 0,49

2,032+ 0,27

0,642 + 0,18

ND

ND

ND

ND

ND

ND

2796,062.>¢ + 351,11
ND

2,662 + 0,19
2796,062.2¢ + 351,11

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — n&o detectado.
10O teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR.
2 O teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, e IP.
3 O teor em PAH4 foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.
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Tabela A.8. (Continuagéo)

Lote B (Incorporagéo)

Controlo

AFL

PF

™

3M

PF

™

3M

ACL

NA

AC

FA

PHE

AN

FA

PY

BaA

CHR
BbFA
BkFA

BaP
DBahA
BghiP

P

PAH leves!
PAH pesados?
PAH43
Total PAH

1325,802b + 307,71
1687,292b + 215,45
535,63¢ + 89,66
672,199 + 88,86
517,249 + 149,50
120,469 + 40,32
316,800 + 124,69
198,460 + 79,63
52,720 + 19,81
90,45° + 35,81
21,925+ 7,75
5,89¢+ 2,18

20,74> £ 7,40
10,93¢ + 4,43
18,280 + 6,32

9,640 + 3,55
5517,05¢ + 532,59
87,400 + 31,61
185,842 + 70,74
5604,45¢ + 564,16

372,882 £ 109,34
1462,672b + 112,59
273,94bc + 150,31
523,87¢d + 281,44
276,662bc + 130,60
65,7404 + 31,57
134,772 + 34,43
76,742 + 15,13
19,432 + 4,04
32,612 + 5,64

6,992 + 1,28

2,100 + 0,36

6,562 + 1,05

1,750 + 2,02

5,262 + 0,91
2,782+ 0,58
3239,31abc + 445,14
25,442 + 6,14
65,592 + 11,90
3264,7520 + 451,13

1175,84ab + 515,16
590,562 + 195,72
452,66bc + 168,42
419,75bc + 163,69
318,71ab.c + 125,08
81,3304 + 32,33
142,742 + 55,34
78,952 + 30,18
23,092 £ 9,14

30,322 + 11,87

4,222 + 1,64

0,4020 + 0,79
6,432+ 2,41

5,502b + 2,57

ND

4,802 + 1,82
3313,94bc + 1252,60
21,352 + 8,92

64,052 + 25,06
3335,2925 + 1260,92

737,592 + 124,70
974,122 + 49,52
231,252 + 50,84
150,402b + 14,28
49,4925 + 11,27
9,69ab + 2,20
19,38 + 4,31
11,142 + 2,47
1,102 + 0,42

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

2184,172b + 22,30
ND

1,102 + 0,42
2184,172b + 22,30

558,732b + 87,83
1021,782 £ 10,56
201,082b + 36,73
97,9920 + 5,49
42,332 + 11,31
8,1820 + 1,48
18,212 £ 0,87
12,202 + 1,05
2,002 + 0,83
1,452 + 0,07

ND

ND

ND

ND

ND

ND

1963,962 + 98,98
ND

3,452 + 0,90
1963,962 + 98,98

726,592b + 88,53
404,062 + 6,80
187,1520 + 8,30
31,41ab + 4,60
45,6520 + 2,13
6,7020 + 0,46
13,792 £ 2,13
13,922 + 3,96
1,682 + 0,11
1,962+ 0,13

ND

ND

ND

ND

ND

ND

1432,902 + 91,15
ND

3,632+ 0,02
1433,042 £ 91,12

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — ndo detectado.
1 O teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR.
2 O teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BbFA, BkFA, BaP, e IP.

3 O teor em PAH4 foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.
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Tabela A.9. Evolugao do teor em PAH no interior do chourigo de carne (em pg/kg, sob a forma média + DP) ao longo do tempo de armazenamento.

Lote A (Asperséo)
Controlo AFL
PF ™ 3M PF 1™ 3M

ACL

NA

AC

FA

PHE

AN

FA

PY

BaA

CHR
BbFA
BkFA

BaP
DBahA
BghiP

P

PAH leves!
PAH pesados?
PAH43
Total PAH

343,83cde + 40,44

745,54 + 56,03
ND

35,73¢ £ 1,13
ND

2,300 + 0,05
7,95¢ + 0,44
2,890cd + 0,41
0,69¢ + 0,09
0,474 + 0,05
ND

ND

ND

ND

ND

ND

1139,394 + 96,71
ND

1,16def + 0,13
1139,394 + 96,71

319,53¢de + 8,36
686,22¢¢ + 46,93
ND

30,89 + 4,10
ND

2,145 + 0,06
3,752 + 0,06
2,98a004 + 0,69
0,369 + 0,06
0,51de + 0,05
ND

ND

ND

ND

ND

ND

1046,37¢4 + 118,76

ND
0,87¢d £ 0,11

1046,37¢4 + 118,76

232,792b + 48,32

594,18cde + 120,78

ND
33,34c + 4,84
ND

2,23+ 0,37
6,274¢ + 0,54
2,75004 + 0,26
0,34abcd + 0,02
0,374+ 0,05
ND

ND

ND

ND

ND

ND

872,260¢ + 174,20

ND
0,71¢+ 0,06

872,260¢ + 174,20

372,31¢ + 34,55
668,274 + 24,49
ND

ND

ND

0,762 + 0,06
57704 + 1,28
1,662 + 0,15
0,32abcd + 0,05
0,275 + 0,02
ND

ND

ND

ND

ND

ND

1071,18¢2d + 57,70

ND
0,590c + 0,04

1071,18¢2d + 57,70

275,47b04 + 41,02

469,31c + 44,40
ND

ND

ND

0,502 + 0,05
4,515 + 1,61
1,472 + 0,30
0,56¢¢ + 0,25
0,22abc + 0,04
ND

ND

ND

ND

ND

ND

752,045 + 85,29
ND

0,78¢d + 0,26
752,045 + 85,29

259,22b¢ + 17,33
554,124 + 46,72
ND

22,152 + 0,44
ND

0,742 + 0,06
7,364 + 1,23
2,192b¢ + 0,04
0,460d¢ + 0,17
0,20ab + 0,02
ND

ND

ND

ND

ND

ND

846,44b¢ + 45,48
ND

0,66b< + 0,19
846,44b¢ + 45,48

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — ndo detectado.

1 O teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR.
2 O teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, e IP.
3 O teor em PAH4 foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.
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Tabela A.9. (Continuagéo)

Lote B (Incorporagéo)

Controlo

AFL

PF

™

3M

PF

™

3M

ACL

NA

AC

FA

PHE

AN

FA

PY

BaA

CHR
BbFA
BkFA

BaP
DBahA
BghiP

P

PAH leves'
PAH pesados?
PAH43
Total PAH

313,88bcde + 28,77

422,18¢ + 23,55
40,46c + 1,48
94,29 + 0,44
26,19¢ + 1,35
6,10e + 0,54
7,384 + 0,68
3,544 + 0,31
0,41bcd + 0,03
0,771+ 0,06
ND

ND

0,160 + 0,00
ND

ND

ND

915,21bcd + 56,63

0,16° + 0,00
1,357+ 0,08

915,370cd + 56,63

346,600de + 17,18
262,972b + 187,53

32,380 + 1,53
77,54 + 6,86
25,03¢ + 0,99
5,219+ 0,08
7,094 + 0,14
3,584 + ,06
0,372ab.cd + 0,06
0,78+ 0,05

ND

ND

0,150 + 0,00

ND

ND

ND

761,54b + 182,37
0,150 + 0,00
1,31ef £ 0,05
761,700 + 182,37

172,612 + 28,91
102,492 + 14,43
ND

54,334 + 5,87
14,96 + 2,54
3,31¢+ 0,53
3,742b + 0,81
2,674 + 0,75
0,292bc + 0,09

0,58 + 0,17
ND

ND

0,082 + 0,09
ND

ND

ND

354,962 + 35,25
0,082 + 0,09
0,94de + 0,35

355,042 + 35,16

292,29pcde + 6,85

520,81¢d £ 2,35
8,662+ 1,18
19,022 £ 1,99
7,472+ 0,34
0,942 + 0,04
2,252 + 0,01
1,662 + 0,11
0,212b.c + 0,09
0,082 + 0,02
ND

ND

ND

ND

ND

ND

853,39 + 7,00
ND

0,300 + 0,11
853,390 + 7,00

293,40pcde + 556
516,704 + 74,61
10,492 £+ 1,31
20,662 + 1,00
8,372+ 0,07
1,102 + 0,08
2,082+ 0,05
1,402 + 0,08
0,132+ 0,03
0,082 + 0,02

ND

ND

ND

ND

ND

ND

854,41bc + 89,03
ND

0,202 + 0,03
854,41bc + 89,03

292,76bcde + 13,10

518,77¢d + 55,53
10,002 + 0,49
23,330 + 0,47
7,972+ 0,15
1,032+ 0,01
1,882 + 0,41
1,9720 + 0,49
0,1820 + 0,02
0,43de +,01

ND

ND

ND

ND

ND

ND

858,32 + 67,91
ND

0,61 + 0,02
858,32 + 67,91

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05). ND — ndo detectado.
1 O teor em PAH leves foi determinado a partir da soma dos teores individuais de ACL, NA, AC, FL, PHE, AN, FA, PY, BaA e CHR.
2 O teor em PAH pesados foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BbFA, BKFA, BaP, e IP.

3 O teor em PAH4 foi determinado a partir da soma dos teores individuais de BaA, CHR, BbFA e BaP.
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Tabela A. 10. Margens de exposigdo (MOE) estimadas para o BaP e indicador PAH4, associadas a

ingestado dos enchidos obtidos através das varias tecnologias de processamento testadas.

BaP Ingestéo diaria MOE 2 PAH4 Ingestéo diaria MOE
(ng/g)  (ng/kg pc/dia) (ng/g) (ng/kg pc/dia)

Lote A

Controlo 0,07 0,03 2400000 3,88 1,62 448352
AFL 0,00 0,00 > 10000 1,84 0,77 1337705
Lote B

Controlo 0,33 0,14 509091 298,33 124,31 290391
AFL 0,00 0,00 > 10000 105,67 44,03 2720000

1 Ingestao diaria calculada considerando um consumo diario de 25 g por um individuo de 60 kg.
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Incidéncia de aminas biogénicas em produtos de salsicharia tradicional
portuguesa

Tabela A.11. Coeficientes da correlagdo de Pearson entre as fracgdes azotadas em analise.

Pl ANP AAL AA/ANP ABVT
Proteina -0,25 0,72 0,53 -0,13 0,46
P/ 0,34 0,29 -0,03 0,30
ANP 0,81 -0,07 0,73
AAL 0,42 0,69
AA/ANP 0,04

A vermelho sdo destacados os coeficientes significativos (p < 0,001).

— AN __100); AAL: azoto dos aminoécidos
Azoto Total

livres;  AAL/ANP:  racio  entre o  AAL e  ANP  (AAL/ANP = Z2x100);

ABVT: azoto basico volatil total.

ANP: azoto nao proteico; PI: indice de protedlise (PI =



Tabela A.12. Estatistica descritiva para o total de aminas biogénicas (mg/kg).

Alentejo Tras-os-Montes

Ch. carne Morcela Cacholeira Ch. mouro Painho Paio de migos Ch. carne Morcela Moura Alheira Ch. doce Salpicao
Média 1444,324d 831,44bc 2422,67¢ 679,880 2709,96¢ 1346,93¢cd 472,310 29,14 421,22> 137,912 26,642 605,03
Mediana  1116,05 485,08 2699,67 680,42 2250,89 958,72 430,21 29,20 415,72 73,46 26,64 415,75
Minimo 738,33 31,35 1292,28 636,77 1268,77 552,56 189,68 28,39 237,18 21,31 26,35 321,50
Maéximo 3137,25 2987,18 3279,73 721,90 5571,83 2546,74 964,25 29,89 626,92 384,18 26,93 1580,02
Qs 958,92 131,41 1376,76 644,54 1834,22 620,75 353,37 28,39 279,78 38,71 26,35 362,62
Qs 1413,18 897,40 3187,90 715,22 3034,07 2444,08 492,47 29,89 557,31 236,64 26,93 526,21

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).
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Tabela A.13. Efeito do produtor nos teores médios (mg/kg) de AB determinados no chourigo de carne,
em fungdo da regido geografica dos produtores.

Produtores do Alentejo

Proautor 1 Proautor 2 Proadutor 3 Produtor 4 Produtor 5
Triptamina 96,064 49,67¢ 12,062 35,670 ND

(92,48 - 99,64)" (48,69 - 50,65) (11,80 - 12,32) (32,70 - 38,65)
B-Feniletilamina ND 16,43¢ ND 2,622 5,430

(15,95 - 16,91) (2,19 - 3,05) (5,415,45)

Putrescina 1204,93¢ 543,420 207,41 549,620 142,002

(1038,01 - 1371,84) (522,60 - 564,24) (192,17 - 222,64) (502,95 - 596,29) (136,34 - 147,65)
Cadaverina 1188,65¢ 90,41> 133,96¢ 75,472 288,18d

(1183,82 - 1193,48) (87,36 - 93,47) (124,07 - 143,86) (70,95 - 79,99) (279,07 - 297,30)
Histamina 28,592 309,36° 367,914 107,780 ND

(28,13 - 29,05) (299,53 - 319,19) (337,38 - 398,44) (98,70 - 116,85)
Tiramina 387,924 313,05¢ 271,180 207,132 250,590

(381,17 - 394,68) (311,77 - 314,33) (255,31 - 287,04) (196,04 - 218,22) (242,78 - 258,41)
Espermidina 14,33¢ 6,332 7,260 8,390 13,54¢

(13,92 - 14,75) (6,02 - 6,64) (7,00 - 7,52) (7,70 - 9,07) (13,53 - 13,55)
Espermina 61,790 48,542 61,53ab 50,81ab 61,710

(58,73 - 64,84) (47,39 - 49,69) (58,44 - 64,63) (47,69 - 53,93) (58,90 - 64,52)
Total AB 2982,26¢ 1377,220 1061,31ab 1037,48ab 763,342

(2827,28 - 3137,25) (1341,27 - 1413,18) (986,69 - 1135,92) (958,92 - 1116,05) (738,33 - 788,34)
Vasoactivas? 512,57¢ 688,52¢ 651,14¢ 353,200 257,912

(508,94 - 516,20)

*

(677,90 - 699,13)

(605,01 - 697,28)

(329,62 - 376,77)

(250,50 - 265,32)

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sdo significativamente diferentes

(p < 0,05). ND — nao detectado.

* p<0,05; ** p<0,01.
1 Entre paréntesis sao apresentados os teores minimos e maximos detectados.
2 O teor em aminas vasoactivas foi determinado a partir da soma dos teores de triptamina, -
feniletilamina, histamina e tiramina.



Tabela A.13. (Continuagao)

Produtores de Tras-os-Montes

Produtor 6 Produtor 7 Proadutor 8 Proadutor 9 Produtor 10
Triptamina 9,630 4,372 8,61 ND ND

(8,55 - 10,70)" (4,28 - 4,46 (8,46 - 8,75)
B-Feniletilamina  ND ND ND ND 13,13

(12,60 - 13,66)

Putrescina 182,03¢ 94,87¢ 181,72¢ 47,940 8,602

(168,67 - 195,39) (91,74 - 97,99) (180,32 - 183,12) (46,12 - 49,77) (7,90 - 9,30)
Cadaverina 489,68 203,97d 14,850 92,29¢ 2,342

(449,40 - 529,97) (196,49 - 211,44) (14,66 - 15,04) (89,50 - 95,08) (1,75-2,92)
Histamina 32,390 21,992 ND ND ND

(29,03 - 35,75) (21,30 - 22,67)
Tiramina 149,26abc 101,742 150,57b¢ 161,32c 103,33ab

(140,95 - 157,57) (98,64 - 104,83) (148,39 - 152,74) (155,35 - 167,29) (98,05 - 108,61)
Espermidina 7,612 7,282 7,022 10,07 8,002

(6,76 - 8,47) (6,95 - 7,60) (6,99 - 7,05) (9,70 - 10,43) (7,82 - 8,19)
Espermina 25,252 42,920 65,08¢ 54,03¢ 58,00

(24,10 - 26,39) (40,19 - 46,66) (64,56 - 65,60) (52,46 - 55,59) (57,00 - 59,00)
Total AB 895,85¢ 476,124 430,21¢ 365,96 193,422

(827,46 - 964,25) (459,78 - 492,47) (429,43 - 430,99) (353,37 - 378,55) (189,68 - 197,17)
Vasoactivas? 191,28¢ 128,090 161,550 161,630 116,482

(178,52 - 204,03)

*

(124,41 - 131,78)

(160,26 - 162,84)

(155,58 - 167,68)

(110,64 - 122,34)

Na mesma linha, valores médios seguidos de letras diferentes sdo significativamente diferentes

(p < 0,05). ND — ndo detectado.

* p<0,05; ** p<0,01.
1 Entre paréntesis sao apresentados os teores minimos e maximos detectados.

2 O teor em aminas vasoactivas foi determinado a partir da soma dos teores de triptamina, -

feniletilamina, histamina e tiramina.
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Tabela A.14.

Coeficientes da correlagdo de Pearson entre as fracgoes azotadas e as aminas biogénicas em analise.

Proteina Pl ANP  AAL  ABVT Triptamina B-Feniletilamina Putrescina Cadaverina Histamina Tiramina Espermidina Espermina Total AB
pH 0,16 0,09 0,17 0,02 0,39 -0,17 0,09 -0,09 -0,05 -0,21 -0,06 0,10 0,07 -0,09
Proteina -0,25 0,72 0,53 0,46 0,19 0,23 0,27 0,22 0,32 0,54 -0,05 0,37 0,35
Pl 0,34 029 0,30 0,21 0,11 0,24 0,13 -0,03 0,23 0,25 0,27 0,21
ANP 0,81 0,73 0,48 0,49 0,62 0,40 0,37 0,82 0,26 0,61 0,65
AAL 0,69 0,59 0,58 0,74 0,41 0,42 0,86 0,28 0,49 0,72
ABVT 0,28 0,55 0,62 0,46 0,28 0,65 0,17 0,32 0,63
Triptamina 0,39 0,72 0,25 0,18 0,72 0,61 0,70 0,62
Feniletilamina 0,53 0,17 0,05 0,68 0,25 0,21 0,45
Putrescina 0,65 0,32 0,85 0,46 0,58 0,93
Cadaverina 0,26 0,56 0,03 0,13 0,85
Histamina 0,34 -0,23 0,08 0,43
Tiramina 0,37 0,59 0,86
Espermidina 0,77 0,29
Espermina 0,46
A vermelho séo destacados os coeficientes significativos (p < 0,001).
ANP: azoto ndo proteico; Pl: indice de protedlise (PI = %xloo); AAL: azoto dos aminoacidos livres; AAL/ANP: racio entre o AAL e ANP (AAL/ANP = %wa);

ABVT: azoto basico volatil total.
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Efeito da utilizagao de aroma de fumo liquido no perfil de aminoacidos, aminas
biogénicas e compostos hioactivos em chouri¢o de carne

Tabela A.15. Efeito dos factores principais: lote, do tipo de processamento e do tempo de
armazenamento e respectivas interacgoes sobre o teor dos aminoacidos estudados.

Factores Interacgbes
Lote Processamento Tempo LxP LxT PxT LxPxT

Ac. aspartico o * wnk ns ok xk ns
Ac. glutédmico b ns wk wxk wonk ns .
Serina i ns >k ns *kk *k ns
Glutamina rx ns o ns * ns ns
Histidina * *kx >k "k * *k *
Treonina . * ok o ook ns ns
Glicina ns b el ns ns * ns
Taurina . o ok ok ns ok ns
Alanina b b ns e ns ns ns
Arginina wex o hid *kx ns *xx o
Tirosina ok ns ok ok ok ok "
Metionina *k *xk >k Kk ns . .
Valina rkk el dedek Hkk ns *kk *k
Triptofano ** o rhx ns ns * *x
Fenilalanina *rx ik ok *xx ns *xx .
Isoleucina ek ik ok *xx ns *xx *x
Leucina il b b kk ns . *xx
Ornitina *kk ns dkk kK dekk ns ok
Lisina ns *rk *rk ns * *x *
Total AA ns >k Xk ns ns ok *

*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; ns - ndo significativo.

L x P: Lote x Processamento, L x T: Lote x Tempo, P x T: Processamento x Tempo,

L x P x T: Lote x Processamento x Tempo.
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Tabela A.16. Efeito dos factores principais: lote, do tipo de processamento e do tempo de
armazenamento e respectivas interacgdes sobre o teor das aminas biogénicas estudadas.

Factores Interacgbes

Lote  Processamento Tempo LxP LxT PxT LxPxT
B-Feniletilamina ns ns > * ns * *
Putresc/na *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk
Cadaveﬂna *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk
nram/na *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk
Espermidina el * bl ns e ns *
Espe,.m/'r]a *kk *%* *kk *kk *% * ns
Tota/AB *kk *kk *kk *kk *kk *k%k *k%k
Vasoact/'vas *kk *kk *kk *kk *kk *k%k *k%k

*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; ns - ndo significativo.
L x P: Lote x Processamento, L x T: Lote x Tempo, P x T: Processamento x Tempo,
L x P x T: Lote x Processamento x Tempo.

Tabela A.17. Efeito dos factores principais: lote, do tipo de processamento e do tempo e respectivas
interacgdes sobre o teor dos compostos bioactivos estudados.

Factores Interacgbes

Lofe  Processamento Tempo LxP LxT PxT LxPxT
Carnosina i ns ** ns ns ns *
Anserina i ns e ns ** ns ns
Creatina ** ns e ns ns ns ns
Total e ns ns ns ns ns ns

*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; ns - ndo significativo.
LxP: Lote x Processamento, L xT: Lote x Tempo, P x T: Processamento x Tempo, LxPxT:
Lote x Processamento x Tempo.
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Tabela A.18. Coeficientes da correlagao de Pearson entre as fracgbes azotadas consideradas.

Proteina ANP AAL ABVT Pl AAL/ANP
pH -0,92 -0,44 -0,88 -0,80 0,89 -0,83
Proteina 0,49 0,86 0,77 -0,95 0,74
ANP 0,73 0,75 -0,19 0,64
AAL 0,89 -0,71 0,93
ABVT -0,60 0,89
P/ -0,61

A vermelho séo destacados os coeficientes significativos (p < 0,01).

ANP: azoto nado proteico; Pl: indice de protedlise (PI =

AN.
Azoto Total
AAL

P x100); AAL: azoto dos aminoacidos

livres; AAL/ANP: racio entre o AAL e ANP (AAL/ANP = mwa); ABVT: azoto basico volatil total.
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Tabela A.19. Coeficientes da correlagdo de Pearson entre as aminas biogénicas e os seus aminoacidos precursores.

Fenilalanina Tirosina  Arginina  Ornitina  Lisina  B-Feniletilamina Putrescina  Cadaverina Tiramina  Espermidina Espermina

Glutamina -0,65 0,51 -0,80 -0,20 -0,59 0,24 -0,85 -0,74 -0,87 -0,79 0,34

Fenilalanina 0,16 0,94 0,74 0,97 -0,35 0,67 0,70 0,84 0,72 -0,63
Tirosina -0,11 0,65 0,27 -0,08 -0,50 -0,45 -0,36 -0,26 -0,41
Arginina 0,58 0,88 -0,28 0,80 0,82 0,92 0,79 -0,55
Ornitina 0,80 -0,38 0,06 0,20 0,38 0,26 -0,75
Lisina -0,35 0,59 0,54 0,75 0,68 -0,69
B-Feniletilamina -0,23 -0,24 -0,31 -0,29 0,50

Putrescina 0,84 0,86 0,90 -0,28
Cadaverina 0,88 0,71 -0,27
Tiramina 0,81 -0,37
Espermidina -0,40

A vermelho séo destacados os coeficientes significativos (p < 0,05).
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