POLITECNICO | stroms
DE I_EIR'A TECNOLOGIA no MAR

Otimizagdo da extragdo de porfirano para aplicagdo em filmes
ediveis para o desenvolvimento de embalagens de produtos
alimentares: Avaliagdo do seu potencial bioativo e das

propriedades mecdnicas

Marco Pontes Moura Teles

2021



POLITECNICO | stsroms
DE LElRlA TECNOLOGIA no MAR

Otimizagdo da extragdo de porfirano para aplicagdo em filmes
ediveis para o desenvolvimento de embalagens de produtos
alimentares: Avaliagdo do seu potencial bioativo e das

propriedades mecdnicas

Marco Pontes Moura Teles

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em Biotecnologia dos Recursos Marinhos

Dissertagdo sob a orienta¢do de Professora Doutora Susana Bernardino e coorientagao de
Professora Doutora Clélia Afonso

2021



Titulo: Otimizacdo da extracdo de porfirano para aplicacdo em filmes ediveis para o
desenvolvimento de embalagens de produtos alimentares: Avaliacdo do seu potencial

bioativo e das propriedades mecéanicas

Copyright © Marco Pontes Moura Teles
Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar — Peniche
Instituto Politécnico de Leiria

2021

A Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar e o Instituto Politécnico de Leiria tém
o direito, perpétuo e sem limites geogréaficos, de arquivar e publicar esta dissertacéo através
de exemplares impressos reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro
meio conhecido ou que venha a ser inventado, e de a divulgar através de repositorios
cientificos e de admitir a sua copia e distribuicdo com objetivos educacionais ou de

investigacdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e editor.



A producéo desta dissertacdo levou ao desenvolvimento de publicagdes e apresentacdes em

gventos internacionais:

Participacdo e apresentacdo oral “Antioxidant capacity evaluation of porphyran
extracted from Porphyra dioica: incorporation in films for food packaging” na conferéncia:
1st International Conference on Water Energy Food and Sustainability (ICOWEFS 2021).
Resultando na publicacgéo: “Antioxidant Capacity Evaluation of Porphyran Extracted from
Porphyra dioica: Incorporation in Films for Food Packaging”, Marco Teles, Pedro Adao,
Raul Bernardino, Clélia Afonso, Susana Bernardino. Proceedings of the 1st International
Conference on Water Energy Food and Sustainability (ICOWEFS 2021), ed. Jodo Rafael da
Costa Sanches Galvao, Paulo Sérgio Duque de Brito, Filipe dos Santos Neves, Flavio
Gabriel da Silva Craveiro, Henrique de Amorim Almeida, Joel Oliveira Correia Vasco, Luis
Miguel Pires Neves, Ricardo de Jesus Gomes, Sandra de Jesus Martins Mourato, VVania Sofia
Santos Ribeiro, 2021, p. 201-209, DOI: 10.1007/978-3-030-75315-3_24.

Artigo publicado a 26 de janeiro de 2022: “Development and characterization of
films for food application incorporating porphyran extracted from Porphyra dioica” Marco
Teles, Pedro Adao, Clélia Afonso, Raul Bernardino, Mafalda Guedes, Ricardo Baptista,
Susana Bernardino, 2022, Coatings 12(2), 148. DOI: 10.3390/coatings12020148.



Agradecimentos

Primeiramente gostaria de agradecer a Professora Doutora Susana Bernardino por
toda a dedicacdo demonstrada e inspiracao para o desenvolvimento de um trabalho sempre
melhor, indicando e demonstrando sempre o caminho correto. A Professora Doutora Clélia
Afonso pelas leituras e analises sempre sérias e indispensaveis que resultaram em novas
perspetivas que agregaram sempre grande valor. E ao Doutor Pedro Adéo por toda a ajuda,
explicacbes e duvidas sanadas, com uma disponibilidade diaria. Agradecer ainda ao
CETEMARES e a todos que la trabalham diariamente por demonstrarem sempre o que é

trabalho arduo e dedicacdo, e 0 que esse esforco pode gerar.

Agradecer a minha familia. Primeiramente, aos meus pais, por me demonstrarem o
que é a determinacéo, o cuidado e confianga, ndo s6 durante esta dissertagdo, mas como em
todo o percurso académico e em toda a minha vida. Ao meu irmdo, por demonstrar que,
mesmo nas fases mais complicadas, no final tudo fica bem, se trabalharmos nisso. Aos meus
tios por estarem sempre presentes e ndo me deixarem esquecer que a vida tem de ter
equilibrio e ndo pode ser sé trabalho. Aos meus avos, por demonstrarem sempre muito
carinho, mesmo a distancia, a importancia de querer saber sempre mais e de sorrir mesmo

quando é dificil.

Agradecer aos meus amigos, pois conheci e convivi com pessoas incriveis, algumas
de forma diéria. Desde a motivacdo e a ajuda para desenvolver ensaios, as horas e dias de
trabalho, que s6 foram possiveis por ndo estar sozinho na maioria das vezes, aos comentarios
engracados e cafés na varanda, que variavam entre brincadeiras aleatdrias e discussdes
produtivas. Agradeco também aos meus amigos, 0s quais passei a ver e falar menos por
circunstancia da vida, mas que tiveram grande influéncia para conseguir percorrer todo este

percurso.



Resumo

O pléstico ndo-biodegradavel é amplamente utilizado e representa um dos maiores
problemas ambientais da atualidade, com perspetiva do seu agravamento. Existe, portanto,
a necessidade urgente de desenvolver alternativas sustentaveis e renovaveis, com baixo
impacto ambiental, sendo a alternativa mais vidvel o desenvolvimento de materiais
semelhantes ao plastico a partir de polimeros biodegradaveis, como os polissacarideos

sulfatados, por exemplo o porfirano.

A viabilidade passa pela obtencdo a partir da matéria-prima de forma sustentavel
ambientalmente e economicamente, sendo necessario 0 maximo rendimento com o0s
minimos recursos. O processo desenvolvido de extracdo de porfirano semi-refinado de
Porphyra dioica, PorfP2, permite, a partir da utilizacdo de um solvente verde (dgua quente),
um elevado rendimento de extracdo de porfirano semi-refinado, 26,66+0,27%, reprodutivel
e com baixa contaminacdo, sendo o principal contaminante provavelmente fendis da parede
celular da alga, 0,616+0,027 eq. de acido galico pg.mg™ de extrato. O porfirano semi-
refinado obtido apresentou potencial antioxidante em todos os ensaios realizados, Hydrogen
peroxide scavenging assay (HPSA) apos 10 e 15 minutos (A0,066+0,002 ¢ A0,072+0,003
respetivamente), Ensaio do reagente 2,2-difenil-I-picrilhidrazila (DPPH) em metanol e em
acetonitrilo (2,23+0,78% e 10,36+1,36% respetivamente), Ferric-reducing antioxidant
power (FRAP) (0,420+0,014 eq. 4cido ascorbico pug.mg™ de extrato) e Ensaio do reagente
2,2-azino-bis-(&cido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) (20,46+0,90%). No entanto,
ndo apresentou potencial antimicrobiano. No desenvolvimento dos filmes, devido a
dificuldade de desenvolver matrizes viaveis apenas com porfirano e glicerol (Gli), foram
desenvolvidas estruturas compdsitas com a adi¢do de pectina alimentar industrial (PcT),
carboximetilcelulose de sodio (CMC) e alginato de soédio (AL). Os componentes nao
demonstraram bioatividades, com exce¢do do PcT em HPSA com atividades a 10 e 15
minutos (A0,019+0,002 ¢ A0,033+0,002). Nos filmes, as propriedades antioxidantes mais
ressaltadas foram do porfirano semi-refinado nos ensaios de DPPH, FRAP e ABTS e de PcT
(PorfP2_PcT e PorfP2_PcT_Gli) no ensaio HPSA, porém em nenhuma das solucGes

filmogénicas foram detetadas propriedades antimicrobianas para 0s microrganismos
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testados, B. subtilis, B. cereus, M. luteus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans.
Morfologicamente ao microscopio eletronico a maioria dos filmes apresentaram superficies
relativamente homogéneas e com poucas rugosidades, com excecdo do filme
PorfP2_CMC_Gli, que apresentou a formacdo de duas fases heterogéneas. O filme que
apresentou as melhores propriedades mecanicas com a melhor conjugacdo modulo de Young
(1629,00+142,41 MPa) e tensédo de rutura (23,18+1,62 MPa), foi o filme PorfP2_PcT_Gli.
Os filmes testados como embalagens (PorfP2 _PcT _Gli, PorfP2 CMC Gli e
PorfP2_AL_Gli) foram capazes de condicionar bolas de cereais com chocolate por 2 meses,
de modo a manter a qualidade de forma equiparada ao plastico, ficando a diferenca

sensorialmente impercetivel.

No procedimento de obtencg&o de porfirano semi-refinado é viavel e reprodutivel e os
filmes desenvolvidos, principalmente o PorfP2_PcT_Gli, demonstraram-se boas alternativas
e possiveis candidatos como substitutos de plasticos nao-biodegradaveis, apesar da

necessidade de ensaios adicionais.

Palavras-Chave: Materiais Compositos; Plastico Biodegradavel; Polissacarideos; Porfirano; Porphyra dioica.
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Abstract

Non-biodegradable plastic is widely used and represents one of the biggest
environmental problems of our time, with the prospect of its worsening. There is, therefore,
an urgent need to develop sustainable and renewable alternatives, with low environmental
impact, being the most viable alternative the development of plastic-like materials from
biodegradable polymers such as sulfated polysaccharides, for example, porphyran.

The viability involves obtaining the raw material in an environmentally and economically
sustainable way, requiring maximum yield with minimal resources. The developed process
of extracting semi-refined porphyrin from Porphyra dioica, PorfP2, allows, from the use of
a green solvent (hot water), a high yield of semi-refined porphyran extraction, 26.66+0.27%,
reproducible and with low contamination, being the main contaminant probably phenols
from the algae cell wall, 0.616+0.027 eq. of gallic acid pg.mg™ of extract. The obtained
semi-refined porphyran showed antioxidant potential in all assays performed, Hydrogen
peroxide scavenging assay (HPSA) after 10 and 15 minutes (A0.066+0.002 and
A0.072+0.003 respectively), 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl Reagent Assay (DPPH) in
methanol and acetonitrile (2.23£0.78% and 10.36+1.36% respectively), Ferric-reducing
antioxidant power (FRAP) (0.420+0.014 eq. ascorbic acid pg.mg* of extract) and 2,2-azino-
bis(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid) Reagent Assay (ABTS) (20.46+0.90%),
however, did not show antimicrobial potential. In the development of the films, due to the
difficulty of developing viable matrices only with porphyran and glycerol (Gli), composite
structures were developed with the addition of industrial food pectin (PcT), sodium
carboxymethylcellulose (CMC) and sodium alginate (AL). The components showed no
bioactivities, except for PcT in HPSA with activities at 10 and 15 minutes (A0.019+0.002
and A0.033x0.002). In the films, the most highlighted antioxidant properties were of semi-
refined porphyran in the DPPH, FRAP and ABTS assays and of PcT (PorfP2_PcT and
PorfP2_PcT_Gli) in HPSA assay, but in none of the filmogenic solutions antimicrobial
properties were detected for the microorganisms tested, B. subtilis, B. cereus, M. luteus, P.
aeruginosa, E. coli and C. albicans. Morphologically, under the electron microscope, most

of the films showed relatively homogeneous surfaces and few roughness, except for the
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PorfP2_CMC_Gli film, which showed the formation of two heterogeneous phases. The film
that presented the best mechanical properties with the best conjugation of Young's modulus
(1629.00+142.41 MPa) and breaking strength (23.18+1.62 MPa) was the PorfP2_PcT_Gli

film.

The procedure for obtaining semi-refined porphyran is viable and reproducible and
the films developed, mainly PorfP2_PcT_Gli, proved to be good alternatives and possible
candidates with substitutes for non-biodegradable plastics, despite the need for additional

tests.

Keywords: Biodegradable Plastic; Composite Materials; Polysaccharides; Porphyran; Porphyra dioica.
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1. Introducéo

1.1. Plastico de origem fossil

O plastico petroguimico € um composto antropogénico. Os seus residuos constituem
um dos maiores problemas ambientais da atualidade, pelo facto de serem virtualmente ndo-
biodegradaveis (Yeo et al., 2017). Desta forma, desde a sua invencdo em 1862 (Ramadas et
al., 2009) e, posteriormente, a sua producdo mundial em 1950, até hoje nenhum residuo foi
degradado de forma natural, permanecendo no ambiente, contaminando ecossistemas e
interagindo de forma negativa com os organismos (Geyer et al., 2017). As principais
caracteristicas responsaveis pela elevada resisténcia dos plésticos a biodegradacgéo, incluem
a estrutura polimérica de cadeia longa, o alto peso molecular, a falta de um grupo funcional
suscetivel a degradacdo microbiana, a hidrofobicidade e a cristalinidade (Urbanek et al.,
2018).

O Parlamento Europeu ja identificou e considerou as embalagens de produtos
alimentares como um dos residuos que mais frequentemente sdo encontrados nas praias
europeias. Existiram tentativas de reverter este facto. As mesmas datam desde 20 dezembro
1994, com a diretiva europeia 94/62/EC, que visa a reducdo de descarte de plastico e um
aumento da sua reutilizacdo e reciclagem, até as estratégias atuais como 0 acordo
COM/2019/640. Esta visa em especial a agdo “Estratégia industrial para a economia circular
e limpa”, que apresenta como um dos objetivos o uso exclusivo de embalagens reutilizaveis
ou reciclaveis até 2030 e descreve estratégias da diminuicdo da utilizacdo e descarte de
plastico, associadas ao desperdicio zero. A comissdo europeia promove a economia circular,
nomeadamente atraves de incentivos a reutilizagdo e reciclagem e posterior prolongamento
da vida util de todos os materiais. Esta promocéo abrange conferéncias como a: “Impacts of

the circular economy transition in Europe — Circular Impacts final conference”.



Devido a sua utilizagdo cada vez mais alargada, houve um aumento de 20 vezes na
escala da producgdo de plastico, ao longo de cinco décadas, desde 1964, j& superior a 300
milhGes de toneladas por ano, atingindo 335 milhdes de toneladas em 2015 (Urbanek et al.,
2018). Prevé-se ainda que a producdo de plasticos devera duplicar até 2038 e quase
quadruplicar até 2050 (World Economic Forum, Ellen MacArthur Foundation e McKinsey
& Company, 2016). Estima-se que todos os anos, 10 a 20 milhdes de toneladas de plastico
tenham como destino os oceanos (UNEP, 2014). O sector com maior consumo é o da
producdo de embalagens (Figura 1.1), com especial relevancia para a industria alimentar,
maioritariamente compostos por polietileno de baixa e de alta densidade, polipropileno e
politereftalato de etileno, compostos derivados do petréleo e ndo-biodegradaveis, sendo o

continente europeu o terceiro maior produtor, 16%, (PlasticsEurope, 2020).

Agricultura Domiciliar, Lazer e Desporto
3% %
Eletronicos

Embalagens 6%

40% Automdveis
10%
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17%

Edificios e Infraestruturas
20%

Figura 1. 1 — Distribuicdo do plastico pelos setores de mercado em 2019 na Europa, adaptado de
PlasticsEurope (2020).

Os detritos plasticos apresentam-se como uma ameaca a vida marinha, os estudos
realizados sobre o impacto deste tipo de residuos demonstram que a poluicdo do meio
marinho por plastico é um problema ambiental crescente e que ocorre a escala global
(Balestri et al., 2017; Derraik, 2002). As correntes maritimas e outros movimentos de massas
de &gua transportam os residuos a quilometros de distancia e levam a sua acumulagdo em
determinadas zonas do globo, que sofrem com impactos ainda mais acentuados (Cozar et al.,

2015). Algumas consequéncias destas contaminacgdes sdo facilmente visiveis e podem ser
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fatais, para diversos seres. As principais ameagas sdo a ingestdo, levando a obstrucdo das
vias do sistema digestivo e/ou respiratorio, e emaranhamento em detritos plasticos, como

linhas e cordas sintéticas, reduzindo ou impossibilitando a locomocéo e o crescimento do

organismo, (Figura 1.2) (Mucientes & Queiroz, 2019).

Figura 1. 2 — Fotografias reais do impacto da polui¢do por residuos plasticos no oceano e praias,
imagens com licenca comercial padrdo de Adobe Stock®.

A recolha de plastico do meio marinho apresenta-se como um problema logistico de
grande escala. Embora a recolha, reutilizacdo e ou reciclagem dos residuos fosse
teoricamente possivel, a proporc¢éo e distribuicdo dos mesmos tornam o processo complexo.
Aos problemas referidos acresce o desgaste que 0s macroplasticos sofrem no meio aquético,
pois, quando sdo sujeitos a fatores abioticos (radiacao ultravioleta, temperatura, stress fisico,
etc.), ocorre uma fragmentacdo dos residuos em particulas microscopicas, facilitando a sua
distribuicédo pela coluna de agua e impossibilitando a sua detecdo e recolha em grande escala
(Urbanek et al., 2018). Estas particulas podem provocar graves problemas pois ao serem
introduzidas na cadeia alimentar afetam todos os niveis tréficos uma vez que estes residuos,
além de toxicos, sdo bioacumulaveis (Farrell & Nelson, 2013) e os efeitos associados ao
contacto direto com os organismos, podem provocar erupcdes e irritacdo cutanea, além de
todos os possiveis problemas desconhecidos ou ainda ndo associados (Alimba & Faggio,
2019; Feng et al., 2020). Todos estes fatores devem ser analisados e tidos em consideragéo,
pois podem afetar muitos organismos, inclusivamente o ser humano. Uma vez entrando na
cadeia alimentar, o ser humano acaba por incluir estas particulas na sua dieta, que apresentam
uma elevada toxicidade, e sendo sensivel, em alguns casos, ao contacto cutaneo, podendo
apresentar os problemas ja referidos (Van Cauwenberghe & Janssen, 2014; Wright & Kelly,
2017).



A reducdo do descarte, através da restricdo da utilizacdo, reutilizacdo e reciclagem
das embalagens de pléastico, assim como a recolha do plastico ja existente no meio ambiente,
de forma eficaz, exige uma articulacdo e acdo coordenada a nivel internacional e
governamental devido ao caracter global, a dimensdo e a dificuldade da aplicacdo de
operacdes com impaccoes significativas (Dauvergne, 2018). A utilizagcdo de recursos
naturais e producdo de materiais, de forma responsavel, assim como a reutilizag&o,
reciclagem e descarte consciente € o 12° Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel
denominado Consumo e producéo responsaveis do Departamento de Assuntos Economicos
e Sociais de Desenvolvimento Sustentavel das Nacgdes Unidas. No entanto, 0 aumento da
area das regides de acumulacéo de residuos de plastico, devido as correntes maritimas, como
0s “Continentes de Plastico”, sdo claras evidéncias da insuficiéncia das medidas (Albeck-
Ripka, 2018).

1.2. Pléastico Biodegradavel

O estabelecimento de uma economia verde depende de multiplos fatores como: a
reducdo da utilizacdo de recursos energéticos, a minimizacdo da producdo de residuos
durante os processos de producdo e posterior otimizacdo dos mesmos, da prevencdo da
poluicdo ambiental especialmente compostos perigosos, e da limitacdo dos desperdicios,

dando preferéncia a reutilizacdo e reciclagem (Briassoulis & Degli Innocenti, 2017).

O pléastico desempenha hoje um papel de destaque enquanto material, estando
presentes em todo o tipo de inddstrias e processos quotidianos. As suas inumeras
aplicabilidades, devem-se as suas caracteristicas e propriedades fisicas e mecanicas
inerentes. O baixo custo de producéo, associado a facilidade de manufatura, torna o processo
industrial de produgdo mais apelativo a nivel econémico. A estas caracteristicas juntam-se
propriedades como a elasticidade, a ductilidade, a densidade reduzida e a resisténcia nao s
a chogues mecénicos, mas também a acdo de agentes quimicos e a 4gua que garantem um
produto duradouro e estavel, ndo sujeito a alteragdes na pés-producédo (Brandsch & Piringer,
2008). No entanto, a sua durabilidade e origem torna 0 mesmo uma ameaca aos ecossistemas,

sendo urgente o desenvolvimento de substitutos que mantenham todas as outras
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propriedades, mas que diminuam grandemente o impacto ambiental que advém da

permanéncia e producdo deste material (Iwata, 2015).

Os plasticos biodegradaveis apresentam-se como 0s principais candidatos na
resolucdo deste problema, sendo 0s mesmos compostos por polimeros de origem bioldgica
ou sintética que podem ser degradados por organismos em componentes a reintegrar no
ecossistema, idealmente sem provocar danos (Shen et al., 2020).

Numa primeira abordagem é necessario clarificar o conceito de pléstico
biodegradavel, pois o que o distingue de um plastico comum € o intervalo de tempo da sua
decomposicdo e o0 agente responsavel pela mesma (Shah et al., 2008). Os bioplasticos,
polimeros desenvolvidos a partir de biomassa, apesar da matéria-prima de que séo formados,
ndo sdo necessariamente biodegradaveis. A degradacdo destes bioplasticos depende do
material utilizado na sua preparacdo, dos processos utilizados na sua formacdo e da sua
estrutura final (Iwata, 2015). Desta forma, é necessario distinguir biodegradabilidade,
capacidade de um microrganismo utilizar determinado material como fonte de carbono; e
biodegradacdo, um processo mensuravel que consiste na degradacdo de uma substancia por
um ou mais organismos, em determinadas condicdes fisicas e quimicas, num intervalo de
tempo definido. Os conceitos sdo relacionaveis, na medida em que a determinacdo da
biodegradabilidade de um material vai ser associada a sua biodegradacdo (Briassoulis &
Degli Innocenti, 2017). O processo de biodegradagdo deve incluir a conversdo total do
material, num determinado intervalo de tempo, em condi¢Ges aerdbias, em produtos como
agua, dioxido de carbono, sais minerais e biomassa ou em condi¢fes anaerdbias em metanol
e/lou acidos com baixo peso molecular, como o &cido lactico ou outros compostos
inorganicos, completando assim um ciclo de renovacéo total (Chinaglia et al., 2018; Harrison
et al., 2018; Peelman et al., 2013).

Alguns polimeros biodegradaveis ja sdo produzidos e utilizados, como por exemplo,
o polihidroxialcanoato (PHA), um hidrato de carbono produzido por algumas bactérias como
forma de armazenamento de energia, e que apresenta propriedades fisicas semelhantes ao

polipropileno e polietileno (Lambert & Wagner, 2017). Outros exemplos sdo o &cido
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polilatico (PLA), semelhante ao poliestireno e polietileno teraftalato, o amido termoplastico
(TPS), o polibutileno succinato (PSB) e a policaprolactona (PCL) (Lambert & Wagner,
2017). No entanto, apenas o polihidroxibutirato (PHB), um tipo de PHA, e o TPS foram
degradados em todos os 7 testes para a avaliacdo da biodegradacéo de correspondéncia ao

padrdo internacional (Narancic et al., 2018).

1.3. Revestimentos e Filmes

Durante a producdo, transporte, processamento, armazenamento e comercializagdo
ocorre a perda da integridade dos alimentos, devido principalmente a deterioracdo quimica
e microbioldgica, resultando na perda de qualidade dos produtos que podem até mesmo gerar
perturbacdes a satde do consumidor, como intoxicacdo alimentar (Kirsh et al., 2020). O
escurecimento da fruta e certos vegetais é um processo enzimatico natural, caracterizado
pela oxidacdo de compostos fenolicos, que embora seja despontado na presenca de oxigénio,
ocorre preferencialmente a temperatura ambiente ou superior (Yadav et al., 2017), e meios

acidos também contribuem para uma maior oxidagdo (Lupetti et al., 2005).

Assim, as embalagens devem estabelecer uma barreira fisica conferindo protecao
contra as principais influéncias externas que aceleram a degradacdo dos alimentos, tais
como: agentes quimicos, gases como oxigénio, didxido de carbono e vapor de agua,
humidade, e outros compostos que possam entrar em contacto com o alimento. A protecao
fisica ocorre devido a diminuicdo de danos causados por forcas mecanicas, como embates e
vibragbes durante o transporte. A embalagem confere ainda protecdo contra agentes

bioldgicos, como microrganismos e insetos (Marsh & Bugusu, 2007; Ozen & Floros, 2001).

Os filmes e revestimentos diferenciam-se, sendo os filmes uma estrutura solida
independente que pode ser colocada e facilmente removida sobre os alimentos e o0s
revestimentos s@o apostos, sendo colocados ainda no estado liquido sobre o alimento e apos
a sua solidificacdo tornam-se indissocidveis sem que sejam desfeitos (Pinheiro et al., 2010).

As caracteristicas fisicas da embalagem ou revestimento, como a rigidez, flexibilidade ou



cor, devem ser adaptadas conforme as necessidade do alimento a que se aplica e o tipo de
transporte a que serd sujeito (Raheem, 2013). Com a aplicacéo de filmes e revestimentos é
necessario avaliar a alteracdo de parametros sensoriais do alimento, nomeadamente o sabor,
pois este fator ndo deve sofrer alteracGes especialmente em aplicacdes de revestimentos
ediveis (Reboleira et al., 2020).

As propriedades mecanicas dos filmes sdo definidas por: tipo de matéria-prima,
processo de formacao, aditivos utilizados e aplicagéo final no alimento (Ramos et al., 2012).
Na formulacéo da matriz do filme, existem inimeros fatores que influenciam a sua formacao,
como os parametros fisicos e quimicos da solucdo filogénica, que devem ser tidos em conta
(Carneiro-da-Cunha et al., 2011). Os principais componentes de filmes e revestimentos
ediveis sdo as proteinas, que conferem estabilidade; os lipidos, que diminuem a transmisséo
de &gua; e os polissacarideos, influenciando a transmissao de gases (Pavlath & Orts, 2009).
As propriedades fisico-quimicas dos filmes podem ser modificadas ao adicionar certos
componentes como plastificantes, agentes de reticulagdo, entre outros (Han & Aristippos,
2005). Filmes processados sem a adicéo de plastificantes, tais como o glicerol, demostraram
alta resisténcia a tensdo, porém reduzida capacidade de alongamento (Cian et al., 2015),
ocorrendo também uma diminuicdo da permeabilidade ao vapor de dgua (Ganesan et al.,
2018).

O material das embalagem, além dos fatores referidos acima, pode conter
bioatividades favoraveis como efeitos antioxidantes (Bolumar et al., 2011) e antimicrobianos
(Khaneghah et al., 2018), denominando-se embalagens ativas, que resultam no aumento do
tempo de prateleira dos alimentos (Han et al., 2018). Diversos tipos de embalagens ativas ja
sdo aplicadas comercialmente (Vilela et al., 2018).

A adicdo de substéncias bioativas, como 0leos essenciais, pode conferir atividade a
matrizes que em si ndo as possuem, tornando-as em embalagem ativas. Por exemplo, a
adicdo de oOleo essencial de canela a matrizes de alginato/carboximetilcelulose conferindo-
Ihe propriedades antimicrobianas (Y. Han et al., 2018). Certos polimeros organicos possuem

potencial semelhante, além de melhorarem as propriedades fisicas do material, como a
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composic¢do lignina-alginato (Aadil et al., 2016). A adicdo de certas moléculas, como a
vitamina E, pode conferir propriedades antioxidantes e podendo ser aplicada em polimeros
como o quitosano (Martins et al. 2012a). Pode ocorrer também e o desenvolvimento de
matrizes com potencial fotoprotetor (Ahmed & Ikram, 2016), assim como € possivel a adi¢cao
de pigmentos com propriedades bioativas, como a curcumina associados a hidratos de
carbono como o carragenano, permitindo assim aumentar a sua resisténcia a agua e as suas
propriedades antioxidantes (Roy & Rhim, 2020), ou potenciar o potencial antimicrobiano
recorrendo a licopeno (Asadi & Pirsa, 2020). Em estudos anteriores, filmes de alginato
demonstraram capacidade antioxidante sobre tecidos adiposos destinados a area alimentar,
esse potencial pode ser melhorado pela adi¢do de extratos de produtos alimentares como o
extrato de tomate-cereja, sendo facilmente aplicavel na indudstria alimentar (Qiu & Chin,
2020).

Apesar dos beneficios inerentes ao embalamento de produtos alimentares, a
embalagem pode causar problemas de salde, devido a ingestdo acidental de particulas de
elementos ndo comestiveis, isto ocorre especialmente nas embalagens de pléstico
(Arvanitoyannis & Bosnea, 2004; Patel et al., 2005). Este problema pode ser minimizado ou
completamente anulado com a aplicacdo de filmes e revestimentos ediveis (Galus &
Kadzinska, 2015).

O filme e revestimento edivel ideal deve ter certas caracteristicas, tais como: ndo
conter compostos toxicos e/ou alergénicos na sua composicdo, possuir capacidade de
aderéncia uniforme a superficie dos alimentos, regular a migracdo de agua do alimento e
trocas gasosas, evitar a absor¢éo ou perda de compostos que interfiram no aroma, sabor ou
composicdo nutricional, fornecer estabilidade bioquimica e microbiana, e a0 mesmo tempo
proteger contra contaminacGes e proliferagbes microbianas. Além disso, deve ser
esteticamente atrativo e possuir a capacidade de incorporar aditivos desejaveis (Pavlath &
Orts, 2009). Alguns compostos com caracteristicas proximas a estas ja vém a ser
desenvolvidos, como os filmes de amido/quitosano/glicerol, mas as suas proporc¢des
influenciam diretamente as suas propriedades, pois maior concentracdo de quitosano

aumenta a resisténcia a tensdo mas diminui a elasticidade e a permeabilidade ao vapor de



agua, o inverso acontece com o aumento da concentracdo do glicerol (Chillo et al., 2008). A
metilcelulose é um composto utilizado como espessante e emulsionante na inddstria
alimentar, e apresenta capacidade de formar filmes, no entanto sdo facilmente degradados
em contacto com agua (Debeaufort & Voilley, 1995). Este problema pode ser em parte
resolvido pela sua juncdo com quitosano (Pinotti et al., 2007). As composic¢des tém assim de
ser ajustadas a cada composto e as suas interacdes, de forma a estabelecer um material com

as caracteristicas pretendidas para a sua utilizacdo (Pavlath & Orts, 2009).

Os revestimentos podem ser aplicados de diversas formas, mas as mais comuns sao:
a aplicacdo por espalhamento com ferramentas estéreis sobre a superficie, a imersédo e a
aplicagdo por spraying. Os filmes s&o normalmente formados por modelagem direta
(casting) em superficies niveladas, seguida por secagem, especialmente em estufa. Outro
método utilizado mais industrialmente, é a extrusdo, apesar de esta metodologia requerer
equipamentos especificos, variando grandemente entre compostos (Wang et al., 2018). As

esquematizacdes das metodologias citadas podem ser observadas na Figura 1.3.
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Figura 1. 3 — Esquematizacdo das metodologias de formulagéo de filmes e revestimentos aplicados
a industria alimentar, adaptados de Wang et al. (2018).



1.3.1. Compositos

Os materiais compositos consistem na incorporacdo de dois ou mais materiais de
forma a obter um material final com as caracteristicas fisicas, quimicas e/ou bioativas
melhoradas (Wang et al., 2017). Os elementos atuam individualmente ou em sinergia,
podendo inclusivamente apresentar propriedades ou caracteristicas que ndo se encontravam
presentes nos elementos isolados (Cian et al., 2014a; Feki et al., 2020; Martins et al., 2012b).
A matriz do filme pode apresentar morfologia homogénea ou heterogénea, dependente da
compatibilidade dos componentes e da forma de constituicdo do mesmo (Akhtar et al., 2018;
Roy & Rhim, 2020). A constituicdo de algumas matrizes exige tratamentos com reacoes
quimicas e/ou com agentes fisicos, como temperatura, ultrassons ou radiacdo (Wang et al.,
2010). Os compostos constituintes dos materiais compositos podem ser organicos, como o
carragenano, celulose e pectina ou componentes inorganicos como a montmorillonita, 6xido
de grafite e nanoparticulas de prata (Abdul Khalil et al., 2019). As bioatividades finais de
um filme podem ser intrinsecas do seu principal componente do filme, inerentes aos
componentes bioativos incorporado na matriz, ou consequéncia da estruturacdo destes
materiais. Em alguns casos, um filme pode ser constituido pela fase ativa e o substrato,
combinando as propriedades fisicas do substrato e as propriedades bioativas da fase ativa
(Figura 1.4) (Halonen et al., 2020; Salehi et al., 2017).

C
’ Vi I i
’ N 1 3
v ¥ ™ J Fase Ativa
Produto - | Produto _ ____ Produto 2203 Substrato
Alimentar Alimentar Alimentar
[csmssn |
> A Incorporagio do
4 A LY / ! Agente Bioativo
] 2 i

Figura 1. 4 — Filmes com bioatividades por incorporacdo de agentes bioativos ao polimero (A),
aplicacéo da formulacéo layer-by-layer com substrato e fase ativa (B) e formulacdo de filmes com
polimeros bioativos (C), adaptado de Halonen et al. (2020).

A formacdo dos filmes com base em materiais compdsitos pode ser desenvolvida

com diversos componentes, associando polimeros a outros polimeros, a nanoparticulas ou a
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compostos ativos como 6leos essenciais (Abdul Khalil et al., 2017; Feki et al., 2020). A
aplicacdo de polimeros sintéticos ndo derivados de petroleo, como o &lcool polivinilico pode
ser uma alternativa, necessitando, no entanto, de sinteses quimicas na sua formulacéo (Meng
etal., 2018).

A constituicdo de materiais com a combinacéo de polimeros pode ser desenvolvida
pela sobreposicdo de matrizes. E possivel expor um componente para o exterior e outro no
interior, selecionando a ordem consoante as suas caracteristicas (Sedayu et al., 2019). Na
estruturacdo do material, de igual modo, pode recorrer-se a sobreposicéo de varias camadas
(J. Zhang et al., 2019), sendo possivel a utilizacdo de mais de dois polimeros (Langhe &
Ponting, 2016). As matrizes que compdem determinada camada podem ser materiais
compdsitos homogeneizados (Petrova et al., 2016). O emprego de uma solucédo filmogénica
para agregacdo de todos os componentes forma uma camada com VArios compostos
(Jancikova et al., 2019). Porém, mesmo compositos de uma camada e com uma solucao
filmogénica podem apresentar matrizes heterogéneas (Ganash et al., 2013). Algumas
matrizes séo reforcadas pela adicdo de ides facilitando as suas interacdes (Pascalau et al.,
2012). A coesdo de algumas matrizes compostas por dois ou mais polimeros podem

depender do crosslinking intermediado por ides ou moléculas (Ahmed & lkram, 2016).

Matrizes com a adicdo de nanofibras, como celulose, resultam no aumento da
resisténcia mecanica do filme (Zarina & Ahmad, 2014). No entanto, um reforgo com
quitosano leva a diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua, a perda de flexibilidade,
elasticidade e de transparéncia dos filmes (Shankar et al., 2015). A incorporacdo de
nanoparticulas, como prata, aumentam a resisténcia ao vapor de agua e a atividade
antimicrobiana, no entanto levanta-se a possibilidade de contaminagdo dos alimentos por
essas nanoparticulas, o que pode ser muito prejudicial, devido a sua toxicidade e possivel

bioacumulacgéo (Roy et al., 2019).

O desenvolvimento de biopolimeros com Gleos essenciais incorporados melhora as
propriedades mecanicas dos filmes, tornando-os mais resistentes ao vapor de agua, e pode

melhorar a sua bioatividade, como a atividade antimicrobiana e antioxidante (Praseptiangga
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et al., 2016), porém a sua homogeneizacdo com polissacarideos sollveis em &gua depende
da aplicacdo de compostos com propriedades surfactantes que permitam a solubilidade
desses 6leos em agua como o Tween-80 (Benavides et al., 2012). A aplicacdo de acidos
gordos melhora as caracteristicas mecéanicas de resisténcia ao vapor de dgua assim como a
diminuigéo de permeabilidade, no entanto reduz a elasticidade dos filmes, devido a serem
moléculas de cadeia longa (Ali et al., 2017; Jiménez et al., 2010). A incorporagdo de extratos
pode ser aplicada de forma a aumentar a bioatividade dos filmes, como a atividade
antimicrobiana, porém acrescenta muita complexidade a solucdo filmogénica, sendo a sua

otimizacdo mais dificil (Kanmani & Rhim, 2014).

1.4. Polissacarideos Sulfatados

Os polissacarideos sulfatados sdo um grupo complexo de macromoléculas anidnicas,
presentes em diversos organismos, desde mamiferos a algas (Fonseca & Mourdo, 2006). A
parede celular das algas é uma estrutura heterogénica e complexa, constituida por
compostos, que incluem polissacarideos sulfatados. Este sdo distintos para o tipo de alga,
sendo das algas verdes o ulvano, composto por unidades de acidos ulvanobiurénicos do tipo
A e dotipo B (Lahaye et al., 1998), das algas castanhas os fucanos, polimeros de a-L-fucose
com ligagdes (1—3) e/ou (1—4) (Rocha, 2016), e das algas vermelhas os carragenanos, que
possuem diversas derivagcOes consoante o grau de sulfatacdo como o kappa (x), o lameda (1)
e o iota (1), e os agaranos, da qual faz parte o porfirano (G. Jiao et al., 2011). Dentro das
algas vermelhas, os carragenanos sao bastante estudados e utilizados, inclusive na industria
alimentar. J& o porfirano que é um polissacarido sulfatado bastante promissor, quando
comparado com outros polissacaridos, o estudo e informacao disponiveis acerca do mesmo
ficam muito aquém (G. Jiao et al., 2011; Rocha, 2016).

Os polissacarideos sulfatados séo extraidos e isolados a partir de algas (Rahman,
2016), utilizando agua quente, &cido ou base diluida, recorrendo a grandes volumes de
solvente. Poréem, podem ser aplicados outros métodos de extragdo, como a extra¢do assistida

por micro-ondas, entre outros.
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Em diversos estudos foi relatada uma ampla gama de bioatividades destas
macromoléculas, tais como: anticoagulantes (Chandia & Matsuhiro, 2008), anti-trombdticos
(Pereira et al., 2002), anti-inflamatorios (Matsui et al., 2003), anti-tumorais (Gardeva et al.,
2009), antivirais (Radonic et al., 2010), antialergénicos (Ngo & Kim, 2013) e inclusivamente
antioxidantes (Tannin-Spitz et al., 2005; Wang et al., 2008). Muitos destes compostos,
provenientes de diferentes grupos de macroalgas, apresentam ainda atividades antifingicas
e antimicrobianas (Vera et al., 2011; Zhu et al., 2016). Devido as suas propriedades fisicas,
quimicas, biomecénicas, as suas caracteristicas bioativas e & biocompatibilidade que
apresentam, os polissacarideos sulfatados sdo aplicados em diversas industrias como a
farmacéutica, cosmética, alimentar, equipamentos médicos, entre outras (Caputo et al., 2019;
Zaporozhets & Besednova, 2016). O potencial bioativo destas moléculas varia com alguns
fatores estruturais como o grau de sulfatacdo, peso molecular, conformacao, e os hidratos de
carbono que o constituem e estereoquimica (Costa et al., 2010; Gomez-Orddfiez et al., 2014;
Ngo & Kim, 2013; Wijesekara et al., 2011).

As propriedades biomecénicas de um composto, resultam das interagOes das cadeias
que o complem, especialmente devido as interacbes dos grupos sulfatados, gerando
estruturas tridimensionais, e das interacGes entre as cadeias poliméricas dos polissacarideos
(Cunha & Grenha, 2016). A presenca de catides, como o Ca?* e 0 K*, podem aumentar a
resisténcias da matriz devido a formacdo de pontes, com intera¢bes crosslinking
(Mahdavinia et al., 2014; Meng et al., 2018). A presenca dos grupos sulfato confere a
capacidade de atracdo de agua, permitindo a solubilidade do polimero, mas também a sua
retencdo, possibilitando a formacéo de hidrogéis; e a remocéo de grupos sulfato pode assim
reduzir a solubilidade das matrizes de polissacarideos sulfatados (Cunha & Grenha, 2016).
Os polissacarideos sulfatados apresentam-se assim como bons candidatos na producgdo de
filmes e revestimentos ediveis (Abdul Khalil et al., 2019).
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1.5. Porphyra

As algas do género Porphyra apresentam uma grande importancia comercial, com
um elevado volume de producao, devido a serem tradicionalmente muito consumidas no este
asiatico (Blouin et al., 2011), especialmente devido a utilizacdo de algumas dessas espécies
na culinéria tradicional japonesa na confecdo de sushi, conhecida como nori, com cada vez
mais aceitagdo na Europa (Knoop et al., 2020). As suas propriedades bioativas,
nomeadamente a atividade antimicrobiana (K. Jiao et al., 2019), séo reconhecidas ha muito
tempo, sendo esta espécie utilizada na medicina tradicional Chinesa ha mais de um milénio
(Q. Zhang et al., 2004).

Foram catalogados 15 géneros, pertencentes a ordem Bangiales, da qual faz parte o
género Porphyra, constituido por 58 espécies com nomenclatura confirmada. Espécies deste
género estdo espalhadas por lugares distintos, desde o norte do oceano Atlantico a costa da
Australia, muitas delas com morfologia semelhante e, por esse motivo, por vezes é
necessario recorrer as técnicas moleculares para as diferenciar (Sutherland et al., 2011). No
entanto, apesar da distribuicdo das espécies deste género por uma extensa area geografica e
em ambientes diversos, as espécies restringem-se ao seu habitat, sendo a Porphyra
suborbiculata, Kjellman 1897, a Unica espécie que se encontra em ambos os hemisférios
(Broom et al., 2002).

Em termos nutricionais sdo muito ricas, apresentando um teor de proteinas de 25-
40% do peso seco (Nakib et al., 2009) e diversos tipos de acidos gordos insaturados, apesar
dos lipidos corresponderem apenas a aproximadamente 2% do seu peso seco (Blouin et al.,
2006). A composicdo em hidratos de carbono € de cerca de 45% do peso seco (Smith et al.,
2010), a composicao mineraldgica é diversa destacando-se especialmente P, Ca, K e Zn
(379,90 mg.100g%; 443.70 mg.100gt; 1444,17 mg.100g* e 1,46 mg.100g™ peso seco,
respetivamente) (Cian et al., 2014b). Porém, dependendo do meio ambiente, pode apresentar
uma gama muito mais alargada e com concentragdes divergentes (Rao et al., 2007) e
apresenta vitaminas K, C e do complexo B, incluindo a vitamina B1» (Bito et al., 2017). Além

de outros compostos, como polifendis, aos quais sao atribuidos uma série de beneficios que
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se refletem nos individuos com dietas que incluem estas algas, como menor incidéncia de
doencas cardiovasculares, neurovasculares, inflamatorias, entre outros (Venkatraman &
Mehta, 2019). No entanto, a sua composicao € variavel e depende diretamente do ambiente,
tanto em termos de parametros fisicos como quimicos, incluindo o efeito da sazonalidade
(Tala & Chow, 2014).

A prépria atividade antioxidante pode variar ao longo do ano, uma vez que as algas
apresentam adaptacdes, que lhes permitem evitar os efeitos provocados pelos fatores de
stress, como a incidéncia de luz solar. quando esta é demasiado intensa (Sampath-Wiley et
al., 2008). Este sistema antioxidante de combate ao stress provocado por fatores bidticos e
abidticos, é comum entre as espécies de algas interditais (Li et al., 2010). Polissacarideos
sulfatados de espécies de Porphyra, porfirano, tém apresentado, desde 0s primeiros ensaios
descritos na literatura (Q. Zhang et al., 2003), um elevado potencial antioxidante
(Venkatraman & Mehta, 2019).

1.5.1. Porphyra dioica

A Porphyra dioica J. Brodie & L. M. Irvine 1997 (Figura 1.5) é uma espécie
originaria da costa do Atlantico norte, que ocorre desde a costa nordeste dos Estados Unidos
da América até ao noroeste de Portugal, na zona intertidal (Klein et al., 2003; Pereira et al.,
2004).

Figura 1. 5 — Porphyra dioica J. Brodie & L. M. Irvine 1997, fontes AlgaeBase (©Ignacio Bérbara
e ©Michael Guiry.
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O ciclo de vida da Porphyra dioica é bifasico e heteromorfico, com gametofito
haploide, em frondes separadas, como o proprio nome indica, sendo esta a principal
diferenca para com a espécie Porphyra purpurea uma vez que esta € monoica (Lu & Yarish,
2011), e espordfito diploide filamentoso (Pereira et al., 2006). E uma espécie dioica com um
racio de gametofitos masculinos e femininos de aproximadamente 1:1, que pode reproduzir-
se durante todo o ano, apesar de haver maior crescimento em determinados periodos do ano
(Holmes & Brodie, 2005), o que resulta numa maior ocorréncia entre fevereiro e abril
(Pereira et al., 2004). Esta espécie apresenta a fase gametofita ndo haploide durante a maior
parte do ciclo de vida e um sistema de poliploidia complexo, de mais de um nivel
simultaneamente (Varela-Alvarez et al., 2019). Tem capacidade de produzir conchosporos
mesmo sobre condi¢des adversas, facilita a sua reproducéo, fazendo com que a producao
desta espécie seja um processo mais viavel, comparativamente com outras espécies de algas
que lhe sdo semelhantes, incluindo do género Porphyra (Pereira et al., 2004). O seu
crescimento da-se na presenca de uma gama de condicdes relativamente alargada, como
temperatura (9 °C — 18 °C com temperatura 6tima de 15 °C), fotoperiodo (8h:8h e 12h:12h
e com menor crescimento 16h:8h, luz:escuro) e intensidade luminosa (80 pmol
fotdes.m 2.5 71— 180 pumol fotdes.m 2.5 1 com maior crescimento a 130 pmol fotdes.m 2.5 1)

(Knoop et al., 2020).

Todas as fases do ciclo de vida apresentam um conteddo de &cidos gordos
insaturados, inclusivamente acidos gordos polinsaturados (PUFA), muito variado e
relativamente elevado quando comparado a espécies semelhantes, especialmente a fase
conchocelis. Estes estdo associados a beneficios gerados pelo seu consumo (Costa et al.,
2018). Como descrito anteriormente, para o género de forma genérica, no caso particular da
P. dioica os compostos, como ficobiliproteinas, compostos nitrogenados e acidos gordos,
podem ter as suas concentracfes alteradas por manipula¢bes quimicas do meio (Varela-
Alvarez et al., 2019).

Devido ao seu rapido crescimento, absorcdo de nitratos, fosfatos e de didxido de
carbono do meio ambiente, esta espéecie apresenta um elevado potencial de biorremediacéo,

permitindo o seu estabelecimento em sistemas de cultura multitréfica (Pereira et al., 2006;
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Roleda & Hurd, 2019), com répida producdo de biomassa, que pode ainda pode ser aplicada
em rag0es (Silva et al., 2015).

Estudos demonstram a possibilidade de diversas aplicacfes, devido aos beneficios
dos constituintes desta espécie, como o potencial anti-inflamatorio dos seus extratos de
acidos gordos (Robertson et al.,, 2015), a atividade antioxidante é reconhecida e é
maximizada no ambiente gastrointestinal (Pimentel et al., 2020) e a atividade
antimicrobiana, especialmente na fracao extraida com dgua:metanol (1:1) (Jindrichovaet al.,
2019).

1.6. Porfirano

O porfirano (Figura 1.6) € um polissacarideo sulfatado anidro, extraido de algas do
género Porphyra, constituido por unidades de dissacarideos que consistem em residuos (1,3-
B) D-galactose alternando com (1,4-0) L-galactose-6-sulfato ou 3,6-anidro-a-L-galactose,
podendo ocorrer a substituicbes com residuos de ésteres de sulfato (Fernando et al., 2019).
O porfirano encontram-se presente no espaco intercelular, mas principalmente nas paredes
celulares, sendo o componente mais abundante das células de algas vermelhas do género
Porphyra (Q. Zhang et al., 2005). As cadeias de porfirano podem ser degradadas por enzimas
denominadas B-porfiranases (porfirano beta-D-galatopiranose-(1-4)-alfa-L-galactopiranose-
6-sulfato 4-glicanohidrolase) presentes em bactérias, das quais algumas espécies compdem
a flora intestinal humana, como a Bacteroides plebeius, 0 que permite a sua digestdo (Y.
Zhang et al., 2019). Os grupos sulfato do porfirano representam entre 10 a 11% do peso de
biomassa seca (Isaka et al., 2015). Através de modificacbes estruturais recorrendo a
dessulfatacdo enzimatica pode ser convertida em agar, que é um dos polissacarideo mais

comercializados (Rhein-Knudsen et al., 2015).
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Figura 1. 6 — Estrutura do Porfirano, adaptado de Rhein-Knudsen et al. (2015).

O peso molecular, o grau de sulfatagdo, a posicao dos grupos sulfato, o tipo de agucar
e a ramificacdo glicosidica, sdo os parametros mais importantes, e que sdo responsaveis pela

bioatividade e caracteristicas fisicas do composto (Raposo et al., 2013).

1.6.1. Bioatividades do Porfirano

No que diz respeito a bioatividade, o porfirano demonstrou propriedades
imunossupressoras em ratos, diminuindo a expressao da imunoglobulina E (IgE), no entanto,
aumentando a expresséo do interferdo-gama (IFN-y), o que pode reduzir, por exemplo, a
incidéncia de reacbes de hipersensibilidade de contato (Ishihara et al., 2005), podendo ser
considerado um potencial imunomodulador (Bhatia et al., 2013). A sua interacdo com
determinadas vias enzimaticas e metabdlicas, faz com que ocorra um acréscimo na producdo
de macréfagos (Qing-mei Liu et al., 2017). O potencial anti-inflamatério € diretamente
relacionado com o tamanho molecular (YYanagido et al., 2018) e esta associado a inibicdo da
producdo de éxido nitrico (Z. Liu et al., 2019), a qual pode ser resultado da atividade
antioxidante do porfirano, devida a inibicdo do fator nuclear kappa B (NF-xB), o que reduz
os niveis de fatores de necrose tumoral alfa (TNF-a) e 6xido nitrico (Nishiguchi et al., 2016).

Ensaios in vitro e in vivo demonstraram que o consumo de porfirano tem efeito
hipolipidémico e reduz os impactos negativos no figado, de dietas com elevadas
concentragfes de lipidos, provavelmente devido & adsorcdo desses compostos pelo

polissacarideo (Cao et al., 2016).
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O seu efeito inibitdrio sobre o fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1),
resulta na atividade anti-tumoral por apoptose (Kwon & Nam, 2006). Apresentou ainda
efeito analgésico e atividade anti-ulcerativa (Bhatia et al., 2015a). Foi descrito como um
possivel agente terapéutico para a atividade de endotoxinas, ocupando o fator de
diferenciacdo mieloide 2 (MD-2), necessario para a ligacdo da toxina ao recetor (Y. Wang
et al., 2020).

O porfirano apresenta um elevado potencial antioxidante, demonstrando-se muito
eficaz na captacdo de radicais, como as espécies reativas de oxigénio (Hatada et al., 2006;
Isaka et al., 2015). O potencial antioxidante do porfirano € inversamente proporcional ao seu
peso molecular e grau de sulfatacdo (Z. Zhang et al., 2009; Z. Zhang et al., 2010a; Zhao et
al., 2006). A sua atividade antioxidante produziu efeitos in vivo, promovendo um efeito
antienvelhecimento em organismos que 0 consumiam regularmente, em que mais uma vez,
0s compostos com menor peso molecular se demonstraram mais eficazes (Zhao et al., 2008).
Este efeito reflete-se no decréscimo de células senescentes mesmo ap0s tratamento com
H>02 (Z. Zhang et al., 2018).

A atividade antifingica, sobre Candida albicans e Aspergillus sp., também esta
diretamente associada ao peso molecular assim como ao grau de sulfatagdo, sendo o menor

e 0 maior, respetivamente, os mais eficazes (Bhatia et al., 2014; Bhatia et al., 2015b).

1.7.  Métodos de Extracédo de Polissacarideos

Métodos de extragdo com agua quente como solvente, seguida de filtracdes e
precipitacdo com etanol 95%, apresentam rendimento elevado, 17,6%, porém a sua
contaminacéo por proteinas também se apresenta elevada, 1,1-0,4%, (D. He et al., 2019). O
extrato pode ser filtrado recorrendo a filtros de particulas finas como Celite®, permitindo

uma remocao da maioria dos residuos ndo dissolvidos (Z. Zhang et al., 2010b), porém a
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aplicacdo destas metodologias pode exigir um longo periodo de tempo e consumo de energia
devido as elevadas temperaturas que requerem (Xu et al., 2017). A utilizacdo de solventes
organicos, extracdo com etanol 85%, € mais dispendiosa e apresenta um rendimento inferior
ao da agua quente, com rendimento de 10,6% (Isaka et al., 2015), além de solventes
organicos poderem ser prejudiciais na questdo ambiental, apds o seu descarte (Pinto e Costa,
2016). No entanto, se a massa recuperada ndo for sujeita a lavagens com solventes organicos

pode resultar na obtencdo de um material muito escuro (Bhatia et al., 2015b).

A extracdo com o equipamento de extracdo Soxhlet permite a extracdo por agua
quente e posterior purificacdo, sendo semelhante ao método de extracao por filtracdo. Neste
caso, também se obtém rendimentos elevados, porém a contaminacao por proteina é muito
inferior, proximo de 0%, devido ao contacto indireto estabelecido neste sistema (Bhatia et
al., 2015a; Zhu et al., 2016). O sistema pode ser adaptado, alterando o solvente como o
etanol, para a extracdo de lipidos (Taboada et al., 2013) ou adicionando agentes quimicos,

como no caso de tratamentos como a despigmentacao (Bedoux et al., 2017).

A utilizacdo de micro-ondas pode ser outra alternativa na extracao do porfirano, com
a possibilidade de serem realizadas em larga escala, no entanto o seu rendimento é de apenas
5% (Y. Chen & Xue, 2019). Ja a utilizacdo de ultrassons e micro-ondas aplicados a extracédo
com Soxhlet, podem levar a um aumento do rendimento de extracdo de polissacarideos,
apesar dessa diferenca ser baixa e o equipamento necessario exigir elevado consumo e
manutencdo frequente (Dong et al., 2011). A extracao recorrendo a fluido supercritico de
CO:- e ultrassons, demonstra vantagens, produzindo um extrato de elevada pureza, o que
pode resultar num aumento da bioatividade, mas é necessario, para a sua aplicacao,
equipamento muito especifico e dispendioso, além do seu rendimento ser consideravelmente
baixo, 6,24% peso seco (Yu et al., 2015; Zhou et al., 2012).

A utilizacdo de enzimas, como as proteases, pode aumentar o rendimento da extracéo
de polissacarideos, facilita a remog&o entre matrizes e a eliminagdo de contaminantes (Lim

et al., 2014). As hidrolases facilitam o seu arrastamento (Fleita et al., 2015), entre outras.
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Contudo, a utilizacdo de enzimas é dispendioso, demorado e limita as condi¢fes do meio

reacional as condic¢Ges 6timas das enzimas (Nadar et al., 2018).

A utilizacdo de solventes como metanol e cloroférmio podem ser utilizados no
isolamento do composto, eliminando elementos com peso molecular baixo (Lim et al.,
2014), mas a elevada toxicidade destes solventes torna o seu uso, no desenvolvimento de
produtos destinados a &rea alimentar, como neste caso, desaconselhavel, devido a eventual

presenca de residuos toxicos (Al-Taher & Nemzer, 2018).

1.8. Objetivo

1.8.1. Geral

Com o desenvolvimento deste projeto pretende-se desenvolver um método de
extracdo de porfirano semi-refinado de Porphyra dioica para a formulacdo de filmes com
propriedades bioativas para a aplicacdo em embalagens de produtos alimentares que
permitam o prolongamento do tempo de prateleira, evitando o desperdicio de forma

sustentavel.

1.8.2. Especificos

Extracdo de porfirano semi-refinado a partir de Porphyra dioica.

Avaliacdo bioquimica e das bioatividades (antioxidante e antimicrobiano) dos
extratos.

Desenvolvimento de solucdes filmogénicas e otimizacdo do desenvolvimento dos
filmes.

Avaliacdo das bioatividades (antioxidante e antimicrobiano) e das propriedades
mecénicas dos filmes.

Aplicacédo dos filmes em embalagens e analise sensorial dos produtos embalados.
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2. Métodos

2.1. Otimizacéo da Extracdo de Porfirano de Porphyra dioica

As extracdes foram realizadas recorrendo a um extrator Soxhlet individual e uma
manta de aquecimento Fibroman-c (J.P Selecta s.a., Abrera, Barcelona, Espanha), seguido
de um processo de evaporacdo em evaporador rotativo, precipitacdo com isopropanol e

secagem em estufa (Figura 2.1).

Cerca de 15 g de Porphyra dioica seca em p6 (<0,25 mm) (ALGAplus, ilhavo,
Aveiro, Portugal) foram distribuidas sobre trés folhas de papel absorvente (663,75 cm? por
folha), seguidamente dobradas ao meio e enroladas sobre si, formando um cartucho. Os trés
cartuchos foram humedecidos com agua destilada e colocados no extrator Soxhlet de 125
mL. Num coletor de 500 mL foram colocados 250 mL de agua destilada e pedacos de
ceramica, o liquido de refrigeracdo do condensador foi a 4gua destilada. A manta Fibroman-
C (J.P. Selecta, Abrera, Barcelona, Espanha) foi mantida a cerca de 200 °C em intervalos de
tempo de 7 horas, ap6s esse periodo a manta foi desligada e repousou durante a noites, o
contetido do coletor foi entdo recuperado, este processo repetiu-se por cinco dias. O material
extraido nas duas primeiras horas de extracdo foi descartado em PorfP1, seguido de 5
intervalos de 7 horas, e o material da primeira hora em PorfP2, seguido de 2 intervalos de 7

horas.

Apos recuperar o conteido do coletor, o extrato obtido foi aquecido e filtrado em
vacuo, utilizando filtro de papel quantitativo 2240 de 90 mm (Filter-Lab, Laval, Quebec,
Canada), tendo posteriormente o filtrado sido evaporado num evaporador rotativo,
refrigeracdo RC-10 Digital Chiller (VWR, Radnor, Pensilvania, EUA) e bomba de vacuo V-
100 (Rotoquimica, Maia, Porto, Portugal), a 60 °C em banho HB 10 (VWR, Radnor,
Pensilvéania, EUA), 260 rpm e 72 mbar com controlador RV10 control (VWR, Radnor,
Pensilvania, EUA), até se obter uma massa espessa e muito viscosa. Adicionaram-se 300

mL de isopropanol ~90% e 100 ml de isopropanol ~<99,9% (Carlo Erba, Mildao, Lombardia,
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Italia) e deixou-se precipitar por 30 minutos. O residuo foi decantado e adicionou-se 200 mL
de isopropanol =99,9%. O contetido foi fragmentado num liquidificador e filtrado a vacuo
com filtro de papel quantitativo 2240 de 90 mm, adicionando-se pequenos volumes de
isopropanol ~99,9% até a massa se apresentar seca. Esta foi recuperada para tubos de
centrifugacgdo, os quais foram colocados em estufa UF 450 (Memmert, Blichenbach, Roth,
Alemanha) a 60 °C para remover todos os eventuais residuos de solventes, até peso

constante.

15 g Porphyra dioica

o Precipitar com 400 mL de Adicionar 200 mL de
Dividida em 3 Cartuchos Isopropanol 3 Isopropanol
i , e Fragmentar em
250 Ll‘lL de agua‘dCStllada Decantar apés 30 In_lnutos quuldlﬂcador
por Fracdo
N Evaporar em Evaporador Recuperar o contetido
PorfP1: 1 Fragdo de 2 horas Rotativo: 72 mbar solido com Filtragio com
Descartada (2h1F) 60 °C filtro de papel 2240 a
PorfP2: 1 Fracdo de 1 hora . ZSQ rpm vacuo e Secagem com
Descartada (1h1F) Até Fluido muito viscoso pequenos volumes de
que adere a superficie Isopropanol
4 Fracdes de 7 horas Redissolver o Coletado a

Evaporar os residuos de
solvente em estufa a 60°C
até peso constante

Consecutivas com recolha %™ "S 2 | aproximadamente 100°C e
entre Fracdes Filtrar com filtro de papel

(7h1F; 7h2F; 7Th3F; 7h4F) 2240 a vacuo
Figura 2. 1 — Fluxograma do procedimento de extracdo de porfirano semi-refinado a partir de
Porphyra dioica desenvolvido.

2.2. Métodos de Quantificacdo Colorimétricos

As metodologias utilizadas recorreram, quando aplicavel, a utilizacdo de uma

balanca analitica TE 1245 (Sartorius, Gottingen, Alemanha), a homogeneizacéo foi feita no
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equipamento de ultrassons USC-TH (VWR, Radnor, Pensilvania, EUA) e as medic¢des de
pH num potenciometro pH 7110 (WTW inoLab, Canton, Massachusetts, EUA). Todas as
medic¢des, quando aplicavel, foram realizadas num espetrofotdmetro Evolution 201 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) com o software INSIGHT 2 (Thermo
Scientific Waltham, Massachusetts, EUA) recorrendo a cuvetes de quartzo de 3 mL. Todas
as solucdes de porfirano foram preparadas em banho a 75 °C.

Todas as anélises foram realizadas em ensaios independentes e em triplicados no caso
do p-BQ, TPC, DPPH, FRAP e ABTS; e em quadruplicado no ensaio de HPSA e Fenol
Sulfarico. Os ensaios colorimétricos foram calibrados segundo a lei de Lambert-Beer, tendo

todos os ensaios a garantia de linearidade de reagéo.

2.2.1. p-Benzoquinona (p-BQ)

A p-benzoquinona ou 1,4-benzoquinona € uma molécula da familia das quinonas
com um papel importante nas regulacdes de sistemas bioldgicos e na formacao de cadeias

de transferéncia de eletr6es (Lamé et al., 2003).

O reagente p-benzoquinona liga-se a animas primarias e a grupos amina,
apresentando uma coloracao especifica, sendo possivel desta forma estabelecer uma relacdo
entre a presenca de aminas primarias e grupos amina com a concentracdo de proteinas
(Abdellatef & Khalil, 2003). Este método permite uma determinacdo do contetdo total de
proteina mais preciso que métodos amplamente aplicados como o ensaio de Lowry (Zala et
al., 1992) pois permite a determinacdo de todos os tipos de aminoacidos (Amin & ElI-
Didamony, 2003), além de apresentar uma metodologia mais simples, menos sujeita a erros,
e com reagentes menos dispendiosos (Barreto et al., 1990). Porém, a sensibilidade deste
método é diretamente influenciada pelo pH do meio, pelo que o comprimento de onda com

absorvancia maxima dependera da utilizagéo de tampé&o e do seu pH (El-Sayed et al., 1986).
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Este ensaio foi adaptado de Amin & El-Didamony (2003), tendo a reacdo sido
mediada pelo tampdo fosfato 0,08 M a pH 9,2, composto por fosfato de sédio monobasico
anidro (Amresco, Solon, Ohio, EUA) e hidréxido de sodio (Eka, Akzo Nobel, Marietta,
Georgia, EUA). A solucdo de p-Benzoquinona (p-BQ) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
EUA) com uma concentracdo inicial de 1 mg.mL foi preparada para cada andlise, em
tampdo fosfato a pH 9,2. O padrdo externo foi obtido através de dilui¢des de uma solugdo
de L-alanina (PanReac AppliChem, Castellar del Vallés, Barcelona, Espanha) a 0,3 mg.mL*
em tampao fosfato a pH 9,2. As amostras foram preparadas em tampao fosfato a pH 9,2,
com uma concentragdo de 0,6 mg.mL™. A solucdo de HCI (VWR Chemical, Radnor,
Pensilvania, EUA) 2,5 M foi preparada em etanol 96% (Aga, Loures, Portugal). As
concentracdes da calibragdo de L-alanina foram 30 pg.mL?; 25 pg.mL?; 20 pg.mL?%; 15
pg.mL?; 10 pg.mL™?; 5 pg.mLt e 0 pg.mL* correspondente a um volume no meio reacional
de 2 mL diluidas com tampdo fosfato a pH 9,2, ao que se adicionou 1 mL de p-BQ,
imediatamente ap6s a sua adi¢do foram mantidos em banho a 50 °C por 15 min. No final do
periodo estabelecido, adicionou-se 3 mL de HCI 2,5 M e realizou-se a leitura do espetro de
absorvancia entre 400 e 700 nm. As amostras seguiram 0s mesmos procedimentos, tendo de

concentragéo final 60 pg.mL™.

Com as leituras realizadas foi construida uma curva de calibracdo com as
concentragOes padrdo de L-alanina, tendo ao espetro de todos os pontos sido descontado a
espetro do branco. Os resultadas das amostras foram interpretados com base nessa curva de

calibracéo.

2.2.2. Fenol Sulfurico

O método do fenol sulfurico é um teste colorimétricos que permite uma andlise
quantitativa de hidratos de carbono soliveis em agua (DuBois et al., 1956; Hall, 2013). A
sensibilidade e simplicidade tornam-no um método muito utilizado, além de detetar hidratos
de carbono conjugados com outros compostos como os glicolipido e glicoproteinas (Masuko

et al., 2005). A determinacdo pode ser realizada por calibragdo externa, elaborando uma
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curva de calibragéo, para cada classe de hidrato de carbono, como a galactose, estabelecendo
a relacdo absorvancia/concentragéo de glucose (Zhang & Lynd, 2005).

A sua reacdo é bem conhecida e fidvel relativamente a producdo de resultados
mensuraveis. A reacdo em si envolve a adicdo de fenol e acido sulfurico a uma solugéo
aquosa da amostra, contendo os hidratos de carbono, o que leva a producédo de derivados de
furfural, devido a desidratacdo dos hidratos de carbono pelo acido sulfurico e a consequente
condensacdo destes com o fenol. Os produtos de condensacéo formados séo coloridos e

podem ser analisados via espectrofotometria de UV-Visivel (Albalasmeh et al., 2013).

O método tem capacidade de detetar todas as classes de hidratos de carbono, no
entanto, a reatividade destes depende da estrutura. Como tal, os resultados devem ser
expressos em termos de um hidrato de carbono que seja o constituinte principal da amostra,
sendo a D-galactose no caso do porfirano. A desidratacdo da D-galactose gera 5-
(hidroximetil) furfural, que por sua vez ira condensar com o fenol e formar um composto
colorido com um maximo de absor¢do a 495 nm (Nielsen, 2003; Zhang & Lynd, 2005),
permitido assim a quantificacdo dos hidratos de carbono presentes numa solugdo (Rao &
Pattabiraman, 1989).

A solucdo de fenol a 10 mg.mL* de concentragdo inicial foi preparada, para cada
analise, em agua destilada com cristais de fenol (Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA). O padrdo externo foi obtido através da diluicdo de uma solucdo de D-galactose
(VWR, Radnor, Pensilvania, EUA) a 0,6 mg.mL™? agua destilada. As amostras foram
preparadas em agua destilada numa concentragéo de 0,6 mg.mL™. As concentragbes da
calibragdo de D-galactose foram 45 pug.mL™?; 37,5 pug.mL?; 30 pg.mLt; 22,5 ug.mL%; 11,5
ug.mL?; 7,5 pg.mL? e 0 ug.mL, correspondente a um volume no meio reacional de 0,6
mL, diluidos com agua destilada, ao que se adicionou 1,8 mL de &cido Sulfurico 95% (VWR,
Radnor, Pensilvania, EUA) e 0,6 mL de solucdo de fenol, apds o final da reacéo exotérmica
foram adicionados 5 mL de agua destilada e realizou-se a leitura do espetro de absorvancia
entre 400 e 700 nm, baseado em Rao & Pattabiraman (1989). As amostras seguiram 0s
mesmos procedimentos, tendo a de concentracéo final de 45 pg.mL™. Realizou-se ainda a
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medicdo do espetro das amostras com H>SO4 e agua destilada nas proporcdes descritas
substituindo a solugdo de fenol por dgua destilada, este espetro foi descontado aos ensaios
correspondentes. Ao espetro de todos as amostras e pontos de calibracdo foi descontado o

espetro do branco.

2.2.3. Quantificacdo total de fendis (TPC)

O procedimento, recorrendo ao reagente Folin-Ciocalteu (F-C), permite a
determinacdo de fendis, outros agentes antioxidantes ou oxidantes (Singleton et al., 1999).
Apesar de ser amplamente utilizado na dete¢do de fendis, devido a sua ndo especializagdo
para 0s mesmos, pode levar a subestimacdes neste parametros por interferéncia de outras

espécies antioxidantes e oxidantes (Ainsworth & Gillespie, 2007).

O mecanismo em que se baseia este método é a reducéo de (PMoW11040)*", sendo
esta a espécie reativa presente no F-C, de coloragdo amarela em meio &cido. Esta espécie
apresenta uma coloracdo azul a medida que é reduzida em meio alcalino, na presenca de
Na>2COs. O meio deve ser alcalino durante o ensaio de forma a minimizar a interferéncia de

outras espécies redutoras (Ainsworth & Gillespie, 2007; Rover & Brown, 2013).

Os dados devem ser interpretados através da comparacdo da sua absorvancia com
uma calibracdo com 4acido galico a 760 nm, sendo os dados obtidos representados em

equivalentes de &cido gélico (Fu et al., 2010).

A quantificacdo do total de fendis foi determinada com o reagente Folin—Ciocalteu
(F-C) (AppliChem, Darmstadt, Darmstadt, Alemanha) com base no método de Fu et al.
(2010). Foram preparadas solucdes de extrato a 2 mg.mL™ em agua, o reagente F-C foi
diluido 1:10 em agua, e a solucéo de carbonato de sodio (Scharlau, Sentmenat, Barcelona,
Espanha) saturada a 75 mg.mL. A analise foi realizada pela adi¢do de 0,5 mL da amostra e

2,5 mL de reagente F-C diluido, esta foi reservada por 4 minutos, apés esse periodo
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adicionou-se 2 mL de carbonato de sddio, apds um periodo de 2 horas a temperatura
ambiente foi lida a absorvéncia a 760 nm. A calibracéo foi obtida recorrendo a uma solugéo
de 4cido galico (Merck KGaA, Darmstadt, Darmstadt, Alemanha) a 0,1 mg.mL™, com as
seguintes concentragdes 6 pug.mL*; 5 pg.mL?; 4 ug.mLY; 3 pg.mLt; 2 pg.mLY; 1pg.mL;
0 pg.mL?, estabelecendo um volume total de 0,5 mL em &gua, tendo ao espetro de todos os

pontos sido descontado o espetro do branco.

2.2.4. Hydrogen peroxide scavenging assay (HPSA)

O peroxido de hidrogénio (H202) é uma espécie oxidante ndo-radical (Chandrasekara
& Shahidi, 2011), desta forma tem a capacidade de induzir a oxidacdo de outras moléculas
(Berczynski et al., 2017), sendo altamente reativo com metais de transicdo como o Fe?*
(Akinrinde et al., 2018). Participa na regulacdo da apoptose e autofagia celular (J. He et al.,
2018).

A oxidagdo promovida pelo H202 pode ser inibida por alguns compostos, este é
considerado um efeito antioxidante (Kim et al., 2015). Na presenca de um antioxidante o
H>0> é convertido em oxigénio e agua, diminuindo assim a sua concentracdo (Akinrinde et
al., 2018).

O Hydrogen peroxide scavenging assay (HPSA) usado neste trabalho envolve a
decomposicdo oxidativa de um corante organico, como o vermelho de metilo, por acdo do
H.O2, sendo esta reacdo catalisada por um complexo de Ferro(lll), o
etilenodiaminotetraacetato de ferro e sddio (NaFeEDTA), na presenca de acido acético. E
um teste colorimétrico, onde é possivel observar o se o analito é capaz de manifestar
atividade antioxidante, face a espécies reativas de oxigénio e suprimir a decomposi¢do do
corante. A decomposic¢do do corante resulta na diminuicdo da absorvancia a determinado
comprimento de onda, 524 nm, previamente tomada com referéncia (Bektasoglu et al., 2008;
S. Chen & Schopfer, 1999; Halliwell & Gutteridge, 1992).
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A solucdo reacional foi preparada medindo-se 12 mg de vermelho de metilo, num
baldo de 500 mL (lka, Radnor, Pensilvania, EUA), com 0,2 mL de &cido acético (VWR
Chemicals, Radnor, Pensilvania, EUA), perfazendo-se com agua destilada. Apds
homogeneizar o0 maximo possivel, formando uma solucédo saturada, filtrou-se com filtro de
papel 2240 para um frasco dmbar, num baldo de 250 mL adicionou-se 0,251 g de
NaFeEDTA, formado pela juncdo de acido etilenodiamina tetra-acético sal dissddico
dihidratado (VWR Chemicals, Radnor, Pensilvania, EUA) e cloreto de Ferro(l1l) (Labkem,

Barcelona, Espanha), perfez-se com a solucdo de vermelho de metilo filtrado.

O procedimento foi adaptado a partir de Bektasoglu et al. (2008). Colocou-se 1 mL
de amostra, a 0,6 mg.mL™, e 1,8 mL de uma solugéo de acido etilenodiamina tetra-acético
de sodio férrico (NaFeEDTA) e vermelho de metilo numa cuvete de quartzo, adicionou-se
200 pL de perdxido de hidrogénio a 30% (Chem-Lab, Zedelgem, Flandes Oriental, Bélgica),
homogeneizou-se, prosseguiu-se imediatamente a leitura de absorvancia a 524 nm e ap6s 10
e 15 minutos. Foram realizadas duas retas de calibracdo com etanol 96% (alcool primario) e
isopropanol 99,9% (&lcool secundario), a partir da dilui¢cdo 1:100 (alcool:agua), com pontos
a4,3,2,1e0pL orestante 1 mL completado com agua destilada. A captacao das moléculas
de H20, é observada pela comparacéo da varia¢do da absorvancia do inicio e apds o tempo
estipulado, determinou-se a variagdo de absorvancia (AAbs) ap6s 10 (t10) e 15 (t15)

minutos, através da seguinte equacao:

AAbs a 524 nm = Abs 524 nm,, — Abs 524 nm,, (1)

2.2.5. Ensaio do reagente 2,2-difenil-I- picrilhidrazila (DPPH)

Este método tem como principio a reducdo de um radical livre estavel, 2,2-difenil-I-
picrilhidrazila (DPPH), por um composto, estimando-se assim o potencial antioxidante desse
composto (Brand-Williams et al., 1995), esta reacdo pode ser caracterizada da seguinte

forma:

DPPH+ + AH — DPPH-H + Ae )
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O radical livre de DPPH, que representa os radicais livres formados no sistema
bioldgico, tém a sua atividade suprimida pela substancia AH, antioxidante. O A« ¢ submetido
a outras reacOes que controlam a estequiometria global, ou seja, 0 numero de moléculas de
DPPH reduzidas por cada molécula do redutor é diretamente proporcional. Desta forma, este
método baseia-se em fornecer a ligagao aos radicais presentes nas rea¢fes que ocorrem num
sistema oxidante (Molyneux, 2004). O DPPH ¢ soluvel em solventes organicos como o

etanol e o acetonitrilo (Ordoudi et al., 2006).

Este € um método espectrofotométrico, monitoriza a diminuicdo de absorvancia a
515-520 nm estabelecida pelo DPPHe. (violeta), o que confere a0 meio reativo uma cor
amarela palida caracteristica do grupo picrilico (Noipa et al., 2011). Esta variacdo pode ser
quantificada tendo em conta compostos reconhecidamente antioxidantes, como o &cido
ascorbico (Floegel et al., 2011), atraves da absorvancia apos o tempo estipulado, 30 minutos,
do meio reacional contendo um agente antioxidante e de um meio sem esse agente,
estabelece-se a sua taxa de inibicdo da oxidagdo (Ebrahimabadi et al., 2016), através da
seguinte equacéo:

Abs517Branco—AbS517 amostra
Abs517granco

Taxa de Inibicdo/mgExt (%) =

X 100/mExtrato (mg) (3)

2.25.1. Em Acetonitrilo

Foram preparadas solugGes de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, EUA) a 0,1 mg.mL™ para cada analise em acetonitrilo (Chem-Lab,
Zedelgem, Flandres Ocidental, Bélgica), este método foi baseado em Miceli et al. (2018)
com alteracdes. Na preparacdo do padrdo recorreu-se a uma solucdo de acido ascérbico
(Vilassar de Dalt, Barcelona, Espanha) a 0,2 mg.mL™* em tampdo fosfato pH 5,5. As
amostras foram preparadas em tampao fosfato 0,08 M a pH 5,5 a concentracdo de 0,6

mg.mL™.

As concentragdes da calibragdo de acido ascorbico foram 6 pg.mL?; 5 pg.mL?; 4

pug.mL?; 3 pug.mL?Y; 2 pg.mLt; 1 pg.mL* e 0 pg.mL correspondente a um volume no meio
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reacional de 2 mL aferidos com TF a pH 5,5, ao que se adicionou 1 mL de DPPH e 0,5 mL
de acetonitrilo. A reacdo deu-se no escuro a temperatura ambiente. Apds 30 minutos, mediu-
se a absorvancia entre 400 e 700 nm. A curva de calibracdo foi elaborada com base na
absorvancia a 517 nm. O meio reacional das amostras foi constituido por 1 mL de amostra,
0,5mL de TFa5,5mL, 1 mL de DPPH e 0,5 mL de acetonitrilo.

2.25.2.  Em Metanol

A solucdo de DPPH foi preparada a 0,142 mg.mL? em metanol (Chem-Lab,
Zedelgem, Flandres Ocidental, Bélgica) e o padréo estabelecido com uma solu¢édo de &cido
ascorbico a 0,2 mg.mL™ em agua destilada, baseado em Andrade et al. (2018). As amostras

foram preparadas em agua a concentragéo de 0,8 mg.mL™.

As concentragBes da calibragdo de acido ascorbico foram 2 pg.mL?; 1,6 pg.mL™;
1,2 ug.mLt; 0,8 pg.mL?; 0,4 pg.mL* e 0,0 pg.mL* correspondente a um volume no meio
reacional de 0,05 mL aferidos com agua, ao que se adicionou 2 mL de DPPH a partir de uma
solugdo a 0,2 mg.mL™. A reacdo deu-se no escuro a temperatura ambiente. Apos 30 minutos,
mediu-se a absorvancia entre 400 e 700 nm. A curva de calibracdo foi elaborada com base
na absorvancia a 517 nm. O meio reacional das amostras foi constituido por 0,05 mL de
amostra e 2 mL de DPPH.

2.2.6. Ferric-reducing antioxidant power (FRAP)

O método de Ferric-reducing antioxidante power (FRAP) tem como fundamento a
capacidade redutora de um analogo de ferro (Kim et al., 2019). O poder redutor do composto
é entdo associado ao seu potencial antioxidante (Jones et al., 2017), desta forma, e apesar de
ser amplamente aplicado, este método nédo deve ser utilizado isoladamente pois a ndo dete¢édo
da capacidade redutora ndo significa necessariamente que a amostra ndo possua poder

antioxidante (Antolovich et al., 2002).
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O poder redutor é determinado pela conversdao de um complexo de Fe(l11) associado
ao ligante cromogéneo em um Fe(l1), associado ao mesmo ligante, o que resulta na alteracéo
da absorvéncia (Abs) a determinado comprimentos de onda, 510 nm, permitindo a sua
andlise (Berker et al., 2007).

O potencial antioxidante pode ser avaliado de duas formas, sendo o FRAP value
expresso em pumol Fe(IT)/mL (Qing Liu et al., 2019) e a comparacdo com um padrdo como
acido ascoérbico, hidroxitolueno butilado (BHT), ou outro, indicando o potencial
antioxidante do composto em equivalentes do padrdo (Akinrinde et al., 2018).

Na preparacdo do padrdo recorreu-se a uma solucdo de &cido ascorbico (Vilassar de
Dalt, Barcelona, Espanha) a 0,292 mg.mL? em &gua destilada. As amostras foram

preparadas em agua destilada a concentracgdo de 0,6 mg.mL™.

As concentragBes da calibragdo foram 2,60 pg.mL™; 1,95 pg.mL™?; 1,30 pg.mL*;
0,65 pg.mL™; 0,00 ug.mL™* correspondente a um volume no meio reacional de 2 mL
perfeitos com agua destilada, ao que se adicionou 1 mL de reagente [Fe(Phen)s]Cls. O
complexo [Fe(Phen)s]Clza 3,3 mM foi preparado a partir de 1,10-fenantrolina monoidratada
(C12HsN2*H20) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e FeClz.6H.O na presenca de
HCI em &gua destilada segundo Adao et al. (2021). A reacdo deu-se no escuro a temperatura
ambiente. Apds 30 minutos adicionou-se 6 mL e mediu-se a absorvancia entre 400 e 700
nm. A curva de calibracdo foi elaborada com base na absorvancia a 510 nm, adaptado de
Berker et al. (2007). O meio reacional das amostras foi constituido por 1 mL de amostra, 1,5
mL de agua destilada e 1 mL de reagente [Fe(Phen)s]Cls, a reacdo, apos os 30 minutos foram

adicionados 6 mL.
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2.2.7. Ensaio do reagente 2,2-azino-bis-(acido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS)

O ensaio com o catido radical 2,2-azino-bis-(acido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico)
(C18H22N606S4) (ABTS) € utilizado na determinacdo da atividade antioxidante de solugdes
aquosas (Re et al., 1999). Assim como o DPPH baseia-se na transferéncia de eletrdes e
reducdo de uma espécie colorida, porém este método apresenta maior velocidade de reacéo
e, em muitos casos, uma maior capacidade de detecdo da atividade redutora dos agentes
antioxidantes (Floegel et al., 2011). Este consiste na reducdo do radical ABTS™e previamente
oxidado com persulfato de potassio (K2S20g), resultando assim na diminuigéo da coloragédo
azul que o caracteriza a 734 nm (Nenadis et al., 2004). A interpretacdo é semelhante a taxa

de inibicdo do DPPH, porém com os dados da absorvancia a 734 nm (Dudonné et al., 2009).

O reagente ABTS foi preparado a partir de 48 mg de acido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)  (CisH1s6N4OeSa-(NH4)2)  (Alfa  Aesar,  Haverhill,
Massachusetts, EUA) e 12,8 mg peroxidissulfato de potassio (K2S:0s) (Alfa Aesar,
Haverhill, Massachusetts, EUA) em 250 mL de &gua. Antes da sua aplicacdo, esteve
armazenado por 16 horas no escuro, a temperatura ambiente. A calibragdo foi executada a
partir de uma solucdo de acido ascorbico a 61,2 pg.mL?, com concentragbes de
6,12 pg.mL*; 5,10 pug.mL*; 4,08 pg.mL?; 3,06 pg.mL?t; 2,04 pg.mL%; 1,02 pg.mL2; 0,00

ng.mL. No caso da amostra foi preparada a 0,6 mg.mL™.

O meio reacional foi constituido por 2 mL de reagente ABTS, 2 mL de amostra ou
acido ascorbico e 2 mL de agua destilada, a reacdo deu-se em 1 minuto e a sua absorvancia
de 500 a 850 nm foi determinada imediatamente ap0ds esse periodo, o procedimento foi
modificado a partir de Re et al. (1999). A analise do ensaio foi realizada com base na

absorvancia a 734 nm, recorrendo a seguinte equagao:

Abs510Branco—AbS510amostra
Abs510Branco

Taxa de Inibigdo/mgExt (%) = X 100/mExtrato (mg) (4)
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2.3. Antibiogramas

Os antibiogramas sdo um ensaio de sensibilidade de uma determinada espécie
microbiana a um determinado composto (Awoyinka et al., 2007), baseia-se na difusdo de
um composto em teste, a partir de um ponto de origem, os discos, em meio de cultura sélido
inoculado com o0 microrganismo em teste, considerando que 0 composto se apresenta menos
concentrando no meio de cultura a medida que aumenta a distancia ao ponto de origem. A
distancia até a qual o organismo se propaga do ponto de origem do composto permite
determinar a sensibilidade de um organismo especifico para um composto (Ebrahimabadi et
al., 2016; Fleita et al., 2015).

As propriedades antimicrobianas dos extratos, dos componentes e das solugdes
filmogénicas foram determinadas por antibiogramas com o método de difusdo em disco
adaptado de Awoyinka et al. (2007). Procedeu-se a dissolucdo do extrato numa concentragdo
de 10 mg.mL™ em &gua Milli-Q®, tendo a dissoluc&o sido feita em banho-maria a 80 °C. As
estirpes utilizadas foram as bactérias Gram-Positivas Bacillus subtilis (DSM 10), Bacillus
cereus (DSM 31), Micrococcus luteus (DSM 1605) e as Gram-Negativas Pseudomonas
aeruginosa (DSM 288), Escherichia coli (DSM 301) e o fungo Candida albicans (DSM
1386). As estirpes foram inoculadas no meio de crescimento adequado (informacéo
fornecida pelo fornecedor) e cultivadas por 24-48h. O inéculo foi diluido com soro 0,85%
(m/v) cloreto de sodio (VWR, Radnor, Pensilvania, EUA) e ajustado ao padrdo 0,5
McFarland. Foram utilizadas placas com meio Muller Hinton Agar (MHA) (VWR, Radnor,
Pensilvania, EUA) e Universal Medium for Yeasts (UMY), para bactérias e leveduras
respetivamente. As estirpes microbianas foram inoculadas, com o indculo padronizado, por
esfregaco com zaragatoa estéril, cobrindo totalmente a superficie da placa. Em seguida,
discos de papel de filtro estéreis, com 6 mm de diametro, foram embebidos em 20 pL de
cada extrato (10 mg.mL™) e colocado na superficie do &gar, assim como discos contendo
cloranfenicol (30 pg / disco) e fluconazol (25 pg / disco), como controle positivo para
bactérias e fungos respetivamente, e discos com 20 pL de agua estéril, como controle
negativo. As placas foram incubadas 24-48 horas na temperatura ideal de cada estirpe
(informacéo fornecida pelo fornecedor) e a zona de inibicdo foi medida (mm). Todos 0s

testes foram realizados em triplicado.
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2.4. Formagcéo dos Filmes

Os filmes foram produzidos por um processo de modelagem, recorrendo a placas de
Petri como molde, a metodologia foi adaptada de Nieto (2009). A medicdes de massa foram
feitas numa balanca analitica TE 1245 (Sartorius, Goéttingen, Alemanha) e a homogeneizagéo
das solucdes foi feita em placa de aquecimento com agitacdo magnética VHP-C10-2 (VWR,
Radnor, Pensilvania, EUA). As solucdes filmogénicas foram preparadas a partir do porfirano
semi-refinado PorfP2, descrito acima, de carboximetilcelulose de sodio (CMC) (Fluka,
Buchs, Sdo Galo, Suica), pectina (PcT) (Sosa, Moia, Barcelona, Espanha), alginato de sodio
(AL) (VWR, Radnor, Pensilvania, EUA), glicerol 86-88% (Scharlau Chemie S.A.,
Sentmenat, Barcelona, Espanha) e cloreto de calcio (CaCl,) (Chem-Lab, Zedelgem, Flandes
Oriental, Bélgica) em proporcao descrita na Tabela 2.1, dissolvidos em agua destilada a
100 °C e com agitacdo constante. Apos a solubilizacdo total do polissacarido, as solucbes
foram filtradas com papel de filtro a vacuo, e, quanto aplicavel, o glicerol foi adicionado. De
forma a homogeneizar totalmente a solucdo filmogénica filtrada, esta permaneceu durante
1-2h a aproximadamente 100 °C com agitacdo constante, antes de ser aplicada nos moldes.
A solucdo filmogeénica foi transferida com o volume proporcional a area do molde, como
placas de Petri, a 0,44 mL.cm™, tendo sido utilizados moldes de 22,90 cm? (10 mL), 56,75
cm? (25 mL) e 153,94 cm? (68 mL). Os moldes com a solugdo permaneceram sobre vacuo
por 20-60 min de forma a garantir o nivelamento e reduzir ao maximo o estabelecimento de
bolhas. Os moldes foram colocados na estufa UF 110 (Memmert, Blichenbach, Roth,
Alemanha) a 40 °C, 10% da capacidade de ventilacéo e abertura a 70% por 18-20h. O molde
foi colocado sobre uma superficie a aproximadamente 60 °C e o filme foi removido do

molde.

35



Tabela 2. 1 — Composicao das solucGes filmogénicas pelos componentes porfirano semi-refinado
extraido pelo método 2 (PorfP2), carboximetilcelulose de sddio (CMC), pectina (PcT), alginato de
sodio (AL) e glicerol (Gli).

AL

Porf P2 CMC PcT % Gli
(% m/v) (% m/v) (% m/v) miv) (uL/mL)
PorfP2 1 0 0 0 0
PorfP2_Gli 1 0 0 0 1,2
PorfP2_CMC 1 1 0 0 0
PorfP2_CMC_Gli 1 1 0 0 1,2
PorfP2_PcT 1 0 1 0 0
PorfP2_PcT_Gli 1 0 1 0 1,2
PorfP2_AL 0,5 0 0 1 0
PorfP2_AL_Gli 0,5 0 0 1 1,2

Nos moldes de 22,90 cm? a solucio filmogénica do filme PorfP2 foi constituida por
100 mg de extrato de PorfP2, PorfP2_Gli por 100 mg de extrato de PorfP2 e 12 uL de glicerol
86-88%; PorfP2_PcT por 100 mg de extrato de PorfP2 e 100 mg de PcT, PorfP2_PcT_Gili
por 100 mg de extrato de PorfP2, 100 mg de PcT e 12 pL de glicerol 86-88%; PorfP2_CMC
por 100 mg de extrato de PorfP2 e 100 mg de CMC, PorfP2_PcT_Gli por 100 mg de extrato
de PorfP2, 100 mg de CMC e 12 pL de glicerol 86-88%; PorfP2_AL por 50 mg de extrato
de PorfP2 e 100 mg de AL, PorfP2_PcT_Gli por 50 mg de extrato de PorfP2, 100 mg de AL
e 12 pL de glicerol 86-88%. Nos moldes de 56,75 cm? a soluc&o filmogénica do filme PorfP2
foi constituida por 250 mg de extrato de PorfP2, PorfP2_Gli por 250 mg de extrato de PorfP2
e 30 pL de glicerol 86-88%; PorfP2_PcT por 250 mg de extrato de PorfP2 e 250 mg de PcT,
PorfP2_PcT_Gli por 250 mg de extrato de PorfP2, 250 mg de PcT e 30 pL de glicerol 86-
88%; PorfP2_CMC por 250 mg de extrato de PorfP2 e 250 mg de CMC, PorfP2_PcT_Gli
por 250 mg de extrato de PorfP2, 250 mg de CMC e 30 uL de glicerol 86-88%; PorfP2_AL
por 125 mg de extrato de PorfP2 e 250 mg de AL, PorfP2_PcT_Gli por 125 mg de extrato
de PorfP2, 250 mg de AL e 30 pL de glicerol 86-88%. Nos moldes de 153,94 cm? a solugdo
filmogénica do filme PorfP2 foi constituida por 680 mg de extrato de PorfP2, PorfP2_Gili
por 680 mg de extrato de PorfP2 e 81,6 pL de glicerol 86-88%; PorfP2_PcT por 680 mg de
extrato de PorfP2 e 680 mg de PcT, PorfP2_PcT_Gli por 680 mg de extrato de PorfP2, 680
mg de PcT e 81,6 pL de glicerol 86-88%; PorfP2_CMC por 680 mg de extrato de PorfP2 e
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680 mg de CMC, PorfP2_PcT_Gli por 680 mg de extrato de PorfP2, 680 mg de CMC e 81,6
pL de glicerol 86-88%; PorfP2_AL por 340 mg de extrato de PorfP2 e 680 mg de AL,
PorfP2_PcT_Gli por 340 mg de extrato de PorfP2, 680 mg de AL e 81,6 uL de glicerol 86-
88%.

2.5. Ensaios Morfologicos e Mecanicos

Os ensaios morfologicos e mecanicos foram efetuados pela Professora Doutora
Mafalda Guedes e pelo Professor Doutor Ricardo Baptista, docentes do Instituto Politécnico
de Setubal e investigadores em centros de investigacdo sedeados no Instituto Superior
Técnico, onde decorreram as medidas. Os filmes analisados foram o PorfP2, PorfP2_Gili,
PorfP2_PcT, PorfP2 PcT_Gli, PorfP2_ CMC, PorfP2 CMC_Gli, PorfP2_ AL e
PorfP2_AL_Gili, tendo sido desenvolvidos trés filmes com as amostras S8, S9 e S10 de
PorfP2 e os componentes PcT, CMC, AL e Gli, independentes, analisados em ensaios

independentes.

2.5.1. Caracterizacdo morfoldgica

A morfologia dos filmes foi estudada por microscopia eletronica de varrimento
(Laboratorio de Microscopia Eletronica, MicroLab) (SEM), perfilometria laser (Laboratério
de Materiais Nanoestruturados, NanoMATLab) e medicdo de espessura. Para observagao
por microscopia eletrénica de varrimento por emissdo de campo (FEG-SEM, Jeol JSM-
7001F) as amostras foram previamente revestidas com liga de Au-Pd, para evitar
acumulacdo de carga elétrica durante a observacdo. Mediu-se a rugosidade média (Ra) dos
filmes por perfilometria laser Profilm 3D (Filmetrics, Milpitas, California, EUA). Cada
ensaio consistiu no varrimento pelo feixe laser de linhas com 1 mm de comprimento e
orientacdo aleatoria. Os resultados foram adquiridos e tratados com o software
ProfilmOnline (Filmetrics, Milpitas, Califérnia, EUA). Analisaram-se pelo menos 3
amostras de cada composicdo e 3 linhas em cada amostra, para avaliacdo de
reprodutibilidade. Adicionalmente, determinou-se a espessura dos filmes. A respetiva
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densidade foi primeiro medida, via método de Arquimedes por imersdo em etanol absoluto
(Fisher Chemical, Hampton, New Hampshire, EUA) (d = 0,789 g.cm?). Utilizaram-se
amostras circulares (& 8 mm), que foram previamente pesadas em balanca analitica (AND
200). Mediram-se pelo menos 4 amostras de cada composicdo, para verificacdo da
reprodutibilidade de resultados. Os valores obtidos foram depois utilizados para calcular a

espessura média.

2.5.2. Ensaios Mecanicos

O desempenho mecanico foi avaliado por ensaio de tracdo (Laboratorio de
Biomecanica de Lisboa, LBL), caracterizando-se 0 modulo de elasticidade aparente, tenséo
de cedéncia e resisténcia mecéanica. Utilizou-se uma maquina de ensaios universal
eletromecénica 5544 (INSTRON, Norwood, Massachusetts, EUA), equipada com uma
célula de carga (INSTRON, Norwood, Massachusetts, EUA) de 100 N e um video
extensometro SVE | (INSTRON, Norwood, Massachusetts, EUA). Os ensaios foram
realizados até a fratura das amostras, com uma velocidade de 1 mm/min, tendo sido
calculado o médulo de Young e a tensdo de rotura das amostras, de acordo com a norma
ASTM D638 (Standard Test Method for Tensile Properties of Plastics). Foram utilizadas
pelo menos 3 (n=3...6) amostras com 15 mm de largura e 50 mm de comprimento util
(utilizado pelo video extensémetro). Para o célculo do médulo de Young (E) foi utilizada
apenas a parte linear elastica da curva de tensdo-extensdo, sendo E definido com o declive
linear da curva. A tenséo de rotura foi determinada como a tensdo méxima obtida antes da

fratura da amostra.

2.6. Ensaios Sensoriais

A partir dos filmes PorfP2_AL_Gli, PorfP2_PcT_Gli e PorfP2_CMC_Gli foram
formadas embalagens, ao qual foram adicionados no seu interior bolas de cereais com
chocolate (Dia, Las Rozas, Madrid, Espanha) e as embalagens foram seladas (Figura A 3).

Apdbs um periodo de dois meses, foram realizadas provas triangulares de analise sensorial,
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com metodologia baseada em Meilgaard et al. (1999). O painel de provadores contou com
12 participantes, cada participante foi convidado a provar conjuntos de 3 amostras, sendo 2
iguais e 1 diferente. De seguida, definiu-se quais amostras eram semelhantes e a diferente.
Na distincdo das embalagens em prova, foram realizadas 6 réplicas por provador com ordem
aleatoria; e 3 réplicas na comparacdo com o controlo (embalado em polietileno), todas as

amostras foram comparadas com as restantes e com o controlo.

2.7. Tratamento estatistico

A anélise estatistica deu-se por testes ANOVA com um fator. No caso de diferencas
estatisticamente significativas, realizou-se o teste de comparacdo multipla Tukey, quando os
requisitos, aleatoriedade, numero de amostragens, normalidade (teste Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de variancias (teste Brown-Forsythe), foram cumpridos. E, quando néo
foram cumpridos, realizou-se o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste de
comparag6es multiplas Dunn. Os testes apresentam uma significancia de 5% e recorreram a
andlise pelo software GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia,
EUA). As representagdes gréficas foram desenvolvidas recorrendo ao software GraphPad
Prism 8.0.2.

A visdo geral das varias etapas experimentais desenvolvidas nesta dissertacéo

encontra-se esquematizada na Figura 2.2.

Extracéo Bioatividade Formulacéo Anélfisles Ensaios
dos Filmes Morfolégicas Sensoriais
— — === & Mecanicas
~N
« Soxhlet (- Antioxidantes A (- Modelagem A (- Microscopia ) (- Provas Triangulares
« 15 g de Porphyra * HPSA « 40°C eletronica « Bolas de Cereal
dioica seca em po « DPPH + 10% Ventilagéo + Espessura com chocolate
+ Periodos de « ABTS « 70% Abertura « Rugosidade « Armazenadas por
%}fga" de 7 « FRAP «12-16h « Médulo de Young 2 meses
« Amtimicrobianos 0,44 mL.cm? « Tens&o de Rotura
- 100°C o
« B. subtilis

« B. cereus

* M. luteus

« P. aeruginosa
« E. coli

« C. albicans

- J - AN AN o\ J

Figura 2. 2 — Fluxograma dos procedimentos e analises aplicados sequencialmente.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Extracédo

Na extracdo houve a tentativa de obtencdo de porfirano semi-refinado a partir de
Porphyra dioica obtendo o maior rendimento possivel, com uma metodologia limpa com a

possibilidade de ser aplicada em scale-up.

De forma a cumprir estes parametros foi selecionado como solvente &gua, pois é um
“solvente verde” e de baixo custo, que, quando aquecido, demonstrou elevada eficiéncia na
extracao de polissacarideos sulfatados de algas, além de alguns destes polissacarideos serem
solveis apenas em agua quente (Goémez-Ordofiez et al., 2014). A aplicacdo do sistema
Soxhlet foi selecionada pois permite a utilizacdo do solvente referido e promove uma
extracdo solido-liquido, em que o coletor e o extrator se encontram separados, ndo havendo,
por este motivo, um contacto direto entre a alga e o contetdo extraido. Desta forma, a
contaminacdo no extrator por material ndo solubilizado € muito baixa, assim o extrato obtido
é constituido quase exclusivamente por componentes solubilizados no solvente selecionado,
reduzindo a probabilidade de possiveis contaminagdes no extrato (Garcia-Vaquero et al.,
2020), além deste sistema permitir a automatizacdo e a aplicacdo de scale-up (Luque de
Castro & Priego-Capote, 2010). As principais desvantagens deste método estdo na
necessidade de um periodo de tempo alargado para extracdo e uso de energia elétrica
(Garcia-Vaquero et al., 2020).

Os procedimentos desenvolvidos, PorfP1 e PorfP2, apresentam metodologias
semelhantes, descritos no ponto 2.1., distinguem-se pela fracdo descartada, pois no PorfP1 a
fragcdo descartada (2h1F), corresponde as duas primeiras horas de extracdo, tendo em conta
que o contetido presente no coletor € removido a cada fracéo, e no PorfP2 a fracdo descartada
(1h1F), corresponde apenas a primeira hora de extracdo. A fracdo descartada é importante
devido a possivel presenga de outros contaminantes solUveis sobre a alga. No entanto, como

observado na Figura 3.1, os espetros obtidos pelos processos PorfP1 e PorfP2 sdo muito
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semelhantes, o que sugere que, ap6s o periodo de 1 hora inicial, a grande parte dos
contaminantes referidos j& se encontram desassociados (Akhtar et al., 2018).

O processo PorfP2 apresentou o maior rendimento (Tabela 3.1), e ambos o0s
procedimentos produzem extratos muito semelhantes (Figura 3.1). Desta forma, o
procedimento adotado e aplicado nos restantes ensaios foi o PorfP2. Além de apenas as
fragdes 7h1F e 7h2F (primeiras duas fragdes de sete horas) serem consideradas, uma vez que
as restantes fracoes apresentam rendimentos muito inferiores e utilizam 0s mesmos recursos
limitadores ressaltados acima (tempo e energia). Desta forma, a Tabela 3.2 representa a
composicado do extrato obtido pelo procedimento PorfP2 nas fragdes 7hlF e 7h2F, assim

como nas restantes analises.

Tabela 3. 1 — Rendimento obtido a partir de 15 g de Porphyra dioica em p6 pelos processos PorfP1
(extracBes com extrator Soxhlet com descarte da fracdo das duas primeiras horas de extracdo, 2h1F,
seguida de fragBes consecutivas de sete horas, 7hlF, 7h2F, 7h3F, 7h4F) e PorfP2 (extragcdes com
extrator Soxhlet com descarte da fracdo da primeira hora de extracdo, 1hlF, sequida de fracGes
consecutivas de sete horas, 7h1F, 7h2F, 7h3F, 7h4F).

PorfP1S1 PorfP2S1
Fragdo | 2h1Fe 7h1F 7h2F 7h3F 7h4F | 1hiF- 7hlF 7h2F 7h3F 7h4F
Rendimento | 4,36 869 536 209 158 | 1,78 1782 878 1,76 0,88
(%) 14,05 26,60

*Fracéo descartada
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Figura 3. 1 — Espectro de absorvancia em UV-Visivel entre 200 e 800 nm em células de quartzo
(percurso 6tico de 1 cm) dos extratos a 0,6 mg.mL* extraidos pelos procedimentos PorfP1
(descarte das duas primeiras horas) e PorfP2 (descarte da primeira hora).

O rendimento obtido no processo PorfP2 é muito elevado, 26,63% como observado
na Tabela 3.2, quando comparando com outros métodos reconhecidos e aplicados, como a
extracdo com solventes organico, etanol 85%, com rendimento de 10,6% (Isaka et al., 2015),
0s métodos mais recentes, como a aplicacdo de fluidos supercriticos, que gera extratos muito
purificados porém com rendimento muito baixos mesmo com a aplicacdo de assisténcia de
ultrassons, 6,24%, e recursos financeiros muito elevados (Yu et al., 2015). Até mais elevado
que os métodos de aplicacdo direta de solvente com dgua quente com rendimento de apenas
17,6% (D. He et al., 2019).

O PorfP2 apresenta-se como um procedimento reprodutivel, pois as diferencas de
rendimentos, concentracdo de D-galactose e fendis totais das amostras da extracdo, Tabela
3.2 e Figura 3.3, ndo sdo estatisticamente significativas, além de apresentar espetros que se

sobrepbem (Figura 3.2).
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Tabela 3. 2 — Caracterizacdo dos principais componentes presentes nos extratos obtidos pelo processo
de extracéo PorfP2 das amostras S1, S2 e S4, sendo consideradas as fracdes 7h1F e 7h2F.

Rendimento  [Proteinas] [D- ,F_en0|s,'|_'ota|s (Eq._ld ©
(%) (%) Galactose] acido galico pg.mg— de
(%) Extrato)
PorfP2 \ 26,66+0,27 *ND 67,74+4,13 0,616+0,027

*ND — Néo Detetado.
Os valores representam a média + erro padrdo da média de trés ensaios independentes realizadas em triplicado ou quadruplicados.
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Figura 3. 2 — Espectro de absorvancia em UV-Visivel entre 200 e 800 nm em células de quartzo
(percurso otico de 1 cm) das fragdes 7h1F e 7h2F, duas primeiras fracfes de sete horas apés a fracdo
descartada, das amostras PorfP2S1, PorfP2S2 e PorfP254.
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Figura 3. 3 — Composigéo dos extratos obtidos pelo processo PorfP2 analisados nas amostras S1, S2
e S4, em termos de concentragdo de D-galactose (%) (A), e quantificacdo total de fendis (equivalentes
de &cido galico pg.mg? de extrato) (B). Letras minGsculas na zona superior das barras simbolizam
as diferencas estatisticamente significativas com significancia de 5%.
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Apesar de reprodutivel, o extrato apresenta contaminantes, pois 0 espetro de
absorvancia dos extratos das amostras de PorfP2 analisados sdo muito semelhantes aos
reportados para porfirano puro comercial (Akhtar et al., 2018) porém com um pico adicional
a 330 nm. A presenca de outros componentes em extratos de porfirano semi-refinado deve-
se a associacdo de diversos compostos ao porfirano que compdem a estrutura da parede
celular, pois esta apresenta uma estrutura muito complexa e heterogénea (Rahman, 2016).
Este pico pode ser originado pela possivel presenca de alguns tipos de fenois como o acido
clorogénico presente nas algas do genero Porphyra em concentracdes consideraveis, (3,016
ug.mg?), com absorvancia maxima nesta zona (Lee et al., 2021; Navarra et al., 2017), ou
outros fendis presentes em algas vermelhas, como os ligados as suas paredes celulares
deslocados por arrastamento com os restantes componentes (Klejdus et al., 2017). Esta
hipdtese é fortalecida pela presenca de fenois detetado através do método TPC com reagente
Folin-Ciocalteu, apesar de ndo ser uma reacao de detecdo exclusiva para fendis, abrindo a
possibilidade de interferéncia de outros compostos (Ainsworth & Gillespie, 2007). Existem
outros metabolitos secundarios, como os mycosporine-like amino acids (MAAS), que podem
apresentar absorvancias entre os 310-360 nm, uma vez que este é o principal comprimento
de onda da radiacdo UVA e UVB (Nishida et al., 2020). Estes metabolitos sdo assim o0s
principais responsaveis por muitos extratos de algas apresentarem picos nesta gama de
observancias, incluindo algas vermelhas (Navarro, 2015).

Além de apresentar um grau de contaminacgdo por proteinas desprezavel, inferior ao
limite de detecdo do método utilizado, especialmente relevante quando comparado com o
procedimento de extragdo com um rendimento mais préximo, 17,6%, que o obtido pelo
PorfP2, com concentracdo de proteina entre 1,1-0,4% (D. He et al., 2019). Apresenta uma
concentracdo de D-galactose, 67,74% peso seco, proxima do esperado para porfirano puro
(Bojko et al., 2020).

Na elaboracdo do método de extracdo torna-se ainda importante na analise da
reprodutibilidade dos extratos quanto as suas bioatividades. Pois extratos provenientes da
mesma fonte, com a mesma metodologia de extracdo e sobre as mesmas condi¢des devem

apresentar bioatividades idénticas de forma a serem previsiveis, para que os procedimentos
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possam ser aplicados em grande escala (Izzo et al., 2020). Assim, como nas analises
bioquimicas, foram testados trés extratos independentes, PorfP2S1, PorfP2S2 e PorfP254,

extraidos pelo processo selecionado acima, PorfP2.

Os ensaios de potencial antioxidante, Figura 3.4 e 3.5, demonstram a inexisténcia de
diferengas estatisticamente significativas entra as diferentes amostras de PorfP2, este
fendmeno é observado inclusivamente em mecanismos de acdo antioxidantes diferentes.

10 min 15 min
0,089 . \
_'_ _]—
—T— — - -
= 0,06 = -1
=
=+
a
00,04+ .
wl
=)
3
0,02 - =1
0,00 T T T T
s> & & A
g & & g & &
QO QG QQ QD QO QO

Figura 3. 4 — Variacdo da absorvancia a 524 nm através do ensaio HPSA ap6s 10 minutos (esquerda)
e 15 minutos (direita) em meio reacional contendo 0,6 mg.mL™ de extratos das amostras S1, S2 e S4
extraidos pelo processo PorfP2. Letras minGsculas na zona superior das barras simbolizam as
diferencas estatisticamente significativas com significancia de 5%.
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Figura 3. 5 — Ensaios da potencial antioxidante por DPPH diluido em metanol (A), DPPH diluido em
acetonitrilo (B), FRAP (C) e ABTS (D) dos extratos PorfP2S1, PorfP2S2 e PorfP2S4, amostras do
procedimento PorfP2. Letras minusculas na zona superior das barras simbolizam as diferencas
estatisticamente significativas com significancia de 5%.

A presenca de efeitos antioxidantes deve-se aos compostos presentes nos extratos e
a sua organizacdo e interacao. Apesar do desconhecimento da sua total composicéao, devido
a grande semelhanga de atividades é muito provavel que as condigdes citadas se repitam em

todos os extratos, reforcando a presenca de reprodutibilidade do método desenvolvido.
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3.2. Composicao dos filmes

Numa abordagem inicial foram realizados apenas filmes com porfirano, glicerol e
cloreto de calcio. Os filmes contendo cloreto de calcio, foram desenvolvidos na tentativa de
formacéo de filmes mais resistentes devido as interacdes de crosslinking (Cian et al., 2015),
porém estes ndo foram considerados para analise posteriores devido ao excesso de absorcao
de &gua da atmosfera o que comprometia a estrutura dos filmes. Por este motivo, foram
desenvolvidas solucgdes filmogénicas com diversos componentes, na tentativa de estabelecer

um material composito com propriedades fisicas e mecanicas melhoradas.

Assim, a partir das propriedades mecanicas, resisténcia a humidade atmosfeérica,
transparéncia e coloracdo, os filmes PorfP2_PcT, PorfP2_PcT_Gli, PorfP2_CMC,
PorfP2_CMC_Gli, PorfP2_AL e PorfP2_AL_Gli, representados na Tabela 2.1, foram
selecionados para serem estudados de forma mais aprofundada, as restantes formulacdes
testadas podem ser consultadas na Tabela Al, desta forma os componentes analisados séo

o0s presentes nas solugdes filmogénicas dos mesmos.

3.2.1. Avaliacédo da capacidade Antioxidante dos componentes dos filmes

Na analise da atividade antioxidante é necessario ter em conta os diferentes tipos de
mecanismo, aos quais podem ser associadas aces que levam a diminuicéo das reagdes de
oxidacdo numa determinada solucdo (Gijsman, 2012). Estes sdo principalmente o0s
mecanismos de decomposicdo e neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
geradas por peroxido de hidrogénio, que se d& por acdo de compostos com caracter
antioxidante como os alcoois e compostos com grupos fosfato (Rong & Sun, 2015), e
mecanismos de transferéncia de um Unico eletrdo do agente antioxidante para a espécie
radical, mecanismo principalmente associado a fenois (Gijsman, 2012). Os processos
destacados acima sdo quantificados pelo HPSA (Figura 3.6), no primeiro mecanismo
referido, e pelo DPPH, FRAP e ABTS (Figura 3.7), para o segundo mecanismao.
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Alguns hidratos de carbono, como o carragenano (Yuan et al., 2006) e a glicose
(Cherkas et al., 2020), apresentam potencial antioxidante contra ROS gerados por H>O>
(HPSA). Assim como observado no porfirano semi-refinado (PorfP2), que apresenta
potencial antioxidante, tanto apds 10 minutos com 15 minutos, ambos com p-value de
inferiores a 0,0001, quando comparado com o controlo, esta atividade deve-se a semelhanga
da presenca e localizacdo de grupos funcionais hidroxilo com os alcoois, que s&o
reconhecidos pela sua atividade de neutralizar espécie reativa de oxigénio, em determinadas
concentracdo, podendo se tornar pro-oxidantes apds esse limite (McDonough, 2003). A agédo
antioxidante pode resultar da cedéncia de catides H" a radicais OHe ou da captacéao de grupos
Oz + (Wan et al., 2013). Sendo estas as principais espécies promotoras da oxidacdo nos

organismos, com grande impacto negativo na sua saude.

O processo no caso da acdo do glicerol, quando comparado com o controlo (p-
value<0,0001), é muito semelhante. No entanto, destaca-se do porfirano (p-value<0,0001)
por apresentar ndo s6 um maior numero de grupos hidroxilo, como uma forma mais
disponivel e com maior facilidade de reacdo dos mesmos, aspeto que é comumente
explorado no processo de derivatizacdo do mesmo (Ayude et al., 2019), apesar da sua
atividade ser menos duradora ao longo do tempo, apresentado variagcbes maiores entre 0s 10
minutos e 0s 15 minutos quando comparando com o porfirano e a glicose. Na pectina a
relacdo mantém-se, p-value de inferiores a 0,0001, quando comparado com o controlo e com
o porfirano. No entanto, por ser pectina destinada ao uso alimentar, possui na sua
composicdo, além de glicose, pirofosfato acido de sodio e fosfato tricalcio que apresentam
grupos fosfato, tendo estes um grande potencial na captagdo de espécies radicais de oxigénio
(Gijsman, 2012), o que justifica o seu elevado potencial antioxidante (Gijsman, 2012). No
caso da carboximetilcelulose de sodio e do alginato, houve a promoc¢do da oxidacéo,
provavelmente devido aos grupos carboxilato presentes em ambos 0s compostos que reage
com o &cido acético, presente como moderador da reacédo de oxidacao, formando acetato; ou
H20,, formando hidroperdxido. A formacéo de hidroperoxido na presenca de complexo de
ferro(111), poderé favorecer a decomposi¢édo do H-O», via rea¢bes de Fenton ndo controladas
(Jeon & Hong, 2019; Mas-Ballesté & Que, 2007).
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Figura 3. 6 — Variacdo da absorvancia a 524 nm através do ensaio HPSA apds 10 minutos (esquerda)
e 15 minutos (direita) em meio reacional contendo pectina alimentar industrial (PcT),
carboximetilcelulose de sédio (CMC), alginato de sddio (AL), glicerol 86-88% (Gli) a 1,2 uL.mL™*
e porfirano semi-refinado extraido pelo processo PorfP2. Letras minusculas na zona superior das
barras simbolizam as diferencas estatisticamente significativas com significancia de 5%.

Na Figura 3.7 sdo apresentados os resultados aos ensaios de DPPH diluido em
metanol (A) e em acetonitrilo (B), de FRAP (C) e de ABTS (D), pois 0s seus mecanismos
de reacdo sdao muito semelhantes, todos consistem, como ja foi referido, na doacdo de um
protdo a espécie reativa. O DPPH em metanol devido a apresentar limites de detecdo mais
elevados, ndo apresenta uma compatibilidade tdo grande com os restantes ensaios, no entanto
apresenta a mesma tendéncia. Nos ensaios realizados de DPPH em metanos e em
acetonitrilo, FRAP e ABTS, o Unico componente que apresenta diferencas estatisticamente
significativas, com uma significancia de 5%, para com o controlo, é o porfirano (p-
value<0,0001 em todos os ensaios). Os restantes componentes ndo apresentaram atividade.
Porém, o reagente no método ABTS reagir muito mais rapido, em relacdo aos restantes
métodos (Dudonné et al., 2009), o que influencia nas diferencas na detecdo, por este motivo,
na presenca de reagentes mais rapidos, como o ABTS, ha a percecdo de uma inibicéo

desigual.

O potencial antioxidante do porfirano semi-refinado destaca-se. No entanto, o
mecanismo de reducdo detetado nestes ensaios ndo era esperado em polissacarideos
sulfatados como o porfirano, mas em fendis e outros metabolitos secundario (Gijsman,
2012). Desta forma. 0 mais provavel é que esta acdo nao derive do porfirano mas de outras
moléculas associadas a parede celular Porphyra dioica, devido a esta ser uma estrutura muito

coesa, complexa e heterogénea (Rahman, 2016), como referido no ponto 3.1. e como
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observado na quantificagdo total de fendis e nos espetros de absorvancia do PorfP2 (Tabela
3.2 e Figura 3.2).

>
w

10- 159
° a
: £ 1o- i
; +
kY 2
o 54 _'cn 5
g2 2 :
!% —_— T Ia
O o
= L 2 )4 =1 |E|
=] —
Sl EmiEm :
L — 5
I I I I I 1 - 1 1 I ‘I I
C.r’ C N > R C)' é O Cj\\ ol
QC Cﬁ\ ke (€ 0{3 R Q@ 0§
R R
C D
2 g
o 04 — Z 204 ——
=
v g
2 034 3 17
2 “ap 10-
5 027 2
B (=]
= 014 g 54
3 =
< =
o (}?U__é_f_i_i e g U__;ﬂﬂ?
2
g 0.1 T T T T T T 5 T T T T T T
1 S @ & > v o S @) % N 1
Yo w8 Qe{s M R < ’

Figura 3. 7 — Ensaios da potencial antioxidante por DPPH diluido em metanol (A), DPPH diluido em
acetonitrilo (B), FRAP (C) e ABTS (D) de pectina alimentar industrial (PcT), carboximetilcelulose
de sodio (CMC), alginato de sédio (AL), glicerol 86-88% (Gli) a 1,2 uL.mL? e porfirano semi-
refinado extraido pelo processo PorfP2. Letras minusculas na zona superior das barras simbolizam
as diferencas estatisticamente significativas com significancia de 5%.

Outo ponto importante a ressaltar € a importancia da aplicacdo de varios ensaios na
determinacéo do potencial antioxidante pois, além dos diferentes mecanismos, a velocidade
de reacdo (DPPH e FRAP s&o mais lentos que o ABTS) e a resolucdo do método (DPPH em
diferentes solventes) podem levar a conclusfes erradas, que s6 podem ser evitadas pela
analise dos diferentes métodos em conjunto, resultando num perfil antioxidante mais
completo (Apak, 2019).
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3.2.2. Antibiogramas dos componentes dos filmes

Nos ensaios antimicrobianos recorreu-se a testes de difusdo em agar, sendo que este
é um procedimento intermédio, pois caso tivessem sido detetados halos de inibicdo, teriam
sido desenvolvidos procedimentos de forma a determinar a concertacdo minima inibitéria
dos compostos em estudo. No entanto, como observado na Tabela 3.3, nenhum extrato de
porfirano semi-refinado apresentou inibig&o para qualquer das estirpes testadas. O mesmo

Se passou com 0s restantes componentes utilizados na elaboracdo dos filmes.

Tabela 3. 3 — Comprimento do diametro dos halos (mm) de inibi¢do do crescimento de Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida
albicans por 30 ug de cloranfenicol em bactéria e 25 g de fluconazol em fungos (Controlo Positivo),
200 pg de extratos das amostras S1, S2 e S4 extraidos pelo processo PorfP2), pectina alimentar
industrial (PcT), carboximetilcelulose de s6dio (CMC) e alginato de sdio (AL).

Comprimento do diametro dos halos (mm)

Controlo o' 5751 PorfP2s2  PorfP254
Positivo
Bacillus subtilis 29,66 *ND *ND *ND
Bacillus cereus 32,33 *ND *ND *ND
Micrococcus luteus 30,00 *ND *ND *ND
Pseudomonas aeruginosa 31,66 *ND *ND *ND
Escherichia coli 31,00 *ND *ND *ND
Candida albicans 40,66 *ND *ND *ND
PcT CMC AL
Bacillus subtilis *ND *ND *ND
Bacillus cereus *ND *ND *ND
Micrococcus luteus *ND *ND *ND
Pseudomonas aeruginosa *ND *ND *ND
Escherichia coli *ND *ND *ND
Candida albicans *ND *ND *ND

A auséncia de atividades antimicrobianas era a esperada para este tipo de extratos,

pois os polissacarideos sulfatados, como o porfirano, ndo demonstraram este potencial
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anteriormente, no entanto esta analise é importante, uma vez que atividades antimicrobianas
ja foram detetadas em extratos de &gua quente de algas vermelhas, especialmente sobre
bactérias Gram-positivas (Abou Zeid et al., 2014; Bhuyar et al., 2020). Os restantes
componentes dos filmes, PcT, CMC e AL, também ndo demonstraram atividade
antimicrobiana, o porfirano néo foi até a data, relatado como agente antimicrobiano (Espitia
etal., 2014; Y. Han et al., 2018).

3.3. Filmes

As analises do potencial antioxidante e antimicrobiano dos filmes foram
desenvolvidos com amostras de filmes que passaram pelo processo descrito no ponto 2.4.
dissolvidos em agua destilada. As embalagens dos filmes aplicados nos ensaios sensoriais
foram desenvolvidas a partir dos filmes PorfP2_PcT_Gli, PorfP2_ CMC Gli e
PorfP2_AL_Gli, e os cereais removidos da embalagem original e embalados novamente com

uma diferenca maxima de 30 minutos entre a primeiro e o Gltimo embalamento.

3.3.1. Avaliacdo da capacidade Antioxidante dos filmes

Assim como nos ensaios individuais, os filmes contendo porfirano e pectina
apresentaram elevado potencial antioxidante em HPSA, inibindo a oxidacdo apds 10 e 15
minutos (Figura 3.8), diferenciando-se do controlo de forma estatisticamente significativa
(p-value inferior a 0,0001 em ambos o0s casos), apesar do filme com porfirano, glicose e
pectina apresentar uma diminuicdo das atividades quando comparado com o filme apenas
com porfirano e pectina (p-value = 0,0223 e p-value = 0,0304 para 10 e 15 minutos
respetivamente), sugere que o glicerol ndo se encontra ativo, assim como nos filmes
PorfP2_CMC_Gli e PorfP2_AL_Gli, e assim como o porfirano nesses filmes. Os compdsitos
de CMC e AL com PorfP2 demonstraram atividade nula, provavelmente devido a

prevaléncia do carater pré-oxidante dos componentes CMC e AL, como observado em 3.2.
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Figura 3. 8 — Variacdo da absorvancia a 524 nm através do ensaio HPSA ap6s 10 minutos (cima) e
15 minutos (baixo) em meio reacional contendo amostras dos filmes de porfirano semi-refinado e
pectina alimentar industrial (PorfP2_PcT), porfirano semi-refinado, pectina alimentar industrial e
glicerol 86-88% (PorfP2_PcT_Gli), porfirano semi-refinado e carboximetilcelulose de sédio
(PorfP2_CMC), porfirano semi-refinado, carboximetilcelulose de sédio e glicerol 86-88%
(PorfP2_CMC_Gili), porfirano semi-refinado e alginato de sodio (PorfP2_AL), porfirano semi-
refinado, alginato de sodio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli) e porfirano semi-refinado. Letras
minusculas na zona superior das barras simbolizam as diferengas estatisticamente significativas com
significancia de 5%.

Na anélise do DPPH, tanto dissolvido em metanol (Figura 3.9 A) como dissolvido
em acetonitrilo (Figura 3.9 B), ha novamente o facto acima referido, em que apesar do
elevado potencial antioxidante do porfirano, este ndo é observado em nenhum dos filmes na
qual este € um componente, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas entre o
controlo e os filmes PorfP2_PcT, PorfP2_PcT_Gli, PorfP2_CMC, PorfP2_CMC_Gili,
PorfP2_AL e PorfP2_AL_Gli, (p-value igual a 0,9994; 0,9999; 0,9834; 0,9875 e 0,7719
respetivamente). No entanto, 0 mesmo néo se repete no ABTS e no FRAP, o que indica que

provavelmente o fator responsavel por ndo ter havido a detecdo da atividade antioxidante
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destes filmes é o limite de detecéo alto dos métodos de DPPH aplicados, quando comparado
com os restantes métodos (Foti, 2015).

O método de FRAP demonstra uma atividade dos filmes proporcional a sua
composicdo de PorfP2 (Figura 3.9 C), tendo os filmes PorfP2_PcT, PorfP2_PcT Gli e
PorfP2_CMC_Gli, sensivelmente metade da atividade do PorfP2, 0,207+0,028;
0,168+0,049; 0,180+0,016 e 0,420+0,014, equivalentes de acido ascérbico pg.mg? de
extrato respetivamente, e PorfP2_AL e PorfP2_AL_Gli sensivelmente um quarto,
0,106+0,014, equivalentes de acido ascdrbico pg.mg™ de extrato e 0,113+0,010 equivalentes
de 4cido ascorbico pug.mg™ de extrato respetivamente, (Tabela A 2). Esta proporcionalidade
direta indica que a acdo antioxidante detetada, deriva dos componentes presentes no extrato
PorfP2, com uma acéo nula ou minima dos restantes componentes do filme. Havendo como
excecdo o filme PorfP2_CMC, que apresenta uma atividade superior e estatisticamente
significativa, em relacdo aos restantes filmes com proporcdes de PorfP2 semelhantes,
sugerindo a existéncia de uma relacdo de sinergia entre 0 CMC e 0s componentes presente
no extrato PorfP2. Esta acdo pode ser resultante da interacdo do grupo funcional -CH.CO>H
presente na carboxilmetilcelulose de s6dio que torna os fendis mais reativos, promovendo o

aumento das interacdes com os radicais (J. Chen et al., 2020).

No ensaio com ABTS a tendéncia da proporcionalidade com a concentracdo de
PorfP2 (20,46+0,90% de inibicido.mg™ de extrato) observada no ensaio de FRAP mantém-
se (Figura 3.9 D). No caso dos filmes PorfP2_PcT, PorfP2_PcT_Gli e PorfP2_CMC _Gili e
PorfP2_CMC (7,51%1,31; 6,62+0,41; 7,09+0,84% e 10,02+0,49% de inibicdo.mg™ de
extrato respetivamente) sensivelmente metade; e para os filmes PorfP2_AL e
PorfP2_AL_Gli ¢é sensivelmente um quarto (6,84+1,54 e 5,36+0,52% de inibicdo.mg™ de
extrato respetivamente). A proporcionalidade é menos nitida em ABTS, pois 0s
componentes apresentarem velocidades de reagdo mais lentas. Por este motivo, devido ao
ensaio de ABTS ter um periodo de reacdo muito curto, a reacdo ndo se deu na totalidade,
sendo que a tendéncia do método é igualar-se ao observado em FRAP (Dudonné et al., 2009).
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Figura 3. 9 — Ensaios da potencial antioxidante por DPPH diluido em metanol (A), DPPH diluido em
acetonitrilo (B), FRAP (C) e ABTS (D) de amostra dissolvida em agua destilada dos filmes de
porfirano semi-refinado e pectina alimentar industrial (PorfP2_PcT), porfirano semi-refinado,
pectina alimentar industrial e glicerol 86-88% (PorfP2_PcT_Gli), porfirano semi-refinado e
carboximetilcelulose de sddio (PorfP2_CMC), porfirano semi-refinado, carboximetilcelulose de
sodio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), porfirano semi-refinado e alginato de sédio
(PorfP2_AL), porfirano semi-refinado, alginato de sodio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli).
Letras mindsculas na zona superior das barras simbolizam as diferengas estatisticamente
significativas com significancia de 5%.

O potencial antioxidante apresentado pelo PorfP2, mesmo em filme é muito elevado,
e é provavelmente a sua acao que é detetada, quando observado o potencial antioxidante dos
filmes que este compde. Esta acdo pode ser inibida por outras moléculas através da captacéo
dos fendis e outos metabolitos presentes no extrato, responsaveis pela sua agao antioxidante
(Victor-Ortega et al., 2016). Outro fator a ter em conta e que pode ter influéncia na detecao,
é a formacdo espontanea de radicais carregados, devido a elevada complexidade presente

nos filmes, resultando em alguns casos na neutraliza¢éo dos fenois, principalmente com mais
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peso nos filmes com PcT e CMC (Vuolo et al., 2019), podendo ser este outro motivo para a
reacdo menos intensa nos ensaios de ABTS.

3.3.2. Antibiogramas das soluc@es filmogénicas

Os filmes testados, assim como os seus componentes individuais, ndo apresentaram
potencial antimicrobiano (Tabela 3.4). Estes ensaios sugerem a inexisténcia de uma relagao
de sinergia entre os componentes dos filmes, em relacdo a promocao da inibicdo da
proliferacdo microbiana que ainda pudesse existir e que atribuisse propriedades

antimicrobianas aos filmes desenvolvidos.

Tabela 3. 4 — Comprimento do didmetro dos halos (mm) de inibicdo do crescimento de Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida
albicans por 30 g de cloranfenicol em bactéria e 25 g de fluconazol em fungos (Controlo Positivo),
200 pg de amostra dissolvida em agua Milli-Q® dos filmes de porfirano semi-refinado e pectina
alimentar industrial (PorfP2_PcT), porfirano semi-refinado, pectina alimentar industrial e glicerol
86-88% (PorfP2_PcT_Gli), porfirano semi-refinado e carboximetilcelulose de sddio (PorfP2_CMC),
porfirano semi-refinado, carboximetilcelulose de sodio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gili),
porfirano semi-refinado e alginato de sédio (PorfP2_AL), porfirano semi-refinado, alginato de sédio
e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gili).

Comprimento do diametro dos halos (mm)

Controlo Positivo PorfP2 CMC PorfP2 CMC GIli PorfP2 PcT
Bacillus subtilis 29,66 *ND *ND *ND
Bacillus cereus 32,33 *ND *ND *ND
Micrococcus luteus 30,00 *ND *ND *ND
Pseudomonas aeruginosa 31,66 *ND *ND *ND
Escherichia coli 31,00 *ND *ND *ND
Candida albicans 40,66 *ND *ND *ND
PorfP2_PcT_Gili PorfP2_AL PorfP2_AL_Gli
Bacillus subtilis *ND *ND *ND
Bacillus cereus *ND *ND *ND
Micrococcus luteus *ND *ND *ND
Pseudomonas aeruginosa *ND *ND *ND
Escherichia coli *ND *ND *ND
Candida albicans *ND *ND *ND
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3.3.3. Propriedades morfolégicas dos filmes

Os filmes PorfP2_PcT, PorfP2 _PcT _Gli, PorfP2_ CMC, PorfP2_AL,
PorfP2_AL_Gli e PorfP2 sdo homogéneos e uniformes a escala macroscépica. No entanto,
a observacdo das respetivas superficies por microscopia eletronica mostra a presenca de

alguns defeitos e heterogeneidades (Figura 3.10).

a) PorfP2

b) PorfP2 Gli

sabg S

Figura 3. 10 — Imagens de microcopia eletronica de varrimento da superficie dos filmes de a)
porfirano semi-refinado (PorfP2), b) porfirano semi-refinado e glicerol 86-88% (PorfP2_Gli), c)
porfirano semi-refinado e carboximetilcelulose de sédio (PorfP2_CMC), d) porfirano semi-refinado,
carboximetilcelulose de sodio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gili), e) porfirano semi-refinado e
pectina alimentar industrial (PorfP2_PcT), ) porfirano semi-refinado, pectina alimentar industrial e
glicerol 86-88% (PorfP2_PcT_Gli), g) porfirano semi-refinado e alginato de sodio (PorfP2_AL) e h)
porfirano semi-refinado, alginato de sodio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli).

Os filmes com porfirano sem a adi¢cdo de outros componentes, filme PorfP2 (Figura
3.10 a) e PorfP2_Gli (Figura 3.10 b), apresentam aparentemente a superficie suave. No
entanto, em observagdo com maior ampliacdo (Figura 3.11), o filme PorfP2_Gli mostra uma
estrutura em camadas sobrepostas (Figura 3.11 a), resultante provavelmente de contracéo,
devido a perda de agua nos intersticios da matriz, pois, como a secagem se deu de forma

sequencial, houve a formag&o das estruturas observadas (Han & Aristippos, 2005).
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Figura 3. 11 — Imagens SEM: (a) detalhe da estrutura em camadas sobrepostas em PorfP2_Gli; (b)
estrutura bifasica em PorfP2_CMC_Gli.

A adicdo de CMC resulta em filme uniforme (Figura 3.10 c). No entanto, o filme
PorfP2_CMC_Gli (Figura 3.10 d) destaca-se dos restantes por apresentar estrutura bifasica
(Figura 3.11 b). A presenca de segunda fase € comumente associada a polimeros lineares: as
cadeias simples e relativamente curtas facilitam a formacéo e o enrolamento, destacando-se
da matriz. Este processo pode ter sido desencadeado por interacdes de repulsdo com o
glicerol (Wu et al., 2011). A formacdo destas estruturas resulta em elevada rugosidade
superficial em comparagdo com os outros filmes produzidos (Figura 3.12 A). Entre os filmes
sem glicerol, PorfP2_PcT (Figura 3.10 e) e PorfP2_AL (Figura 3.10 g) apresentam maior
rugosidade superficial (Figura 3.12 A). Isto resulta provavelmente da formacao de bolhas
durante a formacdo das solucdes filmogénicas e da secagem dos filmes, retidos devido a
elevada viscosidade das solugcbes filmogénicas. Os filmes PorfP2_CMC (Figura 3.10 c),
PorfP2_AL (Figura 3.10 g) e PorfP2 (Figura 3.10 a) mostram riscos (devidos as
irregularidades nos moldes) e bolhas de pequena dimenséo, resultantes da libertagéo de gases
durante a secagem. De facto, durante o processo de secagem a perda de agua leva a contracao
da matriz, provocando a reducédo da area do filme; sendo a secagem temporalmente desigual,
da-se a separacdo de fragmentos formando sobreposi¢cdes (Zabihi et al., 2015). Com excec¢édo
dos filmes aditivados com alginato (Figura 3.10 g) e h), todos os sistemas apresentam
rugosidade média, mais elevada na presenca de glicerol (Figura 3.12 a). A espessura média
dos filmes varia entre 25,22 + 3,56 um para PorfP2 e 61,78 + 1,78 um para PorfP2_PcT_Gli
(Figura 3.12 b). Novamente, todos os filmes apresentam espessura média mais elevada na

presenca de glicerol, com excecdo do sistema aditivado com alginato.

58



g
g

OSem ghcerol OSem glicerol

%
S

B Com glicerol 80 1 B Com glicerol

60 4

R, (nm)

&
=
e

40 1

| 1 i
0
, Y C s Y
e A & » & W 0 »
o C . C© & q‘«m,

Espessura (um)

o

[
S

=

Figura 3. 12 — Caracterizacdo morfolégica dos filmes produzidos; (A) valor médio de rugosidade
(Ra) superficial; (B) espessura média.

3.3.4. Propriedades mecénicas dos filmes

A tensdo de rotura (Figura 3.13 A) indica a carga maxima que determinado material
pode sofrer imediatamente antes do seu ponto de fratura. Apesar de esperado, os filmes
contendo glicerol ndo sofreram uma reducdo estatisticamente significativa da sua tensdo de
rotura, quando comparado o PorfP2_PcT com PorfP2_PcT_Gli (p-value = 0,9892) e
PorfP2_AL com PorfP2_AL_Gli (p-value = 0,0965). Este ponto ndo se aplica ao PorfP2
com o PorfP2_Gli (p-value = 0,0332), devido principalmente a presenca excessiva de
moléculas de dgua nas matrizes, pois tanto o porfirano como o glicerol tém como principal
caracteristica a absorcdo de adgua, formando matrizes com demasiado distanciamento entre

as cadeias (Cian et al., 2015), como observado por microscopia eletronica.

A determinacdo do médulo de Young (Figura 3.13 B) demonstrou, como esperado,
uma maior elasticidade (visivel através de uma reducdo do seu modulo de Young) dos filmes
contendo glicerol, quando comparados com os seus semelhantes sem glicerol (Ganesan et
al., 2018), PorfP2 com PorfP2_Gli (p-value<0,0001), PorfP2_PcT com PorfP2_PcT_Gli (p-
value<0,0001) e PorfP2_AL com PorfP2_AL_Gli (p-value<0,0001), além de ser percetivel
0 aumento de elasticidade promovido pela adigdo do porfirano semi-refinado as
formulacGes, pois o filme contendo apenas porfirano semi-refinado apresenta melhores

propriedade elasticas comparativamente aos filmes com pectina e alginato (PorfP2 com
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PorfP2_PcT e PorfP2 com PorfP2_AL apresentam p-value de 0,0047 e 0,0004
respetivamente). A Unica excecdo é entre os filmes de PorfP2_CMC e PorfP2_CMC_Gli,
isto pode dever-se, como observados na analise microscopica, a nao ter havido a interagédo
entre o glicerol e a carboximetilcelulose de sodio, ou a algum problema estrutural do proprio
filme de PorfP2_CMC, uma vez que a tensdo de rotura deste € relativamente baixa e inferior
a do filme PorfP2_CMC_Gili. Estes fatores indicam que as interacBes entre os componentes
da matriz ndo se ddo da forma esperada, com pontes de hidrogénio ou mesmo reticulagdes
entre as cadeias (Y. Han et al., 2018).
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Figura 3. 13 — Ensaios das propriedades mecéanicas de tensdo de rotura (A) e mddulo de Young (B)
dos filmes de porfirano semi-refinado (PorfP2), porfirano semi-refinado e glicerol 86-88%
(PorfP2_Gli), porfirano semi-refinado e pectina alimentar industrial (PorfP2_PcT), porfirano semi-
refinado, pectina alimentar industrial e glicerol 86-88% (PorfP2_PcT_Gli), porfirano semi-refinado
e carboximetilcelulose de sodio (PorfP2_CMC), porfirano semi-refinado, carboximetilcelulose de
sodio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), porfirano semi-refinado e alginato de sédio
(PorfP2_AL), porfirano semi-refinado, alginato de sddio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli).
Letras mindsculas na zona superior das barras simbolizam as diferencas estatisticamente
significativas com significancia de 5%.

Estes ensaios demonstram claramente a importancia da adicdo de PorfP2 as
estruturas, aumentando a elasticidade sem uma perda muito elevada da resisténcia maxima,
devendo-se a formacdo de uma estrutura muito ramificada que interage através de pontes de
hidrogénio e equilibrios eletrostaticos com formacdo de interagdes de Van der Waals,
apresentando moléculas de agua no interior das matrizes, conferindo-lhes a elasticidade
(Espitia et al., 2014; Meng et al., 2018; F. Zhang et al., 2017). O filme que apresentou as
melhores caracteristicas fisicas e mecanicas foi o PorfP2_PcT_Gli.
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3.3.5. Ensaios sensoriais

Os ensaios sensoriais foram realizados em provas triangulares, de forma a detetar a
existéncia de precessdo de provadores, representando os consumidores, na detecdo de
diferencas sensoriais em produtos alimentares (bolas de cereais com chocolate), embalados
por dois meses nas embalagens produzidas, com os filmes PorfP2_CMC_Gli,
PorfP2_PcT_Gili, PorfP2_AL_Gli e polipropileno (controlo). A comparacdes foi realizada
entre os diversos filmes, e dos filmes com o controlo, sendo os dados analisados segundo a

metodologia de Meilgaard et al. (1999).

Na Figura 3.14 observa-se 0 nimero de respostas corretas na distincdo entre 0s
filmes, a esquerda, e dos filmes com os controlos, a direita, assim como 0 humero critico de
respostas corretas (coluna preta). Este ponto representa o nimero de respostas corretas a
partir do qual, com uma significancia de 5%, se identifica a existéncia de percecdo da
diferenga. Assim, pela Figura 3.14 e pela Tabela A 2, observa-se a inexisténcia da percecéo,
seja na comparacdo dos filmes entre si, seja ha comparacao dos filmes com o controlo
(Meilgaard et al., 1999).

40

30

il

Figura 3. 14 — NUmero de respostas corretas na diferenciacdo através de analise sensorial de bolas de
cereais com chocolate embalados nos filmes de porfirano semi-refinado, pectina alimentar industrial
e glicerol 86-88% (PorfP2_PcT_Gli), porfirano semi-refinado, carboximetilcelulose de sodio e
glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), porfirano semi-refinado, alginato de sddio e glicerol 86-88%
(PorfP2_CMC_Gili) e em polipropileno (controlo).

N° de Respostas Corretas

vs. Controlo ™|

vs. Controlo

vs. PorfP2 CMC _Gli |
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N® critico de respostas
corretas em 72 respostas
PorfP2 PcT Gli |
PorfP2 PcT Gli_|
PorfP2 CMC Gli

vs. PorfP2 AL Gli

N° critico de respostas
corretas em 36 respostas
PorfP2 PcT Gli
PorfP2_CMC_Gli_|
PorfP2 AL Gli
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Este é um dos fatores mais importantes no desenvolvimento de embalagens, uma vez
que é necessario garantir a manutencdo das propriedades fisicas e quimicas dos produtos
alimentares, especialmente as que afetam a percecdo sensorial dos mesmos, como a
coloracéo, o odor, a textura e principalmente o sabor (Marsh & Bugusu, 2007; Reboleira et
al., 2020).

4. Conclusao

O desenvolvimento de novos materiais, cada vez mais, deve ter em conta o0 impacto
ambiental de todos as etapas de processamento, comecando na origem e forma de extracao
da matéria-prima até ao desenvolvimento da matriz, de forma a reduzir os impactos gerados.
Como referido, o plastico de origem fossil, apesar da sua aplicabilidade, ndo cumpre
nenhuma dessas exigéncias, gerando impactos bem visiveis e significativos na saide humana
e nos ecossistemas, assistindo-se a uma tendéncia de agravamento, cada vez mais

significativa.

Visando estes conceitos, durante o desenvolvimento deste projeto, houve a tentativa
de desenvolver um método de extracdo eficaz, pouco poluente e a partir de matéria-prima
disponivel e regeneravel. Este ponto foi atingido com o processo de extracdo PorfP2, um
método que permite a extracdo de porfirano semi-refinado por Soxhlet a partir de uma alga
abundante e de cultivo rapido e facil, Porphyra dioica, com um solvente verde, d&gua quente,
e um rendimento elevado, 26,66%, além de ser um método reprodutivel e com potencial de
scale-up. Sendo a principal limitacdo a necessidade de uma fonte de calor por longos
periodos de tempo, resultando na utilizacdo de muita energia elétrica e producéo de poluicao
térmica. Através das andlises bioquimicas e das bioatividades, considerou-se este como
sendo um processo reprodutivel, uma vez que todos os extratos apresentaram as mesmas
caracteristicas, no entanto, seria importante desenvolver uma analise bioguimica mais
aprofundada de forma a determinar todos os elementos presentes no extrato, elucidando

ainda a estrutura do porfirano (conformacéo, ramificacdes e peso molecular, entre outros).
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No desenvolvimento dos filmes foi aplicado o0 mesmo principio, estabelecendo um
processo com a utilizagdo, mais uma vez, apenas de energia térmica na sua elaboracgdo, ndo
tendo havido a aplicacdo de nenhum agente reticulante e mantendo a solugéo filmogeénica o
menos complexa possivel, com a obtencdo de filmes resistentes a humidade e gases
atmosféricos, permitindo a sua aplicagdo. Os principais filmes desenvolvidos,
PorfP2_CMC_Gli, PorfP2_PcT_Gli e PorfP2_AL_Gli, demonstraram resisténcia,
elasticidade elevadas e durabilidade ao longo do tempo em que foram analisados, mantendo
as suas propriedades quimicas e fisicas, mesmo sujeitos a atmosfera e a deslocamentos. Os
filmes foram capazes de armazenar/embalar o alimento testado por um periodo de tempo
consideravel, mantendo as propriedades originais do alimento de forma t&o eficaz como as
embalagens tradicionais, além de apresentarem propriedades bioativas, nomeadamente com
acao antioxidante, o que devera garantir a manutencdo dessa qualidade por um periodo de
tempo maior. O principal destaque foi o PorfP2_PcT_Gli, pois as suas bioatividades foram
equiparadas (DPPH, ABTS e FRAP) ou muito superiores (HPSA), as restantes solugdes
filmogénicas, em que o filme apresentou as melhores propriedades mecanicas (Tensdo de
Rotura e Mddulo de Young). No entanto, futuramente, de modo que se possa considerar
estes filmes como substituintes do plastico comum, é necessario a realizacdo de uma gama
maior de ensaios mecanicos, como 0s ensaios de migracdo (de acordo com Regulamentos
da Comisséo Europeia n.° 10/2011), a determinacgéo da taxa de permeabilidade ao vapor de

agua, as taxas de permeabilidade ao O, e CO3, entre outros.

Desta forma, foi possivel o desenvolvimento de um processo de fabrico, desde a
obtencdo da matéria-prima até ao produto final, com exce¢do dos componentes comerciais,
para a producéo de um biomaterial com potencial para ser incorporado como um substituinte
do pléastico de origem fdssil, mas com as caracteristicas ambientais e de prevencao da saude

exigidas de forma correta pela sociedade.
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Anexos

Tabela A 1 — Composicdo das solugdes filmogénicas preliminares pelos componentes porfirano
semi-refinado extraido pelo método 2 (PorfP2), carboximetilcelulose de sédio (CMC), pectina (PcT),
alginato de sodio (AL), glicerol (Gli) e cloreto de calcio (CaClz). *Filmes selecionados para 0s
ensaios de bioatividades, presentes na Tabela 2.1.

Porf .

P2 C(';C Pe(cozna '?02 Glicerol ~ CaCl;
0, 0,

% my) myy  HEMD )
m/v)

PorfP2_1* 1 0 0 0 0 0

PorfP2_2 2 0 0 0 0 0

PorfP2_3 3 0 0 0 0 0

PorfP2_1_GliC* 1 0 0 0 1,2 0

PorfP2_GIiA 1 0 0 0 1,8 0

PorfP2_GlIiC 1 0 0 0 1,2 0

PorfP2_1_Ca_0.05_GIiC 1 0 0 0 1,2 0,05

PorfP2_1_Ca_0.13 GIiC 1 0 0 0 1,2 0,13

PorfP2_1_CMC_1_GIliC* 1 1 0 0 1,2 0

PorfP2_0.5_ CMC_0.5_GliC| 0,5 05 0 0 1,2 0

PorfP2_1_CMC_0.5_GIiC 1 05 0 0 1,2 0

8

o



PorfP2_1 PcT 1_GIiC*

PorfP2_0.5_PcT_0.5_GIiC

0,5 0 0,5 0 1,2 0

PorfP2_1_PcT_0.5 GliC

PorfP2_1_PcT_2_GIiC

PorfP2_1 AL 1 GIiC

PorfP2_1_AL_0.5 GIiC

PorfP2_0.5_AL_1 GIiC

0,5 0 0 1 1,2 0

PorfP2_0.5 AL_0.5 GliC*

0,5 0 0 0,5 1,2 0
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Tabela A 2 — Composi¢do bioquimica e bioatividades dos extratos PorfP2S1, PorfP2S2, PorfP2S4, dos restantes componentes, pectina alimentar (PcT),
carboximetilcelulose de s6dio (CMC), alginato de sddio (AL) e glicerol 86-88% (Gli), e dos filmes de porfirano semi-refinado e pectina (PorfP2_PcT),
porfirano semi-refinado, pectina e glicerol 86-88% (PorfP2_PcT_Gli), porfirano semi-refinado e carboximetilcelulose de sédio (PorfP2_CMC), porfirano
semi-refinado, carboximetilcelulose de sddio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), porfirano semi-refinado e alginato de sédio (PorfP2_AL) e porfirano
semi-refinado, alginato de s6dio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gili), e rendimento das amostras de PorfP2S1, PorfP2S2, PorfP2S4, PorfP2S5, PorfP2S6,
PorfP2S7 e PorfP2S8 considerando as fragcdes 7hlF e 7h2F.

Fendis Totais HPSA DPPH FRAP
[Proteinas] [D-Galactose] (Eq. de &cido (AAbs a 524nm) (%lInibicéo) (Eq. de &cido ABTS
(%) (%) ga:jléch‘f[?é{g? ' 10 min 15 min Metanol Acetonitrilo asg%rglégtt;%r?g (%Inibicao)
PorfP2S1 *ND 67,08+4,83 0,601+0,035 0,066+0,002 0,072+0,002 2,21+1,31 10,84+1,07 0,408+0,018 20,46+0,66
PorfP2S2 *ND 67,72+4,42 0,598+0,008 0,067+0,002 0,072+0,003 2,78+0,49 8,84+1,56 0,436+0,008 20,16+0,32
PorfP2S4 *ND 68,64+4,48 0,648+0,010 0,066+0,004 0,074+0,004 1,70+0,80 11,4241,72 0,415+0,011 21,14+0,37
PorfP2 *ND 67,74+4,13 0,616+0,027 0,066+0,002 0,072+0,003 2,23+0,78 10,36+1,36 0,420+0,014 20,46+0,90
PcT 0,019+0,002 0,033+0,002 1,140+0,28 1,7240,91 -0,009+0,015 2,67+0,76
CMC 0,108+0,009 0,155+0,004 1,30£1,71 1,5940,90 0,016+0,011 2,20+0,44
AL 0,113+0,006 0,134+0,002 1,95+0,69 0,038+0,007 -0,80+0,44
Gli 0,028+0,001 0,050+0,008 1,22+0,48 1,30£2,08 -0,010+0,005 2,76+0,39
PorfP2_PcT 0,017+0,002 0,031+0,002 -0,25+0,66 1,26+0,67 0,207+0,028 7,51+1,31
PorfP2_PcT_Gli 0,028+0,001 0,050+0,003 -0,02+0,71 1,64+0,72 0,168+0,049 6,62+0,41
PorfP2_CMC 0,090+0,001 0,129+0,005 0,44+0,18 1,68+1,21 0,266+0,008 10,02+0,49
PorfP2_CMC_Gli 0,089+0,001 0,123+0,018 0,21+0,42 0,92+0,73 0,180+0,016 7,09+0,84
PorfP2_AL 0,095+0,011 0,128+0,018 -0,41+0,41 0,106+0,014 6,84+1,54
PorfP2_AL_Gli 0,094+0,006 0,125+0,009 -0,76+0,62 0,113+0,010 5,36+0,52
PorfP2S1 PorfP2S2 PorfP2S4 PorfP2S5 PorfP2S6 PorfP2S7 PorfP2S8 PorfP2
Rendimento (%) 26,35 26,92 26,62 27,00 26,87 26,38 26,48 26,66+0,27

*ND — Néo Detetado.

Os valores representam a média + erro padrdo da média de trés ensaios independentes realizadas em triplicado ou quadruplicados.
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Tabela A 3 — Numero de respostas corretas na diferenciagdo através de analise sensorial de bolas de cereais com chocolate embalados nos filmes de porfirano
semi-refinado, pectina alimentar industrial e glicerol 86-88% (PorfP2_PcT_Gli), porfirano semi-refinado, carboximetilcelulose de sddio e glicerol 86-88%
(PorfP2_CMC_Gili), porfirano semi-refinado, alginato de sédio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli) e em polipropileno (controlo).

PorfP2_PcT_Gli PorfP2_PcT_Gli PorfP2_CMC_Gli PorfP2_PcT_Gli PorfP2_CMC_Gli PorfP2_AL_Gli
VS, Vs, Vs, VS. Vs. Vs,
PorfP2_CMC_Gili PorfP2_AL_Gli PorfP2_AL_Gli Controlo Controlo Controlo
~ Povador [ Nederespostascoretasem6  N°deresposiascometasem3
1 1 3 2 2 1 1
T
3 2 2 3 1 1 1
T S
5 2 2 0 1 1 1
T e e
7 1 2 2 1 0 0
N e
9 1 1 2 1 1 1
e
11 2 0 3 1 1 1
e
Soma 20 24 24 13 14 12

*Segundo a Tabela T8 em Meilgaard et al. (1999)
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Teste Triangular das Embalagens PorfP2  [3) E‘Pﬂ-g&ﬁ"'ﬂﬂ @ MARE
£ Pleiria

Nome Data

Amostra

Instrucdes

Prove as amostras da sua esquerda para a sua direita.
Duas sdo idénticas; determine a amostra diferente.

Caso ndo consiga identificar diferencas tente adivinhar qual a amostra diferente.

Conjuntos de trés Qual a amostra Comentirios
amostras diferente? (A ou B)
Teste Triangular das Embalagens PorfP2 O] POLITECNICO @ MARE
oe LEIRIA PLeiria
Nome Data
Amostra
Instrucées

Prove as amostras da sua esquerda para a sua direita.
Duas sdo idénticas; determine a amostra diferente.

Caso ndo consiga identificar diferencas tente adivinhar qual a amostra diferente.

Conjuntos de trés Qual a amostra

amostras diferente? (C ou X) Comentirios

Figura A 1 — Boletins de respostas das provas sensoriais por ensaio triangular das bolas de cereais com chocolate
embalados nas embalagens formadas pelos filmes PorfP2_PcT_Gli; PorfP2_CMC_Gli e PorfP2_AL_GI.
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PorfP2_PcT

PorfP2_PcT_Gli

Porf CMC

PorfP2_CMC_Gli

100x
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PorfP2_AL

PorfP2_AL_Gli

PorfP2

PorfP2_Gili

Figura A 2 — Imagens da estrutura dos filmes de porfirano semi-refinado e pectina (PorfP2_PcT),
porfirano semi-refinado, pectina e glicerol 86-88% (PorfP2_PcT_Gli), porfirano semi-refinado e
carboximetilcelulose de sédio (PorfP2_CMC), porfirano semi-refinado, carboximetilcelulosede
sodio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), porfirano semi-refinado e alginato de sédio
(PorfP2_AL) e porfirano semi-refinado, alginato de sodio e glicerol 86-88% (PorfP2_AL_Gli) a
partir de microscopia eletronica de varrimento por emissdo de campo com ampliacdo de 100 e 1000
vezes.
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Figura A 3 — Cereais com chocolate embalados em embalagem produzidas a partir dos filmes de
porfirano semi-refinado, pectina e glicerol 86-88% (PorfP2_PcT_Gli), porfirano semi-refinado,
carboximetilcelulosede sodio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli) e porfirano semi-refinado,
alginato de sddio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gili) e em polietileno (Controlo).
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