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Resumo 

 

O plástico não-biodegradável 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 sustentáveis e renováveis, com baixo 

impacto ambiental, sendo a alternativa mais viável o desenvolvimento de materiais 

semelhantes ao plástico a partir de polímeros biodegradáveis, como os polissacarídeos 

sulfatados, por exemplo o porfirano. 

 

A viabilidade passa pela obtenção a partir da matéria-prima de forma sustentável 

ambientalmente e economicamente, sendo necessário o máximo rendimento com os 

mínimos recursos. O processo desenvolvido de extração de porfirano semi-refinado de 

Porphyra dioica, PorfP2, permite, a partir da utilização de um solvente verde (água quente), 

um elevado rendimento de extração de porfirano semi-refinado, 26,66±0,27%, reprodutível 

e com baixa contaminação, sendo o principal contaminante provavelmente fenóis da parede 

celular da alga, 0,616±0,027 eq. de ácido gálico µg.mg-1 de extrato. O porfirano semi-

refinado obtido apresentou potencial antioxidante em todos os ensaios realizados, Hydrogen 

peroxide scavenging assay (HPSA) após 10 e 15 minutos (Δ0,066±0,002 e Δ0,072±0,003 

respetivamente), Ensaio do reagente 2,2-difenil-l-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. ácido ascórbico µg.mg-1 de extrato) e Ensaio do reagente 

2,2-azino-bis-(ácido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfônico) (ABTS) (20,46±0,90%). No entanto, 

não apresentou potencial antimicrobiano. No desenvolvimento dos filmes, devido à 

dificuldade de desenvolver matrizes viáveis apenas com porfirano e glicerol (Gli), foram 

desenvolvidas estruturas compósitas com a adição de pectina alimentar industrial (PcT), 

carboximetilcelulose de sódio (CMC) e alginato de sódio (AL). Os componentes não 

demonstraram bioatividades, com exceção do PcT em HPSA com atividades a 10 e 15 

minutos (Δ0,019±0,002 e Δ0,033±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 soluções 

filmogénicas foram detetadas propriedades antimicrobianas para os microrganismos 



vii 

 

testados, B. subtilis, B. cereus, M. luteus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans. 

Morfologicamente ao microscópio eletrónico a maioria dos filmes apresentaram superfícies 

relativamente homogéneas e com poucas rugosidades, com exceção do filme 

PorfP2_CMC_Gli, que apresentou a formação de duas fases heterogéneas. O filme que 

apresentou as melhores propriedades mecânicas com a melhor conjugação módulo de Young 

(1629,00±142,41 MPa) e tensão 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 plástico, ficando a diferença 

sensorialmente impercetível. 

 

No procedimento de obtenção de porfirano semi-refinado é viável e reprodutível e os 

filmes desenvolvidos, principalmente o PorfP2_PcT_Gli, demonstraram-se boas alternativas 

e possíveis candidatos como substitutos de plásticos não-biodegradáveis, apesar da 

necessidade de ensaios adicionais. 

_________________________________________________________________________ 

Palavras-Chave: Materiais Compósitos; Plástico Biodegradável; Polissacarídeos; 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 µg.mg-1 of extract. The obtained 

semi-refined porphyran showed antioxidant potential in all assays performed, Hydrogen 

peroxide scavenging assay (HPSA) after 10 and 15 minutes (Δ0.066±0.002 and 

Δ0.072±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 µg.mg-1 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 (Δ0.019±0.002 

and Δ0.033±0.002). 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. Introdução 

 

1.1. Plástico de origem fóssil 

 

 O plástico petroquímico é um composto antropogénico. Os seus resíduos constituem 

um dos maiores problemas ambientais da atualidade, pelo facto de serem virtualmente não-

biodegradáveis (Yeo et al., 2017). Desta forma, desde a sua invenção em 1862 (Ramadas et 

al., 2009) e, posteriormente, a sua produção mundial em 1950, até hoje nenhum resíduo foi 

degradado de forma natural, permanecendo no ambiente, contaminando ecossistemas e 

interagindo de forma negativa com os organismos (Geyer et al., 2017). As principais 

características responsáveis pela elevada resistência dos plásticos à biodegradação, incluem 

a estrutura polimérica de cadeia longa, o alto peso molecular, a falta de um grupo funcional 

suscetível à degradação microbiana, a hidrofobicidade e a cristalinidade (Urbanek et al., 

2018).  

 

 O Parlamento Europeu já identificou e considerou as embalagens de produtos 

alimentares como um dos resíduos que mais frequentemente são 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 redução de descarte de plástico e um 

aumento da sua reutilização e reciclagem, até às estratégias atuais como o acordo 

COM/2019/640. Esta visa em especial a ação “Estratégia industrial para a economia circular 

e limpa”, que apresenta como um dos objetivos o uso exclusivo de embalagens reutilizáveis 

ou recicláveis até 2030 e descreve estratégias da diminuição da utilização e descarte de 

plástico, associadas ao desperdício zero. A comissão europeia promove a economia circular, 

nomeadamente através de incentivos à reutilização e reciclagem e posterior prolongamento 

da vida útil de todos os materiais. Esta promoção abrange conferências como a: “Impacts of 

the circular economy transition in Europe – Circular Impacts final conference”. 
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Devido à sua utilização cada vez mais alargada, houve um aumento de 20 vezes na 

escala da produção de plástico, ao longo de cinco décadas, desde 1964, já superior a 300 

milhões de toneladas por ano, atingindo 335 milhões de toneladas em 2015 (Urbanek et al., 

2018). Prevê-se ainda que a produção de plásticos deverá 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 milhões de toneladas de plástico 

tenham como destino os oceanos (UNEP, 2014). O sector com maior consumo é o da 

produção de embalagens (Figura 1.1), com especial relevância para a indústria alimentar, 

maioritariamente compostos por polietileno de baixa e de alta densidade, polipropileno e 

politereftalato de etileno, compostos derivados do petróleo e não-biodegradáveis, sendo o 

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

 

 

Figura 1. 1 – Distribuição do plástico pelos setores de mercado em 2019 na Europa, adaptado de 

PlasticsEurope (2020). 

 

Os detritos plásticos apresentam-se como uma ameaça à vida marinha, os estudos 

realizados sobre o impacto deste tipo de resíduos demonstram que a poluição do meio 

marinho por plástico é um problema ambiental crescente e que ocorre à escala global 

(Balestri et al., 2017; Derraik, 2002). As correntes marítimas e outros movimentos de massas 

de água transportam os resíduos a quilómetros de distância e levam à sua acumulação em 

determinadas zonas do globo, que sofrem com impactos ainda mais acentuados (Cózar et al., 

2015). Algumas consequências destas contaminações são facilmente visíveis e podem ser 
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fatais, para diversos seres. As principais ameaças são a ingestão, levando a obstrução das 

vias do sistema digestivo e/ou respiratório, e emaranhamento em detritos plásticos, como 

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

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

 

Figura 1. 2 – Fotografias reais do impacto da poluição por resíduos plásticos no oceano e praias, 

imagens com licença comercial padrão de Adobe Stock®. 

 

A recolha de plástico do meio marinho apresenta-se como um problema logístico de 

grande escala. Embora a recolha, reutilização e ou reciclagem dos resíduos fosse 

teoricamente possível, a proporção e distribuição dos mesmos tornam o processo complexo. 

Aos problemas referidos acresce o desgaste que os macroplásticos sofrem no meio aquático, 

pois, quando são sujeitos a fatores abióticos (radiação ultravioleta, temperatura, stress físico, 

etc.), ocorre uma fragmentação dos resíduos em partículas microscópicas, facilitando a sua 

distribuição pela coluna de água e impossibilitando a sua deteção e recolha em grande escala 

(Urbanek et al., 2018). Estas partículas podem provocar graves problemas pois ao serem 

introduzidas na cadeia alimentar afetam todos os níveis tróficos uma vez que estes resíduos, 

além de tóxicos, são bioacumuláveis (Farrell & Nelson, 2013) e os efeitos associados ao 

contacto direto com os organismos, podem provocar erupções e irritação cutânea, além de 

todos os possíveis problemas desconhecidos ou ainda não associados (Alimba & Faggio, 

2019; Feng et al., 2020). Todos estes fatores devem ser analisados e tidos em consideração, 

pois podem afetar muitos organismos, inclusivamente o ser humano. Uma vez entrando na 

cadeia alimentar, o ser humano acaba por incluir estas partículas na sua dieta, que apresentam 

uma elevada toxicidade, e sendo sensível, em alguns casos, ao contacto cutâneo, podendo 

apresentar os problemas já referidos (Van Cauwenberghe & Janssen, 2014; Wright & Kelly, 

2017). 
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A redução do descarte, através da restrição da utilização, reutilização e reciclagem 

das embalagens de plástico, assim como a recolha do plástico já existente no meio ambiente, 

de forma eficaz, exige uma articulação e ação coordenada a nível internacional e 

governamental devido ao carácter global, à dimensão e à dificuldade da aplicação de 

operações com impacções significativas (Dauvergne, 2018). A utilização de recursos 

naturais e produção de materiais, de forma responsável, assim como a reutilização, 

reciclagem e descarte consciente é o 12º Objetivo de Desenvolvimento Sustentável 

denominado Consumo e produção responsáveis do Departamento de Assuntos Económicos 

e Sociais de Desenvolvimento Sustentável das Nações Unidas. No entanto, o aumento da 

área das regiões de acumulação de resíduos de plástico, devido às correntes marítimas, como 

os “Continentes de Plástico”, são claras evidências da insuficiência das medidas (Albeck-

Ripka, 2018). 

 

1.2. Plástico Biodegradável 

 

O estabelecimento de uma economia verde depende de múltiplos fatores como: a 

redução da utilização de recursos energéticos, a minimização da produção de resíduos 

durante os processos de produção e posterior otimização dos mesmos, da prevenção da 

poluição ambiental especialmente compostos perigosos, e da limitação dos desperdícios, 

dando preferência à reutilização e reciclagem (Briassoulis & Degli Innocenti, 2017). 

 

  O plástico desempenha hoje um papel de destaque enquanto material, estando 

presentes em todo o tipo de indústrias e processos quotidianos. As suas inúmeras 

aplicabilidades, devem-se às suas características e propriedades físicas e mecânicas 

inerentes. O baixo custo de produção, associado à facilidade de manufatura, torna o processo 

industrial de produção mais apelativo a nível económico. A estas características juntam-se 

propriedades como a elasticidade, a ductilidade, a densidade reduzida e a resistência não só 

a choques mecânicos, mas também à ação de agentes químicos e à água que garantem um 

produto duradouro e estável, não sujeito a alterações na pós-produção (Brandsch & Piringer, 

2008). No entanto, a sua durabilidade e origem torna o mesmo uma ameaça aos ecossistemas, 

sendo urgente o desenvolvimento de substitutos que mantenham todas as outras 



5 

 

propriedades, mas que diminuam grandemente o impacto ambiental que advêm da 

permanência e produção deste material (Iwata, 2015). 

 

 Os plásticos biodegradáveis apresentam-se como os principais candidatos na 

resolução deste problema, sendo os mesmos compostos por polímeros de origem biológica 

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 necessário clarificar o conceito de plástico 

biodegradável, pois o que o distingue de um plástico comum é o intervalo de tempo da sua 

decomposição e o agente responsável pela mesma (Shah et al., 2008). Os bioplásticos, 

polímeros desenvolvidos a partir de biomassa, apesar da matéria-prima de que são formados, 

não são necessariamente biodegradáveis. A degradação destes bioplásticos depende do 

material utilizado na sua preparação, dos processos utilizados na sua formação e da sua 

estrutura final (Iwata, 2015). Desta forma, é necessário distinguir biodegradabilidade, 

capacidade de um microrganismo utilizar determinado material como fonte de carbono; e 

biodegradação, um processo mensurável que consiste na degradação de uma substância por 

um ou mais organismos, em determinadas condições físicas e químicas, num intervalo de 

tempo definido. Os conceitos são relacionáveis, na medida em que a determinação da 

biodegradabilidade de um material vai ser associada à sua biodegradação (Briassoulis & 

Degli Innocenti, 2017). O processo de biodegradação deve incluir a conversão total do 

material, num determinado intervalo de tempo, em condições aeróbias, em produtos como 

água, dióxido de carbono, sais minerais e biomassa ou em condições anaeróbias em metanol 

e/ou ácidos com baixo peso molecular, como o ácido láctico ou outros compostos 

inorgânicos, completando assim um ciclo de renovação total (Chinaglia et al., 2018; Harrison 

et al., 2018; Peelman et al., 2013). 

 

 Alguns polímeros biodegradáveis já são 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 físicas semelhantes ao 

polipropileno e polietileno (Lambert & Wagner, 2017). Outros exemplos são o ácido 
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polilático (PLA), semelhante ao poliestireno e polietileno teraftalato, o amido termoplástico 

(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 avaliação da biodegradação de correspondência ao 

padrão internacional (Narancic et al., 2018). 

 

1.3. Revestimentos e Filmes 

 

Durante a produção, transporte, processamento, armazenamento e comercialização 

ocorre a perda da integridade dos alimentos, devido principalmente à deterioração química 

e microbiológica, resultando na perda de qualidade dos produtos que podem até mesmo gerar 

perturbações à saúde do consumidor, como intoxicação alimentar (Kirsh et al., 2020).  O 

escurecimento da fruta e certos vegetais  é um processo enzimático natural, caracterizado 

pela oxidação de compostos fenólicos, que embora seja despontado na presença de oxigénio, 

ocorre preferencialmente à temperatura ambiente ou superior (Yadav et al., 2017), e meios 

ácidos também contribuem para uma maior oxidação (Lupetti et al., 2005).  

 

 Assim, as embalagens devem estabelecer uma barreira física conferindo proteção 

contra as principais influências externas que aceleram a degradação dos alimentos, tais 

como: agentes químicos, gases como oxigénio, dióxido de carbono e vapor de água, 

humidade, e outros compostos que possam entrar em contacto com o alimento. A proteção 

física ocorre devido à diminuição de danos causados por forças mecânicas, como embates e 

vibrações durante o transporte. A embalagem confere ainda proteção contra agentes 

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

 

Os filmes e revestimentos diferenciam-se, sendo os filmes uma estrutura sólida 

independente que pode ser colocada e facilmente removida sobre os alimentos e os 

revestimentos são apostos, sendo colocados ainda no estado líquido sobre o alimento e após 

a sua solidificação tornam-se indissociáveis sem que sejam desfeitos (Pinheiro et al., 2010). 

As características físicas da embalagem ou revestimento, como a rigidez, flexibilidade ou 
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cor, devem ser adaptadas conforme as necessidade do alimento a que se aplica e o tipo de 

transporte a que será sujeito (Raheem, 2013). Com a aplicação de filmes e revestimentos é 

necessário avaliar a alteração de parâmetros sensoriais do alimento, nomeadamente o sabor, 

pois este fator não deve sofrer alterações especialmente em aplicações de revestimentos 

edíveis (Reboleira et al., 2020).  

 

As propriedades mecânicas dos filmes são definidas por: tipo de matéria-prima, 

processo de formação, aditivos utilizados e aplicação final no alimento (Ramos et al., 2012). 

Na formulação da matriz do filme, existem inúmeros fatores que influenciam a sua formação, 

como os parâmetros físicos e químicos da solução filogénica, que devem ser tidos em conta 

(Carneiro-da-Cunha et al., 2011). Os principais componentes de filmes e revestimentos 

edíveis são as proteínas, que conferem estabilidade; os lípidos, que diminuem a transmissão 

de água; e os polissacarídeos, influenciando a transmissão de gases (Pavlath & Orts, 2009). 

As propriedades físico-químicas dos filmes podem ser modificadas ao adicionar certos 

componentes como plastificantes, agentes de reticulação, entre outros (Han & Aristippos, 

2005). Filmes processados sem a adição de plastificantes, tais como o glicerol, demostraram 

alta resistência à tensão, porém reduzida capacidade de alongamento (Cian et al., 2015), 

ocorrendo também uma diminuição da permeabilidade ao vapor de água (Ganesan et al., 

2018).  

 

O material das embalagem, além dos fatores referidos acima, pode conter 

bioatividades favoráveis 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 já 

são aplicadas comercialmente (Vilela et al., 2018). 

 

A adição de substâncias bioativas, como óleos essenciais, pode conferir atividade a 

matrizes que em si não as possuem, tornando-as em embalagem ativas. Por exemplo, a 

adição de óleo essencial de canela a matrizes de alginato/carboximetilcelulose conferindo-

lhe propriedades antimicrobianas (Y. Han et al., 2018). Certos polímeros orgânicos possuem 

potencial semelhante, além de melhorarem as propriedades físicas do material, como a 
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composição lignina-alginato (Aadil et al., 2016). A adição de certas moléculas, como a 

vitamina E, pode conferir propriedades antioxidantes e podendo ser aplicada em polímeros 

como o quitosano (Martins et al. 2012a). Pode ocorrer também e o desenvolvimento de 

matrizes com potencial fotoprotetor (Ahmed & Ikram, 2016), assim como é possível a adição 

de pigmentos com propriedades bioativas, como a curcumina associados a hidratos de 

carbono como o carragenano, permitindo assim aumentar a sua resistência à água 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 à área alimentar, 

esse potencial pode ser melhorado pela adição de extratos de produtos alimentares como o 

extrato de tomate-cereja, sendo facilmente aplicável na indústria alimentar (Qiu & Chin, 

2020). 

 

 Apesar dos benefícios inerentes ao embalamento de produtos alimentares, a 

embalagem pode causar problemas de saúde, devido à ingestão acidental de partículas de 

elementos não comestíveis, isto ocorre especialmente nas embalagens de plástico 

(Arvanitoyannis & Bosnea, 2004; Patel et al., 2005). Este problema pode ser minimizado ou 

completamente anulado com a aplicação de filmes e revestimentos edíveis (Galus & 

Kadzińska, 2015). 

 

 O filme e revestimento edível ideal deve ter certas características, tais como: não 

conter compostos tóxicos e/ou alergénicos na sua composição, possuir capacidade de 

aderência uniforme à superfície dos alimentos, regular a migração de água do alimento e 

trocas gasosas, evitar a absorção ou perda de compostos que interfiram no aroma, sabor ou 

composição nutricional, fornecer estabilidade bioquímica e microbiana, e ao mesmo tempo 

proteger contra contaminações e proliferações microbianas. Além disso, deve ser 

esteticamente atrativo e possuir a capacidade de incorporar aditivos desejáveis (Pavlath & 

Orts, 2009). Alguns compostos com características próximas a estas já vêm a ser 

desenvolvidos, como os filmes de amido/quitosano/glicerol, mas as suas proporções 

influenciam diretamente as suas propriedades, pois maior concentração de quitosano 

aumenta a resistência a tensão mas diminui a elasticidade e a permeabilidade ao vapor de 
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água, o inverso acontece com o aumento da concentração do glicerol (Chillo et al., 2008). A 

metilcelulose é um composto utilizado como espessante e emulsionante na indústria 

alimentar, e apresenta capacidade de formar filmes, no entanto são facilmente degradados 

em contacto com água (Debeaufort & Voilley, 1995). Este problema pode ser em parte 

resolvido pela sua junção com quitosano (Pinotti et al., 2007). As composições têm assim de 

ser ajustadas a cada composto e às suas interações, de forma a estabelecer um material com 

as características pretendidas para a sua utilização (Pavlath & Orts, 2009). 

 

 Os revestimentos podem ser aplicados de diversas formas, mas as mais comuns são: 

a aplicação por espalhamento com ferramentas estéreis sobre a superfície, a imersão e a 

aplicação por spraying. Os filmes são normalmente formados por modelagem direta 

(casting) em superfícies niveladas, seguida por secagem, especialmente em estufa. Outro 

método utilizado mais industrialmente, é a extrusão, apesar de esta metodologia requerer 

equipamentos específicos, variando grandemente entre compostos (Wang et al., 2018). As 

esquematizações das metodologias citadas podem ser observadas na Figura 1.3. 

 

 

Figura 1. 3 – Esquematização das metodologias de formulação de filmes e revestimentos aplicados 

à indústria alimentar, adaptados de Wang et al. (2018). 
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1.3.1. Compósitos 

 

 Os materiais compósitos consistem na incorporação de dois ou mais materiais de 

forma a obter um material final com as características físicas, químicas e/ou bioativas 

melhoradas (Wang et al., 2017). Os elementos atuam individualmente ou em sinergia, 

podendo inclusivamente apresentar propriedades ou características que não 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 constituição do mesmo (Akhtar et al., 2018; 

Roy & Rhim, 2020). A constituição de algumas matrizes exige tratamentos com reações 

químicas e/ou com agentes físicos, como temperatura, ultrassons ou radiação (Wang et al., 

2010). Os compostos constituintes dos materiais compósitos podem ser orgânicos, como o 

carragenano, celulose e pectina ou componentes inorgânicos como a montmorillonita, óxido 

de grafite e nanopartículas de prata (Abdul Khalil et al., 2019). As bioatividades finais de 

um filme podem ser intrínsecas do seu principal componente do filme, inerentes aos 

componentes bioativos incorporado na matriz, ou consequência da estruturação destes 

materiais. Em alguns casos, um filme pode ser constituído pela fase ativa e o substrato, 

combinando as propriedades físicas do substrato e as propriedades bioativas da fase ativa 

(Figura 1.4) (Halonen et al., 2020; Salehi et al., 2017). 

 

 

Figura 1. 4 – Filmes com bioatividades por incorporação de agentes bioativos ao polímero (A), 

aplicação da formulação layer-by-layer com substrato e fase ativa (B) e formulação de filmes com 

polímeros bioativos (C), adaptado de Halonen et al. (2020). 

 

 A formação dos filmes com base em materiais compósitos pode ser desenvolvida 

com diversos componentes, associando polímeros a outros polímeros, a nanopartículas ou a 
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compostos ativos como óleos essenciais (Abdul Khalil et al., 2017; Feki et al., 2020). A 

aplicação de polímeros sintéticos não derivados de petróleo, como o álcool polivinílico pode 

ser uma alternativa, necessitando, no entanto, de sínteses químicas na sua formulação (Meng 

et al., 2018). 

 

 A constituição de materiais com a combinação de polímeros pode ser desenvolvida 

pela sobreposição de matrizes. É possível expor um componente para o exterior e outro no 

interior, selecionando a ordem consoante as suas características (Sedayu et al., 2019). Na 

estruturação do material, de igual modo, pode recorrer-se à sobreposição de várias camadas 

(J. Zhang et al., 2019), sendo possível a utilização de mais de dois polímeros (Langhe & 

Ponting, 2016). As matrizes que compõem determinada camada podem ser materiais 

compósitos homogeneizados (Petrova et al., 2016). O emprego de uma solução filmogénica 

para agregação de todos os componentes forma uma camada com vários compostos 

(Jancikova et al., 2019). Porém, mesmo compósitos de uma camada e com uma solução 

filmogénica podem apresentar matrizes heterogéneas (Ganash et al., 2013). Algumas 

matrizes são reforçadas pela adição de iões facilitando as suas interações (Paşcalău et al., 

2012). A coesão de algumas matrizes compostas por dois ou mais polímeros podem 

depender do crosslinking intermediado por iões ou moléculas (Ahmed & Ikram, 2016). 

 

Matrizes com a adição de nanofibras, como celulose, resultam no aumento da 

resistência mecânica do filme (Zarina & Ahmad, 2014). No entanto, um reforço com 

quitosano leva à diminuição da permeabilidade ao vapor de água, à perda de flexibilidade, 

elasticidade e de transparência dos filmes (Shankar et al., 2015). A incorporação de 

nanopartículas, como prata, aumentam a resistência ao vapor de água e a atividade 

antimicrobiana, no entanto levanta-se a possibilidade de contaminação dos alimentos por 

essas nanopartículas, o que pode ser muito prejudicial, devido à sua toxicidade e possível 

bioacumulação (Roy et al., 2019). 

 

 O desenvolvimento de biopolímeros com óleos essenciais incorporados melhora as 

propriedades mecânicas dos filmes, tornando-os mais resistentes ao vapor de água, e pode 

melhorar a sua bioatividade, como a atividade antimicrobiana e antioxidante (Praseptiangga 
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et al., 2016), porém a sua homogeneização com polissacarídeos solúveis em água depende 

da aplicação de compostos com propriedades surfactantes que permitam a solubilidade 

desses óleos em água como o Tween-80 (Benavides et al., 2012). A aplicação de ácidos 

gordos melhora as características mecânicas de resistência ao vapor de água assim como a 

diminuição 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 incorporação de extratos 

pode ser aplicada de forma a aumentar a bioatividade dos filmes, como a atividade 

antimicrobiana, porém acrescenta muita complexidade à solução filmogénica, sendo a sua 

otimização mais difícil (Kanmani & Rhim, 2014). 

 

1.4. Polissacarídeos Sulfatados 

 

 Os polissacarídeos sulfatados são um grupo complexo de macromoléculas aniónicas, 

presentes em diversos organismos, desde mamíferos a algas (Fonseca & Mourão, 2006). A 

parede celular das algas é uma estrutura heterogénica e complexa, constituída por 

compostos, que incluem polissacarídeos sulfatados. Este são distintos para o tipo de alga, 

sendo das algas verdes o ulvano, composto por unidades de ácidos ulvanobiurónicos do tipo 

A e do tipo B (Lahaye et al., 1998), das algas castanhas os fucanos, polímeros de α-L-fucose 

com ligações (1→3) e/ou (1→4) (Rocha, 2016), e das algas vermelhas os carragenanos, que 

possuem diversas derivações consoante o grau de sulfatação como o kappa (κ), o lameda (λ) 

e o iota (ι), e os agaranos, da qual faz parte o porfirano (G. Jiao et al., 2011). Dentro das 

algas vermelhas, os carragenanos são bastante estudados e utilizados, inclusive na indústria 

alimentar. Já o porfirano que é um polissacárido sulfatado bastante promissor, quando 

comparado com outros polissacáridos, o estudo e informação disponíveis acerca do mesmo 

ficam muito aquém (G. Jiao et al., 2011; Rocha, 2016).  

 

 Os polissacarídeos sulfatados são extraídos e isolados a partir de algas (Rahman, 

2016), utilizando água quente, ácido ou base diluída, recorrendo a grandes volumes de 

solvente. Porém, podem ser aplicados outros métodos de extração, como a extração 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 (Chandía & Matsuhiro, 2008), anti-trombóticos 

(Pereira et al., 2002), anti-inflamatórios (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 antifúngicas 

e antimicrobianas (Vera et al., 2011; Zhu et al., 2016). Devido às suas propriedades físicas, 

químicas, biomecânicas, às suas características bioativas e à biocompatibilidade que 

apresentam, os polissacarídeos sulfatados são aplicados em diversas indústrias como a 

farmacêutica, 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 sulfatação, peso molecular, conformação, e os hidratos de 

carbono que o constituem e estereoquímica (Costa et al., 2010; Gómez-Ordóñez et al., 2014; 

Ngo & Kim, 2013; Wijesekara et al., 2011). 

 

As propriedades biomecânicas de um composto, resultam das interações das cadeias 

que o compõem, especialmente devido às interações dos grupos sulfatados, gerando 

estruturas tridimensionais, e das interações entre as cadeias poliméricas dos polissacarídeos 

(Cunha & Grenha, 2016). A presença de catiões, como o Ca2+ e o K+, podem aumentar a 

resistências da matriz devido à formação de pontes, com interações crosslinking 

(Mahdavinia et al., 2014; Meng et al., 2018). A presença dos grupos sulfato confere a 

capacidade de atração de água, permitindo a solubilidade do polímero, mas também a sua 

retenção, possibilitando a formação de hidrogéis; e a remoção de grupos sulfato pode assim 

reduzir a solubilidade das matrizes de polissacarídeos sulfatados (Cunha & Grenha, 2016). 

Os polissacarídeos sulfatados apresentam-se assim como bons candidatos na produção de 

filmes e revestimentos edíveis (Abdul Khalil et al., 2019). 
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1.5. Porphyra 

 

 As algas do género Porphyra apresentam uma grande importância comercial, com 

um elevado volume de produção, devido a serem tradicionalmente muito consumidas no este 

asiático (Blouin et al., 2011), especialmente devido à utilização de algumas dessas espécies 

na culinária tradicional japonesa na confeção de sushi, conhecida como nori, com cada vez 

mais aceitação na Europa (Knoop et al., 2020). As suas propriedades bioativas, 

nomeadamente a atividade antimicrobiana (K. Jiao et al., 2019), são reconhecidas há muito 

tempo, sendo esta espécie utilizada na medicina tradicional Chinesa há mais de um milénio 

(Q. Zhang et al., 2004). 

 

 Foram catalogados 15 géneros, pertencentes à ordem Bangiales, da qual faz parte o 

género Porphyra, constituído por 58 espécies com nomenclatura confirmada. Espécies deste 

género estão espalhadas por lugares distintos, desde o norte do oceano Atlântico à costa da 

Austrália, muitas delas com morfologia semelhante e, por esse motivo, por vezes é 

necessário recorrer as técnicas moleculares para as diferenciar (Sutherland et al., 2011). No 

entanto, apesar da distribuição das espécies deste género por uma extensa área geográfica e 

em ambientes diversos, as espécies restringem-se ao seu habitat, sendo a Porphyra 

suborbiculata, Kjellman 1897, a única espécie que se encontra em ambos os hemisférios 

(Broom et al., 2002). 

 

 Em termos nutricionais são muito ricas, apresentando um teor de proteínas de 25-

40% do peso seco (Nakib et al., 2009) e diversos tipos de ácidos gordos insaturados, apesar 

dos lípidos corresponderem apenas a aproximadamente 2% do seu peso seco (Blouin et al., 

2006). A composição em hidratos de carbono é de cerca de 45% do peso seco (Smith et al., 

2010), a composição mineralógica é diversa destacando-se especialmente P, Ca, K e Zn 

(379,90 mg.100g-1; 443.70 mg.100g-1; 1444,17 mg.100g-1 e 1,46 mg.100g-1 peso seco, 

respetivamente) (Cian et al., 2014b). Porém, dependendo do meio ambiente, pode apresentar 

uma gama muito mais alargada e com concentrações divergentes (Rao et al., 2007) e 

apresenta vitaminas K, C e do complexo B, incluindo a vitamina B12 (Bito et al., 2017). Além 

de outros compostos, como polifenóis, aos quais são atribuídos uma série de benefícios que 
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se refletem nos indivíduos com dietas que incluem estas algas, como menor incidência de 

doenças cardiovasculares, neurovasculares, inflamatórias, entre outros (Venkatraman & 

Mehta, 2019). No entanto, a sua composição é variável e depende diretamente do ambiente, 

tanto em termos de parâmetros físicos como químicos, incluindo o efeito da sazonalidade 

(Tala & Chow, 2014). 

 

 A própria atividade antioxidante pode variar ao longo do ano, uma vez que as algas 

apresentam adaptações, que lhes permitem evitar os efeitos provocados pelos fatores de 

stress, como a incidência de luz solar. quando esta é demasiado intensa (Sampath-Wiley et 

al., 2008). Este sistema antioxidante de combate ao stress provocado por fatores bióticos e 

abióticos, é comum entre as espécies de algas interditais (Li et al., 2010). Polissacarídeos 

sulfatados de espécies de Porphyra, porfirano, têm apresentado, desde os 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 

originária da costa do Atlântico 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 Bárbara 

e ©Michael Guiry. 
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 O ciclo de vida da Porphyra dioica é bifásico e heteromórfico, com gametófito 

haploide, em frondes separadas, como o próprio nome indica, sendo esta a principal 

diferença para com a espécie Porphyra purpurea uma vez que esta é monoica (Lu & Yarish, 

2011), e esporófito diploide filamentoso (Pereira et al., 2006). É uma espécie dioica com um 

rácio de gametófitos masculinos e femininos de aproximadamente 1:1, que pode reproduzir-

se durante todo o ano, apesar de haver maior crescimento em determinados períodos do ano 

(Holmes & Brodie, 2005), o que resulta numa maior ocorrência entre fevereiro e abril 

(Pereira et al., 2004). Esta espécie apresenta a fase gametófita não haploide durante a maior 

parte do ciclo de vida e um sistema de poliploidia complexo, de mais de um nível 

simultaneamente (Varela-Álvarez et al., 2019). Tem capacidade de produzir conchosporos 

mesmo sobre condições adversas, facilita a sua reprodução, fazendo com que a produção 

desta espécie seja um processo mais viável, comparativamente com outras espécies de algas 

que lhe são semelhantes, incluindo do género Porphyra (Pereira et al., 2004). O seu 

crescimento dá-se na presença de uma gama de condições relativamente alargada, como 

temperatura (9 °C – 18 °C com temperatura ótima de 15 °C), fotoperíodo (8h:8h e 12h:12h 

e com menor crescimento 16h:8h, luz:escuro) e intensidade luminosa (80 μmol 

fotões.m−2.s−1 – 180 μmol fotões.m−2.s−1 com maior crescimento a 130 μmol fotões.m−2.s−1) 

(Knoop et al., 2020). 

 

 Todas as fases do ciclo de vida apresentam um conteúdo de ácidos gordos 

insaturados, inclusivamente ácidos gordos polinsaturados (PUFA), muito variado e 

relativamente elevado quando comparado a espécies semelhantes, especialmente a fase 

conchocelis. Estes estão associados a benefícios 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 ficobiliproteínas, compostos nitrogenados e ácidos gordos, 

podem ter as suas concentrações alteradas  por manipulações químicas do meio (Varela-

Álvarez et al., 2019).  

 

 Devido ao seu rápido crescimento, absorção de nitratos, fosfatos e de dióxido de 

carbono do meio ambiente, esta espécie apresenta um elevado potencial de biorremediação, 

permitindo o seu estabelecimento em sistemas de cultura multitrófica (Pereira et al., 2006; 
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Roleda & Hurd, 2019), com rápida produção de biomassa, que pode ainda pode ser aplicada 

em rações (Silva et al., 2015). 

 

 Estudos demonstram a possibilidade de diversas aplicações, devido aos benefícios 

dos constituintes desta espécie, como o potencial anti-inflamatório dos seus extratos de 

ácidos 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 fração extraída com água:metanol (1:1) (Jindrichova et al., 

2019). 

 

1.6. Porfirano 

 

 O porfirano (Figura 1.6) é um polissacarídeo sulfatado anidro, extraído de algas do 

género Porphyra, constituído por unidades de dissacarídeos que consistem em resíduos (1,3-

β) D-galactose alternando com (1,4-α) L-galactose-6-sulfato ou 3,6-anidro-α-L-galactose, 

podendo ocorrer a substituições com resíduos de ésteres de sulfato (Fernando et al., 2019). 

O porfirano encontram-se presente no espaço 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 β-porfiranases (porfirano beta-D-galatopiranose-(1-4)-alfa-L-galactopiranose-

6-sulfato 4-glicanohidrolase) presentes em bactérias, das quais algumas espécies compõem 

a flora intestinal humana, como a Bacteroides plebeius, o que permite a sua digestão (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 modificações estruturais recorrendo a 

dessulfatação enzimática pode ser convertida em agar, que é um dos polissacarídeo 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 sulfatação, a posição dos grupos sulfato, o tipo de açúcar 

e a ramificação glicosídica, são os parâmetros mais importantes, e que são responsáveis pela 

bioatividade e características físicas do composto (Raposo et al., 2013). 

 

1.6.1. Bioatividades do Porfirano 

 

 No que diz respeito à bioatividade, o porfirano demonstrou propriedades 

imunossupressoras em ratos, diminuindo a expressão da imunoglobulina E (IgE), no entanto, 

aumentando a expressão do interferão-gama (IFN-γ), o que pode reduzir, por exemplo, a 

incidência de reações de hipersensibilidade de contato (Ishihara et al., 2005), podendo ser 

considerado um potencial imunomodulador (Bhatia et al., 2013). A sua interação com 

determinadas vias enzimáticas e metabólicas, faz com que ocorra um acréscimo na produção 

de macrófagos (Qing-mei Liu et al., 2017). O potencial anti-inflamatório é diretamente 

relacionado com o tamanho molecular (Yanagido et al., 2018) e está associado à inibição da 

produção de óxido nítrico (Z. Liu et al., 2019), a qual pode ser resultado da atividade 

antioxidante do porfirano, devida à inibição do fator nuclear kappa B (NF-κB), o que reduz 

os níveis de fatores de necrose tumoral alfa (TNF-α) e óxido nítrico (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 fígado, de dietas com elevadas 

concentrações de lípidos, provavelmente devido à adsorção desses compostos pelo 

polissacarídeo (Cao et al., 2016). 
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 O seu efeito inibitório sobre o fator de crescimento semelhante à 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 

possível agente terapêutico para a atividade de endotoxinas, ocupando o fator de 

diferenciação mieloide 2 (MD-2), necessário para a ligação da toxina ao recetor (Y. Wang 

et al., 2020).  

 

 O porfirano apresenta um elevado potencial antioxidante, demonstrando-se muito 

eficaz na captação de radicais, como as espécies reativas de oxigénio (Hatada et al., 2006; 

Isaka et al., 2015). O potencial antioxidante do porfirano é inversamente proporcional ao seu 

peso molecular e grau de sulfatação (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 o consumiam regularmente, em que mais uma vez, 

os compostos com menor peso molecular se demonstraram mais eficazes (Zhao et al., 2008). 

Este efeito reflete-se no decréscimo de células senescentes mesmo após tratamento com 

H2O2 (Z. Zhang et al., 2018).  

 

 A atividade antifúngica, sobre Candida albicans e Aspergillus sp., também está 

diretamente associada ao peso molecular assim como ao grau de sulfatação, sendo o menor 

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

 

1.7. Métodos de Extração de Polissacarídeos 

 

 Métodos de extração com água quente como solvente, seguida de filtrações e 

precipitação com etanol 95%, apresentam rendimento elevado, 17,6%, porém a sua 

contaminação por proteínas também se apresenta elevada, 1,1-0,4%, (D. He et al., 2019). O 

extrato pode ser filtrado recorrendo a filtros de partículas finas como Celite®, permitindo 

uma remoção da maioria dos resíduos não dissolvidos (Z. Zhang et al., 2010b), porém a 
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aplicação destas metodologias pode exigir um longo período de tempo e consumo de energia 

devido às elevadas temperaturas que requerem (Xu et al., 2017). A utilização de solventes 

orgânicos, extração com etanol 85%, é mais dispendiosa e apresenta um rendimento inferior 

ao da água quente, com rendimento de 10,6% (Isaka et al., 2015), além de solventes 

orgânicos poderem ser prejudiciais na questão ambiental, após o seu descarte (Pinto e Costa, 

2016). No entanto, se a massa recuperada não for sujeita a lavagens com solventes orgânicos 

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

 

A extração com o equipamento de extração Soxhlet permite a extração por água 

quente e posterior purificação, sendo semelhante ao método de extração por filtração. Neste 

caso, também se obtém rendimentos elevados, porém a contaminação por proteína é muito 

inferior, próximo 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 extração de lípidos (Taboada et al., 2013) ou adicionando agentes químicos, 

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

 

A utilização de micro-ondas pode ser outra alternativa na extração do porfirano, com 

a possibilidade de serem realizadas em larga escala, no entanto o seu rendimento é de apenas 

5% (Y. Chen & Xue, 2019). Já a utilização de ultrassons e micro-ondas aplicados à extração 

com Soxhlet, podem levar a um aumento do rendimento de extração de polissacarídeos, 

apesar dessa diferença ser baixa e o equipamento necessário exigir elevado consumo e 

manutenção frequente (Dong et al., 2011). A extração recorrendo a fluido supercrítico de 

CO2 e ultrassons, demonstra vantagens, produzindo um extrato de elevada pureza, o que 

pode resultar num aumento da bioatividade, mas é necessário, para a sua aplicação, 

equipamento muito específico e dispendioso, além do seu rendimento ser consideravelmente 

baixo, 6,24% peso seco (Yu et al., 2015; Zhou et al., 2012). 

 

A utilização de enzimas, como as proteases, pode aumentar o rendimento da extração 

de polissacarídeos, facilita a remoção entre matrizes e a eliminação de contaminantes (Lim 

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

reacional às condições ótimas das enzimas (Nadar et al., 2018). 

 

A utilização de solventes como metanol e clorofórmio 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 à área alimentar, como neste caso, desaconselhável, devido à eventual 

presença de resíduos tóxicos (Al-Taher & Nemzer, 2018). 

 

1.8. Objetivo 

 

1.8.1. Geral 

  

 Com o desenvolvimento deste projeto pretende-se desenvolver um método de 

extração de porfirano semi-refinado de Porphyra dioica para a formulação de filmes com 

propriedades bioativas para a aplicação em embalagens de produtos alimentares que 

permitam o prolongamento do tempo de prateleira, evitando o desperdício de forma 

sustentável. 

 

1.8.2. Específicos 

 

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

 Avaliação bioquímica e das bioatividades (antioxidante e antimicrobiano) dos 

extratos. 

 Desenvolvimento de soluções filmogénicas e otimização do desenvolvimento dos 

filmes. 

 Avaliação das bioatividades (antioxidante e antimicrobiano) e das propriedades 

mecânicas dos filmes. 

 Aplicação dos filmes em embalagens e análise sensorial dos produtos embalados. 
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2. Métodos 

 

2.1. Otimização da Extração de Porfirano de Porphyra dioica 

 

 As extrações 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 evaporação em evaporador rotativo, precipitação com isopropanol e 

secagem em estufa (Figura 2.1). 

 

 Cerca de 15 g de Porphyra dioica seca em pó (≤0,25 mm) (ALGAplus, Ílhavo, 

Aveiro, Portugal) foram distribuídas sobre três folhas de papel absorvente (663,75 cm2 por 

folha), seguidamente dobradas ao meio e enroladas sobre si, formando um cartucho. Os três 

cartuchos foram humedecidos com água destilada e colocados no extrator Soxhlet de 125 

mL. Num coletor de 500 mL foram colocados 250 mL de água destilada e pedaços de 

cerâmica, o líquido de refrigeração do condensador foi a água 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, após esse período a manta foi desligada e repousou durante a noites, o 

conteúdo do coletor foi então recuperado, este processo repetiu-se por cinco dias. O material 

extraído nas duas primeiras horas de extração 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. 

 

  Após recuperar o conteúdo do coletor, o extrato obtido foi aquecido e filtrado em 

vácuo, utilizando filtro de papel quantitativo 2240 de 90 mm (Filter-Lab, Laval, Quebec, 

Canadá), tendo posteriormente o filtrado sido evaporado num evaporador rotativo, 

refrigeração RC-10 Digital Chiller (VWR, Radnor, Pensilvânia, EUA) e bomba de vácuo V-

100 (Rotoquimica, Maia, Porto, Portugal), a 60 °C em banho HB 10 (VWR, Radnor, 

Pensilvânia, EUA), 260 rpm e 72 mbar com controlador RV10 control (VWR, Radnor, 

Pensilvânia, 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, Milão, Lombardia, 
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Itália) e deixou-se precipitar por 30 minutos. O resíduo foi decantado e adicionou-se 200 mL 

de isopropanol ≈99,9%. O conteúdo foi fragmentado num liquidificador e filtrado a vácuo 

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 

centrifugação, os quais foram colocados em estufa UF 450 (Memmert, Büchenbach, Roth, 

Alemanha) a 60 °C para remover todos os eventuais resíduos de solventes, até peso 

constante. 

 

 

Figura 2. 1 – Fluxograma do procedimento de extração de porfirano semi-refinado a partir de 

Porphyra dioica desenvolvido. 

 

 

2.2. Métodos de Quantificação Colorimétricos 

 

 As metodologias utilizadas recorreram, quando aplicável, à utilização de uma 

balança analítica TE 1245 (Sartorius, Göttingen, Alemanha), a homogeneização foi feita no 
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equipamento de ultrassons USC-TH (VWR, Radnor, Pensilvânia, EUA) e as medições de 

pH num potenciómetro pH 7110 (WTW inoLab, Canton, Massachusetts, EUA). Todas as 

medições, quando aplicável, foram realizadas num espetrofotómetro 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 soluções de porfirano foram preparadas em banho a 75 °C. 

 

 Todas as análises 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 

Sulfúrico. Os ensaios colorimétricos foram calibrados segundo a lei de Lambert-Beer, tendo 

todos os ensaios a garantia de linearidade de reação. 

 

2.2.1. p-Benzoquinona (p-BQ) 

 

 A p-benzoquinona ou 1,4-benzoquinona é uma molécula da família das quinonas 

com um papel importante nas regulações de sistemas biológicos e na formação de cadeias 

de transferência de eletrões (Lamé et al., 2003). 

 

 O reagente p-benzoquinona liga-se a animas primárias e a grupos amina, 

apresentando uma coloração específica, sendo possível desta forma estabelecer uma relação 

entre a presença de aminas primárias e grupos amina com a concentração de proteínas 

(Abdellatef & Khalil, 2003). Este método permite uma determinação do conteúdo total de 

proteína mais preciso que métodos amplamente aplicados como o ensaio de Lowry (Zala et 

al., 1992) pois permite a determinação de todos os tipos de aminoácidos (Amin & El-

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 

absorvância máxima dependerá da utilização de tampão e do seu pH (El-Sayed et al., 1986). 
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 Este ensaio foi adaptado de Amin & El-Didamony (2003), tendo a reação sido 

mediada pelo tampão fosfato 0,08 M a pH 9,2, composto por fosfato de sódio monobásico 

anidro (Amresco, Solon, Ohio, EUA) e hidróxido de sódio (Eka, Akzo Nobel, Marietta, 

Geórgia, EUA). A solução de p-Benzoquinona (p-BQ) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 

EUA) com uma concentração inicial de 1 mg.mL-1, foi preparada para cada análise, em 

tampão fosfato a pH 9,2. O padrão externo foi obtido através de diluições de uma solução 

de L-alanina (PanReac AppliChem, Castellar del Vallès, Barcelona, Espanha) a 0,3 mg.mL-1 

em tampão fosfato a pH 9,2. As amostras foram preparadas em tampão fosfato a pH 9,2, 

com uma concentração de 0,6 mg.mL-1. A solução de HCl (VWR Chemical, Radnor, 

Pensilvânia, EUA) 2,5 M foi preparada em etanol 96% (Aga, Loures, Portugal). As 

concentrações da calibração de L-alanina foram 30 µg.mL-1; 25 µg.mL-1; 20 µg.mL-1; 15 

µg.mL-1; 10 µg.mL-1; 5 µg.mL-1 e 0 µg.mL-1 correspondente a um volume no meio reacional 

de 2 mL diluídas com tampão fosfato a pH 9,2, ao que se adicionou 1 mL de p-BQ, 

imediatamente após a sua adição foram mantidos em banho a 50 °C por 15 min. No final do 

período estabelecido, adicionou-se 3 mL de HCl 2,5 M e realizou-se a leitura do espetro de 

absorvância entre 400 e 700 nm. As amostras seguiram os mesmos procedimentos, tendo de 

concentração final 60 µg.mL-1. 

 

 Com as leituras realizadas foi construída uma curva de calibração com as 

concentrações padrão 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 

calibração. 

 

2.2.2. Fenol Sulfúrico 

 

O método do fenol sulfúrico é um teste colorimétricos que permite uma análise 

quantitativa de hidratos de carbono solúveis em água (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 glicolípido e glicoproteínas (Masuko 

et al., 2005). A determinação pode ser realizada por calibração externa, elaborando uma 
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curva de calibração, para cada classe de hidrato de carbono, como a galactose, estabelecendo 

a relação absorvância/concentração de glucose (Zhang & Lynd, 2005).  

 

A sua reação é bem conhecida e fiável relativamente à produção de resultados 

mensuráveis. A reação em si envolve a adição de fenol e ácido sulfúrico a uma solução 

aquosa da amostra, contendo os hidratos de carbono, o que leva à produção de derivados de 

furfural, devido à desidratação dos hidratos de carbono pelo ácido sulfúrico e à consequente 

condensação destes com o fenol. Os produtos de condensação formados são coloridos e 

podem ser analisados via espectrofotometria de UV-Visível (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 desidratação da D-galactose gera 5-

(hidroximetil) furfural, que por sua vez irá condensar com o fenol e formar um composto 

colorido com um máximo de absorção a 495 nm (Nielsen, 2003; Zhang & Lynd, 2005), 

permitido assim a quantificação dos hidratos de carbono presentes numa solução (Rao & 

Pattabiraman, 1989). 

 

A solução de fenol a 10 mg.mL-1 de concentração inicial foi preparada, para cada 

análise, em água destilada com cristais de fenol (Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

EUA). O padrão externo foi obtido através da diluição de uma solução de D-galactose 

(VWR, Radnor, Pensilvânia, EUA) a 0,6 mg.mL-1 água destilada. As amostras foram 

preparadas em água destilada numa concentração de 0,6 mg.mL-1. As concentrações da 

calibração de D-galactose foram 45 µg.mL-1; 37,5 µg.mL-1; 30 µg.mL-1; 22,5 µg.mL-1; 11,5 

µg.mL-1 ; 7,5 µg.mL-1 e 0 µg.mL-1, correspondente a um volume no meio reacional de 0,6 

mL, diluídos com água destilada, ao que se adicionou 1,8 mL de ácido Sulfúrico 95% (VWR, 

Radnor, Pensilvânia, EUA) e 0,6 mL de solução de fenol, após o final da reação exotérmica 

foram adicionados 5 mL de água destilada e realizou-se a leitura do espetro de absorvância 

entre 400 e 700 nm, baseado em Rao & Pattabiraman (1989). As amostras seguiram os 

mesmos procedimentos, tendo a de concentração final de 45 µg.mL-1. Realizou-se ainda a 
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medição do espetro das amostras com H2SO4 e água destilada nas proporções descritas 

substituindo a solução de fenol por água destilada, este espetro foi descontado aos ensaios 

correspondentes. Ao espetro de todos as amostras e pontos de calibração foi descontado o 

espetro do branco. 

 

2.2.3. Quantificação total de fenóis (TPC) 

  

 O procedimento, recorrendo ao reagente Folin-Ciocalteu (F-C), permite a 

determinação de fenóis, outros agentes antioxidantes ou oxidantes (Singleton et al., 1999). 

Apesar de ser amplamente utilizado na deteção de fenóis, devido à sua não especialização 

para os mesmos, pode levar a subestimações neste parâmetros por interferência de outras 

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

 

 O mecanismo em que se baseia este método é a redução de (PMoW11O40)
4−, sendo 

esta a espécie reativa presente no F-C, de coloração amarela em meio ácido. Esta espécie 

apresenta uma coloração azul à medida que é reduzida em meio alcalino, na presença de 

Na2CO3. O meio deve ser alcalino durante o ensaio de forma a minimizar a interferência de 

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

 

 Os dados devem ser interpretados através da comparação da sua absorvância com 

uma calibração com ácido gálico a 760 nm, sendo os dados obtidos representados em 

equivalentes de ácido gálico (Fu et al., 2010). 

 

 A quantificação do total de fenóis foi determinada com o reagente Folin–Ciocalteu 

(F-C) (AppliChem, Darmstadt, Darmstadt, Alemanha) com base no método de Fu et al. 

(2010). Foram preparadas soluções de extrato a 2 mg.mL-1 em água, o reagente F-C foi 

diluído 1:10 em água, e a solução de carbonato de sódio (Scharlau, Sentmenat, Barcelona, 

Espanha) saturada a 75 mg.mL.1. A análise foi realizada pela adição de 0,5 mL da amostra e 

2,5 mL de reagente F-C diluído, esta foi reservada por 4 minutos, após esse período 
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adicionou-se 2 mL de carbonato de sódio, após um período de 2 horas à temperatura 

ambiente foi lida a absorvância a 760 nm. A calibração foi obtida recorrendo a uma solução 

de ácido gálico (Merck KGaA, Darmstadt, Darmstadt, Alemanha) a 0,1 mg.mL-1, com as 

seguintes concentrações 6 µg.mL-1; 5 µg.mL-1; 4 µg.mL-1; 3 µg.mL-1; 2 µg.mL-1; 1µg.mL-1; 

0 µg.mL-1, estabelecendo um volume total de 0,5 mL em água, tendo ao espetro de todos os 

pontos sido descontado o espetro do branco. 

 

2.2.4. Hydrogen peroxide scavenging assay (HPSA) 

 

O peróxido de hidrogénio (H2O2) é uma espécie oxidante não-radical (Chandrasekara 

& Shahidi, 2011), desta forma tem a capacidade de induzir a oxidação de outras moléculas 

(Berczyński et al., 2017), sendo altamente reativo com metais de transição como o Fe2+ 

(Akinrinde et al., 2018). Participa na regulação da apoptose e autofagia celular (J. He et al., 

2018). 

 

A oxidação promovida pelo H2O2 pode ser inibida por alguns compostos, este é 

considerado um efeito antioxidante (Kim et al., 2015). Na presença de um antioxidante o 

H2O2 é convertido em oxigénio e água, diminuindo assim a sua concentração (Akinrinde et 

al., 2018). 

 

O Hydrogen peroxide scavenging assay (HPSA) usado neste trabalho envolve a 

decomposição oxidativa de um corante orgânico, como o vermelho de metilo, por ação do 

H2O2, sendo esta reação catalisada por um complexo de Ferro(III), o 

etilenodiaminotetraacetato de ferro e sódio (NaFeEDTA), na presença de ácido acético. É 

um teste colorimétrico, onde é possível observar o se o analito é capaz de manifestar 

atividade antioxidante, face a espécies reativas de oxigénio e suprimir a decomposição do 

corante. A decomposição do corante resulta na diminuição da absorvância a determinado 

comprimento de onda, 524 nm, previamente tomada com referência (Bektaşoǧlu et al., 2008; 

S. Chen & Schopfer, 1999; Halliwell & Gutteridge, 1992). 
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 A solução reacional foi preparada medindo-se 12 mg de vermelho de metilo, num 

balão de 500 mL (Ika, Radnor, Pensilvânia, EUA), com 0,2 mL de ácido acético (VWR 

Chemicals, Radnor, Pensilvânia, EUA), perfazendo-se com água destilada. Após 

homogeneizar o máximo possível, formando uma solução saturada, filtrou-se com filtro de 

papel 2240 para um frasco âmbar, num balão de 250 mL adicionou-se 0,251 g de 

NaFeEDTA, formado pela junção de ácido etilenodiamina tetra-acético sal dissódico 

dihidratado (VWR Chemicals, Radnor, Pensilvânia, EUA) e cloreto de Ferro(III) (Labkem, 

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

 

O procedimento foi adaptado a partir de Bektaşoǧlu et al. (2008). Colocou-se 1 mL 

de amostra, a 0,6 mg.mL-1, e 1,8 mL de uma solução de ácido etilenodiamina tetra-acético 

de sódio férrico (NaFeEDTA) e vermelho de metilo numa cuvete de quartzo, adicionou-se 

200 μL de peróxido de hidrogénio a 30% (Chem-Lab, Zedelgem, Flandes Oriental, Bélgica), 

homogeneizou-se, prosseguiu-se imediatamente à leitura de absorvância a 524 nm e após 10 

e 15 minutos. Foram realizadas duas retas de calibração com etanol 96% (álcool primário) e 

isopropanol 99,9% (álcool secundário), a partir da diluição 1:100 (álcool:água), com pontos 

a 4, 3, 2, 1 e 0 µL o restante 1 mL completado com água destilada. A captação das moléculas 

de H2O2 é observada pela comparação da variação da absorvância do início e após o tempo 

estipulado, determinou-se a variação de absorvância (ΔAbs) após 10 (t10) e 15 (t15) 

minutos, através da seguinte equação: 

𝛥𝐴𝑏𝑠 𝑎 524 𝑛𝑚 = 𝐴𝑏𝑠 524 𝑛𝑚𝑡0  −  𝐴𝑏𝑠 524 𝑛𝑚𝑡𝑥                     (1)            

 

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

 

Este método tem como princípio a redução de um radical livre estável, 2,2-difenil-l- 

picrilhidrazila (DPPH), por um composto, estimando-se assim o potencial antioxidante desse 

composto (Brand-Williams et al., 1995), esta reação pode ser caracterizada da seguinte 

forma: 

DPPH• + AH → DPPH-H + A•                                       (2) 
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O radical livre de DPPH, que representa os radicais livres formados no sistema 

biológico, têm a sua atividade suprimida pela substância AH, antioxidante. O A• é submetido 

a outras reações que controlam a estequiometria global, ou seja, o número de moléculas de 

DPPH reduzidas por cada molécula do redutor é diretamente proporcional. Desta forma, este 

método baseia-se em fornecer a ligação aos radicais presentes nas reações que ocorrem num 

sistema oxidante (Molyneux, 2004). O DPPH é solúvel em solventes orgânicos como o 

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

 

Este é um método espectrofotométrico, monitoriza a diminuição de absorvância a 

515-520 nm estabelecida pelo DPPH• (violeta), o que confere ao meio reativo uma cor 

amarela pálida característica do grupo picrílico (Noipa et al., 2011). Esta variação pode ser 

quantificada tendo em conta compostos reconhecidamente antioxidantes, como o ácido 

ascórbico (Floegel et al., 2011), através da absorvância após 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 inibição da oxidação (Ebrahimabadi et al., 2016), através da 

seguinte equação:  

Taxa de Inibição/mgExt (%) =
Abs517Branco−Abs517Amostra

Abs517Branco
× 100/mExtrato (mg)     (3) 

 

2.2.5.1. Em Acetonitrilo 

 

 Foram preparadas soluções de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Missouri, EUA) a 0,1 mg.mL-1 para cada análise em acetonitrilo (Chem-Lab, 

Zedelgem, Flandres Ocidental, Bélgica), este método foi baseado em Miceli et al. (2018) 

com alterações. Na preparação do padrão recorreu-se a uma solução de ácido ascórbico 

(Vilassar de Dalt, Barcelona, Espanha) a 0,2 mg.mL-1 em tampão fosfato pH 5,5. As 

amostras foram preparadas em tampão fosfato 0,08 M a pH 5,5 a concentração de 0,6 

mg.mL-1. 

 

 As concentrações da calibração de ácido ascórbico foram 6 µg.mL-1; 5 µg.mL-1; 4 

µg.mL-1; 3 µg.mL-1; 2 µg.mL-1; 1 µg.mL-1 e 0 µg.mL-1 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 reação deu-se no escuro à temperatura ambiente. Após 30 minutos, mediu-

se a absorvância entre 400 e 700 nm. A curva de calibração foi elaborada com base na 

absorvância a 517 nm. O meio reacional das amostras foi constituído por 1 mL de amostra, 

0,5 mL de TF a 5,5 mL, 1 mL de DPPH e 0,5 mL de acetonitrilo. 

 

2.2.5.2. Em Metanol 

 

 A solução de DPPH foi preparada a 0,142 mg.mL-1 em metanol (Chem-Lab, 

Zedelgem, Flandres Ocidental, Bélgica) e o padrão estabelecido com uma solução de ácido 

ascórbico a 0,2 mg.mL-1 em água destilada, baseado em Andrade et al. (2018). As amostras 

foram preparadas em água à concentração de 0,8 mg.mL-1. 

 

 As concentrações da calibração de ácido ascórbico foram 2 µg.mL-1; 1,6 µg.mL-1; 

1,2 µg.mL-1; 0,8 µg.mL-1; 0,4 µg.mL-1 e 0,0 µg.mL-1 correspondente a um volume no meio 

reacional de 0,05 mL aferidos com água, ao que se adicionou 2 mL de DPPH a partir de uma 

solução a 0,2 mg.mL-1. A reação deu-se no escuro à temperatura ambiente. Após 30 minutos, 

mediu-se a absorvância entre 400 e 700 nm. A curva de calibração foi elaborada com base 

na absorvância a 517 nm. O meio reacional das amostras foi constituído 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 análogo de ferro (Kim et al., 2019). O poder redutor do composto 

é então associado ao seu potencial antioxidante (Jones et al., 2017), desta forma, e apesar de 

ser amplamente aplicado, este método não deve ser utilizado isoladamente pois a não deteção 

da capacidade redutora não significa necessariamente que a amostra não possua poder 

antioxidante (Antolovich et al., 2002). 



32 

 

 

O poder redutor é determinado pela conversão de um complexo de Fe(III) associado 

ao ligante cromogéneo em um Fe(II), associado ao mesmo ligante, o que resulta na alteração 

da absorvância (Abs) a determinado comprimentos de onda, 510 nm, permitindo a sua 

análise (Berker et al., 2007). 

 

O potencial antioxidante pode ser avaliado de duas formas, sendo o FRAP value 

expresso em μmol Fe(II)/mL (Qing Liu et al., 2019) e a comparação com um padrão como 

ácido ascórbico, hidroxitolueno butilado (BHT), ou outro, indicando o potencial 

antioxidante do composto em equivalentes do padrão (Akinrinde et al., 2018). 

 

 Na preparação do padrão recorreu-se a uma solução de ácido ascórbico (Vilassar de 

Dalt, Barcelona, Espanha) a 0,292 mg.mL-1 em água destilada. As amostras foram 

preparadas em água destilada a concentração de 0,6 mg.mL-1. 

 

 As concentrações da calibração foram 2,60 µg.mL-1; 1,95 µg.mL-1; 1,30 µg.mL-1; 

0,65 µg.mL-1; 0,00 µg.mL-1 correspondente a um volume no meio reacional de 2 mL 

perfeitos com água destilada, ao que se adicionou 1 mL de reagente [Fe(Phen)3]Cl3. O 

complexo [Fe(Phen)3]Cl3 a 3,3 mM foi preparado a partir de 1,10-fenantrolina monoidratada 

(C₁₂H₈N₂*H₂O) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e FeCl3.6H2O na presença de 

HCl em água destilada segundo Adão et al. (2021). A reação deu-se no escuro à temperatura 

ambiente. Após 30 minutos adicionou-se 6 mL e mediu-se a absorvância entre 400 e 700 

nm. A curva de calibração foi elaborada com base na absorvância a 510 nm, adaptado de 

Berker et al. (2007). O meio reacional das amostras foi constituído por 1 mL de amostra, 1,5 

mL de água destilada e 1 mL de reagente [Fe(Phen)3]Cl3, a reação, após os 30 minutos foram 

adicionados 6 mL. 
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2.2.7. Ensaio do reagente 2,2-azino-bis-(ácido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfónico) 

(ABTS) 

 

 O ensaio com o catião radical 2,2-azino-bis-(ácido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfónico) 

(C18H24N6O6S4) (ABTS) é utilizado na determinação da atividade antioxidante de soluções 

aquosas (Re et al., 1999). Assim como o DPPH baseia-se na transferência de eletrões e 

redução de uma espécie colorida, porém este método apresenta maior velocidade de reação 

e, em muitos casos, uma maior capacidade de deteção da atividade redutora dos agentes 

antioxidantes (Floegel et al., 2011). Este consiste na redução do radical ABTS+• previamente 

oxidado com persulfato de potássio (K2S2O8), resultando assim na diminuição da coloração 

azul que o caracteriza a 734 nm (Nenadis et al., 2004). A interpretação é semelhante à taxa 

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

 

 O reagente ABTS foi preparado a partir de 48 mg de ácido 2,2’-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (C18H16N4O6S4-(NH4)2) (Alfa Aesar, Haverhill, 

Massachusetts, EUA) e 12,8 mg peroxidissulfato de potássio (K2S2O8) (Alfa Aesar, 

Haverhill, Massachusetts, EUA) em 250 mL de água. Antes da sua aplicação, esteve 

armazenado por 16 horas no escuro, à temperatura ambiente. A calibração foi executada a 

partir de uma solução de ácido ascórbico a 61,2 µg.mL-1, com concentrações de                    

6,12 µg.mL-1; 5,10 µg.mL-1; 4,08 µg.mL-1; 3,06 µg.mL-1; 2,04 µg.mL-1; 1,02 µg.mL-1; 0,00 

µg.mL-1. No caso da amostra foi preparada a 0,6 mg.mL-1. 

 

 O meio reacional foi constituído por 2 mL de reagente ABTS, 2 mL de amostra ou 

ácido ascórbico e 2 mL de água destilada, a reação deu-se em 1 minuto e a sua absorvância 

de 500 a 850 nm foi determinada imediatamente após esse período, o procedimento foi 

modificado a partir de Re et al. (1999). A análise do ensaio foi realizada com base na 

absorvância a 734 nm, recorrendo à seguinte equação:  

Taxa de Inibição/mgExt (%) =
Abs510Branco−Abs510Amostra

Abs510Branco
× 100/mExtrato (mg)     (4) 
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2.3. Antibiogramas  

 

Os antibiogramas são um ensaio de sensibilidade de uma determinada espécie 

microbiana a um determinado composto (Awoyinka et al., 2007), baseia-se na difusão de 

um composto em teste, a partir de um ponto de origem, os discos, em meio de cultura sólido 

inoculado com o microrganismo em teste, considerando que o composto se apresenta menos 

concentrando no meio de cultura à medida que aumenta a distância ao ponto de origem. A 

distância 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 soluções 

filmogénicas foram determinadas por antibiogramas com o método de difusão em disco 

adaptado de Awoyinka et al. (2007). Procedeu-se à dissolução do extrato numa concentração 

de 10 mg.mL-1 em água Milli-Q®, tendo a dissolução 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 (informação 

fornecida pelo fornecedor) e cultivadas por 24-48h. O inóculo foi diluído com soro 0,85% 

(m/v) cloreto de sódio (VWR, Radnor, Pensilvânia, EUA) e ajustado ao padrão 0,5 

McFarland. Foram utilizadas placas com meio Muller Hinton Agar (MHA) (VWR, Radnor, 

Pensilvânia, EUA) e Universal Medium for Yeasts (UMY), para bactérias e leveduras 

respetivamente. As estirpes microbianas foram inoculadas, com o inóculo padronizado, por 

esfregaço com zaragatoa estéril, cobrindo totalmente a superfície da placa. Em seguida, 

discos de papel de filtro estéreis, com 6 mm de diâmetro, foram embebidos em 20 µL de 

cada extrato (10 mg.mL-1) e colocado na superfície do ágar, assim como discos contendo 

cloranfenicol (30 µg / disco) e fluconazol (25 µg / disco), como controle positivo para 

bactérias e fungos respetivamente, e discos com 20 µL de água estéril, como controle 

negativo. As placas foram incubadas 24-48 horas na temperatura ideal de cada estirpe 

(informação fornecida pelo fornecedor) e a zona de inibição foi medida (mm). Todos os 

testes foram realizados em triplicado. 
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2.4. Formação 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 medições de massa foram 

feitas numa balança analítica TE 1245 (Sartorius, Göttingen, Alemanha) e a homogeneização 

das soluções foi feita em placa de aquecimento com agitação magnética VHP-C10-2 (VWR, 

Radnor, Pensilvânia, EUA). As soluções filmogénicas foram preparadas a partir do porfirano 

semi-refinado PorfP2, descrito acima, de carboximetilcelulose de sódio (CMC) (Fluka, 

Buchs, São Galo, Suíça), pectina (PcT) (Sosa, Moià, Barcelona, Espanha), alginato de sódio 

(AL) (VWR, Radnor, Pensilvânia, EUA), glicerol 86-88% (Scharlau Chemie S.A., 

Sentmenat, Barcelona, Espanha) e cloreto de cálcio (CaCl2) (Chem-Lab, Zedelgem, Flandes 

Oriental, Bélgica) em proporção descrita na Tabela 2.1, dissolvidos em água destilada a     

100 °C e com agitação constante. Após a solubilização total do polissacárido, as soluções 

foram filtradas com papel de filtro a vácuo, e, quanto aplicável, o glicerol foi adicionado. De 

forma a homogeneizar totalmente a solução filmogénica filtrada, esta permaneceu durante 

1-2h a aproximadamente 100 °C com agitação constante, antes de ser aplicada nos moldes. 

A solução filmogénica foi transferida com o volume proporcional à área do molde, como 

placas de Petri, a 0,44 mL.cm-2, tendo sido utilizados moldes de 22,90 cm2 (10 mL), 56,75 

cm2 (25 mL) e 153,94 cm2 (68 mL). Os moldes com a solução permaneceram sobre vácuo 

por 20-60 min de forma a garantir o nivelamento e reduzir ao máximo o estabelecimento de 

bolhas. Os moldes foram colocados na estufa UF 110 (Memmert, Büchenbach, Roth, 

Alemanha) a 40 °C, 10% da capacidade de ventilação e abertura a 70% por 18-20h. O molde 

foi colocado sobre uma superfície a aproximadamente 60 °C e o filme foi removido do 

molde. 
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Tabela 2. 1 – Composição das soluções filmogénicas pelos componentes porfirano semi-refinado 

extraído pelo método 2 (PorfP2), carboximetilcelulose de sódio (CMC), pectina (PcT), alginato de 

sódio (AL) e glicerol (Gli). 

 
Porf P2  

(% m/v) 

CMC 

(% m/v) 

PcT  

(% m/v) 

AL  

(% 

m/v) 

Gli  

(µL/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 cm2 a solução filmogénica do filme PorfP2 foi constituída por 

100 mg de extrato de PorfP2, PorfP2_Gli por 100 mg de extrato de PorfP2 e 12 µL de glicerol 

86-88%; PorfP2_PcT por 100 mg de extrato de PorfP2 e 100 mg de PcT, PorfP2_PcT_Gli 

por 100 mg de extrato de PorfP2, 100 mg de PcT e 12 µL 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 µL 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 µL de glicerol 86-88%. Nos moldes de 56,75 cm2 a solução filmogénica do filme PorfP2 

foi constituída por 250 mg de extrato de PorfP2, PorfP2_Gli por 250 mg de extrato de PorfP2 

e 30 µL 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 µL 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 µL 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 µL de glicerol 86-88%. Nos moldes de 153,94 cm2 a solução 

filmogénica do filme PorfP2 foi constituída por 680 mg de extrato de PorfP2, PorfP2_Gli 

por 680 mg de extrato de PorfP2 e 81,6 µL 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 µL 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 

µL 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 µL de glicerol 86-

88%. 

 

2.5. Ensaios Morfológicos e Mecânicos  

 

 Os ensaios morfológicos e mecânicos foram efetuados pela Professora Doutora 

Mafalda Guedes e pelo Professor Doutor Ricardo Baptista, docentes do Instituto Politécnico 

de Setúbal e investigadores em centros de investigação sedeados no Instituto Superior 

Técnico, onde decorreram as medidas. Os filmes analisados foram o PorfP2, PorfP2_Gli, 

PorfP2_PcT, PorfP2_PcT_Gli, PorfP2_CMC, PorfP2_CMC_Gli, PorfP2_AL e 

PorfP2_AL_Gli, tendo sido desenvolvidos três 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. Caracterização morfológica 

 

 A morfologia dos filmes foi estudada por microscopia eletrónica de varrimento 

(Laboratório de Microscopia Eletrónica, MicroLab) (SEM), perfilometria laser (Laboratório 

de Materiais Nanoestruturados, NanoMATLab) e medição de espessura. Para observação 

por microscopia eletrónica de varrimento por emissão de campo (FEG-SEM, Jeol JSM-

7001F) as amostras foram previamente revestidas com liga de Au-Pd, para evitar 

acumulação de carga elétrica durante a observação. Mediu-se a rugosidade média (Ra) dos 

filmes por perfilometria laser Profilm 3D (Filmetrics, Milpitas, Califórnia, EUA). Cada 

ensaio consistiu no varrimento pelo feixe laser de linhas com 1 mm de comprimento e 

orientação aleatória. Os resultados foram adquiridos e tratados com o software 

ProfilmOnline (Filmetrics, Milpitas, Califórnia, EUA). Analisaram-se pelo menos 3 

amostras de cada composição e 3 linhas em cada amostra, para avaliação de 

reprodutibilidade. Adicionalmente, determinou-se a espessura dos filmes. A respetiva 
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densidade foi primeiro medida, via método de Arquimedes por imersão em etanol absoluto 

(Fisher Chemical, Hampton, New Hampshire, EUA) (d = 0,789 g.cm-3). Utilizaram-se 

amostras circulares ( 8 mm), que foram previamente pesadas em balança analítica (AND 

200). Mediram-se pelo menos 4 amostras de cada composição, para verificação da 

reprodutibilidade de resultados. Os valores obtidos foram depois utilizados para calcular a 

espessura média. 

 

2.5.2. Ensaios Mecânicos 

 

 O desempenho mecânico foi avaliado por ensaio de tração (Laboratório de 

Biomecânica de Lisboa, LBL), caracterizando-se o módulo de elasticidade aparente, tensão 

de cedência e resistência mecânica. Utilizou-se uma máquina de ensaios universal 

eletromecânica 5544 (INSTRON, Norwood, Massachusetts, EUA), equipada com uma 

célula de carga (INSTRON, Norwood, Massachusetts, EUA) de 100 N e um vídeo 

extensómetro SVE I (INSTRON, Norwood, Massachusetts, EUA). Os ensaios foram 

realizados até à fratura das amostras, com uma velocidade de 1 mm/min, tendo sido 

calculado o módulo de Young e a tensão 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 útil 

(utilizado pelo vídeo extensómetro). Para o cálculo do módulo de Young (E) foi utilizada 

apenas a parte linear elástica da curva de tensão-extensão, sendo E definido com o declive 

linear da curva. A tensão de rotura foi determinada como a tensão máxima 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). 

Após um período de dois meses, foram realizadas provas triangulares de análise 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 distinção das embalagens em prova, foram realizadas 6 réplicas por provador com ordem 

aleatória; e 3 réplicas na comparação com o controlo (embalado em polietileno), todas as 

amostras foram comparadas com as restantes e com o controlo. 

 

2.7. Tratamento estatístico 

 

 A análise estatística deu-se por testes ANOVA com um fator. No caso de diferenças 

estatisticamente significativas, realizou-se o teste de comparação múltipla Tukey, quando os 

requisitos, aleatoriedade, número de amostragens, normalidade (teste Shapiro-Wilk) e 

homogeneidade de variâncias (teste Brown-Forsythe), foram cumpridos. E, quando não 

foram cumpridos, realizou-se o teste não-paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste de 

comparações múltiplas Dunn. Os testes apresentam uma significância de 5% e recorreram a 

análise pelo software GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, San Diego, Califórnia, 

EUA). As representações gráficas foram desenvolvidas recorrendo ao software GraphPad 

Prism 8.0.2. 

 

A visão geral das várias etapas experimentais desenvolvidas nesta dissertação 

encontra-se esquematizada na Figura 2.2. 

 

Figura 2. 2 – Fluxograma dos procedimentos e análises aplicados sequencialmente. 

Extração

• Soxhlet

• 15 g de Porphyra
dioica seca em pó

• Períodos de 
extração de 7 
horas

• 100°C

Bioatividade

• Antioxidantes

• HPSA

• DPPH

• ABTS

• FRAP

• Amtimicrobianos

• B. subtilis

• B. cereus

• M. luteus

• P. aeruginosa

• E. coli

• C. albicans

Formulação 
dos Filmes

• Modelagem

• 40°C

• 10% Ventilação

• 70% Abertura

• 12-16h

• 0,44 mL.cm-2

Análises 
Morfológicas 
e  Mecânicas

• Microscopia 
eletrónica

• Espessura

• Rugosidade

• Módulo de Young

• Tensão de Rotura

Ensaios 
Sensoriais

• Provas Triangulares

• Bolas de Cereal 
com chocolate

• Armazenadas por 
2 meses



40 

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1. Extração 

 

 Na extração houve a tentativa de obtenção de porfirano semi-refinado a partir de 

Porphyra dioica obtendo o maior rendimento possível, com uma metodologia limpa com a 

possibilidade de ser aplicada em scale-up.  

 

De forma a cumprir estes parâmetros foi selecionado como solvente água, pois é um 

“solvente verde” e de baixo custo, que, quando aquecido, demonstrou elevada eficiência na 

extração de polissacarídeos sulfatados de algas, além de alguns destes polissacarídeos serem 

solúveis apenas em água quente (Gómez-Ordóñez et al., 2014). A aplicação do sistema 

Soxhlet foi selecionada pois permite a utilização do solvente referido e promove uma 

extração sólido-líquido, em que o coletor e o extrator se encontram separados, não havendo, 

por este motivo, um contacto direto entre a alga e o conteúdo extraído. Desta forma, a 

contaminação no extrator por material não solubilizado é muito baixa, assim o extrato obtido 

é constituído quase exclusivamente por componentes solubilizados no solvente selecionado, 

reduzindo a probabilidade de possíveis contaminações no extrato (Garcia-Vaquero et al., 

2020), além deste sistema permitir a automatização e a aplicação de scale-up (Luque de 

Castro & Priego-Capote, 2010). As principais desvantagens deste método estão  na 

necessidade de um período de tempo alargado para extração 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 fração descartada, pois no PorfP1 a 

fração descartada (2h1F), corresponde às duas primeiras horas de extração, tendo em conta 

que o conteúdo presente no coletor é removido a cada fração, e no PorfP2 a fração descartada 

(1h1F), corresponde apenas à primeira hora de extração. A fração descartada é importante 

devido a possível presença de outros contaminantes solúveis sobre a alga. No entanto, como 

observado na Figura 3.1, os espetros obtidos pelos processos PorfP1 e PorfP2 são muito 
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semelhantes, o que sugere que, após o período de 1 hora inicial, a grande parte dos 

contaminantes referidos já se encontram desassociados (Akhtar et al., 2018). 

 

 O processo PorfP2 apresentou o maior rendimento (Tabela 3.1), e ambos os 

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 

frações 7h1F e 7h2F (primeiras duas frações de sete horas) serem consideradas, uma vez que 

as restantes frações apresentam rendimentos muito inferiores e utilizam os mesmos recursos 

limitadores ressaltados acima (tempo e energia). Desta forma, a Tabela 3.2 representa a 

composição do extrato obtido pelo procedimento PorfP2 nas frações 7h1F e 7h2F, assim 

como nas restantes análises. 

 

Tabela 3. 1 – Rendimento obtido a partir de 15 g de Porphyra dioica em pó pelos processos PorfP1 

(extrações com extrator Soxhlet com descarte da fração das duas primeiras horas de extração, 2h1F, 

seguida de frações consecutivas de sete horas, 7h1F, 7h2F, 7h3F, 7h4F) e PorfP2 (extrações com 

extrator Soxhlet com descarte da fração da primeira hora de extração, 1h1F, seguida de frações 

consecutivas de sete horas, 7h1F, 7h2F, 7h3F, 7h4F). 

 PorfP1S1 PorfP2S1 

Fração 2h1F• 7h1F 7h2F 7h3F 7h4F 1h1F• 7h1F 7h2F 7h3F 7h4F 

Rendimento 

(%) 

4,36 8,69 5,36 2,09 1,58 1,78 17,82 8,78 1,76 0,88 

 14,05    26,60   

•Fração descartada 
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Figura 3. 1 – Espectro de absorvância em UV-Visível entre 200 e 800 nm em células de quartzo 

(percurso ótico de 1 cm) dos extratos a 0,6 mg.mL-1 extraídos 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 

extração com solventes orgânico, etanol 85%, com rendimento de 10,6% (Isaka et al., 2015), 

os métodos mais recentes, como a aplicação de fluidos supercríticos, que gera extratos muito 

purificados porém com rendimento muito baixos mesmo com a aplicação de assistência de 

ultrassons, 6,24%, e recursos financeiros muito elevados (Yu et al., 2015). Até mais elevado 

que os métodos de aplicação direta de solvente com água quente com rendimento de apenas 

17,6% (D. He et al., 2019). 

 

O PorfP2 apresenta-se como um procedimento reprodutível, pois as diferenças de 

rendimentos, concentração de D-galactose e fenóis totais das amostras da extração, Tabela 

3.2 e Figura 3.3, não são estatisticamente significativas, além de apresentar espetros que se 

sobrepõem (Figura 3.2). 
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Tabela 3. 2 – Caracterização dos principais componentes presentes nos extratos obtidos pelo processo 

de extração PorfP2 das amostras S1, S2 e S4, sendo consideradas as frações 7h1F e 7h2F. 

 
Rendimento 

(%) 

[Proteínas] 

(%) 

[D-

Galactose] 

(%) 

Fenóis Totais (Eq. de 

ácido gálico µg.mg-1 de 

Extrato) 

PorfP2 26,66±0,27 *ND 67,74±4,13 0,616±0,027 

*ND – Não Detetado. 

Os valores representam a média ± erro padrão da média de três ensaios independentes realizadas em triplicado ou quadruplicados. 

 

 

Figura 3. 2 – Espectro de absorvância em UV-Visível entre 200 e 800 nm em células de quartzo 

(percurso ótico de 1 cm) das frações 7h1F e 7h2F, duas primeiras frações de sete horas após a fração 

descartada, das amostras PorfP2S1, PorfP2S2 e PorfP2S4. 

 

 

Figura 3. 3 – Composição dos extratos obtidos pelo processo PorfP2 analisados nas amostras S1, S2 

e S4, em termos de concentração de D-galactose (%) (A), e quantificação total de fenóis (equivalentes 

de ácido gálico µg.mg-1 de extrato) (B). Letras minúsculas na zona superior das barras simbolizam 

as diferenças estatisticamente significativas com significância de 5%. 

A B 
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 Apesar de reprodutível, o extrato apresenta contaminantes, pois o espetro de 

absorvância dos extratos das amostras de PorfP2 analisados são muito semelhantes aos 

reportados para porfirano puro comercial (Akhtar et al., 2018) porém com um pico adicional 

a 330 nm. A presença de outros componentes em extratos de porfirano semi-refinado deve-

se à associação de diversos compostos ao porfirano que compõem a estrutura da parede 

celular, pois esta apresenta uma estrutura muito complexa e heterogénea (Rahman, 2016). 

Este pico pode ser originado pela possível presença de alguns tipos de fenóis como o ácido 

clorogénico presente nas algas do género Porphyra em concentrações consideráveis, (3,016 

µg.mg-1), com absorvância máxima nesta zona (Lee et al., 2021; Navarra et al., 2017), ou 

outros fenóis presentes em algas vermelhas, como os ligados às suas paredes celulares 

deslocados por arrastamento com os restantes componentes (Klejdus et al., 2017). Esta 

hipótese é fortalecida pela presença de fenóis detetado através do método TPC com reagente 

Folin-Ciocalteu, apesar de não ser uma reação de deteção exclusiva para fenóis, abrindo a 

possibilidade de interferência de outros compostos (Ainsworth & Gillespie, 2007). Existem 

outros metabolitos secundários, como os mycosporine-like amino acids (MAAs), que podem 

apresentar absorvâncias entre os 310-360 nm, uma vez que este é o principal comprimento 

de onda da radiação UVA e UVB (Nishida et al., 2020). Estes metabolitos são assim os 

principais responsáveis por muitos extratos de algas apresentarem picos nesta gama de 

observâncias, incluindo algas vermelhas (Navarro, 2015).  

 

 Além de apresentar um grau de contaminação por proteínas desprezável, inferior ao 

limite de deteção do método utilizado, especialmente relevante quando comparado com o 

procedimento de extração com um rendimento mais próximo, 17,6%, que o obtido pelo 

PorfP2, com concentração de proteína entre 1,1-0,4% (D. He et al., 2019). Apresenta uma 

concentração de D-galactose, 67,74% peso seco, próxima do esperado para porfirano puro 

(Bojko et al., 2020). 

 

 Na elaboração do método de extração torna-se ainda importante na análise da 

reprodutibilidade dos extratos quanto às suas bioatividades. Pois extratos provenientes da 

mesma fonte, com a mesma metodologia de extração e sobre as mesmas condições devem 

apresentar bioatividades idênticas de forma a serem previsíveis, para que os procedimentos 
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possam ser aplicados em grande escala (Izzo et al., 2020). Assim, como nas análises 

bioquímicas, foram testados três extratos independentes, PorfP2S1, PorfP2S2 e PorfP2S4, 

extraídos pelo processo selecionado acima, PorfP2.  

 

 Os ensaios de potencial antioxidante, Figura 3.4 e 3.5, demonstram a inexistência de 

diferenças estatisticamente significativas entra as diferentes amostras de PorfP2, este 

fenómeno é observado inclusivamente em mecanismos de ação antioxidantes diferentes. 

 

 

Figura 3. 4 – Variação da absorvância a 524 nm através do ensaio HPSA após 10 minutos (esquerda) 

e 15 minutos (direita) em meio reacional contendo 0,6 mg.mL-1 de extratos das amostras S1, S2 e S4 

extraídos pelo processo PorfP2. Letras minúsculas na zona superior das barras simbolizam as 

diferenças estatisticamente significativas com significância de 5%. 

10 min 15 min 
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Figura 3. 5 – Ensaios da potencial antioxidante por DPPH diluído em metanol (A), DPPH diluído em 

acetonitrilo (B), FRAP (C) e ABTS (D) dos extratos PorfP2S1, PorfP2S2 e PorfP2S4, amostras do 

procedimento PorfP2. Letras minúsculas na zona superior das barras simbolizam as diferenças 

estatisticamente significativas com significância de 5%. 

 

 A presença de efeitos antioxidantes deve-se aos compostos presentes nos extratos e 

à sua organização e interação. Apesar do desconhecimento da sua total composição, devido 

à grande semelhança de atividades é muito provável que as condições citadas se repitam em 

todos os extratos, reforçando a presença de reprodutibilidade do método desenvolvido. 

 

 

A B 

C D 
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3.2. Composição dos filmes 

 

 Numa abordagem inicial foram realizados apenas filmes com porfirano, glicerol e 

cloreto de cálcio. Os filmes contendo cloreto de cálcio, foram desenvolvidos na tentativa de 

formação de filmes mais resistentes devido às interações de crosslinking (Cian et al., 2015), 

porém estes não foram considerados para análise posteriores devido ao excesso de absorção 

de água da atmosfera o que comprometia a estrutura dos filmes. Por este motivo, foram 

desenvolvidas soluções filmogénicas com diversos componentes, na tentativa de estabelecer 

um material compósito com propriedades físicas e mecânicas melhoradas. 

 

 Assim, a partir das propriedades mecânicas, resistência a humidade atmosférica, 

transparência e coloração, 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 formulações 

testadas podem ser consultadas na Tabela A1, desta forma os componentes analisados são 

os presentes nas soluções filmogénicas dos mesmos.  

 

3.2.1. Avaliação da capacidade Antioxidante dos componentes dos filmes 

 

 Na análise da atividade antioxidante é necessário ter em conta os diferentes tipos de 

mecanismo, aos quais podem ser associadas ações que levam à diminuição das reações de 

oxidação numa determinada solução (Gijsman, 2012). Estes são principalmente os 

mecanismos de decomposição e neutralização de espécies reativas de oxigénio (ROS), 

geradas por peroxido de hidrogénio, que se dá por ação de compostos com carácter 

antioxidante como os álcoois e  compostos com grupos fosfato (Rong & Sun, 2015), e 

mecanismos de transferência de um único eletrão do agente antioxidante para a espécie 

radical, mecanismo principalmente associado a fenóis (Gijsman, 2012). Os processos 

destacados acima são quantificados pelo HPSA (Figura 3.6), no primeiro mecanismo 

referido, e pelo DPPH, FRAP e ABTS (Figura 3.7), para o segundo mecanismo. 
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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 H2O2 

(HPSA). Assim como observado no porfirano semi-refinado (PorfP2), que apresenta 

potencial antioxidante, tanto após 10 minutos com 15 minutos, ambos com p-value de 

inferiores a 0,0001, quando comparado com o controlo, esta atividade deve-se à semelhança 

da presença e localização de grupos funcionais hidroxilo com os álcoois, que são 

reconhecidos pela sua atividade de neutralizar espécie reativa de oxigénio, em determinadas 

concentração, podendo se tornar pró-oxidantes após esse limite (McDonough, 2003). A ação 

antioxidante pode resultar da cedência de catiões H+ a radicais OH• ou da captação de grupos 

O2
– • (Wan et al., 2013). Sendo estas as principais espécies promotoras da oxidação nos 

organismos, com grande impacto negativo na sua saúde. 

 

 O processo no caso da ação 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 não só um maior número de grupos hidroxilo, como uma forma mais 

disponível e com maior facilidade de reação dos mesmos, aspeto que é comumente 

explorado no processo de derivatização do mesmo (Ayude et al., 2019), apesar da sua 

atividade ser menos duradora ao longo do tempo, apresentado variações maiores entre os 10 

minutos e os 15 minutos quando comparando com o porfirano e a glicose. Na pectina a 

relação 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 

composição, além de glicose, pirofosfato ácido de sódio e fosfato tricálcio que apresentam 

grupos fosfato, tendo estes um grande potencial na captação de espécies radicais de oxigénio 

(Gijsman, 2012), o que justifica o seu elevado potencial antioxidante (Gijsman, 2012). No 

caso da carboximetilcelulose de sódio e do alginato, houve a promoção da oxidação, 

provavelmente devido aos grupos carboxilato presentes em ambos os compostos que reage 

com o ácido acético, presente como moderador da reação de oxidação, formando acetato; ou 

H2O2, formando hidroperóxido. A formação de hidroperóxido na presença de complexo de 

ferro(III), poderá favorecer a decomposição do H2O2, via reações de Fenton não controladas 

(Jeon & Hong, 2019; Mas-Ballesté & Que, 2007). 
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Figura 3. 6 – Variação da absorvância a 524 nm através do ensaio HPSA após 10 minutos (esquerda) 

e 15 minutos (direita) em meio reacional contendo pectina alimentar industrial (PcT), 

carboximetilcelulose de sódio (CMC), alginato de sódio (AL), glicerol 86-88% (Gli) a 1,2 µL.mL-1 

e porfirano semi-refinado extraído pelo processo PorfP2. Letras minúsculas na zona superior das 

barras simbolizam as diferenças estatisticamente significativas com significância de 5%. 

 

 Na Figura 3.7 são apresentados os resultados aos ensaios de DPPH diluído em 

metanol (A) e em acetonitrilo (B), de FRAP (C) e de ABTS (D), pois os seus mecanismos 

de reação são muito semelhantes, todos consistem, como já foi referido, na doação de um 

protão à espécie reativa. O DPPH em metanol devido a apresentar limites de deteção mais 

elevados, não apresenta uma compatibilidade tão grande com os restantes ensaios, no entanto 

apresenta a mesma tendência. Nos ensaios realizados de DPPH em metanos e em 

acetonitrilo, FRAP e ABTS, o único componente que apresenta diferenças estatisticamente 

significativas, com uma significância de 5%, para com o controlo, é o porfirano (p-

value<0,0001 em todos os ensaios). Os restantes componentes não apresentaram atividade. 

Porém, o reagente no método ABTS reagir muito mais rápido, em relação aos restantes 

métodos (Dudonné et al., 2009), o que influencia nas diferenças na deteção, por este motivo, 

na presença de reagentes mais rápidos, como o ABTS, há a perceção de uma inibição 

desigual. 

 

O potencial antioxidante do porfirano semi-refinado destaca-se. No entanto, o 

mecanismo de redução detetado nestes ensaios não era esperado em polissacarídeos 

sulfatados como o porfirano, mas em fenóis e outros metabolitos secundário (Gijsman, 

2012). Desta forma. o mais provável é que esta ação não derive do porfirano mas de outras 

moléculas associadas à 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 quantificação total de fenóis e nos espetros de absorvância do PorfP2 (Tabela 

3.2 e Figura 3.2). 

 

 

 

Figura 3. 7 – Ensaios da potencial antioxidante por DPPH diluído em metanol (A), DPPH diluído em 

acetonitrilo (B), FRAP (C) e ABTS (D) de pectina alimentar industrial (PcT), carboximetilcelulose 

de sódio (CMC), alginato de sódio (AL), glicerol 86-88% (Gli) a 1,2 µL.mL-1 e porfirano semi-

refinado extraído pelo processo PorfP2. Letras minúsculas na zona superior das barras simbolizam 

as diferenças estatisticamente significativas com significância de 5%. 

 

 Outo ponto importante a ressaltar é a importância da aplicação de vários ensaios na 

determinação do potencial antioxidante pois, além dos diferentes mecanismos, a velocidade 

de reação (DPPH e FRAP são mais lentos que o ABTS) e a resolução do método (DPPH em 

diferentes solventes) podem levar a conclusões erradas, que só podem ser evitadas pela 

análise 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 difusão em agar, sendo que este 

é um procedimento intermédio, pois caso tivessem sido detetados halos de inibição, teriam 

sido desenvolvidos procedimentos de forma a determinar a concertação mínima inibitória 

dos compostos em estudo. No entanto, como observado na Tabela 3.3, nenhum extrato de 

porfirano semi-refinado apresentou inibição para qualquer das estirpes testadas. O mesmo 

se passou com os restantes componentes utilizados na elaboração dos filmes. 

 

Tabela 3. 3 – Comprimento do diâmetro dos halos (mm) de inibição do crescimento de Bacillus 

subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida 

albicans por 30 µg de cloranfenicol em bactéria e 25 µg de fluconazol em fungos (Controlo Positivo), 

200 µg de extratos das amostras S1, S2 e S4 extraídos pelo processo PorfP2), pectina alimentar 

industrial (PcT), carboximetilcelulose de sódio (CMC) e alginato de sódio (AL). 

 

Comprimento do diâmetro dos halos (mm) 

Controlo 

Positivo 
PorfP2S1 PorfP2S2 PorfP2S4 

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 ausência de atividades antimicrobianas era a esperada para este tipo de extratos, 

pois os polissacarídeos sulfatados, como o porfirano, não demonstraram este potencial 
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anteriormente, no entanto esta análise é importante, uma vez que atividades antimicrobianas 

já foram detetadas em extratos de água 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 não demonstraram atividade 

antimicrobiana, o porfirano não foi até à data, relatado como agente antimicrobiano (Espitia 

et al., 2014; Y. Han et al., 2018). 

 

3.3. Filmes 

 

 As análises do potencial antioxidante e antimicrobiano dos filmes foram 

desenvolvidos com amostras de filmes que passaram pelo processo descrito no ponto 2.4. 

dissolvidos em água 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 diferença máxima de 30 minutos entre a primeiro e o último embalamento. 

 

3.3.1. Avaliação da capacidade Antioxidante dos filmes 

 

 Assim como nos ensaios individuais, os filmes contendo porfirano e pectina 

apresentaram elevado potencial antioxidante em HPSA, inibindo a oxidação após 10 e 15 

minutos (Figura 3.8), diferenciando-se do controlo de forma estatisticamente significativa 

(p-value inferior a 0,0001 em ambos os casos), apesar do filme com porfirano, glicose e 

pectina apresentar uma diminuição 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 não se encontra ativo, assim como nos filmes 

PorfP2_CMC_Gli e PorfP2_AL_Gli, e assim como o porfirano nesses filmes. Os compósitos 

de CMC e AL com PorfP2 demonstraram atividade nula, provavelmente devido à 

prevalência do caráter pró-oxidante dos componentes CMC e AL, como observado em 3.2. 
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Figura 3. 8 – Variação da absorvância a 524 nm através do ensaio HPSA após 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 sódio 

(PorfP2_CMC), porfirano semi-refinado, carboximetilcelulose de sódio e glicerol 86-88% 

(PorfP2_CMC_Gli), porfirano semi-refinado e alginato de sódio (PorfP2_AL), porfirano semi-

refinado, alginato de sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli) e porfirano semi-refinado. Letras 

minúsculas na zona superior das barras simbolizam as diferenças estatisticamente significativas com 

significância de 5%. 

 

 Na análise do DPPH, tanto dissolvido em metanol (Figura 3.9 A) como dissolvido 

em acetonitrilo (Figura 3.9 B), há novamente o facto acima referido, em que apesar do 

elevado potencial antioxidante do porfirano, este não é observado em nenhum dos filmes na 

qual este é um componente, não havendo diferenças estatisticamente significativas entre o 

controlo e os filmes PorfP2_PcT, PorfP2_PcT_Gli, PorfP2_CMC, PorfP2_CMC_Gli, 

PorfP2_AL e PorfP2_AL_Gli, (p-value igual a 0,9994; 0,9999; 0,9834; 0,9875 e 0,7719 

respetivamente). No entanto, o mesmo não se repete no ABTS e no FRAP, o que indica que 

provavelmente o fator responsável por não ter havido a deteção da atividade antioxidante 
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destes filmes é o limite de deteção alto dos métodos de DPPH aplicados, quando comparado 

com os restantes métodos (Foti, 2015). 

 

 O método de FRAP demonstra uma atividade dos filmes proporcional à sua 

composição 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 ácido ascórbico µg.mg-1 de 

extrato respetivamente, e PorfP2_AL e PorfP2_AL_Gli sensivelmente um quarto, 

0,106±0,014, equivalentes de ácido ascórbico µg.mg-1 de extrato e 0,113±0,010 equivalentes 

de ácido ascórbico µg.mg-1 de extrato respetivamente, (Tabela A 2). Esta proporcionalidade 

direta indica que a ação antioxidante detetada, deriva dos componentes presentes no extrato 

PorfP2, com uma ação nula ou mínima dos restantes componentes do filme. Havendo como 

exceção o filme PorfP2_CMC, que apresenta uma atividade superior e estatisticamente 

significativa, em relação aos restantes filmes com proporções de PorfP2 semelhantes, 

sugerindo a existência de uma relação de sinergia entre o CMC e os componentes presente 

no extrato PorfP2. Esta ação pode ser resultante da interação do grupo funcional -CH2CO2H 

presente na carboxilmetilcelulose de sódio que torna os fenóis mais reativos, promovendo o 

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

 

No ensaio com ABTS a tendência da proporcionalidade com a concentração de 

PorfP2 (20,46±0,90% de inibição.mg-1 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_Gli e 

PorfP2_CMC (7,51±1,31; 6,62±0,41; 7,09±0,84% e 10,02±0,49% de inibição.mg-1 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 inibição.mg-1 de 

extrato respetivamente). A proporcionalidade é menos nítida em ABTS, pois os 

componentes apresentarem velocidades de reação mais lentas. Por este motivo, devido ao 

ensaio de ABTS ter um período de reação muito curto, a reação não se deu na totalidade, 

sendo que a tendência 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 diluído em metanol (A), DPPH diluído em 

acetonitrilo (B), FRAP (C) e ABTS (D) de amostra dissolvida em água 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 sódio (PorfP2_CMC), porfirano semi-refinado, carboximetilcelulose de 

sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), porfirano semi-refinado e alginato de sódio 

(PorfP2_AL), porfirano semi-refinado, alginato de sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli). 

Letras minúsculas na zona superior das barras simbolizam as diferenças estatisticamente 

significativas com significância de 5%. 

 

 O potencial antioxidante apresentado pelo PorfP2, mesmo em filme é muito elevado, 

e é provavelmente a sua ação que é detetada, quando observado o potencial antioxidante dos 

filmes que este compõe. Esta ação pode ser inibida por outras moléculas através da captação 

dos fenóis e outos metabolitos presentes no extrato, responsáveis pela sua ação antioxidante 

(Víctor-Ortega et al., 2016). Outro fator a ter em conta e que pode ter influência na deteção, 

é a formação espontânea de radicais carregados, devido à elevada complexidade presente 

nos filmes, resultando em alguns casos na neutralização dos fenóis, 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 

reação menos intensa nos ensaios de ABTS. 

 

3.3.2. Antibiogramas das soluções filmogénicas 

 

 Os filmes testados, assim como os seus componentes individuais, não apresentaram 

potencial antimicrobiano (Tabela 3.4). Estes ensaios sugerem a inexistência de uma relação 

de sinergia entre os componentes dos filmes, em relação à promoção da inibição da 

proliferação microbiana que ainda pudesse existir e que atribuísse propriedades 

antimicrobianas aos filmes desenvolvidos. 

 

Tabela 3. 4 – Comprimento do diâmetro dos halos (mm) de inibição do crescimento de Bacillus 

subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida 

albicans por 30 µg de cloranfenicol em bactéria e 25 µg de fluconazol em fungos (Controlo Positivo), 

200 µg de amostra dissolvida em água 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 sódio (PorfP2_CMC), 

porfirano semi-refinado, carboximetilcelulose de sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), 

porfirano semi-refinado e alginato de sódio (PorfP2_AL), porfirano semi-refinado, alginato de sódio 

e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli). 

 
Comprimento do diâmetro dos halos (mm) 

Controlo Positivo PorfP2_CMC PorfP2_CMC_Gli 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_Gli 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 morfológicas dos filmes 

  

 Os filmes PorfP2_PcT, PorfP2_PcT_Gli, PorfP2_CMC, PorfP2_AL, 

PorfP2_AL_Gli e PorfP2 são homogéneos e uniformes à escala macroscópica. No entanto, 

a observação das respetivas superfícies por microscopia eletrónica mostra a presença de 

alguns defeitos e heterogeneidades (Figura 3.10).  

 

  

 

    

 

Figura 3. 10 – Imagens de microcopia eletrónica de varrimento da superfície 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 sódio (PorfP2_CMC), d) porfirano semi-refinado, 

carboximetilcelulose de sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), e) porfirano semi-refinado e 

pectina alimentar industrial (PorfP2_PcT), f) porfirano semi-refinado, pectina alimentar industrial e 

glicerol 86-88% (PorfP2_PcT_Gli), g) porfirano semi-refinado e alginato de sódio (PorfP2_AL) e h) 

porfirano semi-refinado, alginato de sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli). 

 

 Os filmes com porfirano sem a adição de outros componentes, filme PorfP2 (Figura 

3.10 a) e PorfP2_Gli (Figura 3.10 b), apresentam aparentemente a superfície suave. No 

entanto, em observação com maior ampliação (Figura 3.11), o filme PorfP2_Gli mostra uma 

estrutura em camadas sobrepostas (Figura 3.11 a), resultante provavelmente de contração, 

devido à perda de água nos interstícios da matriz, pois, como a secagem se deu de forma 

sequencial, houve a formação das estruturas observadas (Han & Aristippos, 2005).  

a) PorfP2 
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Figura 3. 11 – Imagens SEM: (a) detalhe da estrutura em camadas sobrepostas em PorfP2_Gli; (b) 

estrutura bifásica em PorfP2_CMC_Gli. 

 

 A adição 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 bifásica 

(Figura 3.11 b). A presença de segunda fase é comumente associada a polímeros lineares: as 

cadeias simples e relativamente curtas facilitam a formação e o enrolamento, destacando-se 

da matriz. Este processo pode ter sido desencadeado por interações de repulsão com o 

glicerol (Wu et al., 2011). A formação destas estruturas resulta em elevada rugosidade 

superficial em comparação 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 formação de bolhas 

durante a formação das soluções filmogénicas e da secagem dos filmes, retidos devido à 

elevada viscosidade das soluções filmogénicas. Os filmes PorfP2_CMC (Figura 3.10 c), 

PorfP2_AL (Figura 3.10 g) e PorfP2 (Figura 3.10 a) mostram riscos (devidos às 

irregularidades nos moldes) e bolhas de pequena dimensão, resultantes da libertação de gases 

durante a secagem. De facto, durante o processo de secagem a perda de água leva à contração 

da matriz, provocando a redução da área do filme; sendo a secagem temporalmente desigual, 

dá-se a separação de fragmentos formando sobreposições (Zabihi et al., 2015). Com exceção 

dos filmes aditivados com alginato (Figura 3.10 g) e h), todos os sistemas apresentam 

rugosidade média, mais elevada na presença de glicerol (Figura 3.12 a). A espessura média 

dos filmes varia entre 25,22  3,56 µm para PorfP2 e 61,78  1,78 µm para PorfP2_PcT_Gli 

(Figura 3.12 b). Novamente, todos os filmes apresentam espessura média mais elevada na 

presença de glicerol, com exceção do sistema aditivado com alginato.  

 

a) PorfP2_Gli 

1 µm 1 µm 

b) PorfP2_CMC_Gli 
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Figura 3. 12 – Caracterização morfológica dos filmes produzidos; (A) valor médio de rugosidade 

(Ra) superficial; (B) espessura média. 

 

3.3.4. Propriedades mecânicas dos filmes 

 

 A tensão de rotura (Figura 3.13 A) indica a carga máxima que determinado material 

pode sofrer imediatamente antes do seu ponto de fratura. Apesar de esperado, os filmes 

contendo glicerol não sofreram uma redução estatisticamente significativa da sua tensão 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 não se aplica ao PorfP2 

com o PorfP2_Gli (p-value = 0,0332), devido principalmente à presença excessiva de 

moléculas de água nas matrizes, pois tanto o porfirano como o glicerol têm como principal 

característica a absorção de água, formando matrizes com demasiado distanciamento entre 

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

 

 A determinação do módulo de Young (Figura 3.13 B) demonstrou, como esperado, 

uma maior elasticidade (visível através de uma redução do seu módulo 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 percetível 

o aumento de elasticidade promovido pela adição do porfirano semi-refinado às 

formulações, pois o filme contendo apenas porfirano semi-refinado apresenta melhores 

propriedade elásticas comparativamente aos filmes com pectina e alginato (PorfP2 com 



60 

 

PorfP2_PcT e PorfP2 com PorfP2_AL apresentam p-value de 0,0047 e 0,0004 

respetivamente). A única exceção é entre os filmes de PorfP2_CMC e PorfP2_CMC_Gli, 

isto pode dever-se, como observados na análise microscópica, a não ter havido a interação 

entre o glicerol e a carboximetilcelulose de sódio, ou a algum problema estrutural do próprio 

filme de PorfP2_CMC, uma vez que a tensão de rotura deste é relativamente baixa e inferior 

à do filme PorfP2_CMC_Gli. Estes fatores indicam que as interações entre os componentes 

da matriz não se dão da forma esperada, com pontes de hidrogénio ou mesmo reticulações 

entre as cadeias (Y. Han et al., 2018). 

 

 

Figura 3. 13 – Ensaios das propriedades mecânicas  de tensão de rotura (A) e módulo 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 sódio (PorfP2_CMC), porfirano semi-refinado, carboximetilcelulose de 

sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), porfirano semi-refinado e alginato de sódio 

(PorfP2_AL), porfirano semi-refinado, alginato de sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli). 

Letras minúsculas na zona superior das barras simbolizam as diferenças estatisticamente 

significativas com significância de 5%. 

 

 Estes ensaios demonstram claramente a importância da adição de PorfP2 às 

estruturas, aumentando a elasticidade sem uma perda muito elevada da resistência máxima, 

devendo-se à formação de uma estrutura muito ramificada que interage através de pontes de 

hidrogénio e equilíbrios eletrostáticos com formação de interações de Van der Waals, 

apresentando moléculas de água 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 características físicas e mecânicas 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 

existência de precessão de provadores, representando os consumidores, na deteção de 

diferenças sensoriais em produtos alimentares (bolas de cereais com chocolate), embalados 

por dois meses nas embalagens produzidas, com os filmes PorfP2_CMC_Gli, 

PorfP2_PcT_Gli, PorfP2_AL_Gli e polipropileno (controlo). A comparações 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 o número de respostas corretas na distinção entre os 

filmes, à esquerda, e dos filmes com os controlos, à direita, assim como o número crítico de 

respostas corretas (coluna preta). Este ponto representa o número de respostas corretas a 

partir do qual, com uma significância de 5%, se identifica a existência de perceção da 

diferença. Assim, pela Figura 3.14 e pela Tabela A 2, observa-se a inexistência da perceção, 

seja na comparação dos filmes entre si, seja na comparação dos filmes com o controlo 

(Meilgaard et al., 1999). 

 

Figura 3. 14 – Número de respostas corretas na diferenciação através de análise 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 sódio e 

glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), porfirano semi-refinado, alginato de sódio e glicerol 86-88% 

(PorfP2_CMC_Gli) e em polipropileno (controlo). 
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 Este é um dos fatores mais importantes no desenvolvimento de embalagens, uma vez 

que é necessário garantir a manutenção das propriedades físicas e químicas dos produtos 

alimentares, especialmente as que afetam a perceção sensorial dos mesmos, como a 

coloração, o odor, a textura e principalmente o sabor (Marsh & Bugusu, 2007; Reboleira et 

al., 2020). 

 

4. Conclusão 

 

O desenvolvimento de novos materiais, cada vez mais, deve ter em conta o impacto 

ambiental de todos as etapas de processamento, começando na origem e forma de extração 

da matéria-prima até ao desenvolvimento da matriz, de forma a reduzir os impactos gerados. 

Como referido, o plástico de origem fóssil, apesar da sua aplicabilidade, não cumpre 

nenhuma dessas exigências, gerando impactos bem visíveis e significativos na saúde humana 

e nos ecossistemas, assistindo-se a uma tendência de agravamento, cada vez mais 

significativa. 

 

 Visando estes conceitos, durante o desenvolvimento deste projeto, houve a tentativa 

de desenvolver um método de extração eficaz, pouco poluente e a partir de matéria-prima 

disponível e regenerável. Este ponto foi atingido com o processo de extração PorfP2, um 

método que permite a extração de porfirano semi-refinado por Soxhlet a partir de uma alga 

abundante e de cultivo rápido e fácil, Porphyra dioica, com um solvente verde, água quente, 

e um rendimento elevado, 26,66%, além de ser um método reprodutível e com potencial de 

scale-up. Sendo a principal limitação a necessidade de uma fonte de calor por longos 

períodos de tempo, resultando na utilização de muita energia elétrica e produção de poluição 

térmica. Através das análises bioquímicas e das bioatividades, considerou-se este como 

sendo um processo reprodutível, uma vez que todos os extratos apresentaram as mesmas 

características, no entanto, seria importante desenvolver uma análise bioquímica mais 

aprofundada de forma a determinar todos os elementos presentes no extrato, elucidando 

ainda a estrutura do porfirano (conformação, ramificações e peso molecular, entre outros). 
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 No desenvolvimento dos filmes foi aplicado o mesmo princípio, estabelecendo um 

processo com a utilização, mais uma vez, apenas de energia térmica na sua elaboração, não 

tendo havido a aplicação de nenhum agente reticulante e mantendo a solução filmogénica o 

menos complexa possível, com a obtenção de filmes resistentes à humidade e gases 

atmosféricos, permitindo a sua aplicação. Os principais filmes desenvolvidos, 

PorfP2_CMC_Gli, PorfP2_PcT_Gli e PorfP2_AL_Gli, demonstraram resistência, 

elasticidade elevadas e durabilidade ao longo do tempo em que foram analisados, mantendo 

as suas propriedades químicas e físicas, mesmo sujeitos a atmosfera e a deslocamentos. Os 

filmes foram capazes de armazenar/embalar o alimento testado por um período de tempo 

considerável, mantendo as propriedades originais do alimento de forma tão eficaz como as 

embalagens tradicionais, além de apresentarem propriedades bioativas, nomeadamente com 

ação antioxidante, o que deverá garantir a manutenção dessa qualidade por um período 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), às restantes soluções 

filmogénicas, em que o filme apresentou as melhores propriedades mecânicas (Tensão de 

Rotura e Módulo de Young). No entanto, futuramente, de modo que se possa considerar 

estes filmes como substituintes do plástico comum, é necessário a realização de uma gama 

maior de ensaios mecânicos, como os ensaios de migração (de acordo com Regulamentos 

da Comissão Europeia n.º 10/2011), a determinação da taxa de permeabilidade ao vapor de 

água, as taxas de permeabilidade ao O2 e CO2, entre outros. 

 

 Desta forma, foi possível o desenvolvimento de um processo de fabrico, desde a 

obtenção da matéria-prima até ao produto final, com exceção dos componentes comerciais, 

para a produção de um biomaterial com potencial para ser incorporado como um substituinte 

do plástico de origem fóssil, mas com as características ambientais e de prevenção da saúde 

exigidas de forma correta pela sociedade.  
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Anexos 

 

Tabela A 1 – Composição das soluções filmogénicas preliminares pelos componentes porfirano 

semi-refinado extraído pelo método 2 (PorfP2), carboximetilcelulose de sódio (CMC), pectina (PcT), 

alginato de sódio (AL), glicerol (Gli) e cloreto de cálcio (CaCl2). *Filmes selecionados para os 

ensaios de bioatividades, presentes na Tabela 2.1. 

 

Porf 

P2 

(% 

m/v) 

CMC 

(% 

m/v) 

Pectina 

(% 

m/v) 

AL 

(% 

m/v) 

Glicerol 

(µL/mL) 

CaCl2 

(% m/v) 

PorfP2_0.5 0,5 0 0 0 0 0 

PorfP2_1* 1 0 0 0 0 0 

PorfP2_1.5 1,5 0 0 0 0 0 

PorfP2_2 2 0 0 0 0 0 

PorfP2_2.5 2,5 0 0 0 0 0 

PorfP2_3 3 0 0 0 0 0 

PorfP2_0.5_GliC 0,5 0 0 0 1,2 0 

PorfP2_1_GliC* 1 0 0 0 1,2 0 

PorfP2_1.5_GliC 1,5 0 0 0 1,2 0 

PorfP2_GliA 1 0 0 0 1,8 0 

PorfP2_GliB 1 0 0 0 1,6 0 

PorfP2_GliC 1 0 0 0 1,2 0 

PorfP2_1_Ca_0.05 1 0 0 0 0 0,05 

PorfP2_1_Ca_0.05_GliC 1 0 0 0 1,2 0,05 

PorfP2_1_Ca_0.13 1 0 0 0 0 0,13 

PorfP2_1_Ca_0.13_GliC 1 0 0 0 1,2 0,13 

PorfP2_1_CMC_1* 1 1 0 0 0 0 

PorfP2_1_CMC_1_GliC* 1 1 0 0 1,2 0 

PorfP2_0.5_CMC_0.5 0,5 0,5 0 0 0 0 

PorfP2_0.5_CMC_0.5_GliC 0,5 0,5 0 0 1,2 0 

PorfP2_1_CMC_0.5 1 0,5 0 0 0 0 

PorfP2_1_CMC_0.5_GliC 1 0,5 0 0 1,2 0 
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PorfP2_1_PcT_1* 1 0 1 0 0 0 

PorfP2_1_PcT_1_GliC* 1 0 1 0 1,2 0 

PorfP2_0.5_PcT_0.5 0,5 0 0,5 0 0 0 

PorfP2_0.5_PcT_0.5_GliC 0,5 0 0,5 0 1,2 0 

PorfP2_1_PcT_0.5 1 0 0,5 0 0 0 

PorfP2_1_PcT_0.5_GliC 1 0 0,5 0 1,2 0 

PorfP2_1_PcT_2 1 0 2 0 0 0 

PorfP2_1_PcT_2_GliC 1 0 2 0 1,2 0 

PorfP2_1_AL_1 1 0 0 1 0 0 

PorfP2_1_AL_1_GliC 1 0 0 1 1,2 0 

PorfP2_1_AL_0.5 1 0 0 0,5 0 0 

PorfP2_1_AL_0.5_GliC 1 0 0 0,5 1,2 0 

PorfP2_0.5_AL_1 0,5 0 0 1 0 0 

PorfP2_0.5_AL_1_GliC 0,5 0 0 1 1,2 0 

PorfP2_0.5_AL_0.5* 0,5 0 0 0,5 0 0 

PorfP2_0.5_AL_0.5_GliC* 0,5 0 0 0,5 1,2 0 
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Tabela A 2 – Composição bioquímica e bioatividades dos extratos PorfP2S1, PorfP2S2, PorfP2S4, dos restantes componentes, pectina alimentar (PcT), 

carboximetilcelulose de sódio (CMC), alginato de sódio (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 sódio (PorfP2_CMC), porfirano 

semi-refinado, carboximetilcelulose de sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), porfirano semi-refinado e alginato de sódio (PorfP2_AL) e porfirano 

semi-refinado, alginato de sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), e rendimento das amostras de PorfP2S1, PorfP2S2, PorfP2S4, PorfP2S5, PorfP2S6, 

PorfP2S7 e PorfP2S8 considerando as frações 7h1F e 7h2F. 

 

 
[Proteínas] 

(%) 

[D-Galactose] 

(%) 

Fenóis Totais 

(Eq. de ácido 

gálico µg.mg-1 

de Extrato) 

HPSA 

(ΔAbs a 524nm) 

DPPH 

(%Inibição) 

FRAP 

(Eq. de ácido 

ascórbico µg.mg-

1 de Extrato) 

ABTS 

(%Inibição) 
10 min 15 min Metanol Acetonitrilo 

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 11,42±1,72 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 1,72±0,91 -0,009±0,015 2,67±0,76 

CMC    0,108±0,009 0,155±0,004 1,30±1,71 1,59±0,90 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   0,313±0,011 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   0,293±0,004 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   0,238±0,004 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   0,217±0,012 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   0,145±0,006 0,095±0,011 0,128±0,018 -0,41±0,41  0,106±0,014 6,84±1,54 

PorfP2_AL_Gli   0,133±0,006 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 – Não Detetado. 

Os valores representam a média ± erro padrão da média de três ensaios independentes realizadas em triplicado ou quadruplicados. 
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Tabela A 3 – Número de respostas corretas na diferenciação através de análise 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 sódio e glicerol 86-88% 

(PorfP2_CMC_Gli), porfirano semi-refinado, alginato de sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli) e em polipropileno (controlo). 

  

 

PorfP2_PcT_Gli 

vs. 

PorfP2_CMC_Gli 

PorfP2_PcT_Gli 

vs. 

PorfP2_AL_Gli 

PorfP2_CMC_Gli 

vs. 

PorfP2_AL_Gli 

PorfP2_PcT_Gli 

vs. 

Controlo 

PorfP2_CMC_Gli 

vs. 

Controlo 

PorfP2_AL_Gli 

vs. 

Controlo 

Provador Nº de respostas corretas em 6 Nº de respostas corretas em 3 

1 1 3 2 2 1 1 

2 1 3 2 1 2 0 

3 2 2 3 1 1 1 

4 1 1 3 2 2 1 

5 2 2 0 1 1 1 

6 3 3 2 1 0 0 

7 1 2 2 1 0 0 

8 3 2 1 1 2 2 

9 1 1 2 1 1 1 

10 1 2 1 1 2 2 

11 2 0 3 1 1 1 

12 2 3 3 0 1 2 

Soma 20 24 24 13 14 12 

*Nº crítico de  

respostas corretas 
Para 72 Provas: 32 Para 36 Provas: 18 

 

*Segundo a Tabela T8 em Meilgaard et al. (1999) 
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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_Gl.
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 100x 1000x 

PorfP2_PcT 

  

PorfP2_PcT_Gli 

  

Porf_CMC 

  

PorfP2_CMC_Gli 
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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 sódio (PorfP2_CMC), porfirano semi-refinado, carboximetilcelulosede 

sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli), porfirano semi-refinado e alginato de sódio 

(PorfP2_AL) e porfirano semi-refinado, alginato de sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_AL_Gli) a 

partir de microscopia eletrónica de varrimento por emissão de campo com ampliação de 100 e 1000 

vezes.  

PorfP2_AL 

  

PorfP2_AL_Gli 

  

PorfP2 

  

PorfP2_Gli 
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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 sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli) e porfirano semi-refinado, 

alginato de sódio e glicerol 86-88% (PorfP2_CMC_Gli) e em polietileno (Controlo). 

PorfP2_PcT_Gli PorfP2_CMC_Gli 

PorfP2_AL_Gli Controlo 


