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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de revestimentos comestiveis com
incorporacdo de extratos provenientes de macroalgas para aplicacdo em filetes de cavala, com a
finalidade de criar uma barreira que minimizasse a troca de compostos lipidicos e/ou dgua entre o peixe
e o0 6leo durante a fritura e também diminuisse a degradacdo térmica dos acidos gordos polinsaturados
abundantes na cavala.

Prepararam-se extratos aquosos de cinco macroalgas e fez-se a sua caracterizagdo em termos
de teor de hidratos de carbono, fendis totais e atividade antioxidante. Dado que os extratos nao
formaram peliculas por si s6, com base no contetdo fendlico e na atividade antioxidante, selecionaram-
se os extratos de Codium tomentosum (E1) e Fucus spirulis (Ee) para incorporar em formulacdes com
alginato e gelatina de peixe, para formar peliculas/revestimentos bioativos. Prepararam-se solugdes
filmogénicas a base alginato com e sem incorporacdo dos extratos (AlgEy; AlgEs e Alg) e de gelatina de
peixe (GelEy; GelEs e Gel). As peliculas obtidas foram caracterizadas em termos de espessura, cor e
atividade antioxidante. A seguir, submergiram-se filetes de cavala em cada uma das solucdes
filmogénicas e levaram-se a fritar. Finalmente comparou-se o teor lipidico, humidade e indice de TBA
dos filetes fritos.

Os filetes revestidos com as peliculas a base gelatina de peixe foram os que apresentaram
menores teores de lipidos (<10%) e menor humidade (<40%). Estes resultados sugerem que as peliculas
Gel funcionaram como uma barreira a migracdo de lipidos do déleo para o peixe, mas promoveram a
saida de dgua do peixe para o dleo. A adicdo dos extratos de macroalgas nas solugdes filmogénicas nao
se traduziu no aumento da atividade antioxidante das peliculas nem na diminuicdo da oxidacao lipidica

do peixe revestido.

Palavras-chave: Macroalgas, revestimentos comestiveis, filetes de cavala, alginato, gelatina de peixe.



Abstract

The present work had as objective the development of edible coatings with incorporation of extracts
from macroalgae for application in mackerel fillets, with the purpose of creating a barrier that minimized
the exchange of lipid compounds and / or water between the fish and the oil during frying and also
reduce the thermal degradation of the polyunsaturated fatty acids abundant in mackerel.

Agueous extracts of five macroalgae were prepared and characterized in terms of carbohydrate
content, total phenols and antioxidant activity. Since the extracts did not form films on their own, based
on the phenolic content and antioxidant activity, extracts of Codium tomentosum (E1) and Fucus spirulis
(E¢) were selected to incorporate in formulations with alginate and fish gelatin, to form films / bioactive
coatings. Alginate-based filmogenic solutions were prepared with and without extracts (AlgE,; AlgEs and
Alg) and fish gelatin (GelE;; GelEg and Gel). The films obtained were characterized in terms of thickness,
color and antioxidant activity. Then, mackerel fillets were submerged in each of the film-forming
solutions and made to fry. Finally, the lipid content, moisture and TBA index of the fried fillets were
compared.

The fillets coated with fish gelatin-based films showed the lowest levels of lipids (<10%) and the
lowest humidity (<40%). These results suggest that the Gel films acted as a barrier to the migration of
lipids from the oil to the fish, but promoted the outflow of water from the fish to the oil. The addition
of macroalgae extracts to the filmogenic solutions did not result in an increase in the antioxidant activity

of the films or in a decrease in the lipid oxidation of the coated fish.

Keywords: Macroalgae, edible coatings, mackerel fillets, alginate, fish gelatin.
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Revestimentos comestiveis com incorporacdo de extratos de macroalgas para aplicacao em filetes de
peixe sujeitos a fritura

1. Introducao e objetivos

Este trabalho insere-se no ambito de um projeto de parceria entre o Instituto Superior de Agronomia e
o0 MARE — Centro de Ciéncias do mar e do ambiente, Politécnico de Leiria.

No contexto do conceito de economia circular, ou seja, modelo estratégico de crescimento e
investimento assente na eficiéncia e valorizacdo dos recursos e na minimizacdo dos impactos
ambientais (Carrola, 2016), escolheu-se dois recursos abundantes na costa portuguesa (macroalgas e
peixe) para realizar o presente estudo.

Neste case study irar-se-a estudar o efeito da aplicacdo de um revestimento comestivel, a base
de alginato e antioxidantes de macroalgas, na manutencao do perfil lipidico de filetes de cavala durante
o processo de fritura.

Este trabalho é composto por quatro etapas. A primeira consiste na obtencdo de extratos de
macroalgas marinhas, que posteriormente serdo caracterizados em termos de fendis totais, poder
antioxidante e aclcares totais.

A segunda parte foca-se na formulacdo de um revestimento comestivel com propriedades
antioxidantes a base de alginato e de extratos de macroalgas. Proceder-se-a a caracterizacao destes
revestimentos sob a forma de peliculas em termos de propriedades antioxidantes e cor.

Na terceira parte far-se-a a aplicacdo do revestimento, por imersdo, em filetes de cavala, que
posteriormente serdo processados por fritura. Pretende-se avaliar se o revestimento funciona como
barreira durante a fritura, de forma a minimizar a alteracdo das caracteristicas nutricionais dos filetes

em termos de lipidos totais, perfil de acidos gordos, grau de peroxidacdo lipidica e teor de humidade.
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Revestimentos comestiveis com incorporacdo de extratos de macroalgas para aplicacdo em filetes de
peixe sujeitos a fritura

2. Enquadramento Tedrico

2.1. Anélise/Descricdo do setor do peixe

Portugal é um pais com uma extensa costa, com mais de 900 quildbmetros e uma zona
econdmica exclusiva superior a 1,7 milhdes de quilémetros quadrados (uma das maiores zonas do
oceano Atlantico), o que fez com que desde sempre a pesca fosse uma arte tradicional (Acope -
Associacdo dos comerciantes de pescado, 2016).

Segundo a FIPA (Federacdo das Industrias Portuguesas Agroalimentares), em 2017 a industria
alimentar foi considerada o maior setor de producdo na Unido Europeia em termos de volume de
negacios, de valor acrescentado (1,7%) e de criacdo de emprego (4,24 milhdes de pessoas, ou seja, 15%)
(Deloitte, 2014).

De acordo com um artigo divulgado pela New Economics Foundation (NEF) e pela OCEAN2012,
Portugal é um dos paises da Unido Europeia (UE) mais dependente de pescado. O consumo nacional é
superior ao que a frota portuguesa consegue pescar dentro da UE, o que torna o pais dependente da
importacdo de peixe de paises ndo comunitarios (FAO, 2017). Também é o que contém maior consumo
de peixe por habitante na Europa e o terceiro a nivel mundial. Sendo o consumo de peixe cerca de 55,6
kg/per capita/ano (figura 1) é mais do dobro do consumo médio na Europa (22,3 Kg/per capita/ano)

(FAO, 2017).

RO ¥ Is2
HU & msa
BG Wms,2
Figura 1 — Consumo de pescado na Europa (FAO, 2017).
Na sequéncia da diminuicdo do consumo de carne devido ao impacto da agropecuaria e tendéncias
alimentares levou o consumidor a optar por alternativas, sobretudo de peixe. As fontes de proteina

animais (como a carne, peixe e derivados) e soja, apresentam perfis de aminoacidos essenciais mais
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proximos daqueles que necessitamos e uma maior digestibilidade, sendo, por isso, consideradas

proteinas de elevado valor bioldgico (Sousa, 2018).

2.1.1. Espécies mais consumidas e valorizagéo do alimento

Em relacdo a estrutura de producdo (figura 2), nos produtos de pescado congelados, o tipo de pescado
predominante é “outros” (ndo estdo mencionados na figura) seguido do bacalhau. Nos produtos secos
e salgados a maior percentagem é referente ao bacalhau salgado e seco. Por fim, nas preparacgdes e
conservas o género de pescado, é mais equilibrado face as outras estruturas de producdo, sendo o
atum, sardinha e “outros” os que detém mais percentagem (INE, 2018).

As “conservas de cavala, cavalinha e sarda”, (com uma representatividade de 5,8%), figura 2,
registaram também um aumento de produgdo da ordem dos 9,0%, competindo com o eventual

aumento de preco unitario da conserva de sardinha (INE, 2018).

100
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Produtos congelados Produtos secose Preparagoes e
salgados conservas
mBacalhau congelado minvertebrados aquaticos
mPescada congelada W Bacalhau salgado seco
mAtum Sardinha
mCavala, cavalinha e sarda [ Outros

Figura 2 — Producdo de produtos de pescado congelados, secos e salgados e preparacdes e conservas (INE,
2018).

Em 2017 o total da quota pesqueira para Portugal aumentou 11%, nomeadamente com o lagostim,
tamboril e biqueirdo. Ja a pescada a sofreu um corte de 5%.

No total, os pescadores portugueses vdo poder pescar perto de 121 mil toneladas no préximo
ano, mais 11% que em 2016. A quota de biqueirdo sobe 18% face a 2016 (para as 6.522 toneladas), as
capturas de tamboril aumentam em 54%, de raias em 10%, de carapau em 7% e de lagostim em 5%. O
atum rabilho, espécie muito usada particularmente em sushi, viu as suas quotas aumentar em 20%,
para as 399 toneladas, mantendo-se as capturas de patudo nas 4.515 toneladas, de espadarte nas 1.651
(Atlantico Norte e Sul) e de voador nas 2.813 (Atlantico Norte e Sul) (ALIF, 2018).

Em janeiro de 2019, apurou-se que o pescado sofreu um aumento do preco médio por
quilograma, de 2,04€ em 2017 para 2,06€ em 2018, atingindo o valor mais elevado desde que existem

registos estatisticos sistematizados. As espécies mais significativas em valor de vendas foram o polvo
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(35,5 milhdes de euros, mais 7,1% de aumento no prego médio por quilo), a sardinha (23,8 milhGes de
euros, mais 25,8%) e o carapau (14,7 milhGes de euros, mais 23,2%).0 aumento do valor de vendas de
sardinha, e por consequéncia indireta do carapau, estara associado as restricdes que a captura da
primeira espécie tem tido nos ultimos dois anos (Alvarez, 2019).

Na figura 3, identifica-se a pesca de cerco como o segmento mais representativo destas
estruturas, mantendo-se a cavala, o carapau e a sardinha como as principais espécies em volume de
pescado descarregado. Corresponderam, respetivamente, a 72,9% da cavala, 78,0% do carapau e 98,1%

da sardinha descarregados em portos nacionais em 2017. O volume de descargas de pescado efetuado

Carapau =
—c—
Sardinha =
o
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Figura 3 - Quantidade ( 103 ton) de captura por cerco de peixe (INE, 2018).
registou um decréscimo de 13,0% face a 2016, reflexo da menor descarga de cavala (-38,7%), de
carapau (-19,7%) e de verdinho (-10,7%). Contrariamente, as capturas de sardinha pelas OP
aumentaram 7,9% (INE, 2018).

Na figura 4 estd representada a quantidade (ton) de cavala capturada ao longo de 16 anos,
estando demarcada a vermelho. Embora tenha decrescido a quantidade de captura precisamente em

2006, 2009, 2014 e 2016 ao longo dos anos a cavala tem sido uma espécie que tem vindo a ganhar
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destaque refletindo-se no aumento de quantidade de captura. Dado que , em 2018 teve valores de

captura superiores a sardinha e carapau (INE, 2018).

o Aguas salobra e doce Pelxes marinhos

‘ Total | Lamprela | Savel | Engula H Total | Carapau | Cavala

2002 | 148246 79 13 16 36 129193 | 14189 | 5613
2003 | 151.576 77 27 29 13 129700 | 11.147 8.122
2004  152.532 70 20 35 1 133632 12971 | 14290
2005 | 145.656 62 2 21 8 125113 | 13228 | 14.658
2006  141.683 59 2 18 12 124110 14342 | 13.259
2007 | 160.834 72 24 31 12 145427 | 10322 | 20464
2008 170.050 79 24 40 9 148308  9.250 23.411
2000 | 144792 | 131 57 58 1 126348 | 10723 | 14427
2010 166.304 74 a7 19 15 145693 11652 | 22570
2011 | 164.236 % 50 27 8 147971 | 10024 | 31.089
2012 151.343 % 46 34 5 133582  14.893 | 37.113
2013 | 144.654 130 50 72 5 123777 | 15337 | 37.309
2014 119.890 154 79 66 6 100073 14920 | 29543
2015 | 140.831 126 77 37 5 120757 | 19955 | 46.430
2016 124264 156 75 69 5 103860 20014 | 27.991
2017 | 118.395 188 46 134 4 99.834 | 19.054 | 19.482
2018 128438 169 60 % 6 107.996 15944 | 33564

Figura 4 — Quantidade (delineado a vermelho) em toneladas de cavala capturada de 2002 a 2018 (INE
| DGRM/MM, 2019).

De acordo com estudos estatisticos da ONU o nivel de populagdo mundial em 2050 serd de 9,8 mil
milhGes e como tal é necessario investir em outras espécies menos exploradas e ricas nutricionalmente
para poder atender as necessidades (Shepard, 2019). Sendo este um dos fundamentos na escolha da

cavala como espécie de pescado a estudar neste trabalho.

2.1.2. Sustentabilidade e economia circular (desperdicios da industria alimentar)

Face as atuais tendéncias de aumento populacional, crescimento da procura e consequente pressao
nos recursos naturais tém-se vindo a salientar a necessidade de as sociedades modernas avancarem

para um paradigma mais sustentavel (Sousa, 2018).

Durante décadas a pesca foi insustentavel, sem ter em ponderacdo a renovacdo natural das
espécies, conduzindo a uma situacdo limite que ameaca 0s nossos habitos alimentares e o maior
ecossistema do planeta (Green World, 2019).

A “sobrepesca” tornou-se a segunda maior ameaca para nossos oceanos, depois das alteracdes
climaticas, visto que 93% do stock de peixe do mediterraneo e 31% dos stocks globais estdo sobre
explorados. A pesca ilegal, ndo declarada e ndo regulamentada poderd chegar aos 26 milhdes de
toneladas, isto é, mais de 30% da captura anual total no mundo. Em 2014, os paises pertencentes a UE

importaram cerca de 85% de pescado (World Wide Fund for Nature, 2019).
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A secdo das pescas marinhas em Portugal encara adversidades em termos de sustentabilidade,
guer a nivel do ecossistema e quanto a nivel econdmico. A condi¢cdo de algumas unidades populacionais
de peixes comerciais (mais precisamente as unidades populacionais de pelagicos e demersais) originou
guebras de producdo. Outrossim, o risco de uma diminuicdo adicional das reservas devido ao aumento
da pressdo pesqueira, mas também devido as mudancas nas condicBes climaticas (EMFF, 2013).

Ndo obstante, a informacdo de onde é e de que modo o peixe que estd no mercado foi
capturado, é obrigatdria e devera constar na etiquetagem ou ser indicada ao consumidor. Uma maneira
de controlar as pescas sustentaveis é através de certificacdes, nomeadamente pelo MSC — Marine
Stewardship Council (MSC, 2019). Além da mudanca nos habitos alimentares, a exigéncia por parte dos
clientes e consumidores do selo de pesca sustentavel da organizacao Marine Stewardship Council seria
uma mais valia (Fernandes M. , 2017).

A celeridade com que utiliza aos recursos naturais sdao insustentaveis, na medida em que se
consome mais recursos do que o que planeta consegue gerar. A economia mundial tem sido edificada
com base num modelo linear, que atualmente esta sob ameaca por causa da disponibilidade limitada
de recursos naturais. Um modelo de desenvolvimento sustentavel que permite devolver os materiais
ao ciclo produtivo através da sua reutilizacdo, recuperacao e reciclagem, assegurando assim maior
eficiéncia na utilizacdo e gestdo de recursos sdo alguns dos principios da economia circular (Comissédo
Europeia, 2015). Salientando as politicas de residuos, a hierarquizacdo da gestdo de residuos, a
prevencdo da producdo de residuos, o de ciclo de vida e um design eco (Lipor, 2019). Permutando o
conceito de fim-de-vida da economia linear por novos fluxos circulares, a economia circular é observada
como uma constituinte chave para promover a dissociacdo entre o crescimento econdmico e o aumento
no consumo de recursos, ligacdo até aqui vista como inexoravel (Economia, 2019).

O desperdicio de alimentos representa no final da cadeia da industria alimentar grandes custos
e perdas de valor, em particular, o processamento de peixes e moluscos produz grandes quantidades
de subprodutos, principalmente espinhas, peles, visceras e cabegas que representam cerca de 50 a 70%
do conteddo do material original. E estes subprodutos podem ser transformados e criar valor para a
empresa (de la Caba, et al., 2018).

As peles e as espinhas do peixe sdo constituidas particularmente por colagénio, sendo um dos
subprodutos da industria de transformacao de pescado. Na industria, o processo de transformacdo de
peixe pode produzir cerca de 30% de residuos e a sua nao valorizagao cria desperdicios e poluigdo, além
de que se perde uma fonte de obtencdo de gelatina animal (Lopez-Caballero, et al., 2009). A gelatina
de peixe tem sido usada designadamente para a producdo de peliculas biodegradaveis e/ou comestiveis
para embalagens para alimentos (REFS), aproveitando assim subproduto do pescado introduzindo assim

o conceito de economia circular.
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2.1.3. Beneficios do consumo de peixe

Atente-se que o aumento da consciencializacdo do consumidor, relativamente a importancia do 6mega-
3 e outros nutrientes para a saude humana contribuiu para o aumento significativo do consumo de
peixe (Os produtos do mar, 2018). Sendo este um dos principais fatores que impulsionou o crescimento
do consumo de peixe no Mundo (Pesca, 2019).

Ndo obstante, o menor teor de gordura do peixe em relacdo a carne, facilita a digestibilidade
promovendo um “esvaziamento” gastrico mais rapido que, por sua vez, leva a diminuicdo da sensacao
de saciedade (Real, et al., 2016).

O pescado é rico em proteinas de alto valor biolégico, gerando uma indispensavel fonte de
aminoacidos essenciais, como a lisina e a isoleucina (Real, et al.,, 2016). Identicamente contém
guantidades razodveis de aminoacidos que coadjuvam na criacao de defesas naturais do organismo
contra algumas doencas relacionadas com o crescimento e desenvolvimento (Associacdo dos
comerciantes de pescado, 2019).

Os beneficios do seu consumo sdo intervir e provocar uma reducdo dos niveis totais de LDL (o
colesterol transportado pelas lipoproteinas de baixa densidade) no aumento dos niveis de HDL, com um
efeito protetor para a sua salde cardiovascular (Msd, 2018). Sdo denominados de acidos gordos
essenciais, uma vez que 0 nosso organismo carece dos mesmos para um correto funcionamento,
contudo ndo consegue produzi-los, sendo crucial obté-los entdo através da alimentacdo (Ferreira,
Omegas 3 e 6, 2017).

O pescado é rico em minerais (calcio, fosforo, ferro, fltior e sal), que permitem o funcionamento
eficiente dos 6rgdos e musculos. Uma porgdo de peixe de 125 g possui entre 28 e 50% de calcio, 24 a

44% de fosforo e 7 a 44% de ferro que o organismo requer diariamente (Ferreira, Omegas 3 e 6, 2017).

2.1.4. Caracteristicas da espécie em estudo

A espécie animal em andlise neste trabalho pertence ao reino Animalia, filo Chordata, classe
Actinopterygii, ordem Perciformes, familia Scombridae, género Scomber e espécie Scomber colias
(Gmelin, 1789), tendo como nome corrente Cavala (Fisheries and Aquaculture Department, 2019).

Precedentemente a cavala denominava-se de Scomber japonicus, contudo, averiguou-se que as
populacbes de cavala do Oceano Atlantico sdo diferentes das do Oceano Pacifico, dai a distincao na
designacdo da espécie (Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, 2016).

Esta espécie fisicamente tem um corpo alongado e fusiforme, cabeca cdnica, ligeiramente
comprimida lateralmente, focinho pontiagudo e boca grande. As barbatanas sdo parcialmente

desenvolvidas. A coloracdo altera-se desde o dorso, entre tonalidades azuladas e esverdeadas e o ventre

16



Revestimentos comestiveis com incorporacdo de extratos de macroalgas para aplicacao em filetes de
peixe sujeitos a fritura

¢é prateado. Conseguem alcancar até 64 cm de comprimento, sendo o mais habitual os 30 cm (Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, 2016).

Os aspetos relevantes fisiondmicos que caracterizam sdo, a existéncia de 8-10 raios espinhosos
na primeira barbatana dorsal, de duas cristas de cada lado do pedunculo caudal, o dorso cinzento-
azulado com listas em forma de “V” e abaixo das quais existem numerosas e pequenas manchas escuras,
sendo translicida a zona da cabeca situada entre os olhos. Estas duas Ultimas peculiaridades sdo as que
mais facilmente permitem distinguir a Cavala da Sarda (Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge, 2016).

A taxa de crescimento desta espécie esta relacionada com a alimentacdo e a temperatura do
meio, tendo oscilagdes no tempo e entre diferentes locais. A cavala € um peixe oviparo, com sexos
separados, que se reproduz varias vezes ao longo da sua vida (Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge, 2016). A época reprodutiva decorre entre os meses de fevereiro e abril e subsistem
normalmente em cardumes, encontrando-se perto da superficie (Scomber colias Gmelin, 1789 Atlantic
chub mackerel, 2019).

Esta espécie pelagica é frequentemente encontrada em aguas temperadas, sobre a plataforma
continental, tendo como preferéncia profundidades entre os 0 e os 300 metros, distribuindo-se pelo
Oceano Atlantico. Em Portugal, distribui-se por toda a costa continental, bem como nas aguas costeiras
dos arquipélagos dos Acores e Madeira (Marques, Zwolinski, Martins, & Skagen, 2013).

Composigdo nutricional

Em termos nutricionais & um peixe com alto teor de proteina, dmega-3 e vitamina B1, e fornece uma
quantidade significativa das vitaminas do complexo B (hidrossoluveis: piridoxina- Bg, riboflavina-B, e
niacina- Bs3) e lipossolUveis tais como, A,K e E (Hernandez, 2005). E ainda sais minerais como o potassio,
fosforo, calcio, sddio, ferro, magnésio e zinco (Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, 2016).

O dmega-3 é uma gordura polinsaturada que efetua acdes de resposta inflamatdria no nosso
organismo também estimulam o bom funcionamento cerebral, e tém um papel fulcral nos processos
de crescimento, desenvolvimento e reparacdo do organismo (Ferreira, Omegas 3 e 6, 2017). Existem
trés tipos de acidos gordos da série dmega-3, o acido alfa linolénico (ALA — C18:3, ®-3), o 4cido
eicosapentaenoico (EPA — C20:5, w-3) e ainda o acido docosahexaendico (DHA — C22:6, ®-3). A
proporcdo de dmega-3: dmega-6 deve privilegiar é de um racio de 3:1. O ALA estd naturalmente contido
em alimentos de origem vegetal aquando o EPA e DHA estd no pescado e dleos de peixe. Sempre que
ingerimos acidos gordos na forma de ALA este vai sofrer processos enzimaticos que o vdo converter em
EPA e DHA, mas esta alteragdo ocorre a 100% logo devemos preferencialmente incluir fontes que ja

contenham EPA e DHA e ndo apenas fontes de ALA (Saude, 2019).
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2.2. Processamento do Peixe
2.2.1. Tipos de processamento do peixe a nivel industrial

Ter uma alimentacao saudavel depende ndo soé da qualidade nutricional dos alimentos, mas também da
forma como é processado. A eventual necessidade de adicdo de gordura e sal, a perda de vitaminas no
contacto prolongado com a dgua ou a exposicdao a temperaturas muito elevadas sdo condicdes a
considerar na altura de confecionar os alimentos, de modo a permitir a conservacdo de nutrientes e a
ndo adicdo ou formacdo de elementos pouco saudaveis para a saude (Ferreira, ConfecGes Saudaveis,
2019). O pescado pode ser comercializado em fresco ou processado industrialmente. O processamento
industrial mais frequente inicia-se pelo armazenamento do pescado seguindo-se a rececao,
corte/evisceracdo, vidragem, embalamento, pesagem e etiquetagem, acondicionamento, detecdo de
metais, armazenamento na camara de expedicdo (Minozzo, 2011). A eliminacdo das visceras tem como
objetivo a remocao das bactérias e enzimas estomacais responsaveis pelas reacdes de degradacao do
peixe e pela alta perecibilidade da carne. Para além do congelamento, as técnicas de conservacao

envolvem sobretudo a secagem e salga, defumacdo, fermentacdo e apertizados.

2.2.2. Desvantagens da fritura e compostos formados

Um alimento frito terd inevitavelmente mais gordura, contribuindo para o aumento do seu valor
calérico, que um alimento confecionado de outro modo. Na confecdo dos alimentos pelo processo de
fritura, as temperaturas elevadas em conjunto com a presenca de agua e oxigénio contidos nos
alimentos dao origem a reacdes de oxidacdo do dleo, entre outras, que provocam alteragdes nas

caracteristicas do 6leo especialmente ao nivel do sabor, cheiro e tonalidade (ASAE, 2017).

Segundo Amorim et al. (2018), nos processos de fritura, a degradacao dos dleos pode originar
substancias toxicas de diversos tipos que podem ter efeitos bastante nocivos para a salde. Todavia é
essencial ter presente que a formacdo destes compostos estd correlacionada com o tipo de dleo,
temperatura a que sdo submetidos os alimentos, podendo ser diminuida com uma utilizacdo adequada
dos dleos de fritura (temperatura, niUmero de utilizacdes, tempo da fritura) e também pela presenca de
antioxidantes. Os 6leos vegetais tém usualmente antioxidantes da “familia” do tocoferol, sendo alguns

muito eficientes na protecdo dos éleos contra as reacdes de oxidacdo.

Na fase inicial da fritura ocorre uma desidratacdo parcial dos alimentos, em que a dgua da sua
composicdo e os materiais nela solubilizados migram. Ja numa segunda fase, o dleo vai entrar nos
alimentos, ocupando parte do espaco deixado livre pela dgua (por transferéncia de massa), o que

depende fundamentalmente da temperatura do déleo e do alimento (Amorim et al., 2018).
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Em contrapartida, a fritura dos de géneros alimenticios pode levar a formacdo de substancias
téxicas, como a acrilamida, designados por contaminantes resultantes do processamento alimentar
(ASAE, 2017). A acrilamida é uma substancia que se forma de modo natural nos alimentos ricos em
acucares redutores (frutose e glucose) e um aminoacido, a asparagina (contido nas batatas), quando
submetida a altas temperaturas, como se sucede nos fritos, grelhados e assados. Foi classificada como
um agente potencialmente cancerigeno pela Agéncia Internacional para a Pesquisa do Cancro (Amorim
et al.,, 2018).

A deterioracdo dos dleos, que ocorre durante a fritura € consequéncia de um conjunto de
reacBes quimicas de degradacdo, sobretudo de hidrélise (reacdo do déleo com a dgua onde gera
diglicéridos, de acidos gordos livres), oxidacdo (reacdo do oxigénio com o dleo onde origina alcoois e
acidos entre compostos) e polimerizacdo (reacdes que sucedem-se nos 6leos a temperaturas elevadas
com formacdo de moléculas de grandes dimensdes - polimeros) (ASAE, 2017).

Como resultado, estes compostos desempenham um papel significativo na sadde implicando
disturbios gastrointestinais, doencas imunoldgicas, doencas cancerigenas, diabetes, hipertensao e fetos
prematuros (Homayouni et al., 2018).

2.3. Revestimentos comestiveis
2.3.1. Definigéo

Os revestimentos e peliculas comestiveis tém recebido especial atencdo por causa de suas vantagens
em comparacdo com peliculas sintéticas (Bourtoom, 2008). Estes sdo desighados como uma camada
fina de material que é comestivel, com uma espessura inferior a 0,3 mm, que pode encontrar-se na
superficie ou em camadas finas entre diferentes componentes do alimento (Huber et al., 2009).Este
atua como uma barreira semipermeavel, com o intuito de prolongar a vida util do género alimenticio,
diminuindo a migracdo de agua e solutos, trocas gasosas, microrganismos (fonte externa), processos
oxidativos, taxa respiratéria e alteragGes fisioldgicas. Podem ser produzidos a base de compostos
hidrofébicos, por exemplo, a base de lipidos, ou hidrofilicos, como os hidrocoldides, por exemplo a base
de polissacaridos, de proteinas ou ambos. Os revestimentos comestiveis ndo sdao produzidos
guimicamente e sdo naturais. Os hidrocoldides sdo provenientes de animais, vegetais, algas ou

microrganismos ( Raghav et al., 2016).

2.3.3. Fungdes e requisitos dos revestimentos comestiveis

As propriedades dos revestimentos comestiveis sdao baseadas na sua estrutura molecular, dimensado
molecular e composicdo quimica (Raghav et al., 2016). Tendo como finalidade criar uma barreira com

funcionalidades dependendo das caracteristicas dos alimentos, designadamente a reducdo da perda de
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agua por evaporacado, o atraso da senescéncia natural de frutos, alteracdo das trocas gasosas (oxigénio
e didxido de carbono) e reduzir processos de oxidacdo (Huber et al., 2009).

Um dos maiores beneficios da utilizacdo de revestimentos comestiveis é a possibilidade de
conter multiplos compostos ativos (antioxidantes e vitaminas) que podem ser incorporados a matriz
polimérica e consumidos com os alimentos, acrescentando atributos nutricionais e sensoriais assim
como protecdo (Dhall, 2013). E comummente usado para uma melhorar a aparéncia (cor, estrutura) e
preservacdo de hortofruticolas. Os principais pros da sua utilidade sdo a sua comestibilidade, natureza
ndo-téxica e custo-beneficio comparativamente a outros revestimentos sintéticos ( Raghav et al., 2016).
A principal razao por detras do amplo uso de hidrocoldides nos alimentos € a sua capacidade de
modificar a reologia de um produto alimentar. Isso inclui propriedades basicas sobretudo, o flavour,
comportamento do fluido (viscosidade) e propriedades sélidas mecéanicas (textura) (Saha &
Bhattacharya, 2010).

Segundo Pavlath e Orts (2009) e Vargas et al. (2008) o revestimento ou filme comestivel deve
cumprir os seguintes requisitos (Vargas et al. , 2008):

- Ndo conter componentes toxicos, alergénios ou ndo-digestiveis;

- Fornecer estabilidade estrutural e evitar danos mecéanicos provocados durante o transporte,
manuseamento e comercializa¢do;

- Ter uma boa adesividade a superficie dos alimentos, fornecendo uma cobertura uniforme;

- Controlar a migracdo de agua tanto para o interior como para o exterior dos alimentos, mantendo o
conteldo de hidratacdo desejado;

- Ser semipermedvel, mantendo o equilibrio interno dos gases envolvidos na respiracdo aerdbia e
anaerdbia, possibilitando, deste modo, atrasar a senescéncia;

- Evitar a perda de componentes do aroma, flavour, caracteristicas nutricionais ou organoléticas,
necessarios para a recetividade do consumidor;

- Proporcionar estabilidade bioquimica e microbiana, enquanto fornece protecdo contra a
contaminacao, infestacdes de pragas, proliferacdo de micrdbios e outros tipos de decaimento;

- Manter ou melhorar o aspeto e os atributos sensoriais do produto;

- Servir como veiculo a aditivos desejdveis como aromas, corantes, nutrientes e vitaminas. A
incorporacdo de agentes antioxidantes e antimicrobianos fica limitada a superficie, minimizando assim
o custo e sabores intrusivos;

- Serem facilmente produzidos e economicamente viaveis;

- Devem apresentar propriedades sensoriais adequadas ao alimento a revestir, serem transparentes e
ndo apresentarem qualquer sabor nem odor;

- As suas formulagdes devem conter substancias seguras, food-grade e de baixo custo;
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- A sua tecnologia de producdo ndo deve ser cara;
E de salientar, em adicdo as funcBes apresentadas, a funcdo de barreira a éleos e gorduras por parte de
revestimentos hidrofilicos. Deste modo, a aplicacdo deste tipo de revestimentos em filetes de peixe

antes da fritura tem potencial para diminuir a absor¢ao da mesma durante o processo.

2.3.4. Materiais usados na produgdo de revestimentos comestiveis

Os materiais usados em revestimentos comestiveis podem ser divididos em trés categorias, sendo estas
os hidrocoldides, lipidos e compdsitos (Figura 4). Os materiais compdsitos sdo materiais que possuem
pelo menos dois componentes ou duas fases com propriedades fisicas e quimicas nitidamente distintas,
formados pela juncdo de outros materiais com o propdsito de ter um produto de qualidade superior,
por exemplo, proteina/proteina, polissacaridos/proteina, lipidos/polissacaridos (Baldwin, Nisperos,
Chen, & Hagenmaier, 1996).

Os hidrocoldides sdo divididos em dois grupos (subcategorias): polissacaridos e proteinas (figura
4) (Embuscado & Huber, 2009). Estes sdo amplamente empregues em inimeros produtos alimentares
e bebidas e verificou-se que os hidrocoldides executam um papel adicional apto a impedir a absorcao
excessiva de dleo durante o processo de fritura. Os revestimentos destes materiais também tém
propriedades de barreira a gases e caracteristicas mecanicas satisfatdrias. Como estes polimeros sao
altamente hidrofilicos apresentam uma elevada permeabilidade a humidade, enquanto como barreiras
a gases sao mais eficazes e protegem contra a oxidacdo lipidica. Assim, uma variedade de alimentos foi
testada apds sua modificacao superficial por revestimentos de hidrocoldides para evitar a perda de
humidade, prolongar sua vida Util e também reduzir a retencdo de dleo durante a fritura (Porta, et al.,
2012).

- Revestimentos a base de polissacaridos

Os revestimentos a base de polissacaridos sdo dos mais utilizados para frutos, encontrando-se
presentes na maioria das formulacdes disponiveis comercialmente. Estes polimeros oferecem boas
propriedades de barreira aos gases, mas a sua alta hidrofilicidade faz com que tenham elevada
permeabilidade ao vapor de dgua, o que os torna inadequados para a utilizacdo em produtos imersos
em solucGes ou em ambientes com elevada humidade relativa (Vargas, Pastor, Chiralt, McClements , &
Gonzalez-Martinez , 2008).

Presentemente, existe uma grande diversidade de polissacaridos que sdo utilizados na
producao de filmes comestiveis, com distintas caracteristicas de peso molecular, grau de ramificacao,
conformacdo, carga elétrica e hidrofobicidade (Vargas, Pastor, Chiralt, McClements , & Gonzalez-

Martinez , 2008).
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Figura 4- Classificacdo dos revestimentos comestiveis (Raghav, Agarwal, & Saini, 2016).

Diferencas nas suas caracteristicas moleculares traduzem-se em diferencas na tendéncia para
formar peliculas e no desempenho das mesmas. Os polissacaridos mais utilizados na producao de filmes
e revestimentos comestiveis sdo sobretudo: amido e derivados, derivados da celulose, alginatos,
carragenato, galactomananas, polissacaridos microbianos (e.g. gelano), quitosano e pectinas (Lin &
Zhao, 2007).

Alginato

O alginato (CeHsOe) € um polissacarido indigesto, geralmente produzidos a partir de varios géneros de
algas castanhas da familia Pheophyceae (nomeadamente, Laminaria hyperborean, Macrocystis pyrifera,
Ascophyllum nodosum; em menor extensdao Laminaria digitate, Laminaria japonica, Eclonia maxima,
Lesonia negrescens, Sargassum sp.) A estrutura quimica dos alginatos é formada por copolimeros
binarios lineares, ndo ramificados, de 4cido B-d-manurdnico (M) e 4cido a-I-gulurdnico (G) ligados por
1-4 ligacGes glicosidicas, figura 5. Algumas bactérias também sintetizam alginato em forma de polimeros
como exopolissacarido (substancias poliméricas extracelulares - EP’s). A estrutura do alginato
proveniente de macroalgas castanhas pode ser separada em trés fracdes (trés blocos de acido urénico):
sdo regides homopoliméricas dos blocos M e G e blocos MG alternados contendo ambos os acidos
poliurdnicos. Os alginatos de origem bacteriana tém grupos O-acetil e tém maiores pesos moleculares
em comparacdo com os polimeros de algas (Parreidt, Miiller , & Schmid, 2018). O alginato pode ser

encontrada na forma de extrato branco, amarelo e fibroso (Pavlath & Orts, 2009).
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Figura 5- Estrutura quimica de unidades monoméricas do alginato e a representacdo esquematica do modelo
de egg-box (a) Lado esquerdo: conformacdo de Haworth; lado direito: conformacdo chair (b) Gelificacdo de

blocos de poli-L-guluronato (Parreidt, Miiller , & Schmid, 2018).

Em 1881 o 4cido alginico foi divulgado e isolado, alginato de sédio (E401), alginato de potassio
(E402), alginato de amdnio (E403) e alginato de calcio (E404) sdo sais monovalentes de acido alginico
(E400). O acido alginico e o alginato de calcio sdo insollUveis na agua, enquanto o alginato de sddio, o
alginato de potassio e o alginato de amoniaco sdo polimeros sollveis em agua (Parreidt, Mdller , &
Schmid, 2018).

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA) o alginato de sddio tem uma designacao
como substancia GRAS (geralmente considerada segura) onde o uso € como agente emulsificante,
estabilizador, espessante e gelificante. A Comissdo Europeia listou o acido alginico e seus sais (E400-
E404) como um aditivo alimentar autorizado (Parreidt, Miller , & Schmid, 2018).

O alginato é muito utilizado em multiplas industrias, principalmente na inddstria alimentar de
bebidas, téxtil e farmacologia como agente espessante, estabilizador, emulsificante, agente quelante,
encapsulamento, agente de suspensdo ou usado para formar géis, filmes e membranas.

Os catides bivalentes como o Ca sdo usados como agentes gelificantes do alginato, permitindo
obter peliculas e revestimentos com maior resisténcia mecanica e a humidade.

A incorporacdo de alginato como pelicula para fins alimentares tem sido recorrente, devido a
sua capacidade de estabelecer ligacdes com o ido Ca?*. Com o objetivo de entender completamente o
efeito das ligagdes de cloreto de célcio (CaCly) e a relacdo dcido manurdnico (M) e gulurdnico (G) (M/G)

da estrutura do alginato nas propriedades dos filmes ( Costa, et al., 2018).
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O alginato é poliurdnico, isto é, permuta iGes facilmente. Na auséncia de iGes bivalentes, o
alginato pode ser utilizado apenas para aumentar a viscosidade.

O método de gelificacdo do alginato é um processo complexo, dependendo da proporcdo e
comprimento do bloco de acido guluronico (blocos G) na cadeia polimérica, capacidade de ligar os iGes
bivalentes, o tipo de iGes gelificantes e as condi¢des gelificacdo afetam fortemente as propriedades do
hidrogel do alginato. A introduc3o de catiBes bivalentes (geralmente ides Ca**) no sistema induz
alteraces conformacionais no alginato, como o alinhamento dos blocos G e a formacdo do modelo
egg-box devido a ligacdo de ides calcio entre duas cadeias. Uma maior quantidade de G-Blocks produzira
géis rigidos e densos, enquanto uma quantidade maior de M-Blocks gerara géis flexiveis e porosos.
Posto isto, a resisténcia difusa dos géis que contém predominantemente alto teor de alginato
poligulurdnico, versus compostos de alto peso molecular, é elevada. Além disso, os filmes contendo
maiores propor¢des de G-Block (ou seja, menor relacdo M/G) apresentam melhor barreira a humidade
(Parreidt, Mdller , & Schmid, 2018).

- Revestimentos a base de proteinas

As proteinas podem apresentar distintas caracteristicas moleculares, dependendo da sua
origem biolégica e funcdo. Geralmente, estes polimeros possuem a capacidade de formar filmes devido
a aptiddo das suas cadeias laterais para formar ligagGes intermoleculares cruzadas. As propriedades dos
filmes formados dependem, entdo, da natureza destas interligacdes. Em geral, considera-se que os
filmes de materiais proteicos tém boas propriedades de barreira aos gases e dtimas caracteristicas de
estabilidade mecanica. A principal desvantagem é o facto das suas propriedades de barreira a dgua
serem geralmente débeis. As proteinas mais comuns em revestimentos para hortofruticolas sdo a zeina,
o gluten, a proteina de soja e a proteina do soro de leite (Gennadios, Brandenburg, Park, Weller, &
Testin, 1994).

Gelatina de peixe

A gelatina soluvel, adquirida industrialmente é obtida a partir de colagénio presente em 0ssos ou peles,
é amplamente utilizada como um aditivo para melhorar a elasticidade, consisténcia e estabilidade dos
produtos alimentares. Mais precisamente, como um agente gelificante, emulsionante e espessante
(Shyu, Chen, Chiang, & Sung, 2019).

Também pode ser empregue na producdo de filmes ou revestimentos, para proteger contra a
desidratacdo, a fotooxidacdo e trocas gasosas. A qualidade deste composto de grau alimentar depende
em grande parte de suas propriedades reoldgicas (viscoelasticidade do gel, p.e.), mas também é
determinada por outras caracteristicas, sobretudo, auséncia de cor, sabor e facil dissolucdo. Devido a
estas propriedades, a gelatina tem sido um dos materiais utilizados como matriz para componentes

bioativos, e tem interesse devido a sua abundancia, preco e excelentes propriedades funcionais.
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Ultimamente, tem-se explorado a capacidade filmogénica e aplicabilidade como embalagem de
alimentos (Gomez-Guillen, Ihl, Bifani, Silva, & Montero, 2006).

Existem varias razdes para considerar a gelatina proveniente do pescado como uma alternativa
a gelatina de mamiferos terrestres (bovinos e suinos); devido a doencas infeciosas e o impacto destes
mamiferos na agropecuaria. Apesar de algumas gelatinas de origem marinha apresentarem
propriedades reoldgicas inferiores, estas podem ser utilizadas designadamente, em filmes e
revestimentos e a sua fonte (subprodutos do processamento do pescado) confere-lhe valor no dmbito
do conceito da economia circular (Gomez-Guillen, Ihl, Bifani, Silva, & Montero, 2006).

Neste trabalho, foram desenvolvidos revestimentos comestiveis para conservacao do émega-3
e outros compostos de valor nutricional na cavala durante a fritura. Os revestimentos elaborados e
estudados tém por base hidrocoléides, um de origem polissacaridea - alginato e outro proteica

(proveniéncia animal) - gelatina de peixe.

- Revestimentos a base de lipidos

Os revestimentos lipidicos sdo constituidos por substdncias hidrofébicas (como os lipidos)
desenvolvidos especificamente para limitar as migracdes de dgua nos alimentos. Substdncias
hidrofdbicas sdo barreiras eficazes contra a migracdo de agua devido a sua natureza apolar (Huber &
Embuscado, Lipid-Based Edible Films and Coatings). Estes revestimentos sdo também utilizados quando
se pretende que uma superficie seja brilhante. Geralmente, estas substancias sdo d6leos, margarinas,
ceras, resinas naturais, 6leos essenciais, emulsionantes ou agentes ativos de superficie. Os principais
aspetos negativos, sdo, conferir uma superficie oleosa ou dura e propriedades organoléticas
indesejaveis, como um sabor ceroso ou ran¢oso. Alguns destes revestimentos (como ceras e goma-laca)
podem restringir as trocas de gases entre a atmosfera e o alimento a um ponto em que os niveis de
oxigénio internos se tornam demasiado baixos para suportar a respiracao aerdbia - resultando em altos
niveis internos de etanol, acetaldeido e didxido de carbono. Este fendmeno pode provocar uma
acumulacao de flavours indesejaveis no alimento. Outro aspeto negativo que podem apresentar, é a
sua instabilidade a alteracdes de temperatura, formando uma camada branca cerosa na superficie do
alimento (Lin & Zhao, 2007).

- Revestimentos a base de compdsitos

Os filmes e revestimentos compdsitos podem ser produzidos a partir de bicamadas ou de
emulsdes estaveis. No caso dos revestimentos compodsitos de bicamadas, geralmente sdo utilizados
lipidos como camada adicional sobre uma camada de polissacarido ou proteina. No caso das emulsdes,

os lipidos sdo dispersos e retidos na matriz polimérica de proteinas e polissacaridos.
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O caracter anfifilico (caracteristicas hidrofdbicas e hidrofilicas) das proteinas permite que estas
estabilizem as emulsdes de lipido-solucdo proteica através do equilibrio entre as forcas electroestaticas
e hidrofdbicas, enquanto que os polissacaridos estabilizam as emulsdes por aumentarem a viscosidade
da fase continua, e formarem uma camada polimérica ou uma rede que sustenta as gotas de lipido
evitando a sua coalescéncia. Estes materiais compdsitos tém sido investigados nas Ultimas décadas
como componente-base de revestimentos comestiveis para frutas e vegetais (Vargas, Pastor, Chiralt,
McClements, & Gonzalez-Martinez , 2008).

Plastificantes

As propriedades mecanicas das embalagens de biopolimeros podem ser melhoradas pela adicdo de
plastificantes, que usualmente sdo ndo volateis e misciveis com o polimero. Os fins principais dos
plastificantes sdo aumentar o volume livre ou a mobilidade molecular dos polimeros, diminuir as forcas
intermoleculares, conceder flexibilidade, reduzir o efeito quebradico, melhorar a resisténcia ao
impacto, corte e regular o fluxo do material de revestimento. Além disso, os plastificantes devem ter as
mesmas propriedades de solubilidade do polimero no sistema solvente (para impedir a separacdo do
plastificante ou do polimero durante a aplicagdo do filme / revestimento), possuir um alto ponto de
ebulicdo e devem poder alterar as propriedades fisicas e mecanicas do substancia quando incorporada
na formulacdo (Parreidt, Miller , & Schmid, 2018).

Em diversos estudos, o glicerol tem sido usado como plastificante, designadamente para
peliculas e revestimentos de alginato. No entanto, a quantidade utilizada é varidvel. A WVR (resisténcia
ao vapor de dgua) dos revestimentos de alginato aumenta com uma concentracdo crescente de glicerol
até 1,75% (v/v) na formulacdo, nos estudos efetuados por (Parreidt, Miller , & Schmid, 2018) em que
usaram % de alginato; contudo, no mesmo estudo, a WVR diminuiu para concentragdes mais altas de

glicerol.

2.3.5. Aplicagéo de revestimentos comestiveis e antioxidantes em processos de fritura

Presentemente existem diversos trabalhos de investigacdo nos quais se estuda a degradacdo térmica
nos 6leos, bem como a eficiéncia de varios antioxidantes na degradacdo de dleos de fritura e avaliacdo
dos antioxidantes termicamente estdveis para maximizar a estabilidade dos mesmos. Segundo
Homayouni et al.(2018), a incorporacdo de antioxidantes na formulacdo de dleos de mistura pode
aumentar os valores nutricionais e estabilidade térmica da mesma.

A absorcdo de 6leo em frituras tornou-se um problema de saude; o alto consumo de lipidos tem sido
relacionado a obesidade e outros problemas de salde, como doencas cardiovasculares. Reduzir o teor
de gordura dos alimentos fritos pela aplicacao de revestimentos é uma solucdo alternativa para atender

as preocupacdes com a saude e as preferéncias do consumidor. Os revestimentos de alimentos podem
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se tornar uma boa alternativa para reduzir a absorcdo de 6leo durante a fritura. A eficacia de um
revestimento é determinada por suas propriedades mecanicas e de barreira, que dependem de sua
composicdo e microestrutura e das caracteristicas do substrato (Garcia, et al., 2008).

A concentracdo de 6leo na banana frita tem implicacdes no tempo de vida util do produto e
aceitabilidade do produto pelos consumidores. O dilema da absorcdo de éleo associado aos produtos
fritos como este pode ser limitado usando revestimentos comestiveis a base de hidrocoldides e
modificando o processo de fritura durante a etapa de centrifugacdo de 6leo da fritura a vacuo. Este
género alimenticio, com revestimentos de solu¢Bes de goma de guar a 1,5% ou centrifugados a uma
velocidade maior que as condicGes padrdo (de 140 a 280 rpm) reduziram a absorcdo de dleo (Sothornvit,
2011). Do mesmo modo que a goma guar os revestimentos a base de derivados de celulose, como
metilcelulose (MC), carboximetilcelulose de sédio (CMC) e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
revelaram ser uma boa barreira a absorcédo de éleo durante a fritura (Martinez , Castellanos, & Bravo,
2015).

Outros exemplos de trabalhos relacionados com a aplicacao de revestimentos comestiveis, sdo
em batatas e cenouras, onde a incorporacdo do revestimento de goma xantana evitou alteragdes na
gualidade, textura, rendimento durante fritura, sabor etc., e além disso, diminuiu a absor¢do de gordura
(REFs) (Kilincceker & Hepsag, 2012).

Até a presente data, ndo foram encontradas referéncias de trabalhos sobre aplicacdo de
revestimentos comestiveis em peixe para fritar, todavia existem trabalhos ao qual se aplica
revestimentos com o intuito de prolongar o tempo de vida util e melhorar certos pardmetros
nutricionais do género alimenticio, mais precisamente o Megalobrama amblycephal, também

conhecido como sargo (Song, Liu, Shen, You, & Luo, 2010).

2.4. Macroalgas
As macroalgas e microalgas tém uma grande multiplicidade de organismos diferindo na morfologia, grau
de complexidade da estrutura do seu corpo e tamanho. Todas as algas apresentam um pigmento, sendo
este, a clorofila presente dentro dos cloroplastos e responsavel pela coloracdo verde, no entanto tém
na sua composicdo outras coloragdes responsaveis por outros pigmentos. Atente-se que, a coloragdo
da alga é a expressao visivel de diferentes pigmentos combinados, presentes nas células (Pereira L., As
algas na nossa alimentacédo, 2009).

As macroalgas sdo constantemente expostas a condi¢cdes ambientais adversas, causando danos
nestes organismos embora ndo sejam visiveis. A sua capacidade de produzir varios metabdlitos
(enzimas, pigmentos, polissacarideos, vitaminas, péptidos, fendlicos, tocoferdis, fosfolipidos, etc.)

preserva-as de fatores externos (Skroza, et al., 2019).
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As mesmas tém uma aplicacdo muito vasta, desde biocombustivel, cosméticos, fertilizante,
alimentacdo animal (ex.: racdes para pescado), biorremediacdo?, industria alimentar, farmacologia
(antiviral, antifungico, anticancerigeno, anti-inflamatdrio, antiviral, antioxidante), outras aplicacdes
(filtro, mineralégico e pinturas). E tém ganho destaque devido as excelentes fontes de nutrientes, tendo
como principais constituintes polissacaridos, devido aos seus numerosos beneficios para a salde
(Hasan-Amer & Carmeli, 2017).

Nutricionalmente, sdo comumente notdrias pelo seu excecional conteddo mineral e de
oligoelementos, que na sua totalidade podem representar até 55% do peso seco das algas marinhas
(seaweed for dogs, 2019). Também, possuem pequenas quantidades de lipidos sdo principalmente
acidos gordos, omega-3 e omega-6 com classificacdo polinsaturada. As macroalgas marinhas tém um
alto teor de fibras diatéticas, que ndo pertence aos fatores nutricionais, mas tem efeitos benéficos na
salde do homem (Misurcova, 2011). Os minerais em maior quantidade presentes nestas sdo, potassio,
sodio, fosforo, calcio, magnésio, ferro, cobre, zinco e manganés foram determinadas. E o consumo de
uma porcao (8 g) dos trés grupos de macroalgas (castanhas, vermelhas e verdes) sdo uma boa fonte de
ferro, magnésio e manganés (superior a 25% da ingestdo recomendada na dieta) (Astorga, Diaz Romero,
Rodriguez, & Rodriguez, 2015). Os oligoelementos com maior relevancia sdo, iodo, ferro, zinco, selénio,
cobre, molibdénio, flior, manganés, boro, cobalto e niquel (Gomez-Zavaglia, Lage , Jimenez-Lopez,
Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).

Outros compostos funcionais presentes nas macroalgas sdo os carotenoides, usados como
corantes alimentares, suplementos alimentares e farmacéuticos (Gomez-Zavaglia, Lage , Jimenez-

Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).

2.4.1. Grupos de macroalgas

As macroalgas sdo organismos fotossintéticos aquaticos pertencentes ao dominio Eukarya
(Eucariontes) e aos Reinos Plantae (algas verdes e vermelhas) e Chromista (algas castanhas) (Pereira L.
, Guia ilustrado das Macroalgas - conhecer e reconhecer algumas especies da flora portuguesa, 2009).
As coloracdes podem ser extremamente variadas, de acordo com a combinacdo dos diferentes
pigmentos fotossintéticos, distinguindo-se trés grandes grupos com base na cor: (1) macroalgas verdes;
(2) macroalgas castanhas e (3) macroalgas vermelhas. Enumerou-se entre 7.500 e 10.000 espécies de
macroalgas, sendo as verdes cerca de 1500, as castanhas 2000 e as vermelhas as restantes (Pereira L.,

Guia ilustrado das Macroalgas - conhecer e reconhecer algumas especies da flora portuguesa, 2009).

! uso de microrganismos de proveniéncia natural, intensionalmente introduzidos, ou a fim de consumir e

decompor poluentes ambientais, com o intuito de limpar uma zona poluida.
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2.4.2. Aplicagbes na drea alimentar

O primordial uso de macroalgas é para aplicacdes diretas deste género alimenticio, sendo o principal
mercado mundial. Isso deve-se especialmente ao grande consumo existente nos paises asiaticos, onde
sdo produtos tradicionais. As principais algas marinhas usadas como alimento humano sao: Nori ou
Purple laver (Porphyra spp.), Aonori ou Green laver (Monostroma spp. E Enteromorpha spp.), Kombu
(Laminaria japonica), Wakame (Undaria pinnatifida), Hiziki (Hizikia fusiforme), mozuku (Cladosiphon
okamuranus), “uvas do mar” ou caviar verde (Caulerpa lentillifera), Dulse (Palmaria palmata), “Musgo
irlandés” (Chondrus crispus), winged kelp (Alaria esculenta), “ogo” (Gracilaria spp.) e Callophyllis
variegate. Estas macroalgas sdo consumidas de diversos modos: secas, sushi, sopas, saladas, ch3,
molhos, massas alimenticias, panificacdo e em muitos outros produtos similares. Também contém
alguns compostos, constituidos por polissacarideos com a capacidade de formar géis (hidrocoldides)
derivados de macroalgas. Estes sdo usados em quase todas as industrias devido as suas caracteristicas

fisico-quimicas (Gomez-Zavaglia, Lage , Jimenez-Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).

2.4.2.1. Polissacdridos

As macroalgas marinhas contém na sua parede celular diferentes polissacdridos estruturais variando
segundo a Filo, que utilizam a luz solar como fonte de energia para converter diéxido de carbono e dgua
em hidratos de carbono (Ahmad, 2015). A grande maioria dos polissacaridos ndo pode ser digerida pelo
homem e, portanto, sdo considerados como fibra alimentar (33% a 75% da composi¢do total).

Alguns polissacaridos de macroalgas com pertinéncia na industria alimentar sdo, galactanos
sulfatados, como agar ou carragenina presentes em macroalgas vermelhas representam um grupo
particularmente interessante. Nos Ultimos tempos, as carragenanas tém sido usadas como aditivos na
producado de géis e como espessantes em uma ampla gama de aplicacBes alimentares. Estes podem ser
classificados de acordo com seu uso industrial, diferindo na quantidade e posicdo de seus substituintes
ésteres de sulfato, bem como teor de galactose. A conformacdo das carrageninas esta diretamente
relacionada as suas propriedades tecnoldgicas (isto é, gelificacdo, espessante). Grande parte das
paredes celulares das macroalgas vermelhas é representada pelas galactanas sulfatadas, denominadas
como carragenato e dgar (Gomez-Zavaglia, Lage , Jimenez-Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).

Nas macroalgas verdes sdo constituidas por ulvanas, xiloses, manoses e celuloses. A celulose é
o principal polissacdrido da maioria das paredes celulares das macroalgas marinhas de qualquer tipo
(Misurcova, 2011).

Os fucanos, outro tipo de polissacarideo, geralmente presente nas macroalgas castanhas, sdo
classificados em trés grupos: fucoidanos, glicorunogalactofucanos e xilofucoglicuronanos. Os

fucoidanos sdo os principais componentes da fibra sollvel. Sdo ésteres de sulfato de polissacarideos
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ramificados, solUveis em agua e acido, além da fucose, os fucoidanos também contém galactose,
manose, raminose, acidos urdnicos, glucose e xilose. Os laminaranos sao outros tipos de polissacarideos
presentes nas Laminaria spp., sdo responsaveis por desempenhar acGes de reservas (Gomez-Zavaglia,
Lage, Jimenez-Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).

Outros compostos de interesse sdo os derivados do acido alginico, também designados de
alginatos, sdo constituidos por polissacarideos lineares. Os alginatos estdo presentes nas macroalgas
como alginato de sédio e calcio, conforme solucdes altamente viscosas, utilizadas para diversas
aplicacBes tecnoldgicas (Gomez-Zavaglia, Lage , Jimenez-Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).

A solubilidade em dagua dos polissacarideos de macroalgas, acima mencionados, facilita sua
extracdo para a industria. De facto, certos ficocoldides presentes nas paredes celulares de diversas
macroalgas podem ser facilmente extraidos com agua quente. A classificacao dos ficocoldides inclui trés
grupos fundamentais: alginatos, carragenina e agar. Atualmente, muitos desses compostos estdo
inseridos em uma ampla variedade de alimentos processados e prontos a consumir (Gomez-Zavaglia,
Lage , Jimenez-Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019). Os ficocoloides também sdo compostos com
acdo antivirica, antibacteriana ou anti tumoral, como biofertilizante, fonte de biocombustivel,
bioindicadores e bioacumuladores (Pereira L., Guia ilustrado das Macroalgas - conhecer e reconhecer
algumas especies da flora portuguesa, 2009). Estes compostos sdo hidratos de carbono sollveis em
agua, usados principalmente para aumentar a viscosidade das solu¢des aquosas, produzir diferentes
tipos de géis, formar filmes ou peliculas solUveis em agua e estabilizar alguns géneros alimenticios
(Gomez-Zavaglia, Lage , Jimenez-Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).

Um exemplo do uso de alginatos extraidos industrialmente de espécies de macroalgas
castanhas, como Macrocystis, Ascophyllum e Laminaria, para confecdo de gelados, para evitar a
formacdo de grandes quantidades de gelo e proporcionar uma textura cremosa e suave. Esses alginatos
também tém sido utilizados para a elaboracdo de barras energéticas, doces, molhos ou toppings para
saladas, ou na preparacdo de xaropes como espessantes e/ou emulsificantes. Os alginatos também
podem ser extraidos de macroalgas vermelhas, como Gelidium, Gracilaria, Acanthopeltis, Pterocladia e
Ahnfeltia, mas o uso de alimentos é reduzido a cremes/recheios especiais para panificagdo, apertizados
e como decantadores no fabrico de vinho ou cerveja. No entanto, o uso de agar na industria, bem como
em laboratdérios microbioldgicos e analiticos, € muito difundido, principalmente para a preparagao de
meios de cultura compativeis com uma ampla variedade de linhas celulares. As carrageninas, também
descritas anteriormente, podem ser obtidas de varias espécies de algas marinhas vermelhas como
Eucheuma, Chondrus e Iridaea. Seus principais usos sdo o espessamento e estabilizacdo de alguns

produtos lacteos, como xaropes, pudins ou apertizados para animais, e também sdo utilizados na
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elaboracdo de alguns medicamentos e cosméticos, como champds e cremes (Gomez-Zavaglia, Lage,
Jimenez-Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).

Na area Alimentar os compostos isolados de macroalgas tém aplicacdes como espessante,
gelificante, estabilizante de suspensdes e emulsdes. As razdes do seu uso é pelo facto de ter como
caracteristicas: carece de sabor, cheiro ou cor, sollveis em dgua, compativel com grande parte dos
alimentos e permite substituir a gordura em derivados lacteos, patés e molhos (Pereira L., As algas na

nossa alimentacdo, 2009).

2.4.2.2. Antioxidantes

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que, presente em baixas concentragdes,
guando comparada a um substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo desse substrato de maneira
eficaz (Shami & Moreira, 2004).

Uma quantia excessiva de espécies reativas de oxigénio pode resultar em peroxidacao lipidica,
alterando a estrutura das biomoléculas do corpo, causando alteragdes celulares, envelhecimento
prematuro, mutacdes ou lise celular. Diferentes ensaios indicam que capacidade antioxidante nas
macroalgas, atribuida a presenca de compostos antioxidantes como carotenoides, certos polissacaridos
e polifenois, demonstram atividade de “captura”, capaz de neutralizar espécies reativas de oxigénio,
uma vez que tem afinidade com estes compostos (Gomez-Zavaglia, Lage , Jimenez-Lopez, Mejuto, &
Simal-Gandara, 2019).

Os carotenoides podem ser divididos em dois grandes grupos de acordo com sua estrutura
molecular: carotenoides e xantofilas. O primeiro grupo é caracterizado por ter hidrocarbonetos lineares
ou ciclicos em uma ou nas duas extremidades da molécula (como o B-caroteno). Por sua vez, as
xantofilas sdo descritas como derivados oxigenados de carotenos (como violaxantina) e podem ser
encontradas em macroalgas verdes. Da mesma forma, as macroalgas castanhas e algumas microalgas
flageladas sdo capazes de produzir outro tipo de xantofilas, como diatoxantina ou fucoxantina (Gomez-
Zavaglia, Lage, Jimenez-Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).

O carotenoide representa basicamente um papel fotoprotetor nas algas, impedindo que o seu
sistema fotossintético seja danificado. Além disso, participam em processos como fototaxia
(movimentos resultantes da intensidade da luz) ou fototropismo (movimentos na direcdo da luz).
Algumas microalgas sdo capazes de gerar grandes quantidades de carotenos em resposta a estimulos
externos que causam stresse, para poder adaptar-se face a mudancas. Além disso, os carotenoides tém
uma atividade associada a provitamina A. Existem estudos que afirmam que a ingestdo didria dessa
astaxantina diminui o processo de envelhecimento, pois possui capacidade regenerativa e eliminadora

de radicais livres (Gomez-Zavaglia, Lage , Jimenez-Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).
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As ficobiliproteinas sdo pigmentos secundarios gerados por microalgas, que os ajudam a
explorar a energia da luz enquanto os protegem de radiacdo nociva. Parece que 0os mecanismos
antioxidantes dentro dos organismos que os criam sao muito semelhantes aos realizados em matrizes
alimentares ou no organismo humano. As principais microalgas que produzem esses compostos sao
cianobactérias (Arthrospira platensis conhecida como Spirulina, que produz ficocianina, azul) e
criptomonadas, mas também s3o encontradas em algas vermelhas (Porphyridium, que produz
fitoeritrina, vermelha) (Gomez-Zavaglia, Lage , Jimenez-Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).

Os compostos fendlicos sdo um grupo de metabdlitos secundarios que compreendem uma
grande variedade de compostos produzidos por plantas terrestres e aquaticas, que incluem,
macroalgas. Uma das caracteristicas mais destacadas sdo suas propriedades antioxidantes, pois evitam
a formacdo de muitos radicais livres devido a sua capacidade quelante de ides metalicos. Os compostos
fendlicos sdo comumente classificados em cinco grandes grupos: flavonoides (o maior subgrupo e
associado a diferentes bioatividades, entre as quais, a atividade antioxidante, lignanas, taninos,
tocoferdis e acidos fendlicos. Sdo compostos comuns em algas, especialmente nas castanhas, ja que
algumas espécies de macroalgas castanhas possuem clorotaninos, além disso, sdo compostos até oito
anéis interconectados entre si, que conferem propriedades antioxidantes muito maiores do que muitos
polifendis obtidos de plantas terrestres, uma vez que a maioria deles contém apenas trés ou quatro
anéis em sua estrutura (Gomez-Zavaglia, Lage , Jimenez-Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).

As vitaminas sdo bem conhecidas por sua alta capacidade antioxidante. Todavia, quando
reproduzidas artificialmente sua sintese, foi notada uma diminuicdo na atividade em relacao aquelas
obtidas diretamente de matrizes naturais. E por isso que novas fontes naturais que contém vitaminas
essenciais sao pesquisadas continuamente. Entre elas, a biomassa de microalgas contém a maioria das
vitaminas essenciais (por exemplo, A, B, By, Be, B1z, C, E, nicotinato, acido félico de biotina e acido
pantoténico), além de uma variedade interessante de minerais (por exemplo, Na, K, Ca, Mg, Fe e Zn).

As macroalgas marinhas também sdo ricas em compostos bioativos com atividades anti-
inflamatdrias, antimicrobianas, antitumorais, antivirais e antioxidantes. Metabolitos secundarios como
carotendides, tocoferdis, terpenos e compostos fendlicos podem ser considerados antioxidantes
naturais, com varias aplicacdes potenciais na industria de alimentos. Antioxidantes sintéticos como
hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), terc-butil-hidroguinona (TBHQ) e galato de
propila (PG) contém uma estrutura fendlica que permite doar um atomo de hidrogénio a um radical
livre, regenerando a molécula de acilglicerol e interrompendo o processo de oxidagdao do radical livre
(Gomez-Zavaglia, Lage , Jimenez-Lopez, Mejuto, & Simal-Gandara, 2019).

Especificamente a C. tomentosum contem na sua composicdo proteinas com propriedades

antioxidantes, compostos fendlicos, como flavonoides e cumarinas, tocoferdis, azoto com compostos
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incluindo alcaloides, derivados de clorofila, aminoacidos e aminas, bem como outros compostos como
carotenoides, acido ascorbico, glutationa e acido Urico. Fitoquimicos como compostos fendlicos e
acidos orgéanicos podem estar envolvidos na protecdo contra varias doencas, devido ao seu potencial
antioxidante (Valentdo, et al., 2010).

Neste trabalho a importdncia das algas deve-se ao facto de poderem ser uma fonte de
polissacaridos, (alginato, p.e.) para formar a estrutura de revestimentos comestiveis, e de compostos
antioxidantes (compostos fendlicos, p.e.). Conjuntamente recorreu-se ao conceito da economia circular
e utilizaram-se macroalgas da costa portuguesa e estipulou-se usar um hidrocoloide presente nas

macroalgas castanhas na formulacdo base dos revestimentos comestiveis.

3. Materiais e Métodos

Material Bioldgico

Macroalgas

Aidentificacdo e recolha das macroalgas (tabela 1) foi efetuada pela professora Teresa Mouga da Escola
Superior de Turismo e Tecnologia do Mar, Politécnico de Leiria, na data de junho de 2018 excetuando
a Codium Tomentosum que foi fornecida pela empresa Algaplus.

Apds a rececdo do material fresco foi limpo e separado de outros compostos, essencialmente,
outras espécies e areia. De seguida, foi seco a 40°C no secador de tabuleiros, moido e congelado no
Telstar Igloo (U445, Italia) a -20°C e posteriormente armazenado a temperatura ambiente até serem
extraidas.

Tabela 1- Descricdo do material biolégico por espécie, lote/ano, exemplar, origem e grupo.

Material bioldgi Lote/ I Ori Grupo de
ateria 10 OglCO ote/ano magem rlgem Macroalgas
Codium
tomentosum 2018 Empresa Algaplus Verde
Porphyra 2018 Praia de Pedras do. Vermelha
I Corgo, Leca da Palmeira
umbilicalis

(Aphotomarine, 2019)
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Castanha
Pelvetia 2018 Praia de Pedras do
liculat Corgo, Leca da Palmeira
canaliculata

Gelidium? 2018 Praia de Pedras do Vermelha

Corgo, Leca da Palmeira

(Pereira, Silva, & Costa,
Portuguese Seaweed
Website, 2008)

Praia de Pedras do Castanha

Fucus spirulis Junho de 2018 Corgo, Leca da Palmeira

Filetes de peixe

A espécie utilizada foi a Scomber Colias, comumente conhecida como cavala, foi recolhida na praia da
Riviera da Costa da Caparica na data de 25 de julho de 2019. Para se proceder ao acondicionamento
desta, comecou-se por lavar, esviscerar e cortar os lombos em por¢des 3x2 cm e prontamente colocou-
se a temperatura -18°C no congelador Electrolux (EUF2744A0X No frost, Suica) sem emergir nas

solucGes filmogénicas.

3.1. Procedimento de obtencao dos extratos das macroalgas

A biomassa seca e moida (50 g) foi extraida com 500 mL de dgua a temperatura ambiente, sob agitacdo
durante duas horas. Apds filtracdo da mistura, recolheu-se o filtrado que foi congelado a -80°C e

liofilizado no liofilizador de bancada Labogene (Collsafe 55-4, Espanha) para remocdo da agua.

256 se classificou quanto ao género
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3.2. Caracterizacao dos extratos de macroalgas

Os extratos obtidos foram identificados de acordo com a tabela 2 e caracterizados em termos de teor
de hidratos de carbono, fendis totais, atividade antioxidante (FRAP, DPPH, ABTS), de acordo com os
procedimentos descrito a seguir, anexo 11. Para todas as metodologias foram efetuados triplicados.

Tabela 2- Identificacdo dos extratos de macroalgas

Abreviaturas Designagao
E1 Extrato aquoso de Codium tomentosum
E; Extrato aquoso de Codium tomentosum obtido a partir de biomassa previamente

extraida com etanol.

Es Extrato aquoso de Porphyra umbilicalis
Es Extrato aquoso de Pelvetia canaliculata
Es Extrato aquoso de Gelidium

Es Extrato aquoso de Fucus spirulis

3.2.1. Quantificagéo dos Compostos fendlicos — Método direto
Com o intuito de contabilizar os compostos fendlicos recorreu-se ao método segundo Ribereau-Gayon,
Glories, Maujean, & Dubourdieu (2006). Pesou-se 1 mg de cada extrato para baldes volumétricos de 10
mL e perfez-se o volume com agua destilada. Para uma melhor homogeneizacao levou-se as amostras
a ultrassons Elma Transsonic T700 (ProfiLab24, Alemanha) durante 10 minutos e posteriormente ao
vortex VV3 (VWR, Portugal) 10 segundos, velocidade 3.

Posteriormente, levou-se as amostras a centrifuga Z383 K (HermLe, Alemanha) durante 10 min
a velocidade 10.000 rpm a temperatura de 16°C. Por fim, retirou-se o sobrenadante e colocou-se em
cuvettes de quartzo para se proceder a medicdo das absorvancia no espectrofotémetro UV 4 (Unicam,
Portugal) a A=280 nm com o programa de leitura Vision versdo 3.31. O branco é feito com agua
nanopura.

Curva de calibracdo com o EAG para o método Compostos fendlicos

Com o intuito de se obter a curva de calibracao dos compostos fendlicos, que se encontra no Anexo 1V,
utilizou-se o reagente Acido Galico (Acros organics) como padrdo. Assim, prepararam-se as solugées de
em dgua com concentracdes finais entre 100 a 1000 pM.

3.2.2. Determinagdo dos Agucares totais- Método de Dubois ou fenol sulfurico

Os acucares presentes nas macroalgas marinhas sdo: xiloses, manoses, glucose, celulose, arabinose,

fucose, acido galacturico, galactose. Os acglcares simples, oligossacdridos, polissacaridos e seus
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derivados, incluindo os éteres metilicos com grupos redutores livres ou potencialmente livres,
apresentam uma cor amarelo alaranjado quando tratados com fenol e acido sulfdrico concentrado
(Fiset, Liefer, Irwin, & Finkel, 2017). O teor de acglcares solUveis totais dos extratos de macroalgas foi
determinado pelo Método de Dubois ou fenol sulfurico, adaptado (Wei, Xi, Wang, & Chu, 2010).
Pesaram-se numa balanca analitica 10 mg de extrato para um baldo volumétrico de 10 mL e perfez-se
o volume com dgua destilada. Para uma melhor solubilizacdo, levaram-se as amostras ao vortex durante
1 min, velocidade 4. Posteriormente, retirou-se 0,5 mL de cada uma das solu¢Ges preparadas para tubos
de ebuli¢do e adicionou-se uma solugdo Fenol (5%) (25 gem 0,5 L dgua) e de acido sulfurico (96%) (250
mL) levou-se ao vértex durante 30 segundos, velocidade 4 3. O aquecimento dos tubos resultou apenas
da adicdo do HCl e da solugdo de Fenol. Para uma maior celeridade do processo, deixou-se os tubos de
ebulicdo arrefecer em agua fria até ficarem a temperatura ambiente. No final, mediu-se a absorvancia
no espectrofotometro a A=490 nm. O branco foi feito com agua destilada.

Curva de calibracdo do padrdo para o método Dubois

Para a aquisicdo da curva de calibracdo do método de Dubois, no Anexo V, usou-se o reagente malto-
dextrina (Sigma Aldrich) como padrdo. Desta forma, para obter a curva, prepararam-se diferentes
solugdes padrdo de malto-dextrina com Fenol (5%) e dcido Sulfurico (96%), com concentragGes de 200

ug/mL a 1000 pg/mL. O procedimento foi realizado em triplicado.

3.2.3. Determinagdo da Atividade antioxidante total
Os métodos usados para determinar a quantidade de antioxidantes nos extratos atuam de maneiras

diferentes, contabilizam diferentes analitos na solucdo e sdo medidos no espetrofotémetro.

3.2.3.1. Pela captura do radical livre de DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante dos extratos de macroalgas pelo método de captura do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), foi efetuada de acordo com Rufino et al. (2007). O DPPH
apresenta uma coloracdo roxa escura, contudo devido a acdo de um antioxidante ou quando o radical
o DPPH é reduzido, forma 2,2 difenil-1-picril-hidrazina adquirindo uma coloragao amarela, podendo a
mesma ser controlada pelo decréscimo da absorvancia (Rufino M. D., et al., 2007).

Preparou-se uma solucdo mae de DPPH 0,6 mM, por dissolucdo de 24 mg de DPPH (Sigma
Aldrich) em metanol (Sigma Aldrich) até volume final de 100,0 mL (baldo volumétrico). Esta solucdo foi
mantida no frio ao abrigo da luz. A solucdo didria de DPPH foi obtida por diluicdo da solucdo mae (10mL)
com metanol (40 mL) e determinou-se a respetiva absorvancia a A=515 nm (que deveria ser inferior a

1,1), num espectrofotometro UV 4 (Unicam, Portugal) com o programa de leitura Vision versdo 3.31

3 Este passo experimental é efetuado na hotte
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usando-se agua como branco. Preparam-se, em tubos de Falcon, solu¢®es dos extratos a analisar por
dissolucdo de 10 mg (medidos rigorosamente) de extrato em 1 mL solvente (H,0) e levaram-se os tubos
ao vortex Mixer (Velp Cientifica, Italia) durante 1 minuto. As solugdes Es, E4 e Ec foram colocadas num
banho de ultrassons Elma Transsonic T700 (ProfiLab24, Alemanha) (5 min) para uma melhor dissolugéo.
De forma a avaliar a capacidade antioxidante dos extratos, adicionou-se 100 pL extrato a 3,9 mL de
solucdo didria de DPPH em tubos de ensaio. Simultaneamente, preparou-se a solucdo referéncia — o
branco (radical) com 0,1 mL de metanol e 3,9 mL de DPPH. Apds, agitaram-se as misturas num vortex
Mixer (Velp Cientifica, Itdlia) durante 1 minuto e deixou-se reagir no escuro durante 40 minutos. Apds
esse tempo, mediu-se a absorvancia das amostras e do branco com o programa de leitura Vision versao
3.31 através do espectrofotometro UV 4 (Unicam, Portugal) a A=515 nm. De forma a proceder a leitura
da absorvancia das amostras calibrou-se o equipamento com metanol.

A partir dos valores de absorvancia obtidos foi calculado o RSA (Radical Scavenging Activity)

expresso em percentagem, através da equagdo 1:

Abs ical— Abs i
RSA = radical extrato+radical X 100 (1)
AbSradical

Onde:
RSA (%) — designa um quociente, no qual o numerador é dado pela diferenca da absorvancia do radical
e a absorvancia do extrato com o radical e no denominador a absorvancia do radical. Este parametro é
expresso em percentagem, sendo o quociente multiplicado por 100.
Abs- Denomina absorvancia, parametro adimensional, que consiste na medida da intensidade de luz
absorvida por uma solucdo corada pela reducdao da medida da intensidade da luz transmitida. Note-se
gue a absorvancia ndo é uma quantidade medida diretamente, mas é obtida através de um calculo
matematico a partir dos valores de transmitancia.

Os resultados da atividade antioxidante referente as amostras foram expressos em valores de
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidante Capacity) (Equacdo 2), que corresponde a capacidade antioxidante

de um composto, em termos de umol de trolox/ mg de extrato.

umol de trolox

TEAC = (2)

mg de extrato
Onde:
TEAC (umol de Trolox/ mg de extrato) — E expresso pelo quociente do nimero de mol (umol de Trolox)

pela quantidade ou massa de extrato (mg).

Curva de calibracdo com o Trolox para o método DPPH

De forma a converter o valor de RSA das amostras em trolox foi elaborada uma curva de calibracdo

utilizando o reagente trolox (Acros organics) como padrdo. Apresentando-se no Anexo | a respetiva
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curva. Para a elaboracdo desta, foram preparadas diferentes solucdes de trolox em etanol com
concentracdes entre 100 uM a 2000 uM, de forma a reagir com o DPPH, utilizando o procedimento

acima mencionado para as amostras. O procedimento foi realizado em triplicado.

3.2.3.2. Pela redugdo do ferro- FRAP

O FRAP baseia-se na formacao do ido Fe**(forma ferrosa) a partir da reducdo do ido Fe*(forma
férrica) presente no complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ). Quando a reducdo sucedesse, ha uma
alteracdo na tonalidade da solucdo, passando de roxo claro a um roxo mais intenso (Antolovich,
Prenzler, Patsalides, McDonald, & Robards, 2002).

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do FRAP foi determinada de acordo com o
descrito por (Rufino M. d., et al., 2006). O reagente FRAP foi obtido a partir da mistura de trés solucdes:
25 mL solucdo de tampdo acetato (Sigma Aldrich) 0,3 M com pH 3,6; 2,5 mL de solucdo TPTZ (2,4,6-Tris
(2-piridil) -s-triazina) (Sigma Aldrich) 10 mM; e 2,5 mL de cloreto férrico (FeCls) (Pancreae) 20 mM. As
solucGes dos extratos a analisar foram preparadas em tubos de Falcon por diluicdo de 5 mg (pesados
rigorosamente) em 1,00 mL de 4gua. A reagdo de cor foi feita em tubo de ensaio por adi¢do de 45 uL
de extrato, 45 ulL do solvente de extracdo (H,0), 2,7 mL de reagente FRAP e 0,27 mL H,0O. Para a
preparagdo do branco adicionaram-se 2,7 mLde FRAP; 0,27 mL de dgua destilada e 90 uL de H,0. Depois
os tubos de ensaio foram agitados e colocados durante trinta minutos em banho-maria Labortechnik
(Kottermann, Alemanha) a 37°C com agitacdo e cobertos com folha de aluminio.

De seguida, foi medida a absorvancia a A=515 nm das solucGes preparadas num
espectrofotdmetro UV 4 (Unicam, Portugal) com o programa de leitura Vision versdo 3.31 A atividade
antioxidante das amostras foi expressa através do TEAC (Equacdo 2).

Curva de calibracdo com o Trolox para o método FRAP

A partir de solucdes padrao de trolox de concentragdes entre 100 uM a 2000 pM, tratadas nas mesmas
condig¢®es das amostras, construiu-se uma curva de calibracdo Abs a 515 nm versus concentracdo de
trolox (ver anexo 2). A atividade antioxidante das amostras foi expressa em equivalentes de pumol de

trolox por mg de extrato (TEAC). Todos os procedimentos foram realizados em triplicado.
3.2.3.3. Pela captura do radical livre de ABTS

Um dos métodos recorrentes para medir atividade antioxidante é através da captura do radical 2,2'-
azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) conhecido como ABTS. Quando se da a estabilizagédo
do radical ABTS * por um antioxidante e a formacdo de persulfato de potdssio(K2SOs), a solucdo muda
da cor verde escura para verde clara. A determinacdo da atividade antioxidante dos extratos pelo

método do radical ABTS foi realizada de acordo com o descrito por (Rufino M. D., et al., 2007).
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Preparou-se uma solucdo do radical de ABTS * (Sigma Aldrich) por adicdo de 5 mL de uma
solucdo Mde 7 mM de ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) com 88 pulL de
solucdo de persulfato de potassio (K25,0s) (Pancreae) 140 mM. Esta solucdo foi mantida durante 16h e
a temperatura ambiente no escuro. Apds este periodo, a solucdo do radical ABTS * foi diluida em
metanol (cerca de 2 mL de radical ABTS " para 120 mL metanol) até que se obter uma absorvancia de
0,700 £ 0,05 a A=734 nm com o programa de leitura Vision versdo 3.31. O branco foi feito com metanol.

Posteriormente, em ambiente escuro misturou-se 15 plL extrato com 15 pl solvente (H,0), com
3 mL de solucdo de radical de ABTS * em tubos de ensaio. Ao mesmo tempo preparou-se a solugédo
referéncia através de 3 mL de ABTS com 30 puL de H,0. De seguida, levaram-se as amostras ao vortex
VV3 (VWR, Portugal) por 30 segundos, velocidade 4, para homogeneizar. Apds 6 min, fez-se as leituras
da absorvéncia a A=734 nm no espectrofotdmetro UV-Vis 4 (Unicam, Portugal) com o programa de
leitura Vision versdo 3.31. O zero do equipamento foi preparado com agua.

Com base nos valores de absorvancia obtidos, calculou-se o RSA (Radical Scavenging Activity) expresso
em percentagem por aplicacdo da equacdo 1.

A atividade antioxidante das amostras foi expressa em TEAC (umol de trolox por mg de extrato) com
base na curva de calibragdao construida com solu¢des de trolox de concentra¢des entre 250 a 2000 uM,
tratadas nas mesmas condicGes acima descritas de forma a reagir com o ABTS (anexo ll1).

Curva de calibracdo com o Trolox para o método ABTS

Com o intuito de se obter a curva de calibracdo do ABTS, que se encontra no Anexo Ill, também se
utilizou o reagente Trolox (Acros organics) como padrdo tal como no caso do DPPH e FRAP. Assim,
prepararam-se as solucdes de trolox em etanol com concentragdes finais entre 250 a 2000 uM nas

mesmas condi¢cbes acima descritas de forma a reagir com o ABTS.

3.2.4. Capacidade de formagéo de peliculas

Na segunda etapa comeca-se por testar varios tipos de formulacdes e a base da constituicdo das
solugdes filmogénicas sdao hidrocoldides. Para a preparacdo das peliculas e é indispensavel a adicdo de
um plastificante, por exemplo o glicerol, para evitar que fique quebradico. Os plastificantes sdo aditivos
gue, proporcionam mobilidade molecular e flexibilidade das peliculas em func¢ado da interagdo com as
cadeias dos hidrocoldides (Garcia, Coelho, & Silva, 2016).

Nas tabelas 3,4 e 5 estdo as formulacdes selecionadas e testadas, das peliculas com as

abreviaturas correspondentes.

3.3. Preparacdo e caracterizacdo de peliculas bioativas

A preparacdo das peliculas e a caracterizacdo das mesmas esta esquematizada no anexo 11.
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3.3.1. Preparagdo de peliculas utilizando diretamente os extratos macroalgas

Apesar da primeira metodologia do trabalho experimental ser a caracterizacao dos extratos foi-se testar
primeiramente se formavam peliculas, para perceber quais os extratos a utilizar, bem como o método
de producdo das mesmas. Primeiramente, testaram-se as formulacdes da tabela 3, onde se encontram
apresentadas as quantidades de solvente, plastificante e extrato misturadas a temperatura ambiente.
Variou-se o tipo de extrato adicionado, mantendo sempre a quantidade de glicerol a 30% (massa de
glicerol/massa extrato).

Tabela 3- Solugdes filmogénicas a partir de extratos de Macroalgas da tabela 1.

Legenda: Extratol- Codium tomentosum, Extrato 2 - Codium tomentosum?*, Extrato 3 - Porphyra umbilicalis, Extrato 4 -

Pelvetia canaliculata, Extrato 5 - Gelidium, Extrato 6 - Fucus spirulis.

Quantidade de Quantidade de

Quantidade de Concentragao
Extratos solvente — plastificante -
extrato (g) de extrato (%)
H,O(g) Glicerol(g)

1 0,19 19,91 0,08 1

2 0,19 19,96 0,08 1

3 0,11 9,94 0,04 2

4 0,05 5,06 0,04 4

5 0,11 9,97 0,04 2

6 0,05 5,01 0,06 4

Subsequentemente, testou-se a juncdo das solugdes dos extratos 1 e 2 aproveitando assim o material
biolégico, duplicando-se assim a concentracdo de extrato na solucdo filmogénica. As amostras 1 e 2
puseram-se para uma soO caixa de petri aumentando a concentragdo global para 2% de extrato. Para
retirar o conteldo das amostras 1 e 2 das caixas de Petri utilizou-se um volume de 20 mL de H,0 para
facilitar a extragdo. A producdo desta pelicula com uma concentracdo de 2% de extrato foi feita a
quente(80°C) para uma melhor homogeneizacdo da solucdo.

A formulacdo da solucdo filmogénica esta descrita na tabela 4 com as respetivas quantidades.

Tabela 4 — Solucédo filmogénica a partir dos extratos da Amostra 1 + 2 ficando com 2% extrato.

Legenda: Extratol- Codium tomentosum, Extrato 2 - Codium tomentosum*
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Quantidade de Quantidade de
Quantidade de Concentragao
Extratos solvente — plastificante -
extrato (g) de extrato (%)
H,O(g) Glicerol(g)
1+2 0,38 19,93 0,17 2

Prepararam-se ainda mais trés solucdes filmogénicas, dado que nenhuma das anteriores formou
pelicula, cujas as caracteristicas estdo descritas na tabela 5.
Tabela 5- A amostra Y representa a solugdo filmogénica com alginato, a Z a solucgdo filmogénica do extrato

1a5%eaW asolucdo filmogénica do extrato 1 a 10%.

Legenda: Amostra Y- Alginato, Amostra Z- Codium tomentosum a 5%, Amostra W- Codium tomentosum a 10%.

Quantidade de solvente Quantidade de
Amostras Quantidade de extrato (g)
—H,0 (g) plastificante (g)
Y 0,20 20,16 0,09
Z 0,50 10,02 0,15
W 0,98 9,96 0,29

1% de alginato (m/m solugdo) + 30% de glicerol (m/m alginato) + 20 mL H,O =>Amostra Y
5% de Codium tomentosum (E1) + 30% de glicerol (m/m extrato) + 10 mL H,O =>Amostra Z

10% de Codium tomentosum (E1) + 30% de glicerol (m/m extrato) + 10 mL H.0 >Amostra W

3.3.2. Preparagdo de peliculas bioativas a base de alginato e gelatina de peixe

Na tabela 6 estdo apresentadas as solucGes filmogénicas escolhidas para aplicar nos filetes de peixe.
Foram preparadas por dissolucdo do extrato em dgua destilada, de seguida adicionando-se o glicerol, e
por fim o polimero sob agitacdo magnética (Advanced Vortex Mixer, Velp Cientifica, Itdlia) na velocidade
4 durante 3,5h até ficarem homogéneas. No caso em estudo as percentagens incorporadas do
plastificante no caso das peliculas de alginato foram 30%(v/v) e no caso da gelatina de peixe foram
20%(v/v). Por fim, transferiu-se as solu¢Bes para caixas de Petri (9 cm de didmetro) devidamente
identificadas para depois levar a Estufa WTC (Binder, EUA) a 40°C durante 48h. Para cada ensaio,
preparou-se cerca de 18 caixas de petri (triplicado de cada solucdo filmogénica) de forma a obter
peliculas suficientes para realizar todos os testes de caracterizacao.

Tabela 6 - Abreviaturas/Siglas das formulacGes selecionadas

Formulagdo dos revestimentos Abreviatura
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1% de alginato (m/m solucdo), 30% de glicerol (m/m alginato), 15 mL H,0. Alg
1% de alginato (m/m solucdo), 30% de glicerol (m/m alginato), 15 mL H,0, 30% (m/m AlgE;
alginato) de extrato 1 — Codium tomentosum.
1% de alginato (m/m solucdo), 30% de glicerol (m/m alginato), 15 mL H,0, 30% (m/m AlgEs

alginato) de extrato 6 — Fucus spirulis.

5% de gelatina de peixe (m/m solugdo), 20% de glicerol (m/m gelatina de peixe), 15 Gel
mL H,0.
5% de gelatina de peixe (m/m solugdo), 20% de glicerol (m/m gelatina de peixe), 15 GelE;

mL H,0, 30% (m/m gelatina de peixe) de extrato 1 — Codium tomentosum.
5% de gelatina de peixe (m/m solugdo), 20% de glicerol (m/m gelatina de peixe), 15 GelEs

mL H,0, 30% (m/m gelatina de peixe) de extrato 6 — Fucus spirulis.

3.3.3. Determinag¢éo da atividade antioxidante das peliculas bioativas

Os antioxidantes presentes nas macroalgas marinhas sdo compostos bioativos que desempenham um
papel indispensavel na prevencdo de doencas associadas ao envelhecimento das células, defendendo-

as contra os danos oxidativos (Youngson, 1995).
3.3.1.1. Pela redugdo do ferro- FRAP

Para a determinacdo da atividade antioxidante nas peliculas usou-se a mesma metodologia descrita no
ponto 3.2.3.2., diferindo apenas no tipo de amostra. Visto que, nesta etapa ja ndo se labora com extrato,
mas peliculas, colocando uma area de 3x1 (cm), cerca de 4 mg no caso da gelatina de peixe e 1,6 mg

nas de alginato, aproximadamente nos tubos de ensaio em vez dos 45 plL de extrato.
3.3.1.2. Pela captura do radical livre ABTS

Para a determinacdo da atividade antioxidante nas peliculas usou-se a mesma metodologia descrita no
ponto 3.2.3.3., diferindo apenas no tipo de amostra. Visto que, nesta etapa ja ndo se labora com extrato,
mas peliculas, colocando uma area de 3x1 (cm), cerca de 4 mg no caso da gelatina de peixe e 1,6 mg

nas de alginato, nos tubos de ensaio em vez dos 15 ulL extrato.

3.3.2. Medigéo da cor

Para a determinacdo da cor, utilizou-se um colorimetro Minolta Chroma Meter CR-400 (Minolta, Japao)
que fornece parametros da cor (L*, a* e b*). Antes de se efetuarem as medicdes, calibrou-se o
colorimetro com um padrdo branco e foram efetuadas quatro medicdes dos triplicados de cada pelicula

nas mesmas condicdes de luminosidade (luz artificial).
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O modelo utilizado foi o CIELAB que circunscreve trés coordenadas tridimensionais: L*, a* e b*.
O Ldiz respeito a luminosidade (varia entre 0 e 100%, correspondendo o 0 ao preto e o 100 ao branco).
O a* e 0 b* dizem respeito ao croma (o seu valor varia entre -60 e +60) onde o a* indica-nos o valor
associado ao vermelho/verde e 0 b* o valor associado ao amarelo/azul (X- rite, 2007).

Este modelo tridimensional pode ser retratado esquematicamente como na Figura 1: o L*
encontra-se representado no eixo vertical, enquanto que o a* e o b* se encontram representados nos

eixos horizontais. O ponto central (0,0,0) representa o cinzento (X- rite, 2007).

8g=

-0

Blue
b
270"

Figura 6- Representacdo esquematica do modelo CIELAB (X- rite, 2007)
Pode-se ainda obter outros dois parametros a partir deste modelo: o C* (saturacdo da cor) e o h®(matiz
da cor) (X- rite, 2007).

C*=(a*? + b*?) (4)
Onde:
C*- Croma ou saturacdo da cor expresso de acordo com o modelo CIELAB
a*- Denomina um valor que varia (eixo horizontal) entre a tonalidade vermelho a verde (+60 a -60),
expresso de acordo com o modelo CIELAB
b*- Denomina um valor que varia (eixo vertical) entre a tonalidade amarelo a azul (+60 a -60), expresso
de acordo com o modelo CIELAB
h°= arctan(b*/a*) (5)
Onde:
h° - angulo (graus ou radianos) formado entre o pardmetro a* e b* de acordo com o modelo CIELAB
a*- Denomina um valor que varia (eixo horizontal) entre a tonalidade vermelho a verde (+60 a -60),

expresso de acordo com o modelo CIELAB
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b*- Denomina um valor que varia (eixo vertical) entre a tonalidade amarelo a azul (+60 a -60), expresso
de acordo com o modelo CIELAB
Repare-se que a equacdo 3 esta simplificada devido as unidades (radianos), para converté-la para graus

€ necessario examinar os parametros a* e b* para escolher a equacdo a usar (X- rite, 2007).

h® = arctan(b“/a*) 180/x, se a* >0 e b*>0 (6)
h® = arctan(b*/a*) 130/5 + 180, se a*<0 (7)
h® = arctan(b*/a*) 180/n + 360, se a* >0 e b*< 0 (8)

3.3.3. Procedimento da medigéo espessura

Apds a total secagem das peliculas, retiram-se cuidadosamente das caixas de petri com auxilio de uma
pinca e uma espatula. Mediu-se a espessura das peliculas com o auxilio micrometro digital (Digimic IP

54, Mitutoyo, Japao).
3.4. Aplicacdo de revestimentos comestiveis a filetes de cavala sujeitos a fritura

3.4.1. Preparagdo das amostras
Para proceder a aplicacdo das solucdes filmogénicas a matriz da cavala cortou-se os lombos da cavala
com as seguintes propor¢des 3x2 cm de e prontamente colocou-se a temperatura -18°C no congelador
Electrolux (EUF2744A0X No frost, Suica) acondicionadas e devidamente identificadas.

Paralelamente, preparou-se as solucdes filmogénicas, para depois os filetes da cavala serem
imersos nessas mesmas solucdes e de seguida serem fritos em dleo (girassol e colza). Note-se que ha,
mesmo numero, amostras de peixe que serdo fritas sem os revestimentos e de peixe fresco que ndo

sera frito, como método de comparacao.

3.4.2. Processo de Fritura
No processo de fritura colocaram-se seis amostras (filetes de cavala) submersas em cada tipo de solucdo
(descritas na tabela 6) em tempos iguais (30 segundos), ndo esquecer que ha um lote de 6 amostras
gue serao fritos sem adicdo da solugdo filmogénica e um outro lote de peixe fresco que nao sera frito
(padrdo).

A seguir, os filetes de cada lote foram fritos em simultdneo, durante 2 minutos e 30 segundos,
em oleo (girassol e colza) previamente aquecido a temperatura de 180°C, numa fritadeira elétrica Tefal
(FR804015, Francga). Apds a fritura, deixou-se escorrer o excesso de dleo dos filetes, durante 4 minutos,

para o papel absorvente.

44



Revestimentos comestiveis com incorporacdo de extratos de macroalgas para aplicacao em filetes de
peixe sujeitos a fritura

Entre as frituras, o 6leo usado foi descartado, a fritadeira foi devidamente lavada e seca e cheia
com o6leo novo. Procedeu-se ainda a fritura de um lote de filetes sem adicdo de qualquer solucdao
filmogénica.

No final, as amostras do peixe frito com e sem revestimento foram acondicionadas, etiquetadas e
colocadas no congelador Electrolux (EUF2744A0X No frost, Suica) a -180°C. Em paralelo, congelaram-

se também 6 filetes de peixe cru para posterior analise.

3.4.3. Caracterizagdo dos filetes de cavala antes e apds fritura
Os hidrocoldides sdo vastamente aplicados em inUmeros produtos alimentares e verificou-se que
executam um papel adicional apto de impedir a absorcdo excessiva de dleo durante o processo de
fritura. Este composto também tem propriedades de barreira aos gases e humidade quando fabricado
com a finalidade de revestimento. Como estes polimeros sdo altamente hidrofilicos e apresentam
apenas uma permeabilidade limitada a humidade, enquanto como barreiras a gases sdo muito eficazes
e protegem contra a oxidacdo lipidica(Porta, et al., 2012).

Antes de iniciar o estudo acerca absorcado e alteracdo do perfil de gordura é fulcral a preparacao

das amostras.

3.4.3.1. Determinagdo do teor de lipidos totais
Os lipidos exercem multiplas funcdes bioldgicas essenciais nos organismos vivos, designadamente,
armazenamento e transporte de energia, formacdo de membranas celulares e manutencao da sua
integridade estrutural, fornecimento de acidos gordos essenciais para as estruturas celulares e para a
sintese das prostaglandinas e transporte de vitaminas lipossoltveis (Ipma, 2019).

O teor de lipidos totais das 8 amostras de cavala (filetes crus; filetes fritos sem revestimento;
Filetes fritos apds revestimento com cada uma das solugdes filmogénicas) foi determinado por
gravimetria pelo método de Folch (Folch , Lees, & Sloane, 1957), adaptado tal como descrito por
(Cherian, Holsonbake, & Goeger, 2002) (Iverson, Lang, & Cooper, 2001).

Primeiramente o peixe de cada lote foi triturado ainda congelado, numa picadora Flama (Picatti
1705 Fl, Portugal) e depois dividido em trés porgdes (triplicado). De cada uma das porgdes, retirou-se
uma amostra de massa conhecida (aproximadamente 1 g) para tubos de Falcon devidamente
identificados e adicionaram-se 5 mL de reagente Folch (CHCls: MeOH, 2:1) (Charlotte,NC, USA). A
mistura foi homogeneizada durante 1 min (Pellet Mixer, VWR, Portugal) e adicionaram-se mais 5 mL de
solucdo Folch. Posteriormente, agitou-se a mistura no vortex VV3 (VWR, Portugal) durante 5 min,
velocidade 5, adicionou-se 1,2 mL de NaCl a 0,8%. e voltou-se a homogeneizar no vértex por 2 min,

velocidade 4.
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Em seguida, as amostras foram centrifugadas Centrifuge 5810 R (Eppendorf, Alemanha) a 6000
rom durante 10 min a 4°C de forma a promover a separacdo de fases. A seguir, recolheu-se
cuidadosamente a fase inferior (cloroférmio, mais densa) com uma pipeta Pasteur de vidro e filtrou-se
através de uma coluna de sulfato de sddio anidro (preparada numa ponta de uma micropipeta de 10
mL com algoddo no fundo) para um baldo periforme previamente tarado. Para aumentar o rendimento
da extracdo, adicionaram-se mais 5 mL de CHCl; a mistura restante e repetiu-se a homogeneizagdao no
vortex e a centrifugacdo. Depois retirou-se a restante fase de cloroférmio para o baldo periforme. No
fim, evaporou-se o solvente sob baixa pressdo num rotavapor Laborota 4000 (Heidolph, Alemanha) e
levou-se a estufa a 50°C até peso constante. O teor de lipidos das amostras foi expresso em

percentagem e calculado por aplicacdo da equacgao 9.

Lipidos totais(%) = % x 100 (9)

Onde:
mi — massa em gramas do baldo periforme com a gordura das amostras
mz- massa em gramas do baldo periforme sem amostra(vazio)

M3- Massa em gramas da amostra

3.4.3.2. Caracterizagao do perfil de acidos gordos dos filetes de cavala

Para a analise do perfil de acidos gordos dos filetes de cavala, procedeu-se a transmetilacdo direta das
amostras de cada lote (filetes crus; filetes fritos sem revestimento; Filetes fritos apds revestimento com
cada uma das solucGes filmogénicas) de acordo com (Fernandez et al. ., 2015).

Para tubos de ensaio, pesaram-se rigorosamente 50 mg de cada amostra (em triplicado) e
adicionaram-se 2 mL de uma solugdo de H,SO4 a 2% (v / v) em metanol.

Em seguida, os tubos foram bem fechados e colocados num banho a 80 °C Labortechnik
(Kottermann, Alemanha) durante 2 horas. Apds arrefecimento até a temperatura ambiente, foram
adicionados 1 mL de dgua destilada e 2 mL de hexano a cada tubo, a mistura foi agitada no vértex VV3
(VWR, Portugal) durante 1 min velocidade 4, e centrifugada Centrifuge 5810 R (Eppendorf, Alemanha)
a 1000 rpm durante 5 min a 4°C. No fim, transferiu-se cuidadosamente um volume conhecido da
camada de hexano contendo os esteres metilicos dos &cidos gordos (FAMEs) para frascos de
cromatografia gasosa aos quais se adicionou padrdo interno (C17 FAME 514 pg/mL em hexano). As
propor¢cdes das amostra e padrdo interno foram: 20 pL + 600 uL amostra crua e 100 pL + 500 pL
amostras fritas.

A anadlise cromatografica foi realizada no cromatdgrafo gasoso (GC) Finnigan Ultra Trace

equipado com coluna capilar Thermo TR-FAME (60 m x 0,25 mm ID, 0,25 um de espessura da
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membrana), um auto sampler AS 3000 da Thermo Electron Corporation e um detetor de ionizacdo de
chama (FID).

As temperaturas do detetor e do injetor (em modo splitless) foram respetivamente de 250 e
280 °C. Programa de temperatura do forno: 100 °C por 1 min, aumento de 10°C / min a 160 °C
(permanece por 10 min), segundo aumento de 4 °C / min a 235 °C (durante 10 min). Gas de arraste:
hélio a um fluxo de 1,5 mL / min. Ar e hidrogénio foram fornecidos ao detetor com fluxos de 350 e 35
mL / min, respetivamente. O software Xcalibur foi usado para controlar o instrumento, aquisicdo de
dados e analise dos dados (integracdo, tempos de retencdo e areas de pico). Os acidos gordos presentes
nas amostras foram identificados por comparagao dos tempos de retencdo dos respetivos FAMES com
o dos componentes da mistura Supelco 37 (Sigma-Aldrich, lote LRAB8645). A quantificacdo dos acidos
gordos presentes nas amostras, foi efetuada pelo método do padrdo interno de acordo com a equacdo

10:

[PIx]x Areay
Areapg

[AGy] = (10)

Onde:

[AG4] - concentracdo na solugdo analisada (ug/mL) de cada um dos componentes detetados na
amostra.

[PI] - concentracdo (ug/mL) do padrdo interno na solugdo analisada

Areay - valor absoluto da area do pico correspondente ao componente x

Areap, - valor absoluto da area do pico correspondente ao padrdo interno

3.4.3.3. Determinagdo do indice de acido tiobarbittrico (TBA)
A determinacdo do TBA permite avaliar a qualidade do pescado, por quantificacdo do malonaldeido, um
dos principais produtos da decomposicdo dos hidroperdxidos de dcidos gordos polinsaturados, formado
durante o processo oxidativo da gordura do pescado (NP 3356, 1990). A rancificacdo € um problema
nos peixes gordos associados principalmente quando acondicionados no frio ou armazenamento a seco.
Geralmente, os produtos primarios da oxidacdo de acidos gordos (hidroperodxidos lipidicos) ndo tém
impacto no flavour e sdo mensurados de acordo com os perdxidos. Por norma, os produtos procedentes
da oxidagdo secundaria, derivados da decomposicdo desses hidroperdxidos lipidicos, originam sabores
rancosos e aromas. A taxa de formacdo de hidroperdxido esta correlacionada com a oxidacao lipidica
em seus estagios iniciais. Compostos como os aldeidos, cetonas sdo os produtos secundarios que se
formam a medida que os hidroperdxidos reagem (Dehghani, Regenstein , & Hosseini, 2017).

Os radicais livres do oxigénio, com os seus eletrdes ndo pareados, podem “atacar” e prejudicar,
guase todas as moléculas encontradas no organismo (Youngson, 1995). A carne presente no pescado

contem uma fonte essencial de proteinas, vitaminas, minerais e lipidos. No entanto, este género
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alimenticio é muito perecivel mais que a carne de frango ou carne de bovino e suino devido aos
aminodcidos livres de bases azotadas e acidos gordos insaturados. Os acidos gordos polinsaturados
contidos no pescado torna este alimento suscetivel a oxidacdo, levando a formacdo de perdéxidos e
metabolitos secunddrios provenientes destes, nomeadamente aldeidos, cetonas, 4dlcoois,
hidrocarbonetos e dcidos podendo ser contabilizados através do indice de TBA (Bertolin, et al., 2009).0s
antioxidantes presentes nas macroalgas podem atuar como “conservantes naturais” e impedir a
deterioracdo do produto durante o armazenamento, em particular na forma de ranco devido a oxidacao
de acidos gordos insaturados em, por exemplo, produtos alimenticios (Hermund, 2018). Para a
determinacdo do TBA usou-se como método de referencia NP 3356 (1990). Pesaram-se rigorosamente,
para tubos de Falcon devidamente identificados, 5 g de cada uma das amostras (em triplicado). Depois,
adicionou-se 10,0 mL (Ve) de solugdo A (4cido tricloroacético a 7,5% (m/v), 0,1% de EDTA e 0,1% de
galato de propilo) EDTA e homogeneizou-se no vértex durante 5 minutos, velocidade 4. Seguidamente,
centrifugou-se de modo a obter um sobrenadante limpido. Para os tubos de ebulicdo devidamente
identificados, colocou-se 0,1 mL de cada da amostra (volumes V1) mais 5,0 mL de solucdo A e levou-se
ao vortex VW3 (VWR, Portugal) cerca de 30 segundos, velocidade 5. Depois, adicionou-se 5,0 mL de
solugdo TBA (solucdo de acido tiobarbiturico (TBA) a 0.02 mol/L) a cada tubo de ebulicdo, fechou-se os
tubos e homogeneizou-se no vértex VV3 (VWR, Portugal) durante 1 min, velocidade 4. Prontamente,
colocaram-se os tubos em banho-maria Labortechnik (Kottermann, Alemanha) em &agua fervente
durante 40 min. No fim, deixaram-se os tubos de ebulicdo arrefecer a temperatura ambiente e leu-se
absorvancia no espectrofotdmetro Thermo Scientific (Unicam, Portugal) das solucdes a A=532 nm com
o programa de leitura Insight 2.

Preparou-se uma curva de calibracdo a partir de solugdes padrdo de 1,1,3,3- tetraetoxipropano
(TEP) de concentracdes entre 2x10° e 1x10® mol/L, que foram tratadas com soluc3o de TBA tal como
descrito para as amostras.
O indice de TBA foi expresso em mg de malonaldeido por Kg de amostra, e calculado a partir da seguinte

equagao 11:

(NDICE DE TBA = M(MA) X n (11)

X (VE X H
mX vl ( +m )

Onde:

M(MA)- Massa molar do malonaldeido =72,0636 g/mol

n — Quantidade de malonaldeido expressa em (umol) determinada por interpolagdo da curva de
calibracdo

Vi- Volume (mL) da toma colocada em cada tubo

m- Massa das amostras utilizadas (g)
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Ve —Volume (mL) de solucdo A usada na extragdo

H - Teor de Humidade da amostra (%)

3.4.3.4. Determinagdo do teor de humidade

Para a determinacao do teor de agua das amostras de peixe, seguiu-se um procedimento adaptado da
norma portuguesa (NP 2282, 1991). Pesou-se rigorosamente, para gobelés previamente tarados, de 1
g de cada amostra (em triplicado) e espalhou-se com uma vareta de vidro para aumentar a area de
contacto com a fonte de calor. Os gobelés com as amostras foram colocados a 105 °C durante 24 horas
(estufa WTC, Binder, EUA). Apds este periodo, retiraram-se os gobelés da estufa e colocaram-se no
exsicador durante 3 horas até atingir peso constante. O teor de humidade das amostras, expresso em

% (m/m), foi calculado pela equagdo 12:

HUMIDADE (%) = 7272 » 100 (12)
(my—m3)

Onde:
ms - massa do gobelé + amostra inicial (g);
mz - massa do gobelé + amostra seca (g);

ms - massa do gobelé (g)

3.6. Analise Estatistica

O delineamento experimental foi realizado com o recurso ao Software SPSS v26 (2018). As amostras
tratadas sdo independentes e com baixo nimero de réplicas (<30). Os resultados obtidos no estudo de
otimizacdo nomeadamente, dos antioxidantes, aclcares totais, compostos fendlicos, TBA, teor de
humidade e lipidos totais foram tratados estatisticamente de modo a averiguar diferencas
estatisticamente significativas, correlacdes. Antes de proceder a aplicacdo do teste é necessario
verificar trés condi¢cGes, nomeadamente:

1. Asamostras sdo retiradas de populacdes independentes (previamente arbitrado);

2. Adistribuicdo normal da varidvel X* (preditora- varidvel escalar) de acordo com os 6 tipos de

peliculas® (resposta- varidvel ordinal);

3. Asvariancias sdo homogéneas (inicialmente, admitiu-se que o nimero de observacdes em cada

nivel de um dos fatores é previamente fixado).

4 varia de acordo_com as varidveis utilizadas
5 varia de acordo_com as varidveis utilizadas
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Para testar se a distribuicdo é normal efetua-se o teste de Shapiro-Wilk, caso o teste primeiro falhe (p-
value<0,05) usa-se o teste de Kolmogorov-Smirnov como alternativa (Teste de Kolmogorov-Smirnov,
2020).

As Hipoteses para os testes de Normalidade sdo:

Ho - a varidvel X para as diferentes categorias (extratos, macroalgas e amostras) tém distribuicdo Normal
2\\.

(N(p,0));

Hi - a varidvel X para as diferentes categorias (extratos, macroalgas e amostras) ndo segue uma

distribuicdo Normal (N(u,c?));

Quando os pressupostos da segunda condicdo sdao cumpridos pode-se aplicar o ANOVA para

comparacao dos 6 tipos de peliculas quanto a varidvel X, onde recorre-se ao teste de Levene para a

homogeneidade de variancias e de Tukey para ver as comparacdes multiplas (Teste de Tukey, 2020).
ndo sdo homogéneas;

Com base no ANOVA analisou-se os efeitos das varidveis independentes e das intera¢des entre
elas nas variaveis dependentes, em funcdao do valor do p-value ou sig. para um intervalo de confianca
de 95%. Mediante a relagdo do p-value e o nivel de significancia pode-se rejeitar ou aceitar Ho, isto é:
p-value > o. = nao rejeicdo de Hp ao nivel o;
p-value <o, = rejeicdo de Hp ao nivel o;

Sempre que a segunda e a terceira condigdo ndo sao cumpridas tem de recorrer-se aos testes
ndo paramétricos, particularmente de Kruskal-Wallis para averiguar se ha diferencas estatisticamente
significativas ou ndo.

Também, se testou se havia correlacdes entre as varidveis, nomeadamente o TBA e peliculas
(FRAP e ABTS) através do coeficiente de correlagdo de Pearson, que mede o grau da correlacdo linear
entre duas varidveis quantitativas. E um indice adimensional com valores situados ente -1,0 < r < 1,0
gue demonstra a intensidade de uma relacdo linear entre dois conjuntos de dados. Este coeficiente
indica que (INF, 2000):

e r=1 -2>Significa uma correlagdo perfeita positiva entre as duas variaveis.

e r =-1 ->Significa uma correlacdo negativa perfeita entre as duas varidveis, ou seja, se uma
aumenta, a outra diminui e vice-versa.

e r =0 ->Significa que as duas varidveis ndo dependem linearmente uma da outra. No entanto,
pode existir uma outra dependéncia que seja "ndo linear". Assim, o resultado r=0 deve ser

investigado por outros meios.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacao dos extratos de macroalgas
Os métodos usados para a determinacdo dos antioxidantes sdo colorimétricos onde a alteracdo da cor

indica que houve reacdo no meio de solucao.

4.1.1. Quantificagéo dos Compostos fendlicos

Para a determinacdo da quantidade de compostos fendlicos presentes nos extratos de macroalgas foi
necessario recorrer a uma reta de calibracdo (anexo 4), determinando-se assim a quantidade em
estudo. Na figura 7 encontram-se representados os valores médios de compostos fendlicos obtidos pelo

método direto, sendo esta quantificacdo expressa em mg EAG/ mg de extrato.
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Figura 7- Compostos fendlicos dos extratos aquosos de macroalgas, determinados pelo método direto,
expressos em EAG (mg acido gdlico/mg de extrato). Os valores apresentados correspondem a média e desvio
padrdo dos resultados de trés ensaios independentes.
Como é possivel constar pela figura 7, os extratos que apresentam maior teor em compostos fendlicos
sd0, a Pelvetia 0,06 mg EAG/mg de extrato e a Fucus com 0,03 mg EAG/mg de extrato.

Os resultados obtidos experimentalmente, figura 7, foram de encontro com o expectavel visto
que, de acordo com Mekini’, et al. (2019) , as macroalgas com maior teor em compostos fendlicos foram
castanhas (Pelvetia e Fucus) face aos restantes, verdes e vermelhas. O valor obtido da Pelvetia (0,06 mg

EAG/mg de extrato) encontra-se perto da gama de valores apresentados em trabalhos similares,
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particularmente Mekini’, et al. . (2019), tendo este extrato aquoso um valor de 0,041 mg EAG/mg
extrato, do mesmo modo o valor obtido da Fucus (0,03 mg EAG/mg de extrato) encontra-se préximo do
valor tedrico cerca de 0,09 mg EAG/ mg extrato.

Apds efetuado o teste estatistico, verificou-se que o p-value<0,05 (p-value=0,010), logo existem
diferencas estatisticamente significativas entre pelo menos duas categorias (extratos) de macroalgas.
De acordo com a comparagdo entre pares de macroalgas, anexo 9, os pares de extratos que tiveram
diferencas significativas foram, a Codium — Pelvetia com um p-value de 0,020 e a Codium* — Pelvetia
com um p-value de 0,043. Na figura 7, também é possivel observar estas diferencas relativamente as
meédias ao tanto que o extrato com maior média é a Pelvetia e o menor é a Codium, seguido pela

Codium*, apresentando assim maior discrepancia entre os valores das amostras.

4.1.2. Estudo do conteudo de agucares totais

Como funcdo referencial, usou-se o método fenol-sulfdrico, comumente usado para a determinagao
guantidades pequenas de acucares totais. Para a determinac¢ao da concentracdo dos agucares simples
sollveis presentes nos extratos foi necessario elaborar previamente uma reta de calibracdo (anexo 5),
determinando-se assim a quantidade em estudo. Na figura 8 encontram-se os resultados do teor de
aclcares totais das amostras analisadas. Os extratos que tém maior teor de acucares totais sdo, a
Gelidium 0,5 mg de maltodextrina/mg de extrato e Porphyra com 0,22 mg malto-dextrina/mg de
extrato. Embora os extratos de Gelidium e Porphyra tenham apresentado uma concentracdo razoavel
de acucares, por insuficiéncia de amostra estes ndo foram usados nas formulacdes de revestimentos

finais.
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Figura 8- Concentracdo dos agUcares solUveis totais dos extratos aquosos de macroalgas, determinada pelo
método fenol- sulfurico, expressa em equivalentes de malto-dextrina (mg malto-dextrina/mg de extrato). Os

valores apresentados correspondem a média e desvio padrao dos resultados de trés ensaios independentes.

Segundo a figura 8, o extrato com maior teor em acucares foi a Gelidium com 0,5 mg/mg ou 50% da
amostra é composta por malto-dextrina, seguido da Porphyra com cerca de 0,22 mg/mg ou 22% da
amostra. No caso das macroalgas, segundo Souza Abud & de Farias Silva (2019), a concentracdo de
hidratos de carbono presente na biomassa (peso seco) pode variar entre 40% e 85%, consistindo em
uma excelente fonte de acUcares, particularmente de glucose e galactose, com potencial para processos
fermentativos. Sendo a Gelidium um dos géneros citados no estudo como fonte de polissacaridos, ao
tanto que o seu valor obtido experimentalmente estd dentro da gama de valores acima expostos.
Adicionalmente aplicou-se varios testes estatisticos e verificou-se que neste pardametro em
analise ndo existem diferencas estatisticamente significativas sendo o p-value em todos os casos
superior a 0,05. Todavia, é possivel observar que existe notoriamente uma diferenca no valor médio da

Gelidium face as restantes, porém nao é estatisticamente significativo.

4.1.3. Avaliagdo da atividade antioxidante

4.1.3.1. DPPH
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O método do DPPH atua através de um radical orgénico frequentemente utilizado para a determinagéo
de radicais livres em amostras e a partir do qual é possivel obter valores de RSA e de Equivalentes de
Trolox ou TEAC. Para a determinacdo do valor de equivalentes de trolox foi necessario elaborar uma
curva de calibracdo com o reagente padrdo (Trolox), anexo 1. Na figura 9 é possivel observar os valores

médios de TEAC pelo procedimento DPPH.
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Figura 9- Atividade antioxidante dos extratos aquosos de macroalgas, determinada pelo método de DPPH,
expressa em equivalentes de trolox (umol/mg de extrato). Os valores apresentados correspondem a média
e desvio padrdo dos resultados de trés ensaios independentes.
De acordo com a figura 9, os extratos que apresentam maior valor médio de atividade antioxidante sdo
a Gelidium com 0,25 umol/mg de extrato e a Fucus com 0,21 umol/mg de extrato. De acordo com Paiva
et al. (2018) a Fucus apresenta um valor médio de 0,076 mg/mL para o DPPH , contudo ndo ¢é
comparavel com os dados obtidos para a mesma amostra pelo fato de as unidades ndo serem passiveis
de conversdo e por ser um extrato metandlico.

O facto de o extrato Gelidium ser higroscépico adquiriu alguma “goma” o que dificultou a
dissolucdo na solucdo e quando lido no espetrofotémetro pode ter afetado as leituras, embora tenha
sido centrifugado e levado a ultrassons, tendo contribuido para elevado valor da absorvancia.

O DPPH sé pode ser solivel em solvente organico e a interferéncia da absorvancia dos

compostos da amostra pode ser um problema para a analise quantitativa. (Kedare & Singh, 2011).
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Como o p-value é superior a 0,05 (nivel de significdncia), ndo existem diferencas
estatisticamente significativas na varidvel DPPH para as diferentes categorias de macroalgas (anexo 9).
Porém, existem 2 grupos, a Gelidium-Fucus-Pelvetia e Codium-Codium-Porphyra, que apresentam

valores distintos, mas ndo estatisticamente significativos.

4.1.3.2. FRAP
Para a determinacdo da atividade antioxidante dos extratos através do método FRAP, foi necessario
elaborar uma reta de calibracdo, uma cujo reagente padrao utilizado foi reagente Trolox.

A reta de calibracdo esta representada no anexo 2, bem como a equacdo de cada reta e o seu
coeficiente de determinacdo. A absorvancia pode ser medida para testar a quantidade de ferro reduzida
e pode ser correlacionada com a quantidade de antioxidantes.

A partir da equacdo da reta, foi possivel determinar a atividade antioxidante dos extratos de

analisados. Na figura 10, encontram-se os valores de equivalentes de trolox umol/mg de extrato.
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Figura 10- Atividade antioxidante dos extratos aquosos de macroalgas, determinada pelo método de FRAP,

expressa em equivalentes de trolox (umol/mg de extrato). Os valores apresentados correspondem a média

e desvio padrao dos resultados de trés ensaios independentes.

Na figura 10 os extratos que obtiveram maior valor médio de atividade antioxidante foram o Fucus com
0,18 umol/mg de extrato e Porphyra com 0,09 umol/mg de extrato. De acordo com Paiva et al. (2018)
a Fucus , extrato com maior valor médio de antioxidantes, apresenta um valor médio de 0,019 mg/mL
para o FRAP , contudo ndo é comparavel com os dados obtidos para a mesma amostra pelo fato de as

unidades ndo serem passiveis de conversdo e por ser um extrato metandlico.
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O teste FRAP mede o potencial de reducdo de um antioxidante que reage com um complexo férrico e é
caracterizado por uma cinética rapida (4-6 min), contudo, isso nem sempre acontece. Alguns polifendis
reagem mais lentamente e necessitam tempos de reacdo mais prolongados para detecao, por exemplo,
30 minutos (Kedare & Singh, 2011). Portanto, parte dos polifenois presentes nos extratos podem nao
terem sido contabilizados por ndo ter aguardado tempo suficiente para ocorrer a reacdo. Contribuindo
assim para interferéncias nos resultados obtidos.

Através do Teste de comparacBes multiplas de Bonferroni (anexo 9), verificou-se que existirem
diferencas estatisticamente significativas, apenas entre as amostras E, e Eg, mais precisamente entre a
Codium* e Fucus, indo ao encontro dos valores médios da figura 10 onde a amostra Fucus apresenta

maior média e o menor é da Codium*.

4.1.3.3. ABTS
Com base na equacdo da reta, anexo 3, foi possivel determinar a atividade antioxidante dos extratos de
analisados através do método ABTS. Na figura 11, encontram-se os valores médios de atividade
antioxidante tendo por base o padrao Trolox.

O potencial antioxidante dado pelo radical ABTS * é comumente expresso em umol equivalentes

de trolox por mg de extrato.
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Figura 11 - Atividade antioxidante dos extratos aquosos de macroalgas, determinada pelo método de ABTS,
expressa em equivalentes de trolox (umol/mg de extrato). Os valores apresentados correspondem a média
e desvio padrdo dos resultados de trés ensaios independentes.

Assim, conforme descrito na figura 11 os extratos que apresentaram maior atividade antioxidante sdo,
a Pelvetia com 0,63 umol/mg extrato e a Codium* 0,33 umol/mg extrato. O ensaio ABTS utiliza
compostos por oxidacdo do ABTS com persulfato de potassio. Deste modo, o ensaio torna-se demorado
visto que leva 12 a 16 horas para ter-se a reacdo do ABTS com persulfato de potdssio o que é uma
desvantagem face aos outros métodos. Resumidamente, quanto maior o tempo de exposi¢cdo ao
oxigénio, luz, calor nos extratos maior sera o decréscimo da atividade antioxidante, portanto métodos
mais céleres sdo a opg¢do mais vidvel. Porém, certos compostos bioativos podem ndo ser soluveis no
meio de reacdo, sendo crucial usar os diferentes métodos para contabilizar os diferentes antioxidantes.
Verificou-se através de testes estatisticos (anexo 9), mencionados no ponto 3.6. andlise estatistica, que
nao existem diferencas significativas entre os extratos para a metodologia ABTS, sendo o p-value>0,05,
isto é, p-value=0,186. Contudo, seguindo a figura 11 é possivel ver que o extrato de Pelvetia apresenta
um valor acima das restantes principalmente da Gelidium, todavia ndao sdo estatisticamente

significativas.

4.2. Preparacdo e caracterizacao de peliculas bioativas

4.2.1. Preparagdo de peliculas utilizando diretamente os extratos macroalgas

Ap0ds a preparacdo das formulacdes, descrita na tabela 3, e apds secagem em caixa de Petri, verificou-

se que nenhuma formou pelicula (Figura 12), apresentando uma aparéncia viscosa e em alguns casos

no centro da amostra e periferias, a concentracdo em termos de coloracdo era mais acentuada.

Figura 12 - Resultados apds 48 horas na estufa (40°C) das formulagdes com

1% de extrato (equacdo 3).
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O facto de os extratos ndo formarem pelicula pode ser devido a: (i) concentracdo insuficiente de extrato,
(i) baixo teor de polissacaridos nos extratos e/ou (iii) concentracdo desajustada do plastificante. Para
verificar a primeira hipdtese produziu-se formulagdes com maior concentracdo de extrato (2%). Como
¢ possivel observar na figura 12, ndo houve formacdo de pelicula ficando a amostra com as
caracteristicas idénticas a figura 13. Este fato foi atribuido uma baixa concentracdo de polissacaridos

nos extratos, que estd de acordo com o baixo teor de acucares totais apresentado da figura 12.

.

Figura 13- Resultados da extracdo a quente da Codium tomentosum (extrato
1 e 2) com uma concentragdo de extrato de 2%.

Para as formulacBes das peliculas comestiveis seguintes optou-se por usar biopolimeros comerciais,
alginato e gelatina de peixe, para formar a matriz polimérica. A escolha do alginato fundamentou-se no
facto de ser um biopolimero natural sintetizado a partir de algas castanhas ou Filo Phaeophyta e de
microrganismos inserindo-se assim no ambito deste trabalho laboral. Inclusivamente, é um composto
ja@ muito usado na industria alimentar. A gelatina de peixe foi escolhida por se inserir no ambito da
economia circular, na valorizagdo de subprodutos do peixe.

Na figura 14 é possivel observar os resultados obtidos com as formula¢des da tabela 5. Verifica-
se que apenas a amostra Y formou uma pelicula, ao contrario das formulacdes Z e W, apesar de estas
serem constituidas por concentracdes de extratos mais elevadas (5 e 10%, respetivamente).

Estas ficaram com uma aparéncia viscosa, e uma pigmentacdo pouco homogénea onde na zona

mais central da caixa de petri apresenta uma concentracdo maiores em relacdo a periferia. Em

comparagdo com a figura 13 as amostras Z e W adquiriram maior viscosidade.
7

4 /4 I

Figura 14- A amostra Y encontra-se no lado esquerdo, no meio estd a amostra W e a direita a amostra Z.
Legenda: Amostra Y- Alginato, Amostra Z- Codium tomentosum a 5%, Amostra W- Codium tomentosum a 10%.

Amostra Y- 1% de alginato (m/m solugdo) + 30% de glicerol (m/m alginato) + 15 mL H,0
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Na figura 14, também é possivel constar-se que a formulacdo inicial que se usou para fazer as peliculas
da tabela 3 estad correta, contudo o método de extracdo dos polissacaridos das macroalgas nao foi
eficiente, ficando parte destes retidos durante o processo de extracdo destas.

Posto isto, optou-se por utilizar o alginato e a gelatina de peixe como agentes de formacgdo de
peliculas e revestimentos, e os extratos de algas como fontes de compostos antioxidantes, de forma a

produzir peliculas/revestimentos ativos.

4.2.2. Preparagdo de peliculas bioativas a base de alginato e gelatina de peixe

Na tabela 7 estdo imagens das peliculas formadas com e sem extrato de acordo com a formulacdo
indicada nos materiais e métodos. Note-se que a escolha do extrato a incorporar na formulacdo das
peliculas, foi com base na quantidade de amostra disponivel e sé depois a atividade antioxidante. Seria
de esperar, a escolha dos extratos 3 e 4 para incorporacgdo nas solugGes filmogénicas, mas por falta de
amostra apenas se caracterizaram e escolheram-se os extratos logo a seguir que apresentam maior
atividade antioxidante.

Tabela 7 - Aparéncia das peliculas obtidas nos ensaios finais do delineamento experimental
Legenda: Alg- alginato, AlgE; — alginato com extrato 1(Codium tomentosum), AlgEe- alginato com extrato 6(Fucus spirulis), Gel
— gelatina de peixe, GelE; — gelatina de peixe com extrato 1(Codium tomentosum), GelEg — gelatina de peixe com extrato 6

Fucus spirulis).

Gel GelE; GelEs
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Na tabela 6 tem-se as formulacdes das respetivas peliculas e na tabela 7 as imagens correspondentes
de cada um. As peliculas sem extrato sdo transparentes, enquanto que nas que houve adicdo de extrato,
tanto 1 ou 6, apresentam uma coloracdo esverdeada devido aos pigmentos extraidos que passam
durante a extracdo das macroalgas. Sendo mais evidente a cor nas peliculas com extrato 6. Ndo
obstante, as peliculas com maior resisténcia sdo as que tém na sua formulagdo gelatina de peixe.
4.2.3. Estudo da atividade antioxidante

Para a determinacdo da atividade antioxidante das peliculas recorreu-se métodos colorimétricos, os

mesmos usados para a quantificacdo da atividade exceto o DPPH.

4.2.3.1. FRAP

Para a determinacdo da atividade antioxidante através do FRAP usou-se a reta de calibracdo (anexo 2)
e calculou-se a atividade antioxidante para cada pelicula. Na figura 15 tem-se os valores médios de TEAC

obtidos pelo método FRAP.

7,00E-03

6,00E-03

5,00E-03

4,00E-03

3,00E-03

umol/mg Pelicula

2,00E-03

B i i - '
0,00E+00 -

AlgEl AlgE6 GelEl GelE6

Amostras

Figura 15 - Atividade antioxidante das peliculas com extratos de macroalgas, determinada pelo método de
FRAP, expressa em equivalentes de trolox (umol/mg de pelicula). Os valores apresentados correspondem a

média e desvio padrdo dos resultados de trés ensaios independentes.
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Legenda das abreviaturas: Alg- alginato, AlgE; — alginato com extrato 1(Codium tomentosum), AlgEs- alginato com extrato
6(Fucus spirulis), Gel — gelatina de peixe, GelE; — gelatina de peixe com extrato 1(Codium tomentosum), GelEg — gelatina de

peixe com extrato 6 Fucus spirulis).

As peliculas que aduzem maior atividade antioxidante, pela determinacdo do poder de reducdo do ido
ferro, sdo, Alg com 0,006 umol/mg de pelicula e GelEs com 0,002 umol/mg de pelicula. Atente-se que é
expectavel que a atividade antioxidante das peliculas seja inferior aos valores dos extratos, devido ao
facto de nas peliculas as moléculas estarem mais ligadas e ndo estdo tao livres para reagir com o
reagente.

Segundo a metodologia do FRAP al peliculas de alginato puro (Alg) foram os que obtiveram
maior atividade antioxidante, relativamente a todas as amostras e inclusive as que tém incorporadas
extratos Fucus e Codium. Este fato pode dever-se a uma inibicao da reacao dos extratos com o reagente
FRAP por parte do alginato. Segundo o estudo Jiao e Yu (2011), os fucanos presentes na Fucus
vesiculosus (extrato 6) contém um poder redutor/antioxidante férrico o que devia ter contribuido para
0 aumento dos valores da atividade antioxidante deste extrato e isso ndo se verificou.

As propriedades antioxidantes das carrageninas e ulvanas também apareceram relacionadas ao
conteldo de sulfato. No ultimo estudo, os derivados de ulvanas com alto teor de sulfato mostraram
atividades antioxidantes aprimoradas (Jiao, Yu, Zhang, & Ewar, 2011).

Através do Teste de Comparagdes Multiplas de Tukey (anexo 9), observa-se que existem
diferencas estatisticamente significativas entre a pelicula Alg e as restantes, assim como entre Gel e
GelE6. Também é possivel constar na figura 15 que as peliculas de Alg detém maior valor médio de
antioxidantes comparativamente a todas as amostras, tal demonstrou o teste de Tukey, e dentro do

mesmo grupo de amostras, a Gel e a GelE6 tém maiores diferencas significativas.

4.2.3.2. ABTS

Na figura 16 estdo os valores médios da atividade antioxidante das peliculas pelo método ABTS.
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Figura 16 - Atividade antioxidante das peliculas de macroalgas, determinada pelo método de ABTS, expressa
em equivalentes de trolox (umol/mg de pelicula). Os valores apresentados correspondem a média e desvio
padrdo dos resultados de trés ensaios independentes.

Legenda das abreviaturas: Alg- alginato, AlgE; — alginato com extrato 1(Codium tomentosum), AlgEs- alginato com extrato
6(Fucus spirulis), Gel — gelatina de peixe, GelE; — gelatina de peixe com extrato 1(Codium tomentosum), GelEg — gelatina de

peixe com extrato 6 Fucus spirulis).

Através desta metodologia ha estabilizacdo do radical ABTS por um antioxidante e a formacao
persulfato de potdssio. As peliculas que demonstraram maior atividade antioxidante sdo as seguintes,
AlgEs 0,0004 umol/mg de pelicula e AlgE; 0,0003 umol/mg de pelicula. As ulvanas estdo associadas as
macroalgas verdes e no contexto deste trabalho laboral ao extrato Codium ou E; apenas as peliculas
pela metodologia ABTS foram contabilizados e obtiveram um maior valor em oposicdo ao FRAP, o que
leva a concluir que os antioxidantes presentes nos dois extratos escolhidos para incorporar as peliculas
reagem melhor com o radical ABTS. A pelicula com gelatina de peixe (Gel) teve um teor menor de
atividade antioxidante em relagdo as amostras que contém extrato (GelE; e GelEg) incorporado, o que
é provavel porque os extratos acrescentam valor antioxidante a pelicula.

Através do Teste de comparagdes multiplas de Bonferroni (anexo 9), verificou-se existirem
diferencas estatisticamente significativas, entre as amostras Gel e AlgEg, e entre Alg e AlgEs. Na figura

17, as peliculas com maior valor médio é AlgEs comparativamente as restantes, sendo a diferenca
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estaticamente significa entre esta amostra e a Gel, no mesmo grupo de peliculas (alginato) existe

diferencas significativas entre as peliculas de Alg e AlgEs.

4.2.4. Cor

A cor é um dos primeiros e principais critérios para a aceitacdo ou rejeicdo de um género alimenticio.
Nas tabelas descritas de seguida estdo as solugdes filmogénicas optadas. Na tabela 8 estdo os trés

parametros de cor: L*, a* e b*. Na tabela 8 estdo os dados alusivos ao C*, h°.

Tabela 8- Parametros medidos pelo colorimetro (CIELAB) — L*, a* e b* (médias).

Legenda: Alg- alginato, AlgE; —alginato com extrato 1(Codium tomentosum), AlgEe- alginato com extrato 6(Fucus spirulis), Gel

— gelatina de peixe, GelE; — gelatina de peixe com extrato 1(Codium tomentosum), GelEs — gelatina de peixe com extrato 6

Fucus spirulis).

L* a* b*

Alg 93,56+/- 0,26 -0,67+/-0,02 5,25+/-0,10
AlgE: 92,75+/-0,65 -1,16+/- 0,08 8,05+/- 1,24
AlgEs 91,88+/- 0,47 -0,94+/-0,02 9,71+/- 1,22
Gel 93,77+/-0,10 -0,84+/- 0,04 4,83+/-0,18
GelE, 88,17+/- 2,44 -2,76+/- 0,42 19,86+/- 5,81
GelEs 85,22+/- 0,28 -3,39+/- 0,14 29,61+/- 1,14

Como é possivel observar para o parametro L* os valores de todos os extratos sdo elevados, préximos
de 100, logo no que respeita a luminosidade esta aproxima-se do branco. As peliculas sem extrato
(brancos) apresentam valores de a* superiores as que tém extrato, e estdo associadas a coloracdes
verdes/vermelhas neste caso verdes porque tém valores negativos.

Relativamente ao parametro b* as amostras sem extrato tém valores mais baixos que as com
extrato e estdo na gama dos amarelos/azuis e neste contexto em estudo, tem uma maior ligagdo com
a cor amarela por ter valores positivos. Em baixo os pardmetros a* e b* serdo novamente debatidos
porgue ndo sao variaveis independentes e correlacionam-se com outros parametros.

Tabela 9 - Pardmetros CIELCH - Croma C* e h°.

Legenda: Alg- alginato, AlgE; —alginato com extrato 1(Codium tomentosum), AlgEe- alginato com extrato 6(Fucus spirulis), Gel

— gelatina de peixe, GelE; — gelatina de peixe com extrato 1(Codium tomentosum), GelEs — gelatina de peixe com extrato 6

Fucus spirulis).
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Cromaticidade
c* h°
(Croma ou saturagao) (Tonalidade Hue)
Alg 5,29 238,11
AlgE: 8,13 235,89
AlgEs 9,75 235,85
Gel 4,90 238,11
GelE; 20,05 235,89
GelEg 29,80 235,8

O croma indica se a amostra é mais ou menos saturada (distdncia da origem as abcissas) e nesta
conjuntura, tabela 9, as peliculas com alginatos sdo as menos bacas ou saturadas enquanto que as com
gelatina de peixe apresentam maior saturacdo/bacas.

Concomitantemente, a adicdo de extrato a formulacdo base, aumenta o valor croma
principalmente as que contém o extrato 6 (maior croma maior saturagao).

A tonalidade de Hue é um pardmetro tridimensional que dita o angulo entre a* e b* e varia de
0° a 360°. No caso em estudo os valores situam-se no terceiro quadrante com valores préximos de 240

graus onde os tos variam entre os esverdeados e azulados.

4.2.5. Espessura

Na tabela 10 encontra-se os valores das espessuras das peliculas em mm.

Tabela 10 - Espessuras das peliculas (mm).

Legenda: Alg- alginato, AlgE; —alginato com extrato 1(Codium tomentosum), AlgEe- alginato com extrato 6(Fucus spirulis), Gel

— gelatina de peixe, GelE; — gelatina de peixe com extrato 1(Codium tomentosum), GelEs — gelatina de peixe com extrato 6

Fucus spirulis).

Espessura (mm)

Alg 0,02
AlgE; 0,03
AlgEs 0,03
Gel 0,11
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GelE; 0,12

GelEs 0,19

Atabela 10 apresenta as diferentes espessuras das peliculas, e os que apresentam maior espessura sdo
0s que na sua formulacdo tém gelatina de peixe. A pelicula com maior espessura é de gelatina de peixe
com adicdo do extrato 6, com cerca de 0,19 mm. Também é importante referir que a adi¢cdo de extrato

nas peliculas aumenta substancialmente o valor da espessura das mesmas.
4.3. Caracterizacao dos filetes de cavala antes e apos fritura

4.3.1. Determinagdo do teor de lipidos totais

Na figura 17 estdo descritos os valores obtidos do teor lipidico (%) das diferentes amostras. Neste
grafico estdo diferenciados trés grupos com uma coloracdo correspondente, a verde estdo as amostras
que contém solucdo de Alginato, cor de laranja as amostras que contém Gelatina de peixe e a azul

escuro a amostra padrdo (que nao foi frita) e a azul claro a amostra de comparacgao, sem revestimento.

Alg Alget Alges Gel

GelEl Geles

25

20

15
10

5
0
Fresco fritosem
revestimento

Teor lipidico (%)

Amostras

Figura 17 - Teor lipidico das amostras, determinado pelo método de Folch, expresso em percentagem. Os

valores apresentados correspondem a média e desvio padrao dos resultados de trés ensaios independentes.
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Legenda das abreviaturas: Alg- alginato, AlgE; — alginato com extrato 1(Codium tomentosum), AlgEs- alginato com extrato
6(Fucus spirulis), Gel — gelatina de peixe, GelE; — gelatina de peixe com extrato 1(Codium tomentosum), GelEg — gelatina de

peixe com extrato 6 Fucus spirulis).

De acordo com a figura 17, é possivel inferir-se que as amostras com as solucdes de Alg (com e sem
extrato) foram as que obtiveram maior percentagem de teor lipidico acima dos 15%, sendo até superior
a amostra de peixe frito sem revestimento. Este resultado indica que as solugdes de alginato
promoveram a absorcdo de 6leo durante a fritura. Pelo contrario, as amostras com Gel foram as que
obtiveram menor percentagem de teor lipido face as de Alg e as fritas, logo foram as que absorveram
menos 6leo durante a fritura, abaixo dos 10%. As amostras de Gel (com e sem extrato) obtiveram
valores préximos da amostra padrdo, peixe fresco, portanto houve uma absorcdo quase vestigial de
6leo com a presenca deste revestimento, todavia entre as trés amostras de Alginato, a AlgE6 teve um
valor ligeiramente inferior as duas restantes.

Em sintese, os revestimentos que obtiveram melhores resultados para a inibicdo ou diminuicdo
da absorcdo de dleo durante a fritura foram os de origem proteica. A incorporacdo dos extratos E; e Eg
nado surtiu o efeito pretendido ao tanto que tiveram valores de absorcdo de dleo superiores aos
restantes.

Como o p-value>0,05, ndo existem diferencas estaticamente significativas na variavel lipidos
para as diferentes categorias de amostras (anexo 10). Contudo observa-se que o grupo de amostras

com gelatina de peixe sdo as que houve menor absorcdo média de gordura.

4.3.2. Caracterizagdo do perfil de dcidos gordos dos filetes de peixe

Na tabela 11 apresentam-se os teores (ug/mg) de acidos gordos presentes nas amostras, em que
C20:5(n3) corresponde ao EPA, C22:6(n3) ao DHA, acidos gordos insaturados do tipo émega 3. Ainda na
tabela 11 a amarelo esta assinalado os acidos gordos que aumentaram drasticamente durante a fritura,
e a verde os acidos gordos essenciais (EPA, DHA).

As gorduras mais indispensaveis sdo aquelas que o corpo ndo consegue sintetizar e, portanto,
advém da alimentacdo. Os acidos gordos estdo envolvidos em varios processos bioldgicos e produzem
muitos compostos quando sdo metabolizados (Kapalka, 2010).

A dieta Ocidental geralmente inclui acidos gordos omega-6 em grandes quantidades, em
alimentos como alguns exemplares da familia leguminosas, éleos vegetais entre outros sdo ricos em
lipidos do grupo omega-6. No entanto, os acidos gordos omega-3, presentes principalmente em peixes
de dgua fria, ndo sdo tdo comumente consumidos e, consequentemente, a suplementacdo com émega-

3 é recomendada (Kapalka, 2010).
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Tabela 11 - Quantidade média (ug/mg) com os respetivos desvios padrdo/dp (+/-) dos 4cidos gordos presentes em cada amostra, obtidos por Cromatografia Gasosa.

Legenda das abreviaturas: Alg- alginato, AlgE; — alginato com extrato 1(Codium tomentosum), AlgEe- alginato com extrato 6(Fucus spirulis), Gel — gelatina de peixe, GelE1 — gelatina de peixe com

extrato 1(Codium tomentosum), GelE¢— gelatina de peixe com extrato 6 Fucus spirulis).

cavala crua ou cavala - frita
Acido fresca se.m ALG ALG-E1 ALG-E6 Gel Gel-E1 Gel-E6
Gordo revestimento
MEDIA| dp |MEDIA| dp |MEDIA| dp |MEDIA| dp |MEDIA| dp |[MEDIA| dp |MEDIA| dp MEDIA dp

C14 1,69 |+ 0,20 1,24 |+ 037| 1,73 |+ 0,18 2,68 |+ 0,40| 1,46 |+ 0,11 1,21 |+ 0,20| 1,22 [+ 0,10 1,27 |+ 0,06
C15 0,07 |+ 0,02| 005 |+ 002| 006 |+ 001| 0,10 |+ 0,01| 0,05 |+ 0,01| 0,05 [+ 0,01| 0,04 |+ 000 0,05 |+ 0,01
C15:1n5 0,19 |+ 0,01| 0,18 |+ 005| 0,23 |+ 0,02| 032 |+ 0,05| 0,22 |+ 0,02| 0,21 [+ 0,04| 0,17 |+ 0,01 0,20 |+ 0,02
C16 562 |+ 061| 11,86 |+ 1,49| 1583 |+ 0,78| 18,62 |+ 1,13| 13,89 |+ 1,14| 805 [+ 0,99| 881 |+ 043| 829 |+ 0,55
C16:1n7 1,42 |+ 0,45| 1,38 |+ 0,35| 1,71 |+ 006 2,75 |+ 0,28| 1,49 |+ 0,27| 1,20 |+ 0,13| 0,75 |+ 0,08 099 |+ 0,03
C16:2 n4 0,05 |+ 0,01| 006 |+ 006| 008 |+ 0,08| 012 |+ 0,09| 0,08 |+ 0,06| 006 [+ 0,06| 0,01 |+ 001 0,08 |+ 0,03
C18 1,80 |+- 0,10| 4,49 |+ 0,65| 4,88 |+ 004| 582 |+ 033| 49 |+ 035| 2,72 |+ 0,29| 3,30 |+ 0,24| 3,17 |+ 0,28
C18:1n9 1,10 |+- 0,68| 29,42 |+ 1,75| 30,08 |+ 2,45 28,85 |+ 0,06| 33,10 |+ 2,90| 11,96 |+ 1,10| 15,93 [+ 1,29| 13,87 |+ 1,28
C18:1 n7 0,84 |+- 0,30
C18:2n6 0,37 |+ 0,03| 44,42 |+ 1,24| 41,53 |+ 1,82 37,69 |+ 2,85| 49,25 |+ 4,23 12,61 |+ 1,36| 24,10 |+ 1,74| 20,75 |+ 2,37
C18:3n3 0,20 |+ 0,04| 0,20 |+ 005| 0,29 |+ 0,03| 038 |+ 0,06| 0,26 |+ 0,04| 0,11 [+ 0,01| 0,15 |+ 0,06 0,14 |+ 0,02
C18:4 n3 0,09 |+ 0,03| 0,18 |+ 0,03| 0,19 |+ 0,00| 0,24 |+ 0,01| 0,20 |+ 002 0,12 |+ 002| 0,14 |+ 004| 0,14 |+ 0,02
C20:1n11 | 046 |+ 0,11| 022 |+ 0,08| 0,31 |+ 0,05 0,26 |+- 0,02 0,14 |+- 0,01
C20:1n9 0,33 |+ 0,05| 065 |+ 0,17| 1,07 |+ 0,04 0,90 |+- 0,09 0,77 |+ 0,11
C20:1 (n11
+n9) 1,02 |+ 0,63 1,03 |+ 0,34| 1,06 |+ 0,11
C20:2n6 0,09 |+ 0,03| 0,10 |+ 0,00 0,18 |+ 0,05 0,09 [+ 001| 0,12 |+ 002| 009 |+ 001| 0,11 |+ 0,01
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Para averiguar se os revestimentos tiveram influéncia nos acidos gordos durante o processo de fritura, equipara-se os resultados da cavala frita sem
revestimento com as amostras que o tém. Os acidos gordos C18:1(n9) da cavala crua ou fresca e C18:2(n6) frita sem revestimento, aumentaram drasticamente
devido a presenca do d6leo de fritura, visto que o C18:1(n9) corresponde ao acido oleico e C18:2(n6) ao acido linoleico, da familia dmega-6, ambos naturalmente
presentes em sementes de colza e girassol (composicdo do éleo).

A amostra que teve menor aumento do acido gordo C18:1(n9) foi o Gel com 11, 96 ug/mg e a que teve maior foi o AlgEs com 33,10 ug/mg sendo
superior a amostra sem revestimento com cerca de 29,42 ug/mg, levando a crer que a amostra ALgEe foi a amostra que mais absorveu o dleo de fritura. Para o
C18:2(n6) igualmente como no resultado anterior foram as amostras com gelatina de peixe foram as que obtiveram menor valor para este acido gordo, isto
deve-se as propriedades da pelicula que diminui a absorcao do dleo durante a fritura, embora tenha havido alguma absor¢do (comparativamente ao fresco)
todavia foi inferior as restantes amostras. No caso do C18:4(n3) apenas as amostras de alginato tiveram maiores aumentos do valor deste acido estedrico
aquando as amostras de gelatina de peixe foram as que obtiveram menores valores.

No EPA os valores aumentaram ligeiramente do frito para as amostras com revestimento tendo obtido valores mais elevados nas amostras de Alginato, os
valores para as amostras com gelatina de peixe foram inferiores. Levando-se a presumir que houve menos percas de EPA durante a fritura para os revestimentos
com gelatina de peixe. No DHA o aumento foi maior, comparando com a amostra frita sem revestimento, nas amostras com alginato podendo ser devido a
presenca de extratos ou dleo proveniente do processo de fritura. Sendo o valor mais elevado, no caso das amostras com revestimento, para a amostra AlgEs

5,62 ug/mg e 3,31 ug/mg no caso GelEs.
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C20:4 n6 0,21 |+ 0,04 0,29 |+ 0,09| 033 |+ 0,04| 054 |+ 0,04 0,29 |+ 0,04 0,31 |+ 0,08| 0,30 |+ 0,04 0,24 +- 0,00
C22 0,05 |+ 0,04 0,24 |+ 0,04| 0,21 |+ 0,02f 0,25 |+ 0,02| 0,29 |+ 0,07 0,21 |+ 0,03 0,19 |+ 0,07 0,14 + 0,07
C22:1 0,20 |+ 0,18 0,21 |+ 0,07| 033 |+ 0,02| 043 |+ 0,06| 0,36 |+ 0,04 0,25 |+ 0,06| 044 |+ 0,16 0,41 +- 0,09
C20:5n3 2,24 |+ 0,20 2,26 |+ 0,65| 2,94 |+ 0,20| 4,87 |+ 064 2,49 |+ 0,15 1,96 |+ 0,35| 1,77 |+ 0,24 1,83 + 0,18
C22:5n3 0,17 |+ 0,02 0,20 |+ 0,06| 0,24 |+ 0,02( 043 |+ 0,04| 0,23 |+ 0,02 0,27 |+ 0,04 0,17 |+ 0,03 0,17 + 0,02
C22:6n3 291 + 0,28 3,18 |+ 0,72| 3,9 |+ 0,07| 562 |+ 042| 423 |+ 031 3,39 |+ 0,553| 3,46 |+ 049 3,31 + 0,47
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Cada molécula de um acido gordo contem numa extremidade (alfa) um grupo carboxilo (COOH) e na
outra (dmega) um grupo metilo (CHs) ndo funcional. A classificacdo destes compostos é feita de acordo
com o comprimento da cadeia carbonada, o nimero, a posicdo e a configuracdo das duplas ligacdes.
Subsistem duas nomenclaturas diferentes para definir os acidos gordos, contudo, é habitual dar
prioridade a localizacdo da ligacdo dupla mais proxima do grupo terminal metilo (Ipma, acidos gordos,
2019).

Na tabela 12 constam os dados tratados a partir da tabela 11, onde pode observar-se a
guantidade de &cidos gordos saturados, insaturados e polinsaturados presentes nas diferentes
amostras.

Tabela 12 — Quantidade (ug/mg) de 4cidos gordos presentes em cada amostra, obtidos do cromatograma,

a sombreado estdo os maiores valores obtidos experimentalmente.
Legenda das abreviaturas: Alg- alginato, AlgE; — alginato com extrato 1(Codium tomentosum), AlgEs- alginato com extrato

6(Fucus Spirulis), Gel — gelatina de peixe, GelE; — gelatina de peixe com extrato 1(Codium tomentosum), GelEg — gelatina de

peixe com extrato 6 Fucus Spirulis).

Frito sem
Fresco . ALG ALGE; ALGEg Gel GelE; GelEs
revestimento
Saturados 9,23 17,88 22,70 27,47 20,65 12,14 13,55 12,92
Monoinsaturados 4,56 32,06 33,72 33,38 36,33 14,66 18,36 16,38
Polinsaturados 6,26 50,88 49,67 50,06 57,13 18,85 30,20 26,78

As amostras que tém o revestimento de alginato foram as que tiveram maiores valores de dcidos gordos
tanto saturados como insaturados ou polinsaturados, sendo superiores aos das amostras frita sem
revestimento e gelatina de peixe. O facto de haver um valor elevado, cerca de 36,33 ug/mg, de acidos
gordos insaturados deve-se a presenca do dleo que durante a fritura é absorcdo pela matriz do peixe e
posteriormente contabilizado na CG, nomeadamente, o acido oleico(C18:1(n9)) e linoleico(C18:2(n6)).
Os valores menores de amostras com gelatina de peixe podem dever-se ao facto de o0 C18:4(n3) ou ALA
ter pouca gordura polinsaturada.

Ndo obstante, os acidos gordos polinsaturados (mais de uma ligacdo dupla) foram os que
tiveram o maior contabilizado, 57,13 ug/mg, que pode ter ocorrido porque a incorporag¢do do extrato
puro do alginato e do alginato com o extrato 6 terem na sua constituicdo acidos gordos polinsaturados

aumenta assim o valor drasticamente em relacdo as outras amostras.

4.3.3. Determinag¢do do indice de dcido tiobarbiturico (TBA)

Na figura 18 encontram-se o indice médio de acido tiobarbitlrico das amostras em MA ou maloaldeido

por Kg de amostra.
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Figura 18 - indice médio de 4cido tiobarbiturico das amostras, determinado através do TBA expresso em
mg de malonaldeido por Kg de amostra com os respetivos desvios padrdo presentes nas amostras. Os
valores apresentados correspondem a média e desvio padrdo dos resultados de trés ensaios

independentes.
Legenda das abreviaturas: Alg- alginato, AlgE; — alginato com extrato 1(Codium tomentosum), AlgEe- alginato com extrato

6(Fucus spirulis), Gel — gelatina de peixe, GelE; — gelatina de peixe com extrato 1(Codium tomentosum), GelEs— gelatina de

peixe com extrato 6 Fucus spirulis).

De acordo com a figura 18, o grupo de amostras que contém Gelatina de peixe comparativamente as
de Alginato, sdo as amostras que manifestam maiores valores de mg MA/kg de amostra, ou seja, maior
decomposicdo dos hidroperéxidos e oxidacdo lipidica. O comportamento dos extratos foi diferente
consoante a matriz em que foi aplicado, ou seja, nas amostras de alginato teve valores mais baixos face
as de gelatina de peixe. Tendo a amostra GelEg (gelatina de peixe com extrato 6) o maior valor médio
cerca de 35,8 mg MA/Kg de amostra e o AlgEs (alginato com extrato 6) o menor com 7,3 mg de MA/Kg
de amostra.

Mediante a revisdo bibliografica, as amostras com maior atividade antioxidante deveriam ter
um menor indice de TBA. Porém, verificou-se que a amostra AlgEe (alginato com extrato 6) houve maior
atividade antioxidante refletindo-se assim em menores indices de TBA, indo assim ao encontro do

expectavel. Pelo facto de a gelatina de peixe ser de proveniéncia proteica pode ter influenciado os
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resultados do TBA, porque pode-se ter avaliado a degradacdo do revestimento conjuntamente a da
matriz do peixe.

O limite maximo de TBA para um peixe em condi¢Ges étimas para o consumo, varia entre 7- 8
ug MA/g ou 8 mg MA/Kg (Kirschnik & Macedo-Viegas, 2009), no caso em estudo amostra AlgEe (alginato
com extrato 6) foi a que obteve menor valor face as restantes, cerca de 7,3 mg MA/g. Concluindo-se
assim que se encontra dentro da gama de valores 6timos para consumo.

De acordo com os resultados obtidos, anexo 10, existem diferencas estatisticamente
significativas entre os pares, AlgEe (alginato com extrato 6) e todas as amostras excetuando as amostras
Alginato (com e sem extrato) e o Fresco. Do qual é importante referir que o valor da diferenca entre o
par AlgEe (alginato com extrato 6) e o frito sem revestimento tem um p-value é 0,019, porque é a
amostra ao qual ndo foi incorporado na sua matriz um revestimento e a amostra que teve maior teor
em antioxidantes. Conjuntamente verificou-se que no caso da GelE; e AlgEs que a incorporacdo do
extrato teve influéncia nas médias obtidas de TBA, ao tanto que as amostras de alginato a que obteve
menor indice foi a AlgEs e nas amostras de gelatina de peixe foi a GelE;.

Também houve diferencas estatisticamente significativas entre o Fresco e Gel, Fresco e GelEg
(gelatina de peixe com o extrato 6), bem como Alg(alginato) com a GelE;(gelatina de peixe com o extrato
1), GelEg(gelatina de peixe com o extrato 6) e Gel (gelatina de peixe), e ainda AlgE; (alginato com extrato
1) -Gel e AlgE;-GelEs.

De acordo com a revisdo bibliografica os antioxidantes presentes nas macroalgas atuam como
“conservantes naturais” e podem impedir a deterioracao do produto nomeadamente a oxidacdo dos
acidos gordos insaturados quando aplicados a um género alimenticio. Assim sendo, foi-se averiguar se
existia uma correlacdo entre as varidveis sendo estas, o indice de TBA (indicador de oxidacdo e
peroxidacdo lipidica) e as amostras das peliculas (FRAP e ABTS), e verificou-se pelo coeficiente de
correlacdo(r) de Pearson que ndo existia uma relacdo entre as variaveis.

4.3.4. Determinagdo do teor de humidade

Na figura 19 encontram-se descritos os valores obtidos do teor humidade (%) das diferentes amostras
e apresentam as perdas de agua pela exsudacdo durante a fritura. Os polissacaridos apresentam boas
propriedades de formacdo de peliculas e boa barreira aos gases, todavia, sendo hidrofilicos, nao

proporcionam boa barreira a humidade (Kester & Fennema, 2015).
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Figura 19 - Teor de humidade das amostras, determinado gravimetricamente (por diferengas) expresso em
percentagem. Os valores apresentados correspondem a média e desvio padrdo dos resultados de trés
ensaios independentes.

Legenda das abreviaturas: Alg- alginato, AlgE; — alginato com extrato 1(Codium tomentosum), AlgEs- alginato com extrato

6(Fucus spirulis), Gel — gelatina de peixe, GelE; — gelatina de peixe com extrato 1(Codium tomentosum), GelEg — gelatina de

peixe com extrato 6 Fucus spirulis).

Por norma quando uma amostra é frita hd migracdo da 4gua para o dleo e perca de suculéncia do
produto submetida a fritura. Durante o ensaio da determinacdo da humidade, figura 19, foi possivel
observar que as amostras com alginato foram as que tiveram maior teor de humidade, podendo a
origem provir do revestimento e ndo da cavala, visto que a amostra fresca (cavala sem revestimento ou
frita) apresenta um valor médio inferior as amostras de alginato. Ao tanto que as amostras de
Alg(alginato) e Fresco sdo estatisticamente significativas com um p-value = 0,008, anexo 10.

De acordo com Kester e Fennema (2015), os revestimentos ou peliculas que na sua constituicdo
tém polissacaridos ndo estabelecem uma boa barreira a humidade, permitindo a saida desta. Posto isto,
as amostras de alginato (origem polissacaridea) sdo os que exibem pior barreira ao teor de humidade
tendo todas as peliculas com este analito uma percentagem superior a 50%, indo ao encontro da revisao
bibliografica e do esperado, tendo o AlgEs obtido o maior valor (56,2%). Outrossim, as amostras de
gelatina de peixe foram as que sofreram maior migracdo de agua consistindo assim no pior conjunto de

amostras como barreira a humidade, tendo valores médios abaixo de 40%.
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Ainda se verificou que ocorreu um erro durante o procedimento experimental na medicdo do valor do
frito sem revestimento, porque apresenta um valor superior ao Fresco e seria expectavel que fosse

inferior visto que foi sujeito a fritura e perderia parte da dgua nele contido.

5. Conclusodes

Os resultados obtidos nas condi¢cGes de realizacdo desta pesquisa permitem inferir que:

Numa fase preliminar, foram testados cinco extratos diferentes e verificou-se que os extratos
Porphyra, Pelvetia e Fucus apresentaram melhores resultados em termos de atividade antioxidante,
compostos fendlicos, porém por terem amostra insuficiente (extrato Porphyra, Pelvetia), para realizar
a segunda etapa do processo experimental (producdo de peliculas) foram selecionadas para prosseguir
com o estudo apenas os extratos Codium e Fucus. Sendo a Codium o extrato subsequente com melhor
resultados acucares simples. Relativamente a quantidade de acucares presentes na amostra a Gelidium
foi a que obteve maior valor, mas ndo se usou pela mesmo razdao mencionada acima.

O facto de se ter usado extratos com pouca quantidade de polissacaridos, pode ter sido uma
das razdes pelas quais ndo se formaram peliculas, e dai a necessidade de se produzir solucdes
filmogénicas com biopolimeros comerciais (alginato e gelatina de peixe) com extratos de algas para
introduzir atividade antioxidante.

Os resultados do ensaio de otimizacdo das solugdes filmogénicas permitiram escolher o alginato
e gelatina de peixe com as concentragdes:

(i) 1% de alginato (m/m solugdo), 30% de glicerol (m/m alginato), 15 mL H,O (no caso de adi¢do do
extrato 1 ou 6 é 30% (m/m alginato))

(ii) 5% de gelatina de peixe (m/m solugdo), 20% de glicerol (m/m gelatina de peixe), 15 mL H,0 (no caso
da adicdo dos extratos 1 ou 6 foi num teor de 30% (m/m gelatina de peixe))

As solucGes filmogénicas anteriores foram aplicadas em filetes de cavala antes da fritura e
avaliou-se o efeito do revestimento quanto ao teor de humidade, absorcdo de C18:1(n9) e C18:2(n6)

(acidos gordos presentes no dleo) e valor de TBA.

As amostras a base gelatina de peixe foram os que apresentaram menores teores de lipidos e
menor humidade. Estes resultados sugerem que as peliculas Gel funcionaram como uma barreira a

migracao de lipidos do éleo para o peixe, mas promoveram a saida de dgua do peixe para o éleo.

Analogamente o parametro TBA dos filetes que continham revestimento a base de AlgEs
(alginato com extrato 6) sofreram menos oxidacdo face as restantes amostras, concluindo-se assim que

maior atividade antioxidante no revestimento corresponde menores indices de TBA.

73



Revestimentos comestiveis com incorporacdo de extratos de macroalgas para aplicacao em filetes de
peixe sujeitos a fritura

A incorporacdo de extratos (Codium e Fucus) ndo acrescentou vantagens, exceto no indice de
TBA, no controlo dos parametros mencionados acima, ao tanto que o revestimento que
maioritariamente obteve melhores resultados foi o Gel. Devido as vantagens e limitacdes de cada
categoria de componentes das peliculas e revestimentos, o uso de combinacGes (compdsitos) desses

materiais seria uma opc¢ao viavel para melhorar as propriedades das peliculas e revestimentos.

6. Perspetivas de trabalho Futuro

Em sintese, este trabalho contribuiu para um melhor entendimento do comportamento dos
revestimentos comestiveis no que diz respeito as suas propriedades e composi¢cdo quimica. Juntamente
permitiu avaliar a eficiéncia na preservacao de compostos nutricionais de pescado quando expostos ao

processo de fritura. Seria, porém, interessante estudar os seguintes aspetos em trabalhos futuros:

- Estudar outros compostos de interesse alimentar nomeadamente o teor proteico proveniente das
macroalgas para acrescentar valor nutricional a matriz ao qual é aplicado;

- Estudar se a incorporacao dos extratos Gelidium, Porphyra e Pelvetia desempenha alguma funcdo de
aumento da atividade antioxidante quando adicionado a peliculas de alginato ou gelatina de peixe;

- Testar a nivel de um painel de provadores a aceitabilidade no flavour da incorporacdo destes
revestimentos comestiveis;

- Testar outros hidrocoléides que proporcionem uma melhor barreira a humidade e oxidacdo (gases);
- Estudar a aplicacdo destes revestimentos comestiveis em outros peixes gordos, nomeadamente a
sardinha, salmao etc;

- Avaliar o ay para completar o estudo da humidade nas amostras;

- Fazer um estudo onde se compara os valores obtidos experimentalmente dos lipidos totais e dos
acidos gordos em relacdo aos rotulados;

- Estudar e testar formulagdes de revestimentos do grupo compdsitos.
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8. Anexos
Determinacdo da atividade antioxidante

Anexo 1. Curva de Calibracao com Trolox para o método DPPH

DPPH

y=1607 282,8932x + 4,7151
0 R*=0,9994

0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006
Trolox (mol/L)

Anexo 2. Curva de Calibracdo com Trolox para o método FRAP
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FRAP

2,5

=
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o y=38020x - 0,0153
R?=0,9994

=

Absorvancia (595 nm)

0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006 0,00007

Trolox(mol/L)

Anexo 3. Curva de Calibracdo com etanol para o método ABTS
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Determinacdo dos Compostos fendlicos

Anexo 4. Curva de Calibracdo com Acido Gélico para o método direto
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Determinacdo dos acucares

Anexo 5. Curva de calibracdo da Malto-dextrina com o método de Dubois

Fenol- Sulfurico
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Polissacaridos das macroalgas

Anexo 6. Quadro com exemplos de polissacaridos presentes nas macroalgas marinhas (Misurcova,

2011)
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Seaweed Polysaccharides Main unit
Green Starch Storage a-D-glucose
20% amylose, 80-90% amylopectin
Red Floridean starch a-D-glucose
amylopectin
Brown Laminaran (1,3)-B-p-glucose and (1,6)-B-D-glucose
branch unit mannitol
Green Ulvan-sulfated Structural  S-p-glucuronosyl-(1,4)-e-1-rhamnose 3-sulfate
Xylan B(1,4)-D-xylose
Mannan mannose (C-2 epimer of glucose)
Red Carrageenans — sulfated a(1,3)-galactose acid and B-(1,4,3,6)-anhydro-p-galactose
Agar — sulfated D-galactose acid and (3,6)-anhydro-1-galactose
Xylan B(1,4)-D-xylose
Mannan mannose (C-2 epimer of glucose)
Brown Alginate B-(1,4)-p-mannuronic acid and a-(1,4)-L-guluronic acid
Fucoidan - sulfated fucans (1,2)-0-L-fucose-1-sulfate

B-(1,4)-p-mannuronic acid and 3-p-xylosyl-L-fucose-4-sulfate
(1,4)-n-galactose and 1-fucosyl-3-sulphate
branch units — D-xylose, D-galactose and D-mannose

Green, red, brown Cellulose B-(1,4)-glucose

Cromatogramas

Anexo 7. Amostra cavala crua ou fresca

RT: 6.38 - 30.21
36.11 NL:
1 347E6
3400000 Channel 1
] Analog
3200000 CAVALAC
] RUA-EXP
3000000-]
2800000-]
2600000-]
2400000-]
2200000-] 17.70

1 32.49
2000000+

1800000

Counts

1600000

1400000
b 2419

1200000 2342

1000000
800000
600000

35.84
400000

3456 35.08 37.43

200000

T T
24 34 36 38

Time (min)

Anexo 8. Amostra de cavala frita sem revestimento

87



Revestimentos comestiveis com incorporacdo de extratos de macroalgas para aplicacao em filetes de
peixe sujeitos a fritura

RT: 6.38 - 39.21
2569 NL
287E7
28000000 Channel 1
27000000 Analog
cavala-frita-
26000000 B-1
25000000
24000000
23000000
22000000
21000000
20000000
19000000 2407
18000000
17000000
16000000
£ 15000000
3 14000000
13000000
12000000
11000000
10000000
9000000
8000000
7000000
6000000
5000000
17.66
4000000
3000000 2538
2000000 \ 2075 i ‘\ 36.16
A |
10000003, \ \
.. 744 804 009 1092 1329 1462 1566 1706 \ N
A e A e e e
8 10 12 14 16 1

Time (min)
Analise Estatistica

Anexo 9. Tabela da comparagdo multiplas de varidveis

Comparagdes
Fator Teste Sig. ou p- Teste Sig. ou p- multiplas
value value entre pares

de amostras

TPC Kruskal 0,010 Bonferroni 0,020 E1-Eq4
Wallis 0,043 Ex-E4
FRAP Kruskal 0,012 Bonferroni 0,010 E,-Ee
Wallis
0,000 Ei-E4
0,000 Ei-Es
0,000 Ei-Es
DPPH ANOVA 0,053 Tukey 0,000 Ex-E4
0,000 Ex-Es
Extratos 0,000 E>-Es
Alg e as
Peliculas FRAP ANOVA 0,000° Tukey 0,000 restantes

& Aparece com zeros porque o programa SPSS v26 (2018) sé apresenta os valores até as centésimas, contudo o
p-value <0,05.
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0,012 Gel-GelEg
ABTS Kruskal 0,008 Bonferroni 0,020 Gel-AlgEs
Wallis 0,043 AlgE;-AlgEs

E1 2Extrato aquoso de Codium tomentosum

E, 2Extrato aquoso de Codium tomentosum obtido a partir de biomassa previamente extraida com etanol.
Es>Extrato aquoso de Porphyra umbilicalis

Es>Extrato aguoso de Pelvetia canaliculata

Es—>Extrato aquoso de Gelidium

E¢—>Extrato aquoso de Fucus spirulis

Anexo 10. Tabela da comparagdo multiplas de varidveis
Comparagdes

Fator Teste Sig. ou p-value Teste Sig. ou p-value multiplas entre

pares de amostras

0,019 AlgEe-Frito s/
0,007 AlgEe-GelE,
0,000 AlgE¢- GelEsg
0,000 AlgEs-Gel
TBA Kruskal 0,000 Bonferroni 0,038 Alg-GelE;
Wallis 0,001 Alg- GelEs
0,001 Alg-Gel
0,018 Fresco-Gel
0,018 Fresco-GelEg
0,042 AlgE1-Gel
0,042 AlgE1-GelEs
Kruskal
Humidade Wallis 0,002 Bonferroni 0,008 Fresco-Alg

Alg>1% de alginato (m/m solugdo), 30% de glicerol (m/m alginato), 15 mL H,0.

AlgE1 > 1% de alginato (m/m solugdo), 30% de glicerol (m/m alginato), 15 mL H,0, 30% (m/m alginato) de extrato 1 — Codium
tomentosum.

AlgE¢—> 1% de alginato (m/m solugdo), 30% de glicerol (m/m alginato), 15 mL H,0, 30% (m/m alginato) de extrato 6 — Fucus
spirulis.

Gel>5% de gelatina de peixe (m/m solugdo), 20% de glicerol (m/m gelatina de peixe), 15 mL H,0

GelE1>5% de gelatina de peixe (m/m solugdo), 20% de glicerol (m/m gelatina de peixe), 15 mL H,0, 30% (m/m gelatina de
peixe) de extrato 1 — Codium tomentosum.

GelEg>5% de gelatina de peixe (m/m solugdo), 20% de glicerol (m/m gelatina de peixe), 15 mL H,0, 30% (m/m gelatina de
peixe) de extrato 6 — Fucus spirulis.

Anexo 11. Esquema do procedimento experimental do ponto 3.2. e 3.3.
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Biomassa de

macroalga

Extrac&o aquosa a frio (1:10)

Extratos como fonte Sefn
Extratos de hidrocoldidese __ [ICEILIEEEEE
aquosos antioxidantes de formacao
de peliculas
Caracterizagdo: s Foe
. . Solugdo filmogénicacom
= Conteudo total em fendis . % L
- hidrocoldides comerciais
{Direfo] suplementados com extratos
= Afividade =

Preparagdo de peliculas pelo

antioxidante(DPPH,FRAP,ABTS)
’ meétodo de casting

= Acucares Totais (Fenol-
Sulfurico ou Dubois)

Alginato 3 - "
NerEi s @adl Caracterizagdo das peliculas:
ginato + Codium s Espessura

Alginato + Fucus » Atividade antioxidante
Gelatinade peixe (FRAP,ABTS)
Gelatina+ Codium = Cor

Gelatina + Fucus
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