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Resumo

O objetivo do presente estudo foi desenvolver uma embalagem ativa e biodegradéavel
a base de pectina com incorporagdo de Salicornia ramosissima para a conservagao de
alimentos. Foram analisados diferentes parametros fisico-mecanicos do filme
desenvolvido assim como a sua capacidade de biodegradagao em terra e em dgua do mar.
Foi realizado também um estudo de libertagdo controlada em agua para verificar a
libertacdo de sais provenientes do filme. Relativamente as caracteristicas fisico-
mecanicas, verificou-se que o filme controlo apresentou valores de a* (3,29+0,16) e b*
(12,7440,75) inferiores ao filme com salicornia, a* (4,96+0,30) e b* (28,62+0,51).
Relativamente ao parametro L* o filme controlo apresentou um valor de 81,20+0,70
enquanto o filme com salicornia revelou ser mais escuro apresentando um valor de
48,84+1,60. O filme com salicornia (30,04+1,49) apresentou uma opacidade maior
comparativamente com o filme controlo (10,87+0,05). O filme com salicérnia foi
ligeiramente mais permeavel ao vapor de agua 1,52x10°+1,09x10°'° g/(m.s.Pa) assim
como a sua solubilidade em agua, 50,50+5,02%. O filme com salicdrnia apresentou uma
resisténcia a tracdo menor (0,13+0,15 MPa) comparativamente ao filme controlo
(4,19£0,82 MPa). Por outro lado, verificou-se o oposto para o alongamento a rutura, com
valores de 3,91+0,62 % e 5,89+0,29 %, respetivamente, para o filme controlo e o filme
com salicornia. A humidade foi o unico parametro cujas diferengas entre os dois filmes
ndo foram significativas (p>0,05). Nos testes de biodegradacdo, ambos os filmes
apresentaram capacidade de biodegradacao, ao fim de 21 dias em terra e ao fim de 30
dias em 4agua do mar. Relativamente ao teste de libertacdo controlada, foi verificado que
a velocidade de libertagao de sais do filme com salicérnia aumentou com o aumento da
temperatura de armazenamento, atingindo a sua estabilizagdo em agua por volta de 1400
puS/cm. Concluiu-se com a realizagdo deste estudo que foi possivel o desenvolvimento de
um novo sistema de embalagem biodegraddvel com vista a uma possivel aplicagdo em

alimentos e extensdo do seu tempo de vida util.

Palavras Chave: Salicornia ramosissima, biodegradacao, plastico, embalagens, filmes.
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Abstract

The objective of the present study was to develop an active and biodegradable
packaging based on pectin with the incorporation of Salicornia ramosissima for food
preservation. Different physico-mechanical parameters of the developed film were
analyzed, as well as its biodegradation capacity in soil and in sea water. A controlled
release study in water was also carried out to verify the release of salts from the film.
Regarding the physico-mechanical characteristics, it was found that the control film
presented values of a* (3,29+0,16) and b* (12,74+0,75) lower than the film with
salicornia, a* (4,96+0,30) and b * (28,62+0,51). Regarding the L* parameter, the control
film showed a value of 81,20+0,70 while the film with salicornia proved to be darker with
a value of 48,84+1,60. The film with salicornia (30,04+1,49) showed greater opacity
compared to the control film (10,87+0,05). The film with salicornia was slightly more
permeable to water vapor 1,52x10°+1,09x10°!° g/(m.s.Pa) as well as its solubility in
water, 50,50+5,02%. The film with salicornia showed a lower tensile strength (0,13+0,15
MPa) compared to the control film (4,19+0,82 MPa). On the other hand, the opposite was
found for elongation at break, with values of 3,91+0,62% and 5,89+0,29%, respectively,
for the control film and the film with salicornia. Humidity was the only parameter whose
differences between the two films were not significant (p>0,05). In the biodegradation
tests, both films showed biodegradation capacity, after 21 days on land and after 30 days
in sea water. Regarding the controlled release test, it was found that the release rate of
salts from the salicornia film increased with increasing storage temperature, reaching its
stabilization in water at around 1400 puS/cm. It was concluded with this study that it was
possible to develop a new biodegradable packaging system for a possible application in

food and extension of its shelf-life

Keywords: Salicornia ramosissima, biodegradation, plastic, packaging, films.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1. Poluicio e impacto ambiental das embalagens

Hoje em dia sdo recorrentes as noticias e as referéncias ao impacte da polui¢do no
ambiente e na sociedade. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (SNS, 2018), todos
os anos morrem cerca de sete milhdes de pessoas de causas diretamente relacionadas com
a poluicdo (Ambiente, 2020). A adocdao de medidas capazes de travar o avanco desta
problematica que afeta o dia-a-dia da populagdo mundial torna-se imperativo.

A poluicio ¢ definida como a introdu¢@o de substancias ou de energias que sejam
capazes de causar riscos a saide humana, assim como danos quer aos sistemas ecologicos
como aos recursos vivos. Pode ser classificada segundo duas variantes. A primeira
designada como variante natural, ocorre quando o meio ambiente softre alteragdes devido
a fendmenos naturais como sdo o caso dos terramotos ou de inundag¢des (Appannagari,
2017).

A segunda variante ¢ provocada através de atividades humanas, tais como
poluicdo do ar, terra, dgua, alimentos, sonora, etc. A poluicdo gerada pelas atividades
humanas designada antropogénica, ameaga igualmente o ambiente marinho na medida
em que prejudica o funcionamento de todo este ecossistema (Appannagari, 2017).

Além de todos os nutrientes ou metais pesados junta-se ainda o plastico, cada vez
mais comum nos oceanos € a ocupar uma posicdo que estd a tomar proporgdes
assustadoras (Appannagari, 2017). A vida marinha ¢é gravemente afetada, pois para os
organismos vivos, os riscos associados aos plésticos ingeridos provém nao s6 do préprio
material, mas também de poluentes sorvidos. Igualmente prejudicial esta o facto da
ingestdo dos plasticos chegar aos organismos de nivel trofico mais alto na cadeia
alimentar (Wang et al., 2016).

Esta procura incessante pelo pléastico surge em meados de 1930, sendo que o
principal setor responsavel pela utilizacdo deste material corresponde as embalagens.
Desde o seu aparecimento e consequentemente dos comuns sacos de plastico, a sua
utilizacdo tem-se tornado recorrente, tal como verificado na figura 1.1. No entanto, e
apesar das tentativas de reducao do seu uso ou da sua reciclagem, acabam sempre por
ocorrer erros na medida em que sdo descartadas maioritariamente de modo incorreto e

1



assim, ser deslocadas acidentalmente por acdo do vento ou de chuva dos aterros onde se
encontram, para zonas onde ndo deveriam existir, como ¢ o caso dos oceanos (Accinelli

et al., 2012; Alvarez-Zeferino et al., 2015).
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Figura 1.1. Producgdo e eliminag¢do acumulada de residuos plasticos (em milhoes de
toneladas métricas) (Geyer et al., 2017).

O facto deste material de plastico ser maioritariamente um composto derivado do
petréleo, uma vez presente em ambientes representa um perigo pela capacidade de se
tornar poluente (Derraik, 2002). Devido a ndo biodegradacdo, os impactes ambientais
adversos que resultam da inexisténcia deste processo estdo relacionados com a
acumulacdo de didéxido de carbono por longos periodos no ambiente (Jain & Tiwari,
2015). O uso das embalagens de plastico esta relacionado com o transporte de alimentos,

dai a sua procura ter aumentado de modo tao exponencial (Accinelli et al., 2012).

1.2.Papel/Funcio das embalagens

1.2.1. Objetivos das embalagens

O objetivo da embalagem de alimentos € conter alimentos de maneira econdémica,
que satisfaga os requisitos da industria e os desejos dos consumidores, mantenha a

seguranca dos alimentos e que ndo cause impacto ambiental.



Segundo Robertson (2004), os principais papéis das embalagens de alimentos sdo
proteger os produtos alimentares de influéncias e danos externos, conter os alimentos e,
fornecer aos consumidores informagdes nutricionais e de ingredientes. A rastreabilidade,
conveniéncia e indicagdo de violagdo sdo fungdes secundarias de importancia crescente.

Relativamente a seguranca dos alimentos, as embalagens podem contribuir para o
retardamento da deterioragdo do produto, reter os efeitos benéficos do processamento,
prolongar a vida util e manter ou aumentar a qualidade e a seguranca dos alimentos
fornecendo assim protecdo contra trés classes principais de influéncias externas: quimica,
bioldgica e fisica (Marsh & Bugusu, 2007).

A prote¢do quimica minimiza as mudangas de composi¢do desencadeadas por
influéncias ambientais como exposi¢do a gases, normalmente oxigénio, humidade (ganho
ou perda) ou luz (visivel, infravermelho ou ultravioleta). Os dispositivos de selagem
podem conter materiais que permitem niveis minimos de permeabilidade como € o caso
das tampas de plastico que tém alguma permeabilidade a gases e vapores, assim como 0s
materiais de vedacao usados nas tampas para facilitar a selagem e nas tampas de latas de
metal para permitir a vedagao apds o enchimento. As embalagens plésticas oferecem uma
grande variedade de propriedades de barreira, mas geralmente sdo mais permeaveis que
o vidro ou o metal (Marsh & Bugusu, 2007).

A protecdo bioldgica fornece uma barreira contra microrganismos patogénicos,
agentes capazes de degradar os alimentos, insetos, roedores e outros animais, evitando
assim doengas e deterioragdo. Além disso, as barreiras bioldgicas mantém condig¢des para
controlar a senescéncia (maturagdo e envelhecimento). Essas barreiras funcionam através
de uma multiplicidade de mecanismos, impedindo o acesso ao produto e deste modo a
inexisténcia de transmissdo de odores, mantendo o ambiente interno da embalagem
(Marsh & Bugusu, 2007).

Quanto a prote¢ao fisica, esta € responsavel pela prote¢do contra danos mecanicos,

onde estdo por exemplo incluidos os choques ou vibragdes que a embalagem ¢ sujeita.



1.2.2. Funcdes secundarias das embalagens

No que diz respeito as fungdes secunddrias, surge em primeira instdncia o termo
de rastreabilidade, que ¢ definido como “a capacidade de acompanhar o movimento de
um alimento através de estagios especificos de producao, processamento e distribuicdo”
(Qualfood, 2003).

As empresas de produgdo de alimentos incorporam cddigos exclusivos nas
etiquetas das embalagens para que seja possivel o rastreamento dos mesmos ao longo do
processo de distribui¢do. Este conceito rege-se por 3 objetivos, nomeadamente:

- Melhoramento na gestdo da oferta;

- Facilidade no rastreamento para fins de seguranga e qualidade dos alimentos;

- Diferenciar e comercializar alimentos com atributos que sejam impercetiveis ou
indetetaveis de qualidade (Golan et al., 2004).

Um outro termo que se associa as fun¢des secundarias ¢ a conveniéncia, ou seja,
a facilidade de acesso, manuseamento e descarte, ou visibilidade do produto que
influencia bastante a inovacdo destas. Apesar desta fun¢do ajudar na diminui¢do do
tempo necessario de preparar ou servir refeicdes ser a primeira instdncia positiva, existe
um contributo negativo devido a quantidade e tipo de residuos de embalagens que
requerem descarte, pois a existéncia de sacos de fervura ou de embalagens proprias para
ir a0 micro-ondas que permitam que se cozinhe uma refeicdo sem ser praticamente
necessaria qualquer preparagdo, vao contribuir para um aumento de producdo de
embalagens (Marsh & Bugusu, 2007).

Por fim surge a indicagdo de violagdo que promove a aquisicdo de recursos
especiais nas embalagens que sdo idealizados com o objetivo de diminuir ou mesmo
eliminar adulteracdes que sejam possiveis de acontecer ao produto. Estes recursos
incluem faixas, membranas especiais, e ainda impressdes como textos ou graficos para as
garrafas ou latas que mudam de modo irreversivel ap6s a abertura. Contudo, este tipo de
embalagem que ndo permite a sua violagdo requer um tipo de materiais adicionais que
vai agravar os problemas de descarte, no entanto, os beneficios associados sdo
consideraveis (Marsh & Bugusu, 2007).

Da drastica subida de consumo de plastico que se verificou no ano de 2015 de 322
milhdes de toneladas, cerca de 49 sdo de completa responsabilidade das embalagens
plasticas (Al-Tayyar et al., 2020). Tendo em conta estes nimeros, comegam a surgir no

mercado as embalagens biodegradaveis.



1.3. Embalagens ativas

As embalagens convencionais usadas nas Ultimas décadas, eram usadas com o
propésito de “dar” apoio mecanico a alimentos liquidos e dar protecdo aos alimentos
relativamente a influéncias externas como por exemplo microrganismos, oxigénio, odores
exteriores, entre outros. No entanto, a procura por alimentos minimamente processados,
frescos, com sabor original, vida 1til prolongada e qualidade controlada fez com que
surgissem um novo tipo de embalagens, denominadas de embalagens ativas (Dainelli et
al., 2008).

Segundo Vermeiren et al. (1999) as embalagens ativas apresentam mais vantagens
comparativamente as convencionais que apenas se limitam a proteger os alimentos. As
ativas tém funcdo de alterar condigdes do produto permitindo o aumento do tempo de
prateleira, segurancga, qualidade, e até mesmo na melhoria de caracteristicas sensoriais. O
material utilizado tem a possibilidade de inativar bactérias patogénicas em frutos, carne
e produtos minimamente processados prontos a comer. Um exemplo de filme de
embalagem ativa foi desenvolvido por Nisa et al. (2015) quando a incorporacio
hidroxitolueno butilado e extratos de chd verde num filme de amido melhorou
significativamente as suas propriedades fisicas, de barreira, mecanicas, térmicas e

antioxidantes.

1.3.1. Classificacdo de embalagens ativas

As embalagens ativas podem ser classificadas em antimicrobianas, antioxidantes
€ aromaticas.

As antimicrobianas foram desenvolvidas em resposta & preocupacdo com a
qualidade microbiologica dos alimentos, apresentando substancias antimicrobianas
incorporadas ou imobilizadas no material da embalagem, com a principal fun¢do de
eliminagcdo ou inibicdo de microrganismos deterioradores ou patogénicos. Outra das
vantagens associadas a este tipo de embalagem reside no facto de alguns agentes
antimicrobianos que sdo adicionados ao alimento perdem parcialmente a sua atividade
em virtude da composi¢cdo do produto, e assim, através do uso de embalagens ativas esse
problema ¢ minimizado (Quintavalla & Vicini, 2002). Contudo, existem sempre fatores

capazes de alterar esta capacidade da embalagem, como as caracteristicas do agente



antimicrobiano, do alimento, método de preparacdo do filme, ou interagdo entre agente
antimicrobiano e polimero (Dawson et al., 2003).

Quanto as embalagens antioxidantes estas foram desenvolvidas para preservagao
de alimentos sensiveis a oxidacdo. Esta reacdo quimica ¢ das mais frequentes quanto a
deterioragdo e reducdo de vida util dos alimentos. A oxidacdo ¢ um mecanismo que nao
s6 altera o gosto e a qualidade nutritiva como também pode resultar num perigo para os
consumidores, uma vez que resulta em compostos reativos e toxicos que sao prejudiciais
ao ser humano (Laguerre et al., 2007).

Por fim, e ainda relativamente a classificacdo de embalagens ativas, existem as
embalagens aromaticas que acabam por ser atrativas relativamente a melhoria da
aceitagdo sensorial dos produtos condicionados. Esta caracteristica ocorre através da
incorporacdo de aromas volateis na matriz polimérica da embalagem (Huber et al., 2002).

No entanto, e apesar de todos os esfor¢cos para a preservacdo dos alimentos, a
migracdo de substancias da embalagem para o alimento pode ser considerada em certa
medida um risco. Também o uso incorreto da embalagem no que diz respeito a rotulagem
insuficiente ou mesmo a uma falta de eficacia da propria embalagem pode dar origem a
um risco. Segundo o Regulamento (CE) n® 1935/2004 relativo aos materiais e objetos
destinados a entrar em contato com os alimentos, estes “sdo os materiais € objetos que se
destinam a prolongar o tempo de conservacao dos alimentos ou a manter ou melhorar o
estado dos alimentos embalados. Sdo concebidos de forma a incorporar deliberadamente
componentes que libertem substancias para os alimentos embalados ou o ambiente que
os envolve ou que absorvam tais substancias desses alimentos e do ambiente que os
envolve” (Comissdao Europeia, 2004). Os agentes ativos adicionados podem ser diversos,
entre os quais destacam-se os acidos organicos, enzimas, fungicidas, extratos naturais,
entre outros. Podem ser colocados fora da embalagem primaria ou no seu interior. No
caso de serem colocados no interior, pode optar-se por estar em contacto apenas com a
atmosfera que envolve o alimento, em contato com a sua superficie, ou dentro do préprio

alimento se nos referirmos a alimentos liquidos (Dainelli et al., 2008).



1.3.2. Tipos de sistema das embalagens ativas

As embalagens ativas podem atuar segundo 2 tipos de sistemas: os sistemas absorvedores
e os emissores. Os sistemas absorvedores: visam remover os compostos indesejaveis do
espaco livre da embalagem ou ao redor do alimento, tais como: oxigénio, etileno, didxido
de carbono, dgua e outros compostos especificos que aceleram a degradagdo do produto
alimenticio (Braga & Silva, 2017).

Os sistemas emissores: incorporam substancias no material da embalagem
(plastico, papel, etc.), como por exemplo, dioxido de carbono, etanol, antioxidantes,
antimicrobianos, conservantes e estes sao libertados gradualmente para o alimento. Deste
modo, a libertacdo controlada dessas substancias nos alimentos tem o potencial de
proporcionar seguranca e qualidade prolongada aos alimentos ao longo do tempo. Os
polimeros sdo muito atraentes em aplicagdes de embalagem ativa, pois as propriedades
bem estabelecidas de transporte de massa (permeagdo, sor¢do e migragdo) podem
constituir o mecanismo de agdo do sistema de embalagem ativa. No entanto, essa
libertacdo requer um certo controlo, especialmente para iniciar a acdo no momento
correto (Braga & Silva, 2017; Muriel-Galet et al., 2015).

Como solugdo para o impacte ambiental provocado pelo plastico surgem medidas
como o desenvolvimento de materiais biodegradaveis que vao contribuir para redugdo do
impacte ambiental e que ndo sd3o como as comuns embalagens de polimeros sintéticos
que sofrem uma degradacdo lenta. Este tipo de materiais ndo sdo tdxicos e tém vindo a
ser adaptados para a produgdo de filmes biodegradaveis e de revestimentos que vao atuar
na conservagao e na protecao de alimentos (Campos et al., 2011; Machado et al., 2014;

Pachekoski et al., 2014).

1.4. Filmes biodegradaveis

A biodegradagdo ¢ o processo na qual ocorre uma decomposi¢do de materiais por
acdo dos seres vivos (Maria & Costa, 2016). E um termo comumente aplicado e
relacionado com a ecologia, gestdo de residuos e também remediac¢do ou biorremediagdo
ambiental. Tal como a palavra sugere, o decaimento ou desintegragdo — Degradacao, ¢

realizado por uma variedade de organismos vivos — Bio, nomeadamente bactérias, fungos



assim como outros organismos com capacidade de decompor materiais ou produtos
noutras formas de “vida” (Mara et al., 2006).

A populacdo microbiana ¢ imprescindivel para a ocorréncia deste fenémeno.
Estudos realizados por Rech et al. (2020) confirmaram que no solo, quanto maior a
biomassa microbiana presente maior ¢ a degradagao e, por consequéncia, maior a taxa de
degradacao.

Este processo pode ser aerdbio (na presenga de oxigénio), ou anaerdbio (na
auséncia de oxigénio). Em condi¢des de aerobiose de materiais organicos, o oxigénio ¢
consumido e existe a conversao do carbono em carbono mineral gasoso como diéxido de
carbono, e parte do material organico ¢ usado para crescimento celular.

Quanto as condi¢des de anaerobiose o carbono organico do material ¢ convertido
em biogas CO; (didxido de carbono) e CH4 (metano). A taxa de biodegradagdo ¢
calculada através da percentagem do teor de carbono orginico da amostra que foi
convertido em carbono gasoso e mineral (Narancic et al., 2018).

Segundo estudos efetuados por Briassoulis & Mistriotis (2018), os solos
organicos ndo sdo recomendados para a realizagdo de testes de biodegrada¢do uma vez
que contém inerente a sua composi¢cdo CO>. Uma vez que a eficcia da biodegradacao se
calcula através do CO», assim torna-se praticamente impossivel de distinguir qual o valor
do composto que diz respeito a biodegradacao, e ndo do solo.

A degradacdo abiotica ¢ uma biodegradacdo que ocorre através de fendmenos
“naturais”, como ¢ o caso da chuva, temperatura, luz, e ¢ aquela que precede a
biodegradacdo e ¢ iniciada termicamente, hidroliticamente ou pela luz ultra-violeta do
meio ambiente. Os fragmentos de polimeros que resultam deste tipo de degradagdo tém
capacidade de passar pelas membranas celulares e sdo biodegradados por enzimas
celulares no interior das células microbianas, contudo, alguns micrébios podem também
excretar enzimas extracelulares que atuam em determinados polimeros plasticos (Gewert
et al., 2015).

Testes realizados no solo por Accinelli et al. (2012) testaram a rapidez de
degradag¢do em nanofibras de polihidroxibutirato e diéxido de titdnio e concluirem que
devido as suas estruturas tridimensionais e da elevada area de superficie a degradagao foi
mais rapida.

Quanto a uma biodegradacgdo realizada no mar, e segundo testes efetuados por

Nakayama et al. (2019), esta ¢ bastante mais eficaz em rela¢do a condigdes laboratoriais,



uma vez que a variedade de vidas no mar ¢ uma mais valia no processo de biodegradagao,
sendo mesmo dos principais fatores da sua ocorréncia.

Os filmes atuam como uma barreira e impedem a entrada de elementos do
ambiente exterior como € o caso de sujidades, humidade, compostos aromaticos, gases, e
assim conseguem atuar controlando as transferéncias de oxigénio, dioxido de carbono.
Além de todas estas vantagens apresentadas podem ainda conter na sua composi¢ao
substancias que atuam como aditivos, enriquecendo, protegendo e aumentando deste
modo o tempo de prateleira dos alimentos (Hershko, 1998). Os filmes biodegradaveis
podem ser aplicados diretamente a superficie de alimentos ou como filmes, possuindo
estrutura propria e independente. Estdo envolvidos na sua produgdo essencialmente 3
produtos, sendo eles: solvente, plastificante e um agente formador de filme (Fernandes et
al., 2015).

Tal como no presente estudo, cujo objetivo se prende com a producdo de
embalagens ativas, os autores Bertuzzi et al. (2007), desenvolveram filmes de embalagem
para alimentos, que requerem o transporte controlado de vapor de 4gua para prolongar o
prazo de validade dos produtos. Também Leon-Bejarano et al. (2020) desenvolveram
filmes cuja adi¢do de extratos de casca de noz pecan ou casca de aveld conferiram
propriedades antioxidantes e tiveram a capacidade de melhorar parcialmente a resisténcia
a agua, diminuindo a solubilidade e atuando como agentes plastificantes.

Os biofilmes sdo preparados a partir de produtos naturais que vao atuar como uma
barreira protetora a elementos externos, danos fisicos, bioldgicos e consequentemente
aumentar a sua vida util. A procura dos novos materiais de conservacdo para alimentos
naturais como por exemplo frutas e legumes tem vindo a aumentar devido ao crescimento
populacao mundial. Filmes obtidos através de produtos renovaveis apresentam vantagens
ndo s6 por serem degradados rapidamente, mas também pela oportunidade de
conseguirem aumentar a vida Util dos alimentos, melhorando assim a sua qualidade.
Geralmente, os biofilmes sdo produzidos a partir de polissacarideos, proteinas, lipidos e
derivados (De Lucena et al., 2017).

Estas “novas” embalagens apresentam propriedades mecanicas oticas, térmicas e
de barreira semelhantes aos plésticos tradicionais, tendo a vantagem de serem
biodegradaveis e de origem a partir de fontes renovaveis. O elevado custo destes materiais
tem sido superado com a utilizacdo de misturas com polissacarideos como o quitosano,

alginato, derivados de celulose, entre outros (Sueiro et al., 2016).



Além das caracteristicas anteriormente mencionadas, ¢ igualmente necessario que
estes produtos tenham uma permeabilidade adequada ao vapor de 4gua e também a
gases/vapores. Conforme seja a aplica¢do pretendida para a protecdo do produto, assim
sdo os requisitos especificos de barreira da propria embalagem (Accinelli et al., 2012).

Fakhouri et al. (2007) constatou que era possivel um melhoramento no
desempenho de filmes biodegradaveis ao adicionar um 6leo essencial que atuasse como
antimicrobiano contribuindo numa diminui¢do na contagem de leveduras, de fungos e de
bactérias presentes nos filmes de amido do estudo de Debiagi et al. (2014). Chen et al.
(2020) verificou que existe atividade antioxidante e inibitoria contra microrganismos com
a adicdo de elagitaninos ao filme.

A selegdo do plastificante ¢ também bastante importante no desempenho dos
filmes biodegradaveis. Estudos realizados por Meerasri & Sothornvit (2020) verificaram
que o uso de dcido gama-aminobutirico como plastificante tem capacidades de melhorar
as propriedades de filmes de pectina, afetando caracteristicas como a permeabilidade da

agua e as propriedades mecanicas.

1.5. Pectina

A pectina ¢ um heteropolissacarideo encontrado nas plantas e bastante comum
em frutas e legumes (fig. 1.2). Comercialmente a sua principal fonte ¢ o bagaco de maca.
E uma substancia dotada de varias fungdes, entre as quais sinalizagdo celular, adesdo,
proliferagio e diferenciacdo. E utilizada na aplicagdo de produtos alimentares como
ingrediente estabilizador e gelificante devido a elevada capacidade formadora de gel.
Estas caracteristicas de gelificagdo, unidas com as de biocompatibilidade e
biodegradabilidade tornam a pectina um biomaterial ideal para aplicacdes biomédicas,
como no caso da industria farmacéutica ou até mesmo cosmética. Quanto a sua estrutura
quimica, a pectina pode apresentar baixo ou alto metoxilo, dependendo do seu grau de
metilacao.

Dependente deste grau, existem mudangas quanto as propriedades de
gelificacdo, solubilidade e formacdo de filmes. O metoxilo diz respeito a um grupo

funcional onde um grupo metilo se une a um oxigénio (Makaremi et al., 2019).
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Figura 1.2. Estrutura quimica da pectina (Pubchem, 2005).

O grau de metilacdo, designado por GM, classifica as pectinas.As pectinas sao
classificadas como pectinas de alto teor de metilagdo (ATM), quando possuem acima de
50% de seus grupos carboxilicos esterificados, € como pectinas de baixo teor de
metilagcdo,quando 50% ou menos de seus grupos estao esterificados. Este polissacarideo
vegetal ¢ responsavel por até 35% das paredes celulares primarias de algumas espécies e
¢ igualmente considerado o polissacarideo estruturalmente mais complexo da natureza
(Wusigale et al., 2020).

Segundo Walkenstrom et al. (2003), os dois tipos de pectinas existentes
apresentam mecanismos de associagdo e gelificacdo diferentes.

Quando se trata de pectinas ATM, as interagdes que apresentam sao
maioritariamente relacionadas com interagdes intermoleculares de pontes de hidrogénio
e forcas hidrofobicas. Nestes casos, o processo de gelificagdo ocorre por norma a pH
acido e sob presenga de altas concentragdes de agucares. Por outro lado, as BTM sao
capazes de formar géis estdveis e termo-reversiveis na auséncia de agucares. Esta
capacidade torna-as bastante Uteis na producdo de alimentos dietéticos e de baixas
calorias (Iglesias & Lozano, 2004).

A pectina deve ser constituida de, no minimo, 65% de acido galacturonico.

Este componente, tal como dito anteriormente é encontrado na parede celular de vegetais
superiores, e esta parede pode ser dividida em duas camadas, respetivamente primaria e
secundaria (Canteri et al., 2012).

Relativamente a parede celular primaria, cuja area superficial tende a aumentar ao

longo da expansao da célula, existem dois modelos incorporados nesta estrutura, o I, onde

fazem parte celulose, xiloglucanas, extensina e pectina (20-35 %), e o 11, da qual faz parte
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maioritariamente celulose, glucoarabinoxilanas e compostos fenolicos e pectina (10%).
As substancias pécticas, nomeadamente a propria pectina, em ocasides de dispersdo
podem sofrer degradacdo através de dois mecanismos quimicos. O primeiro,
desesterificagdo, ¢ onde ocorre a libertacdo de metanol e existe a formacdo de pectatos.
Condigdes favoraveis a este mecanismo compreendem um pH em meio &cido entre 1 e 3
e temperaturas a 10 °C. O segundo mecanismo ¢ a despolimeriza¢do, onde existe uma
diminui¢do do tamanho da cadeia polimérica. Em temperaturas acima de 10 °C em meio
acido, sdo mais frequentes as hidrolises. Além destes dois mecanismos, também enzimas
sintetizadas por vegetais ou microrganismos tém capacidade de degradacdo sobre estas
substancias (Canteri et al., 2012).

Experiéncias realizadas por Ega et al. (2015) em que filmes de pectina com
incorporacdo de frutas foram desenvolvidos e adicionados extratos alcoolicos de diversas
frutas que tinham capacidade antioxidante, mantendo assim as propriedades fisicas e
produzindo filmes antioxidantes e revestimentos para diversas aplicagdes alimentares.

Também Bagliotti Meneguin et al. (2014) produziram filmes de pectina
juntamente com amido, pelo método de evaporagdo do solvente. Os autores utilizaram
diferentes proporcdes e concentracdes de polimero com e sem plastificante, e concluiram
que o aumento da propor¢do de pectina e de pH favoreceram a dissolugdo e a absorcao
de liquidos dos filmes. No mesmo registo, Murata et al. (2019) defende que este
componente ¢ benéfico devido a sua elevada solubilidade em 4agua numa quantidade

limitada de meio.

1.6. Plantas halofitas

Plantas haléfitas sdo plantas caracterizadas pela tolerancia as altas concentragdes
de sal. Tém capacidade de desenvolver estratégias capazes de lidar com niveis de
salinidade que para outras plantas seriam toxicos, retendo nos vactolos sais como
mecanismo de osmorregulagdo (Ameixa et al., 2016).

Além das elevadas concentragdes de sal, outros fatores abidticos podem
representar problemas para estas plantas, entre os quais a exposi¢do a salinidades
flutuantes, altas temperaturas e intensidades de luz, e periodos de seca (Ahmad & Prasad,
2012).

Tendo em conta estes fatores, as plantas haléfitas sdo munidas de caracteristicas

capazes de as defender de possiveis alteragdes que possam ser provocadas e assim surgem
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os mecanismos de tolerancia ao sal, que vao apresentar vantagens em relagdo a outras
espécies (Rozema & Schat, 2013). Estes incluem o aumento da suculéncia da folha e / ou
caule, exclusdo de sal, produ¢do de osmolitos e também a inducdo de defesas
antioxidantes (Shiri et al., 2016).

Hoje em dia, estas plantas sdo cada vez mais consumidas devido as suas
propriedades organoléticas e medicinais. As halofitas sdo altamente especializadas uma
vez que possuem caracteristicas morfologicas, anatomicas e fisioldgicas que as tornam
aptas de proliferacdo em solos com elevadas concentragdes de sal (Flowers & Colmer,
2008).

Estas plantas sdo divididas em hal6fitas obrigatorias, ou em halofitas facultativas.
As obrigatorias necessitam consistentemente de uma concentracao exata de NaCl para o
seu crescimento, enquanto que as facultativas tém capacidade de crescer em solo sem
presenga de sal, tornando-as assim eficientes na gestdo da tolerancia ao stress abidtico e
uteis para a melhoramento do rendimento das culturas destas plantas (Ahmad & Prasad,

2012).

1.7. Salicornia ramosissima

Segundo J.Woods, a espécie Salicornia ramosissima pertence a subfamilia
Chenopodiaceae, classe Caryophyllidae, incluida no agregado de espécies S. europaea
(tabela 1.1.), cujo nome comum ¢ sal verde ou espargo do mar tendo a €poca de floracao
compreendida entre Maio e Novembro. E um género de planta localizado em habitats
temperados e subtropicais, com a exce¢do da América do Sul e da Australia. E uma planta
que habitualmente cresce em habitats salinos e interiores salinos, himidos, como sapais,
margens de lagos e salinas. Estima-se a existéncia de 20 a 25 espécies ndo existindo um
nimero exato nem mesmo um consenso quanto a este aspeto devido a elevada

complexidade de distinguir as diferentes espécies (Kadereit et al., 2007).
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Tabela 1.1. Classificagdo taxonomica da planta Salicornia ramosissima (UTAD, 2018).

Reino Plantae
Filo Angiospermophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Caryophyllales
Familia Chenopodiaceae
Género Salicornia
Espécie Salicornia ramosissima
J.Wood

Salicornia ramosissima (fig. 1.3.) € uma planta ter6fita que pode ter até 40 cm de
altura, ereta, que apresenta os seus caules articulados e por norma com bastantes
ramificagdes. Pode apresentar uma coloragdo verde-escura, podendo também adquirir
uma cor verde-amarelada ou vermelho-purpura. O perianto desta planta tem flores que se
dispdem em posi¢ao de triangular, onde a flor central se encontra num plano ligeiramente
superior, ja as laterais em relagdo ao tamanho podem ser iguais a central ou inferiores
(Costa, 2001).

Segundo Davy et al. (2001), é composta por hastes articuladas e sem folhas.
Embora tolere altas concentracdes de salinidade, o crescimento ideal acontece quando
estd sujeita a baixos niveis e crescem na zona entre marés superior. Esta localizacio
implica longos periodos de emersdo que levam a uma exposi¢do direta a radiagdo solar
UV e a um potencial stress foto-oxidativo envolvendo compostos foto-protetores, como
fendis e pigmentos.

Um dos pigmentos associados ¢ a clorofila, presente nas plantas, nos cloroplastos
das folhas e em outros tecidos vegetais. Sdo responsaveis pela cor verde caracteristica de
véarias frutas e legumes, que podem degradar-se e apresentar coloragdes verde

acastanhadas como € o caso da feofitina (Heaton & Marangoni, 1996; Streit et al., 2005).
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Figura 1.3. Planta salicornia (Ria Fresh, 2020).

E uma planta bastante rica em minerais essenciais, como ¢ o caso do mangangés.
No entanto, e de acordo com a tabela 1.2. ¢ de evidenciar valores de sddio, magnésio,

potassio e calcio (Barreira et al., 2017).

Tabela 1.2. Quantidades minerais (por grama de peso seco da amostra) de Salicornia ramsissima (Barreira et al.,
2017).

Na (mg/g) 89,9+0,5

K (mg/g) 8,92+0,23
Ca (mg/g) 4,86+0,05
Mg (mg/g) 9,43+0,08

Fe (mg/g) 1,53+0,02
Mn (ng/g) 20444

Zn (ng/g) 68,7+0,1
Cr (ng/g) 5,24+0,05
Pb (ng/g) 1,454+0,02
Ni (ng/g) 2,32+0,10
Cd (ng/g) nd

A salicornia ¢ uma planta tem elevada tolerancia ao sal, o que a torna capaz de
crescer em locais onde a presenca de dgua salina tenha uma concentracdo tdo elevada
quanto a agua do mar (Ventura & Sagi, 2013). Além do crescimento no habitat natural,
esta planta pode ser cultivada em sistemas de hidroponia onde ¢ possivel uma adequacao

do perfil nutricional para o consumo humano. Deste modo, criam-se valores aceitaveis a
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nivel medicinal de teores interessantes de proteinas, fibra alimentar total, minerais e
vitaminas, e seguras do ponto de vista toxicoldgico e microbiano. A salinidade do meio
de cultivo ¢ altamente importante para a produtividade da biomassa, mas tem menor
impacto no perfil nutricional (Lima et al., 2020). Cada vez mais ¢ usada na confecdo de
pratos, mais concretamente saladas, sendo conhecida na Inglaterra como erva de vidro
roxa e em Portugal, tal como dito anteriormente, como erva-salada. Os seus galhos frescos
podem ser usados na forma seca e moida e vao ser um substituto do sal de cozinha, uma
vez que ¢ uma planta que apresenta um elevado teor de sal (Isca et al., 2014a).

A nivel medicinal, s3o diversas as espécies de salicornia que t€m varias aplicagdes
na neste campo, nomeadamente a nivel de tratamento da obesidade, nefropatia e cancro
(Isca et al., 2014a). Segundo Isca et al. (2015), Salicornia ramosissima J. Woods revela
a presenga de uma nova estrutura natural que deriva de uma unidade de t-butilfenol alguns
flavonoides e compostos alifaticos, que foram identificados pelas técnicas HPLC-MS e
GC-MS, respetivamente (Isca et al., 2014b). Foi igualmente verificado que os extratos
desta planta sdo portadores de atividade antioxidante e fotoprotetora contra a radiacao

ultra-violeta (Surget et al., 2015).

1.8. Objetivo

O presente estudo tem como objetivo responder as necessidades da sociedade e
criar alternativas na industria alimentar para a preservagdo e aumento do tempo de vida
util dos alimentos através da criagdo de embalagens sem uso de material plastico.

Neste sentido, o principal objetivo foi o desenvolvimento de uma embalagem ativa a base
de pectina com incorporagdo de Salicornia ramosissima desidratada em p6 com
capacidades de biodegradacdo quer na terra como na agua do mar.

O objetivo da introducdo de salicornia no filme foi de conferir propriedades
conservantes através dos sais presentes na planta, com vista a sua aplicagdo e extensao
do tempo de vida util dos alimentos.

Foram testadas caracteristicas fisico-mecanicas (espessura, cor, opacidade, PVA,
solubilidade em dgua, humidade, alongamento a rutura, médulo de Young e resisténcia a
tracdo) assim como a capacidade de biodegradagdo dos filmes, em dgua do mar e na terra.
Por ultimo, foi efetuado um estudo de libertacdo controlada em agua para verificar a

libertacdo de sais provenientes do filme.
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A figura 1.4. apresenta a descri¢@o do trabalho experimental.

Produgdo de filmes

l

Teste de libertagdo

controlada de sais Caracterizacdo Testes de biodegradacgdo
Espessura Agua do mar
Cor Solo
I
Opacidade

l

Permeabilidade ao
vapor de agua

Solubilidade em agua

Humidade
I

-Alongamento a
rutura
- Médulo de Young
- Resisténcia a tragdo

Figura 1.4. Esquematizagdo do trabalho experimental.
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Capitulo 2 - Materiais e métodos

2.1. Preparacao dos filmes

Para a preparacgao dos filmes de pectina (SIGMA, 50-70% grau de esterificagdo)
de maga (filme controlo) 0,5 g de pectina foram adicionados a 25 mL de 4gua previamente
aquecida a 75 °C com agitacdo durante 10 min. Posteriormente a solucdo foi
homogeneizada (Ultra Turrax T25 Janke&Kunkel) a 20 500 rpm durante 5 min, e de
seguida foram adicionados 1,5 mL de glicerol, com agitagao durante 1 h a 40 °C.

Para a preparacdo dos filmes com salicornia desidratada em po, 0,75 g (valor
baseado em testes preliminares com o objetivo de produzir um filme homogéneo) de
salicornia (< 0,063 mm; teor de humidade = 7%) foram inicialmente adicionados a 25 mL
de 4dgua previamente aquecida a 75 °C com agitacdo durante 10 min. Apds esse periodo
seguiu-se a mesma metodologia anteriormente referida para os filmes de pectina.

Posteriormente a solugdo foi desgaseificada num exsicador aplicando vacuo
durante 5 min. De seguida as solug¢des formadoras de filme foram colocadas a secar em

placas de Petri (90 cm de diametro) de polipropileno durante 48 h a 25 °C.

2.2. Caracterizacio dos filmes

2.2.1. Permeabilidade ao vapor de dgua e espessura

A determinacdo da permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes foi determinada
por gravimetria, baseada no procedimento ASTM E96-92, com algumas alteracdes
(Bourtoom & Chinnan, 2008).

50 mL de agua destilada foi utilizada para encher a célula de permeagao de modo
a gerar uma pressao de vapor de 100% RH (2337 Pa a 20 °C), que foi selada na parte
superior com uma pelicula. De seguida, as células foram pesadas com uma balanca
analitica (Mettler AE200) e colocadas no interior de um exsicador contendo silica (0%
RH; 0 Pa pressdo de vapor de agua; a circulagdo de ar mantida constante utilizando um
ventilador dentro do exsicador). As mudancas relativas ao peso das células foram

registadas em intervalos de tempo de 2 h de modo a registar a perda de humidade ao longo

18



do estudo, até que atingisse um estado estavel. O valor de PVA (kg Pa! m! s!) das

amostras analisadas foi determinado pela seguinte equagdo (1):

_TTVAXX

PVA o (1)
TTVA = taxa de transmissdo de vapor de adgua (kg m™! s!) através do filme calculada a
partir da inclinagdo da curva dividida pela area do filme; X = espessura do filme (m); AP
= diferenca parcial de pressao de vapor (Pa) através dos dois lados do filme.

Para a medicao da espessura, foram feitas 3 medi¢des aleatorias em cada amostra
em analise em pontos diferentes através de um micrémetro digital (No. 293-5, Mitutoyo,
Japdo). Foram utilizados valores médios para calcular a PVA. Este estudo foi feito em

triplicado para cada um dos filmes.

2.2.2. Cor e opacidade

A medi¢ao da cor foi baseada no método reportado por Martins et al. (2010).Foi
utilizado o colorimetro (Minolta CR 400, Toquio, Japao), previamente calibrado Y=93,5,
x=0,3114, y=0,3190) com um azulejo branco padrdo (certificado pela UE) em que se
registou o espectro da luz refletida para determinar os parametros L*, a* e b*. Para o
calculo da opacidade dos filmes foi utilizada a relagdo entre a opacidade de cada amostra
num padrdo preto (Yb) e a opacidade de cada amostra num padrao branco (Yw), tal como

a equacao (2) demonstra:

Yb/Ywx100 (2)

Foram realizadas trés medi¢gdes de cada amostra, e foram testadas trés amostras de cada

filme.

2.2.3. Solubilidade e % de humidade

O parametro solubilidade da agua dos filmes foi baseado na metodologia utilizada por

Casariego et al. (2009).
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A solubilidade das amostras foi determinada como a percentagem de material
soluvel ap6s 24 h de imersdo em agua. O filme foi recortado em forma de disco (2 cm de
diametro), seco numa estufa a 105 °C até atingir um peso constante para obtencdo da
matéria seca inicial das amostras. De seguida, colocou-se a amostra em 50 mL de agua
desionizada e suavemente agitada (20 °C, 24 h). Ao fim de 24 h, as amostras
insolubilizadas foram filtradas e secas na estufa (105 °C, 24 h) de modo a determinar o
peso da matéria seca que ndo foi soluvel em agua.

O célculo da solubilidade foi efetuado em percentagem, através da seguinte

equagdo (3):

(Mi-Mf)/Mix100 (3)

em que, Mi ¢ a massa inicial e Mf ¢ a massa final da amostra. Este estudo foi feito

em triplicado para cada um dos filmes.

2.2.4. Medidas de textura

Para a medigao das propriedades mecanicas foi utilizado um texturémetro (TA.TX
Plus Texture Analyzer), com o apoio do programa "Exponent - versdo 6.1.16" (Stable
Micro Systems, Surrey, UK, Inglaterra), de acordo com o método padrao D882-02
(ASTM, 2002).
As amostras foram recortadas (20 mm x 100 mm) e colocadas em garras de tracdo. A
separa¢ao inicial da pega foi de 80 mm e a velocidade da cabega transversal de 1,0 mm/s.
A resisténcia a tracdo (forga/area de seccdo transversal inicial) e o alongamento na rutura
foram calculados diretamente a partir das curvas de forca VS curvas de alongamento,
utilizando o software "Exponent". O modulo de Young foi calculado como a declive da

porcao linear inicial desta curva. Foram feitas seis medi¢des de cada amostra.
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2.3. Testes de Biodegradacao

2.3.1. Agua do mar

O teste de biodegradacao dos filmes em agua do mar foi baseado na metodologia
utilizada por Accinelli et al. (2012), com algumas alteragdes.

Os filmes produzidos foram recortados (3x2 cm) e submersos em 300 mL de dgua
do mar (pH=7,20). As amostras foram colocas com agitagdo a 150 rpm (agitador Edmund
Buhler-7400 Tubingen) e a 25 °C, de modo a simular a agitagdo existente no mar.

Foi efetuado um registo fotografico ao longo do tempo para verificar a
biodegradacdo dos filmes. Este estudo foi realizado em triplicado para cada um dos

filmes.

2.3.2. Terra

O teste de biodegradagao em terra foi baseado na metodologia utilizada por Altace
et al. (2016), com algumas adaptagdes.

Os filmes produzidos foram recortados (3x2 cm) e colocados num interior de uma
rede de polietileno perfurada (5x4 cm; abertura de malha 4 mm). Os filmes foram
colocados em terra (Eco Grow, pH= 5,5-6,5; Humidade= 50-60%; Condutividade= 0,2-
1,2 CE; Azoto 80-150 mg/L; Fosforo= 80-150 mg/L; Potéassio 80-150 mg/L; Matéria
Organica= > 70%) a uma distancia de 11 cm da superficie num vaso (71x26x25,5 cm) e
com uma distancia de 5 cm entre cada filme.

A terra foi regada com 500 mL de 4gua cada 7 dias de estudo e mantida a 25 °C
ao longo do estudo. Foi efetuado um registo fotografico ao longo do tempo para verificar
a biodegradacao dos filmes. Este estudo foi realizado em triplicado para cada um dos

filmes.

2.4. Teste de libertacio controlada de sais

Para testar a libertagdo de sais provenientes do filme com salicornia, os filmes (1

cm?) foram colocados em 5 mL de agua destilada (pH =5,75) e armazenados a 5, 25 € 45
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°C (Fitoclima Pol-Eko Aparatura) com tempos de exposicao diferentes (5 °C - 0-540 min;
25 °C - 0-360 min; 45 °C - 0-180 min).

A condutividade (Crison 525) foi medida ap6s cada tempo de exposi¢ao para as
diferentes temperaturas, e o equipamento foi calibrado com diferentes solugdes de KCI.

As amostras foram analisadas em triplicado.

2.5. Analise estatistica

Os resultados foram expressos com a média e desvio padrdo de pelo menos trés
réplicas. Os dados experimentais foram analisados com o software IBM SPSS —
Statistical Product and Service Solutions versao 26 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Foi
efetuada uma analise com o teste t para detetar diferencas significativas entre os dois tipos

de filme para cada parametro analisado. O nivel de significancia utilizado foi de 0,05.

Capitulo 3 -Resultados e discussido

O po de salicornia desidratado e utilizado na produgdo do filme ¢ apresentado na
fig. 3.1.
Os filmes desenvolvidos, controlo e salicornia (fig. 3.2.) foram analisadas quanto

a parametros fisico-mecanicos e morfologicos.

Figura 3.1. Po de salicornia desidratado.
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Figura 3.2. (4) Filme controlo (B) Filme com salicornia.

3.1. Caracterizacao dos filmes

De acordo com os resultados apresentados na tabela 3.1., & possivel verificar que

para a maioria dos parametros analisados existiram diferencas significativas entre as

amostras, com exce¢do do parametro humidade.

Tabela 3.1. Resultados dos pardametros fisico-mecdnicos.

Espessura (mm)

Cor
L*
a*
b*
Opacidade (%)
Permeabilidade ao vapor de agua
(g/(m.s.Pa))

Solubilidade em agua (%)

Humidade (%)
Alongamento a rutura (%)

Médulo de Young (MPa)

Resisténcia a tracdo (MPa)

Filme controlo

0,18+ 0,01*

81,20+ 0,70*

329+ 0,16"

12,74 + 0,75

10,87 + 0,05
1,24x10° £ 6,58x 1071

11,56 +£5,56*

65,47 £+ 8,50°
3,91 +£0,62*

0,93 +£0,12*

4,19 +0,82°

Filme com salicornia

0,25+0,01°

48,84 + 1,60°

4,96 + 0,30
28,62+ 0,51°
30,04 + 1,49

1,52x107 £ 1,09x107'%

50,50 + 5,02°

60,47 +3,92*
5,89 +0,29°

0,010 + 0°

0,13+0,15°
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3.1.1. Espessura

Relativamente a espessura, foi possivel verificar que existe um ligeiro aumento
para o filme com salicornia. Este aumento da espessura pode ser explicado pela
incorporacdo da massa de salicornia no filme, o que contribuiu para uma maior massa
solida na matriz polimérica.

De acordo com o estudo efetuado por Hosseini et al. (2015), o aumento da
espessura dos filmes pode estar relacionado com o aumento do teor de matéria seca.
Tendéncia semelhante foi observada para filmes com incorporagdo de a-tocoferol, que
resultou igualmente no aumento de espessura aquando da adicdo deste componente

(Martins et al., 2012).

3.1.2. Cor

Os parametros de cor para cada filme revelam que a adi¢ao de salicornia provocou
uma diminui¢do de L* e um aumento nos valores de a* e b*.

O filme controlo, tal como demonstram os resultados, era incolor, claro e
translucido, comprovado pelo alto valor do pardmetro L*. A diminui¢do do pardmetro L*
e respetivo escurecimento do filme com salicornia ¢ associado a adi¢do de salicornia, que
tem a capacidade de tornar o filme mais escuro devido aos pigmentos existentes nesta
planta.

As clorofilas, sdo os pigmentos naturais que existem em maior abundancia na
planta. A coloragdo “verde-acastanhada” do filme com salicornia deve-se a presenga de
pigmentos. De acordo com Heaton & Marangoni. (1996), a perda de cor verde acontece
devido ao desvanecimento da cor verde da clorofila transformando-se num castanho,
caracteristico da feofitina. Este fenomeno ¢ conhecido por feofitinizacdo, e acontece
quando o magnésio do centro da molécula de clorofila ¢ substituido pelo hidrogénio
(Streit et al., 2005).

Estudos realizados por Nisar et al. (2019) vao de encontro resultados obtidos neste

estudo, verificando que filmes com pectina apresentaram tons claros e incolores. O
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mesmo autor afirma que o escurecimento ou, diminui¢do dos valores de L* pode ser
explicado pelo facto de existirem polifendis incorporados nos filmes de pectina.
A adigdo de salicérnia nos filmes afetou também os pardmetros a* e b*. Os pigmentos

presentes na salicornia contribuiram para um filme mais amarelado

3.1.3. Opacidade

De acordo com os resultados obtidos foi possivel verificar que o filme com
salicornia foi bastante mais opaca que o filme controlo, uma vez que a salicérnia contém
pigmentos que vao alterar este parametro.

Este aumento de opacidade, pode ser explicado pela introdugdo de salicornia no
filme, que confere tom acastanhado (Streit et al., 2005).

Segundo estudos efetuados por Nisar et al. (2019) os valores obtidos pelos autores
corroboram os obtidos neste estudo, pois os valores de opacidade para o filme controlo

de pectina foram inferiores aos valores da amostra com adicao de polifendis de maga.

3.1.4. Permeabilidade ao vapor de dgua e espessura

Os resultados obtidos demostram que existe um ligeiro aumento na
permeabilidade ao vapor de dgua para o filme com salicornia.

Segundo Dias (2008), e em concordancia com os resultados obtidos, o aumento
de permeabilidade no filme pode estar relacionado com a maior disponibilidade de grupos
hidroxilo para a ligagdo a moléculas de agua.

No estudo de Meneguin et al. (2014), os valores mais elevados de permeabilidade
corresponderam as amostras cuja espessura ¢ maior, tal como o sucedido no presente
estudo. Tal relacdo pode ser explicada pela particularidade de filmes mais espessos terem
capacidade de absorver mais moléculas de d4gua devido a sua maior massa polimérica.

No entanto, € ao invés dos nossos resultados surge o estudo efetuado por Nisar et
al. (2019) onde a PVA diminuiu com a adi¢do de componentes ricos em polifendis.
Segundo o autor, a mobilidade das cadeias de pectina foi afetada negativamente pela
interacdo com os polifendis, pelo que a difusdo ou penetracdo das moléculas de dgua

através das membranas foi reduzida, havendo uma diminui¢ao dos grupos hidrofilicos.
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A permeabilidade ao vapor de 4gua apresenta os maiores valores de aumento para
filmes em que existe a juncdo de todos os componentes dos filmes (misturas de
elagitaninos de frutos verdes de rubus, pectina de baixo metoxil e goma de tara),
verificando-se 0 mesmo comportamento para o nosso filme, aquando da adi¢do de

salicornia a pectina (Chen et al., 2020).

3.1.5. Solubilidade em agua

Através dos resultados obtidos foi possivel verificar que os filmes com salicornia
apresentam valores bastante superiores em relacdo aos filmes de pectina, o que significa
que a salicérnia tem capacidades de aumentar a solubilidade dos filmes. Estes resultados
devem-se ao facto da salicérnia ser rica em sais organicos, como ¢ o exemplo do sodio,
magnésio ou célcio, que sdo soluveis em contacto com a agua, € por isso, a amostra
apresenta valores tao altos de solubilidade (Barreira et al., 2017). Também o “swelling”
ou inchago ¢ uma caracteristica que tal como a solubilidade podem afetar as propriedades
de resisténcia dos filmes em agua. Segundo Nisar et al. (2019), os valores mais elevados
de solubilidade em agua e o grau de “swelling” dos filmes podem ser associado a presenga
de grupos hidrofilicos. Os mesmo autores obtiveram um comportamento idéntico ao deste
estudo, havendo um aumento significativo (p<0,05) na solubilidade e consequentemente
do “swelling” ap6s a adi¢do de polifendis de maca, no presente estudo, apos adicao de
salicornia desidratada.

Num estudo realizado com filmes de pectina foi verificado o mesmo
comportamento com a adicdo de diferentes concentragdes de polifendis de maca,
resultando num aumento de solubilidade (Nisar et al., 2019).

O estudo efetuado por Nisar et al. (2019) corrobora os resultados obtidos, ao
afirmar que a solubilidade do filme com pectina ¢ inferior ao filme que tem adigdo de
componentes que contém grupos hidrofilicos de polifendis que podem interagir com

moléculas de 4gua.

26



3.1.6. Humidade

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que a humidade foi a unica
caracteristica que ndo apresentou diferencas significativas (p>0,05) entre os filmes
controlo e com salicornia. Esta semelhanca deve-se ao facto de os filmes apresentarem
na sua composi¢ao o mesmo volume de agua.

Segundo Pereda et al. (2011), o teor de humidade ¢ o pardmetro que aborda o total
de volume vazio ocupado pelas moléculas de 4gua na microestrutura de rede dos filmes.

Resultados semelhantes foram obtidos por Leon-Bejarano et al. (2020) em que a
adi¢do de extratos ndo teve qualquer efeito significativo na percentagem de humidade dos

filmes.

3.1.7. Propriedades mecéanicas

De acordo com as analises realizadas e com a analise visual, os resultados obtidos
sao concordantes. O filme controlo apresentou uma estrutura mais resistente, € por esse
motivo o valor de RT ser mais elevado, enquanto que o filme com salicornia se apresentou
bastante mais fragil. No entanto, para o AR verificou-se o contrario, pois o filme com
salicornia apresentou-se mais elastico, e por isso o seu valor de AR foi superior. O filme
controlo, e de acordo com a caracteristica de ser bastante mais resistente, torna-a menos
elastica, corroborado assim com os valores obtidos neste parametro.

Segundo Shaw et al. (2002), a diminuicdo da resisténcia do filme (RT) e o
aumento da capacidade de alongamento (AR) pode ser atribuido a redu¢do do numero de
ligagdes cruzadas intermoleculares entre moléculas de pectina dentro dos filmes.

Resultados semelhantes ao deste estudo foram obtidos por Gouveia et al. (2019),
onde verificaram que a adi¢do de um componente aos filmes de pectina provocou uma
diminuicdo na resisténcia a tragdo, principalmente com adi¢do de CHCI. Este resultado
estd relacionado como uma redu¢do nas ligagdes intermoleculares entre cadeias de
pectina, contribuindo deste modo para um material mais fraco (Gouveia et al., 2019).

Os resultados de Meerasri & Sothornvit (2020) apresentaram o mesmo
comportamento, existindo uma diminui¢do de resisténcia a tragdo e um aumento de

alongamento a rutura com a adi¢@o de acido gama-aminobutirico e de glicerol.
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3.2. Biodegradaciao em agua do mar

A figura 3.3 apresenta os filmes controlo e com salicornia em dgua do mar ao
longo do teste de biodegradac¢do em que se verificou uma ligeira subida de pH quer para
o filme controlo como para o filme com salicornia (pH inicial:7,2; pH final: 8,2).No que
diz respeito a andlise visual, foi notorio que ao longo da experiéncia os filmes sofreram
bastantes alteragdes, na medida em que ¢ percetivel a diminui¢cdo de massa das amostras
em agua salgada.

Apo6s o 1° dia as amostras mantiveram-se com o aspeto inicial, sendo que apo6s
este periodo a 4gua do mar em que estas se encontravam submersas comegou a apresentar
sinais de turvagdo para o filme com salicornia, enquanto que para o controlo esta alteracdo
ndo se evidenciou tanto. Esta turvacdo pode ser explicada pelo facto da salicornia ser rica
em sais minerais e pigmentos, que ao se dissolverem na dgua provocam a turvacao. Ao
3°dia, a turvagdo comecgou a apresentar uma coloracao esverdeada que vai de acordo com
o explicado anteriormente (Barreira et al., 2017; Lima et al., 2020).

No 8° dia, foi possivel verificar que ambas amostras de filmes (controlo e
salicornia), comecaram a sofrer alteragdes, ou seja, comecam a dividir-se em fragmentos.
Neste periodo também foi notoria a turvacdo da 4gua para o filme controlo, possivelmente
provocada pela libertagao de pectina. Segundo um estudo de Syranidou et al. (2019), estas
alteracdes fisico-quimicas das superficies poliméricas juntamente com as alteragdes de
flutuabilidade do filme podem ocorrer devido a formagao de biofilme e de processos de
biodegradacao.

Ao 16° dia, verificou-se de modo bastante mais visivel as mudangas a nivel da
massa das amostras, uma vez que estas se comecaram a dissolver consideravelmente na
agua do mar. Este facto pode ser explicado devido ao “swelling” do filme, pois tanto o
“swelling” como a solubilidade do filme podem afetar diretamente as propriedades de
resisténcia da dgua dos filmes, particularmente se ocorrer num ambiente hiimido (Nisar
et al., 2019).

Ao 19° dia verificou-se uma dissolucdo, onde foi evidente uma perda de massa
uma vez que deixa de ser tdo percetivel a presenca do filme na agua.

Ao invés do que se verificou no inicio do estudo, em que se verificou turvagao,
ao 25° dia, a 4gua do mar comegou a perder sinais de turvacdo, principalmente para o
filme com salicornia, tendo em conta que apresenta um aspeto bastante mais translucido,

ao contrario do observado até entdo.
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No fim do estudo (30 dias), verificou-se que ambos tipos de amostras sujeitas ao
teste encontravam-se bastante fragmentadas, apresentando um aspeto de “flocos”
reduzidos, e perdendo completamente a forma inicial de retangulo e a maioria da massa
inicial. A velocidade de biodegradagdo do filme, esta relacionada com diferentes fatores
entre os quais, o “swelling”, o movimento/agitagdo da agua salgada, a presenca de
microrganismos na agua salgada, o volume de 4gua salgada utilizada em relacdo ao filme
e a existéncia de oxigenacao.

Relativamente a fragmentagdo verificada ao fim de 8 dias, dados obtidos por
Alvarez-Zeferino et al. (2015) corroboram os deste estudo ao verificar baixos niveis de
biodegradacdo, no entanto, estes apresentavam uma taxa mais elevada de perda de
integridade fisica. Os autores relatam que esta combinacdo de fendmenos pode levar a
fragmentacao antes de ocorrer uma biodegradagao significativa.

Também Nakayama et al. (2019) efetuou testes em agua do mar para testar a
biodegradacdo e também através de caréncia bioquimica de oxigénio. Os autores
concluiram que tal como os resultados deste estudo, existe biodegradacao dos filmes em
agua do mar ao fim de 2 semanas, no entanto, os investigadores verificaram que em
sistema fechado, a 27 °C existe uma perda de mais de 60 % em 4 semanas e para 20 °C
uma perda de 40% da massa. Para os testes de campo (realizados no mar), houve maior
perda, havendo ao fim de 2 semanas perdas de aproximadamente 50% de peso e ao fim
de 4 semanas o peso foi reduzido em mais de 80%. Segundo Nakayama et al. (2019) a
biodegradacdo em 4dgua do mar ¢ mais rapida tendo em conta as diversas vidas existentes
no mar, além de microrganismos, como por exemplo protozodrios ou plancton e também

os efeitos fisico-quimicos como a luz solar, ondas, sais inorganicos, entre outros.
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Tempo1lh Dia1 Dia 2 Dia4g

Tempolh Dial Dia 2 Dia4

Figura 3.3. Teste de biodegradagdo. (4)Filme controlo (B) Filme com salicornia.
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Dia 8 ' Dia 12 ' Dia 16 ' Dia 22 ' Dia 30

Dia 30

Figura 3.3. Continuagdo.
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3.3. Biodegradacio na terra

A figura 3.4. apresenta o filme controlo e com salicornia ao longo do teste de
biodegradacao.

Ao fim do 1° dia, verificou-se algumas mudancas. Apesar de ndo ter ocorrido perda de
massa, ou seja, ndo ter havido perdas de filme, este apresentava sinais de ter absorvido agua.
Segundo Nisa et al. (2015), existe uma relacdo entre a solubilidade e a resisténcia estrutural
dos filmes.

Ao fim de 2 dias o filme controlo manteve-se idéntico comparativamente ao tempo 0,
no entanto, o filme com salicérnia comegou a apresentar sinais de biodegradacao uma vez que
o filme apresentou uma menor area. Este resultado esté relacionado com o facto de o filme com
salicornia apresentar uma elevada solubilidade em 4gua e consequentemente ter absorvido agua
do solo, derivado as caracteristicas do solo, em particular a sua humidade.

Ao fim de 14 dias verificou-se uma perda superior a 50% da massa inicial em ambos
os filmes, sendo que apds 21 dias essa perda foi de cerca de 90%, valor indicado pela norma
Europeia EN 13432, para as embalagens serem consideradas biodegradaveis por acgao
bioldgica, num periodo de 6 meses (Martins et al., 2019). Esta degradacdo est4 relacionada
com a agdo dos microrganismos existentes na terra. De acordo com Shah et al. (2008), os
microrganismos responsaveis pela biodegradacdo sdo bactérias e fungos. No entanto, nem
todos os microrganismos tém estas capacidades pois os responsaveis por este processo diferem
de acordo com as suas condi¢des 6timas de crescimento no solo. Além do fosforo, tal como
mencionado anteriormente, também o azoto ¢ um componente da terra bastante importante,
uma vez que ¢ um nutriente imprescindivel para os microrganismos decomporem o carbono
(Briassoulis & Mistriotis, 2018).

Testes realizados por Jaramillo et al. (2016) apresentaram resultados que vao de
encontro com os deste estudo. Os autores observaram que ao colocar amostras de filmes (20x20
mm) a uma profundidade de 10 mm comegaram a existir sinais de biodegrada¢ao ao fim de 6
dias, e ao fim de 12 dias existiu uma maior mudan¢a na decomposic¢ao dos filmes.

Também num estudo efetuado por Rech et al. (2020) com a duragdo de 60 dias, o autor
afirmou que as caracteristicas particulares do solo podem ser responsaveis por este fenémeno,
como ¢ o caso da disponibilidade de fésforo que contribui para uma maior carga de fungos.
Neste estudo, foi utilizado um solo cuja composi¢ao tem fosforo, que de acordo com o autor

vai ajudar na biodegradacdo do filme.
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Figura 3.4. Teste de biodegradagdo em terra. (A) Filme controlo (B) Filme com salicornia.
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3.4. Teste de libertacao controlada de sais

De acordo com os resultados observados, verificou-se uma libertagao de sais dos filmes
mais rapida a temperatura mais elevada do estudo (45 °C), tal como ¢ possivel verificar na fig.
3.5. Ao fim de 15 minutos, a libertagdo méaxima foi atingida, apresentando um valor de 1400
uS/cm.

Para as temperaturas de 25 °C e 5 °C, a libertacdo ocorreu de uma forma mais lenta,
verificando-se a libertacdo maxima ao fim de 60 minutos e 120 min, respetivamente. Apos essa
libertagdo os valores de condutividade estabilizaram. Esta estabilizacdo pode ser explicada pela
solubilizacdo da solugdo e grau de saturagdo. O filme controlo apresentou uma condutividade
maxima de cerca de 120 pS/cm para todas as temperaturas em estudo. Segundo Duran et al.
(2010) a velocidade de dissolucdo de um solido tende a aumentar devido ao aumento da area
superficial, fazendo com que seja possivel uma area de contato maior das particulas do soluto
com o solvente. Neste estudo € possivel observar que ao inicio e a temperaturas mais elevadas,

os valores de condutividade foram mais elevados em relag@o as temperaturas mais baixas.

Foaac0ttt8 o0 0
é.[i:
L

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo (min)

Figura 3.5. Teste de libertagdo controlada de sais. O: 5 °C; 0: 25 °C; A: 45 °C.

Segundo Brunella et al. (2016), o aumento da temperatura pode causar a libertagao de
moléculas, e a taxa de difusdo pode ser afetada por esta libertagdo. Ao atingir os valores mais
elevados mais rapidamente, consequentemente atingira o equilibrio mais facilmente, em que ja

ndo ¢ possivel dissolver mais particulas.
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Segundo Aydin. (2020) o peso molecular dos compostos ativos dita a sua capacidade
de serem aprisionados dentro da matriz polimérica, assim a mobilidade dentro da matriz
depende do seu tamanho, a menos que tenham interacdes quimicas com o polimero. Contudo,
quanto mais baixo o peso molecular de compostos incorporadas, mais rapida ¢ a libertagao.

De acordo com estudos efetuados por Suppakul (2016) a maior libertacdo a altas
temperaturas ¢ associada ao facto de a densidade da matriz diminuir devido ao “swelling” das
particulas, facilitando deste modo a libertagao do composto. Assim, segundo o autor, a taxa de
difusdo do composto pode ser aumentada com o aumento da temperatura.

Os resultados obtidos por Murata et al. (2019) apresentaram um comportamento
semelhante ao do presente estudo. Foi possivel verificar semelhancgas na medida em que existiu
uma elevada libertagcdo inicial e passado um determinado intervalo de tempo os valores

estabilizaram.
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Capitulo 4 - Conclusao

A realiza¢do deste trabalho permitiu o desenvolvimento e a caracterizagdo de uma
embalagem ativa biodegradavel a base de pectina com a incorporacdo de Salicornia
ramosissima em po.

Foi possivel concluir que a introdu¢do de salicérnia modificou a estrutura dos filmes de
pectina e assim as suas caracteristicas fisico-mecanicas. O filme com salicornia apresentou-se
mais escuro e opaco, com uma permeabilidade ao vapor de agua ligeiramente superior, com
menor resisténcia a tracdo e com maior alongamento a rutura comparativamente com o filme
de pectina.

Ambos os filmes foram considerados biodegradaveis ao fim de 21 dias em terra e ao
fim de 30 dias em 4dgua do mar.

Concluiu-se também que a velocidade de libertacdo de sais provenientes do filme com
salicornia aumentou com a temperatura de armazenamento.

Este trabalho contribui para o desenvolvimento de novos sistemas de embalagem

biodegradaveis com vista a aplicagdo em alimentos e extensdo do seu tempo de vida util.
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Perspetivas de trabalho futuro

Como perspetivas de trabalho futuro seria interessante estudar:

- A libertacdo controlada de sais em meios simulantes com diferente pH;

- As propriedades antimicrobianas dos filmes;

- A aplicacao dos filmes em diferentes matrizes alimentares, como peixe, queijo e fruta,

realizando testes de tempo de prateleira para observar a sua eficiéncia.
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