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Resumo

As algas sdo uma relevante fonte de recursos biolégicos, explorados em
diversas areas de pesquisa. No ocidente, o aumento no interesse pelas algas
marinhas enquanto alimento pode ser explicado por uma crescente percecdo
dos consumidores relativamente aos seus possiveis beneficios para a satide. A
grande maioria dos trabalhos académicos busca algum beneficio, nutricional
ou econdémico, que as algas marinhas possam promover nas formulagoes
alimentares, ndo sendo destacado o seu valor enquanto elemento de sabor,
textura e cor. Além disso, as técnicas de conservacdo atualmente usadas nao
preservam os principais aspetos organoléticos das mesmas.

O objetivo principal deste trabalho foi estudar o impacto de diversas
técnicas de processamento e conservagao sobre as caracteristicas intrinsecas de
algumas algas marinhas, tirando proveito dos resultados obtidos para o
desenvolvimento de novos produtos que ajudem a promover as macroalgas
portuguesas enquanto recurso alimentar.

Para tal, inicialmente, o perfil nutricional (proteinas, lipidos e minerais)
e de voldteis, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS), das macroalgas estudadas foram avaliados: Codium tomentosum e
Ulva spp. (Chlorophyta); Chondracanthus teedei var. lusitanicus, Chondrus
crispus, Gracilaria gracilis e Porphyra spp. (Rhodophyta); Fucus vesiculosus,
Saccorhiza polyschides e Undaria pinnatifida. (Phaeophyceae).

Prosseguiu-se com a caracterizacdo dos produtos resultantes de
diferentes técnicas de processamento e conservacdo (congelamento, salga,
secagem e liofilizagdo), em termos de voldteis. Posteriormente, realizaram-se
dois ensaios destinados a investigar o impacto de técnicas de processamento
minimo nas amostras tratadas — em particular, o tratamento por altas pressées
(HPP) e o embalamento em atmosferas protetoras, incluindo vdcuo e
atmosferas modificadas (MAP). Adicionalmente, avaliou-se o efeito do
armazenamento refrigerado pelo periodo de 15 e 90 dias (MAP e HPP,
respetivamente), através de andlises microbioldgicas e relacionadas com as
principais mudangas fisico-quimicas.

Foi constatado que as algas marinhas estudas apresentam uma
composi¢do nutricional semelhante aquela descrita na literatura,
caracterizando-se por serem ricas em proteinas (30,33% DW em P. umbilicalis)
e minerais (55,93% DW em C. tomentosum e 44,34% DW em S. polyschides),
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enquanto apresentam baixo teor lipidico (de 1 a 2% DW para a maioria das
algas marinhas).

A anélise dos pertis de volateis por meio de GC-MS revelou uma notavel
diversidade de compostos, totalizando 124 VOCs distintos, com destaque para
as macroalgas vermelhas C. teedei var. lusitanicus, C. crispus e P. umbilicalis.
Adicionalmente, observou-se que um conjunto reduzido de VOCs,
pertencentes as categorias de aldeidos, dlcoois e cetonas, parece desempenhar
um papel significativo nas notas aromdticas associadas as algas marinhas
examinadas.

A principal conclusdo extraida dos resultados foi que as algas sdo
organismos de grande complexidade e que ndo existe um método de
preservagdo universalmente superior para todas as espécies de macroalgas. A
liofilizacdo demonstrou ser mais eficaz na conservagao dos perfis de aroma de
U. pinnatifida, C. teedei var. lusitanicus e G. gracilis, a salga revelou-se eficaz em
C. tomentosum, enquanto a secagem destacou-se na preservagdo de F.
vesiculosus.

O HPP mostrou-se particularmente eficaz em estender a vida de
prateleira, em termos de seguranca alimentar, de O. pinnatifida pelo periodo
de pelo menos 90 dias, a0 mesmo tempo em que conservou melhor as
caracteristicas de cor e aroma de C. tomentosum. O MAP, revelou-se superior
ao envasamento a vdcuo e em atmosfera ambiente (controlo), em particular de
U. lactuca que respondeu melhor ao tratamento em termos de preservagdo das
propriedades sensoriais. Por outro lado, P. umbilicalis apresentou contagens
microbianas abaixo do limite de quantificagdo no término do periodo de
armazenagem de 15 dias.

Palavras-chave: Algas marinhas; Processamento e conservag¢ao de alimentos;
Andlise instrumental e sensorial; Propriedades organoléticas; Novos produtos
alimentares




Abstract

Seaweeds are a significant source of biological resources, which are
studied in several areas of research. In the West, the growing interest in
seaweeds as food can be attributed to an increasing consumer awareness about
their potential health benefits. Most of the academic studies focus on the
nutritional or economic benefits that seaweeds can deliver to food
formulations, however their value as components of flavor, texture, and color
is not highlighted. Furthermore, the preservation techniques currently in use
do not maintain their main organoleptic characteristics.

The objective of this work was to study the impact of various processing
and preservation techniques on the fundamental characteristics of some
seaweeds, leveraging the results obtained for the development of new
products that help promote Portuguese macroalgae as a food resource.

To this end, initially, the nutritional (proteins, lipids, and minerals) and
volatiles, through gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), of the
studied macroalgae were evaluated: Codium tomentosum e Ulva spp.
(Chlorophyta); Chondracanthus teedei var. lusitanicus, Chondrus crispus,
Gracilaria gracilis e Porphyra spp. (Rhodophyta); Fucus vesiculosus, Saccorhiza
polyschides e Undaria pinnatifida. (Phaeophyceae).

This was followed by the characterization of the products resulting from
different processing and conservation techniques (freezing, salting, drying,
and freeze-drying), in terms of volatile components. Subsequently, two trials
were carried out to investigate the impact of minimal processing techniques
on the treated samples — particularly, high-pressure processing (HPP) and
packaging in protective atmospheres, including vacuum and modified
atmospheres (MAP). Additionally, the effects of refrigerated storage over a
period of 15 and 90 days (MAP and HPP, respectively), were evaluated
through microbiological analyses and the main physicochemical changes.

It was found that the seaweed studied had a nutritional composition
similar to that described in the literature, characterized by being rich in
proteins (30.33% DW in P. wumbilicalis) and minerals (55.93% DW in
C tomentosum and 44.34% DW in S. polyschides), while they have low lipids
content (from 1 to 2% DW for most seaweeds).

The analysis of volatile profiles by GC-MS revealed a remarkable
diversity of compounds, comprising 124 distinct VOCs, with emphasis on the
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red macroalgae C. teedei var. lusitanicus, C. crispus and P. umbilicalis.
Additionally, it was observed that a reduced set of VOCs, belonging to the
categories of aldehydes, alcohols and ketones, appear to play a significant role
in the aromatic notes associated with the seaweed examined.

The main conclusion drawn from the results was that seaweeds are
organisms of great complexity and that there is no single treatment that proves
to be superior for all macroalgae species. Freeze-drying proved to be more
effective in maintaining the aroma profiles of U. pinnatifida, C. teedei var.
lusitanicus and G. gracilis, salting displayed superior efficacy for C. tomentosum;
while drying excelled in preserving F. vesiculosus.

HPP was particularly effective in extending the shelf life, in terms of food
safety, of O. pinnatifida for at least 90 days, while also better preserving the
color and aroma characteristics of C. tomentosum. MAP proved to be superior
to vacuum packaging and ambient atmosphere (control), particularly for
U. lactuca, by better preserving its sensory properties. On the other hand,
P. umbilicalis showed microbial counts below the quantification limit at the end
of the 15-day storage period.

Keywords: Seaweeds; Food processing and conservation; Instrumental and
sensory Analysis; Organoleptic properties; New food products
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FW Fresh Weight (peso fresco)

GC Guas Chromatography (cromatografia gasosa)

GG Gracilaria gracilis

GLV Green Leaf Volatiles (volateis das folhas verdes)

GMP Guanosine Monophosphate (monofosfato de guanosina)

GRAS Generally Recognized As Safe (geralmente reconhecidos como
seguros)

HACCP Hazard Analysis and Critical Control Point (andlise de perigos e
controlo de pontos criticos)

HETE Hydroxyeicosatetraenoic Acid (dcido hidroxieicosatetraendico)

HMB Heterotrophic Marine Bacteria (bactérias marinhas heterotréficas)

HPP High-Pressure Processing (processamento por alta pressdo)

HPTP High-Pressure Thermal Processing (processamento térmico de alta
pressdo)

HS Headspace (espago a cabeca)

HSD Honest Significant Difference (diferenca significativa honesta)
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HTST

ID
IMP
IMTA

IQF
IQR
ISO

LAB
LAFE

LOD
LOQ
LOX
LRI
LTLT

LU

MAP

MS
MSG
MSM
MVP
N/A
N/D
NIST
OAV
OIR
or
OTVvV
P.A.
PA
PAD
PAL

High Temperature, Short Time “Pasteurization” (pasteurizagdo
rdpida a altas temperaturas)

Internal Diameter (didmetro interno)
Inosine Monophosphate (monofosfato de inosina)

Integrated Multi-Trophic Aquaculture (aquicultura multitréfica
integrada)

Individually Quick Frozen (congelamento rapido individual)
Inter-Quartile Range (intervalo interquartil)

International Organization for Standardization (Organizagdo
Internacional para Normalizacao)

Lactic Acid Bacteria (bactérias dcido-ldcticas)

Long-chain Aldehyde Forming Enzyme (enzima formadora de
aldeido de cadeia-longa)

Limit of Detection (limite de detecdo)

Limit of Quantification (limite de quantificacdo)
Lipoxigenase

Linear Retention Index (indice de retenc¢do linear)

Low Temperature, Long Time “Pasteurization” (pasteurizagdo lenta
a baixa temperatura)

Chondracanthus teedei var. lusitanicus
Acido B-D-Manurénico

Modified Atmosphere Packaging (embalamento em atmosfera
modificada)

Mass Spectrometry (espectrometria de massa)

Monosodium Glutamate (glutamato monossédico)
Metilsulfonilmetano

Moderate Vacuum Packaging (embalamento em vdcuo moderado)
Not Available (ndo disponivel)

Na&o Detetado

National Institute of Standards and Technology

Odor Activity Value (valor da atividade de odor)

Odor Impact Ratio (razdo de impacto de odor)

Osmundea pinnatifida

Odor Threshold Value (valor de limiar de odor)

Para Andlise

Poliamida (nylon ou ndilon)

Pulsed Amperometric Detection (dete¢do amperométrica pulsada)

Phenylalanine Ammonia Lyase (fenilalanina aménia liase)
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PC Principal Component (componente principal)

PCA Principal Component Analysis (andlise de componentes
principais)

PDMS Polidimetilsiloxano

PE Polietileno

PEF Pulsed Eletric Fields (campos elétricos pulsados)

PEG Polietilenoglicol

PGA Propylene Glycol Alginate (alginato de propilenoglicol)

PL Pulsed Light (luz pulsada)

PME Pectinametilesterase

POD Peroxidase

PPO Polyphenol Oxidase (polifenol oxidase)

PTFE Politetrafluoretileno (ou Teflon®)

PU Porphyra umbilicalis

PUFA Polyunsaturated Fatty Acid (acido gordo polinsaturado)

Q; Segundo Quartil ou Mediana

RA Relative Area (4rea relativa / do composto)

RBCA Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (dgar rosa-bengala com
cloranfenicol)

ROS Reactive Oxygen Species (espécies reativas de oxigénio)

RQ Respiration Quotient (quociente de respiracao)

RT Retention Time (tempo de retengdo)

s Desvio-padrao

SBD Spouted Bed Drying (secagem em leito fluidizado)

SFA Saturated Fatty Acid (dcido gordo saturado)

SMA Standard Method Agar (dgar para método padrao)

Sp Saccorhiza polyschides

SPME Solid-Phase Microextraction (microextracdo em fase sélida)

SRM Standard Reference Material (material de referéncia padrao)

TAC Total Aerobic Count (contagem aerdbica total)

TAM Total Aerobic Mesophiles (bactérias mesoéfilas aerébicas totais)

TA, Total Area of the peaks (drea total dos picos / do cromatograma)

T, Temperatura de transigao vitrea

TOF Time-of-Flight (tempo de voo)

TPA Texture Profile Analysis (andlise do perfil de textura)

TPC Total Phenolic Content (contetdo fendlico total)

UFC Unidade Formadora de Colénia
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UHT

UL
UN
upP
VAC
VOC
VOSC

VRBDA

v§sp
WHC

XLD

YM
ZMA

Ultra High Temperature “Pasteurization” (ultrapasteurizagdo ou
pasteurizagdo a temperaturas ultra altas)

Ulva lactuca

United Nations (Nag¢des Unidas)

Undaria pinnatifida

Vacuum-packaging (embalamento em vdcuo)

Volatile Organic Compound (composto organico volatil)

Volatile Organic Sulfur Compound (composto organico de enxofre
volatil)

Violet Red Bile Dextrose Agar (dgar dextrose de bile vermelho-
violeta)

Vacuum Skin Packaging (embalamento por pelicula em vacuo)
Water Holding Capacity (capacidade de retencdo da dgua)
Média

Xylose Lysine Deoxycholate modified agar (dgar modificado com
xilose lisina desoxicolato)

Yeasts and Molds (leveduras e bolores)

Zobell Marine Agar (dgar marinho Zobell)

Nivel de significancia estatistica
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Introducao Geral

Diversas espécies de algas marinhas, mesmo que numa escala inferior, se
comparadas as plantas terrestres, tém sido coletadas desde hd milénios por
comunidades costeiras ao redor do mundo, como no Chile (14.000 aC), Japao
(13.000 aC), China (2.700 aC), Egito (1.550 aC) e fndia (300 aC). Esses organismos
marinhos desempenhavam um papel fundamental em terapias tradicionais, bem
como em remédios caseiros, sendo utilizados no tratamento de diversas
enfermidades e doengas comuns [1].

Antigamente, era ainda comum a prética de colher as algas marinhas para
diversos fins, incluindo consumo humano, fertilizacdo de lavouras e como ragdo
animal [2], [3]. Elas também foram um alimento extremamente importante
durante os periodos de fome, guerra e surto de doengas [4].

Atualmente, a maior parte da produgdo global de plantas aqudticas, com
predominio das macroalgas, provém de aquicultura, representando 96,5% de seu
total. A China e a Indonésia destacam-se como os principais produtores,
enquanto Coreia do Sul e Japdo se distinguem como sendo os seus maiores
consumidores de algas marinhas in natura — respetivamente, cerca de 3,060
kg/ano per capita e de 1,440 a 2,160 kg/ano per capita [5]. Além disso, das 10
espécies mais cultivadas, a maioria é destinada a produgao de hidrocoloides,
sendo ainda uma parcela significativa utilizada diretamente na alimentacao,
principalmente no Extremo Oriente [6], [7].

Além disso, as macroalgas marinhas sdo uma importante fonte de recursos
biolégicos e tém sido exploradas em diversas dreas de pesquisa (biocombustiveis,
ciéncia dos materiais, farmacologia, alimentagdo e nutricdo, etc.) [8].
Ultimamente, tem havido um interesse crescente nestas macroalgas,
especialmente devido a sua importancia como fonte de novos compostos
bioativos e funcionais [9]. A maioria das pesquisas publicadas trata dos



beneficios nutricionais ou para a sadde, que as algas comestiveis podem
promover nas formulag¢des de alimentos, ndo sendo, contudo, valorizadas como
um ingrediente com potencial gastronémico [10].

As algas marinhas possuem alto teor de proteinas e fibras alimentares, sdo
uma excelente fonte de vitaminas, oligoelementos e minerais, sendo ainda pobres
em acucares simples e lipidos — apresentando, porém, em ma predominancia de
dcidos gordos polinsaturados, w-3 (EPA e DHA) e w-6 (AA), em proporgdes
equilibradas. Estas caracteristicas nutricionais tornam as algas ingredientes
sauddveis e com poucas calorias [6].

Existe também uma grande variacdo na composicdo quimica ndo s6 de algas
de diferentes géneros, como também das algas da mesma espécie, resultando em
diferentes teores dos principais macro e micronutrientes, dependendo das
condi¢des sazonais, climdticas e geogréficas [11]. No entanto, no caso da alga
Codium tomentosum (Chlorophyta), espécimes provenientes de aquicultura
exibiram uma menor variabilidade sazonal em relacdo aos seus perfis lipidico e
de pigmentos, o que pode ser atribuido ao cultivo em condigdes controladas
desde as fases iniciais [12].

Apesar dos intimeros beneficios, nutricionais e para satdde humana, das
algas marinhas, o seu papel na dieta do mundo ocidental permanece
insignificante. Curiosamente, enquanto no Oriente as algas marinhas sdo
altamente valorizadas por seus beneficios e propriedades gastronémicas, na
Europa, infelizmente, elas acabaram por ser associadas a pobreza e a escassez de
alimentos [4]. Porém, este panorama parece estar mudando nos tltimos tempos:
no continente europeu, jé é observada a presenga de algas marinhas enquanto
matéria-prima em restaurantes de alta-cozinha e até mesmo nos casuais de médio
porte; enquanto, nos EUA, as algas vém ganhando gradual popularidade, com
um crescimento no consumo estimado em 7% ao ano [13]. Esse crescente interesse
pode ser explicado por uma maior consciencializagdo do publico sobre seus
possiveis beneficios para a satde [14], [15].

As algas marinhas secas, diferentemente das frescas, tornaram-se simples
de obter e incorporar em diversas receitas do dia a dia. Essa tendéncia
gastrondmica ainda carece de um processo de adogao nos lares tanto europeus,
como norte-americanos [13]. No entanto, desenvolver novos produtos e receitas
em parceria com chefs talentosos, ou adaptados a culindria local, pode aumentar
0 seu consumo no contexto doméstico [16].

Ha cerca de 10.000 espécies de macroalgas marinhas catalogadas (cerca de
1.500 espécies de algas "verdes", de 6.500 espécies de algas "vermelhas" e de 1.800
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espécies de algas "castanhas"), porém, apenas uma infima parte é usada na



alimentagdo. Considerando-se também as microalgas, que somam cerca de 65.000
espécies, é possivel perceber o quao vasto e diverso é o universo das algas.

Contudo, a grande maioria das espécies de algas marinhas continua
inexplorada jd& que apenas 150-200 das espécies (1,5-2% do total) sdo
frequentemente usadas na culindria dos paises asiaticos, que possuem uma fértil
tradicdo no seu uso. No contexto ocidental, esse nimero é ainda menor,
chegando a pouco mais de uma dtzia de espécies (0,12% do total) [13].

As Nagoes Unidas (UN) estimam que a populacdo se aproxime de 9,7 mil
milhdes em 2050. Em um planeta cada vez mais populoso, surge a preocupagdo
com a sustentabilidade dos meios de producao e recursos alimentares existentes
[17]. Diante do exposto, as algas marinhas com potencial de utilizagdo na
alimentagdo surgem como uma estratégia vidvel para fazer face ao aumento da
demanda de alimentos, nomeadamente, com elevado teor proteico e baixa
pegada de carbono [18].

Algumas das vantagens das algas marinhas em relagdo a outras possiveis
fontes alimentares incluem os elevados teores de proteina por peso seco, o rdpido
crescimento, aliado a alta produtividade, e a capacidade de cultivo tanto em terra
(on-shore, Figuras 1.1A e C) quanto no proprio oceano (off-shore, Figura 1.1B), que
abrange cerca de 70% da superficie terrestre. Elas podem ser cultivadas de forma
isolada ou em conjunto com outros organismos marinhos em sistemas de
aquicultura multitréfica integrada (IMTA).

Ao contrério da pecudria, uma das principais fontes de emissao de gases de
efeito estufa que contribuem para o aquecimento global, a aquicultura de
macroalgas é capaz de converter diéxido de carbono em biomassa através da
fotossintese, libertando oxigénio para a atmosfera. Além disto, o seu cultivo ndo
compete com outras culturas alimentares por terra ardvel ou recursos hidricos
potdveis [19], [20]. Verifica-se que a agricultura é responsavel por 40% do uso de
terras, 30% das emissdes de gases de efeito estufa e consome 70% da adgua
potdvel; ao passo que a pesca ja explorou 60% dos estoques de peixes selvagens
e a sobrepesca afetou mais de 30% desses estoques, levando a uma redugdo na
captura global ao longo dos anos [4]. Assim, torna-se evidente que os sistemas
alimentares atuais no mundo ndo sdo nem sustentdveis, nem benéficos para a
satide humana e do planeta. Portanto, é inegdvel a necessidade de consumirmos
mais alimentos predominantemente vegetais (particularmente, as verduras) e
produzidos de maneira sustentdvel.

Entre vdrios motivos, hd dois principais que nos podem fazer resistir a uma
dieta mais baseada em verduras: o primeiro refere-se a biologia das plantas e o
segundo estd ligado a nossa evolugdo enquanto seres humanos. As verduras, em



sua maioria, tendem a ter um sabor amargo, e ndo apresentam os gostos doces e
umami que, historicamente, os humanos foram condicionados a preferir.

[B]

[C]

Figura 1.1 Cultivo on-shore e off-shore de algas marinhas em diferentes localidades:

[ A JAquicultura terrestre (on-shore) de Chondrus crispus na Acadian Seaplants em Nova
Escécia, Canadéd; [ B ] Mulheres cultivam Eucheuma denticulatum no litoral (off-shore) de
Zanzibar, Tanzania; [ C ] Produgdo de macroalgas em sistema de IMTA pela Alga+
em [lhavo, Portugal.

Fontes: [ A ] Canada Agriculture and Food Museum; [ B | Mouritsen et al. [4]; [ C ] Alga+.



As algas marinhas podem ser consideradas como uma solugado, encaixando-
se simultaneamente na categoria de "alimentos vegetais sustentdveis' e
possuindo ainda a capacidade de tornar mais palatdveis outros alimentos pouco
consumidos ja que algumas espécies possuem um forte gosto umami e ainda
conferem um gosto adocicado [21].

O desperdicio alimentar representa um desafio significativo que impacta na
satde publica, no meio ambiente e na economia, especialmente diante de um
cendrio de crescimento populacional e de escassez dos recursos naturais. O
desperdicio manifesta-se em todas as etapas da cadeia alimentar, desde a
producdo até o consumo final, exigindo que se estudem métodos conservagao
mais eficazes. Além disso, a demanda dos consumidores por produtos frescos,
sauddveis e ricos em nutrientes é crescente. Entretanto, apesar da produgéao atual
de alimentos ser suficiente para suprir as necessidades globais, as barreiras
tecnoldgicas e logisticas impedem que estes alcancem as populagbes mais
carentes [22].

As técnicas de conservagdo tém a funcdo de preservar a qualidade dos
alimentos, desde o momento da produgdo até o seu consumo. Previnem o
crescimento microbiano e as alteragdes fisico-quimicas, permitindo assim a
manutencdo das qualidades organoléticas e aumentando o prazo de validade
[23]. Os métodos de processamento também podem ser usados para outros fins,
como transformar o sabor por meio de salga, cura ou defumagdo, ou mesmo
tornar os alimentos mais nutritivos e digeriveis por fermentagdo ou cozimento
[24]. Estas técnicas também ajudam a ultrapassar a questdo da sazonalidade de
determinados alimentos, permitindo o seu consumo ao longo do ano, bem como
manter uma alimenta¢do mais diversificada [23].

As macroalgas sdo ingredientes pereciveis que sofrem muitas alteracdes
fisico-quimicas assim que sdo removidas do seu habitat natural. Além disso, de
acordo com os métodos de conservacao aplicados, as alteragdes podem ser ainda
mais percetiveis devido a agao de agentes fisicos (por exemplo, calor ou radiagdo
solar ultravioleta), quimicos (por exemplo, alteragdo do pH ou adicdo de sal)
e/ou biolégicos (por exemplo, agdo de enzimas e/ou microrganismos) [25]. As
técnicas de preservagdo aplicadas até agora no processamento de algas marinhas
(como a secagem ou a salga) ndo permitem ter ingredientes frescos e, tampouco,
conseguem manter inalteradas suas propriedades organoléticas e nutricionais
[26], [27].

A secagem pode levar a perda de compostos orgénicos volateis (VOCs) e ao
surgimento de sabores desagraddveis devido as reagdes enzimadticas que podem
ser promovidas pelo calor [28], [29]. Além disso, durante todo o processo, o



produto é submetido a temperaturas superiores a de transicdo vitrea, o que
resulta na deformacao dos tecidos [30].

A salga tem efeitos menos pronunciados nos VOCs devido a sua capacidade
de inibir as reagdes de oxidagdo ao aplicar baixas temperaturas de processamento
e promover a desidratacdo osmética. No entanto, o efeito "salting out" também
pode levar a perda de voléteis e alteracdo de propriedades sensoriais como, por
exemplo, de firmeza [31]-[33]. Ambas as técnicas, secagem ou salga, sdo baseadas
na redugdo da atividade de dgua (a,).

A principal desvantagem do congelamento é a perda de textura
(diminui¢do da dureza), devido a formacao de cristais de gelo que danificam os
tecidos das algas marinhas [34], [35]. O tipo e o contetido de hidrocoloides
presentes nas algas também afetardo a perda de dgua — e consequentemente a
composicdo fitoquimica — durante o congelamento de longo prazo [36]. Um
estudo revelou que algas congeladas tendem a desenvolver aromas verdes
provavelmente como consequéncia da autoxidacdo e da conversdo enzimaética de
aldeidos a partir de 4cidos gordos polinsaturados, via agdo de lipoxigenases
(LOX) [33], [37], [38].

Além disto, a perda de valor nutricional, a alteracdo da capacidade de
retencdo de dgua (WHC) e mudancas significativa da cor (alteragdes nos
principais pigmentos presentes) sido também algumas das transformagdes mais
comumente produzidas pelo uso de técnicas de conservagdo mais convencionais,
como secagem, salga ou congelamento [26], [39].

A técnica de liofilizagdo pode superar alguns dos problemas mencionados,
mas apresenta as desvantagens de custos altos e longos tempos de
processamento, sendo usada apenas para produtos com alto valor agregado [40]-
[42]. Técnicas mais modernas como o processamento por altas pressdes
hidrostdticas (HPP) ainda apresentam elevados custos operacionais, sendo
aplicadas as algas marinhas apenas em ensaios cientificos.

Nos estudos jad realizados, o HPP mostrou ser uma tecnologia de
processamento valida para prolongar a vida ttil de algas comestiveis sob
armazenamento refrigerado, embora os atributos fisico-quimicos (4., pH, textura,
cor, etc.), microbiolégicos e bioquimicos (por exemplo, atividade enzimatica),
tenham variado significativamente entre os tratamentos e o tempo de
armazenamento [43], [44].

O embalamento em atmosfera modificada (MAP) é uma técnica utilizada
para aumentar a vida ttil de alimentos in natura ou minimamente processados.
No levantamento realizado, ndo foi possivel encontrar nenhum trabalho fazendo
uso desta tecnologia em algas marinhas frescas. No MAP, o ar que envolve o



alimento na embalagem é suprimido e substituido por um outro gds (ou mistura
de gases). Essa nova atmosfera atua, principalmente, modulando a respiragio de
produtos frescos e inibindo a atividade microbiana e a oxida¢do. A mistura de
gases usada no embalamento depende do tipo de produto, materiais da
embalagem e temperatura de armazenamento. O MAP permite que as
caracteristicas originais dos produtos sejam mantidas por um tempo superior
aquele onde ndo houve quaisquer tratamentos [45].

Com o presente trabalho, objetiva-se caracterizar nutricionalmente as algas
marinhas estudadas (Codium tomentosum, Ulva lactuca e U. rigida, Chlorophyta;
Chondracanthus teedei var. lusitanicus, Gracilaria gracilis, Osmundea pinnatifida e
Porphyra umbilicalis, Rhodophyta; Fucus vesiculosus, Saccorhiza polyschides e
Undaria pinnatifida, Phaeophyceae) verificar o impacto das técnicas convencionais
de conservagdo (congelamento, salga, secagem em estufa e liofilizacdo) sobre
alguns compostos volateis de algumas espécies, assim como o efeito das novas
técnicas de processamento minimo e packaging (HPP e MAP) sobre as
propriedades organoléticas (textura, cor, perfil de aroma, etc.) ao longo do tempo.
Para atingir o objetivo pretendido, foram aplicadas as técnicas analiticas listadas
a seguir:

1.  Determinacdo do peso seco e das cinzas, além da composigdo nutricional de
todas as algas estudadas. Para caracterizacdo nutricional, foram
determinadas: proteinas totais pelo método de Kjeldahl e lipidos por
gravimetria.

2. Caracterizagdo ao nivel dos VOCs para as algas marinhas estudadas,
empregando microextracdo em fase sélida no “headspace” (HS-SPME) e
analise qualitativa por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa por tempo de voo (GC-TOF-MS).

3.  Avaliagdo de como as algas marinhas (Codium tomentosum, Chondracanthus
teedei var. lusitanicus, Gracilaria gracilis, Fucus wvesiculosus e Undaria
pinnatifida) se comportam consoante o emprego das técnicas de conservagio
convencionais, através de andlises para aferir as alteracdes dos compostos
voléteis por GC-TOF-MS.

4. Afericdo das altera¢des organoléticas ao nivel da cor (colorimetria), textura
(texturometria) e volateis (GC-TOF-MS), resultantes dos tratamentos e do
tempo de armazenagem usados nos ensaios de processamento minimo (90
dias) e packaging (15 dias) para as algas Codium tomentosum e Osmundea
pinnatifida (HPP), e Porphyra umbilicalis e Ulva lactuca (MAP).

5.  Realizagdo de um estudo microbiolégico detalhado de forma a conhecer
melhor o comportamento dos principais grupos de microrganismos
deteriorantes (meséfilos aerdbios totais, bactérias marinhas heterotroficas,



leveduras e bolores, coliformes ou Enterobacteriaceae) e patogénicos
(Escherichia  coli, Staphylococcus —coagulase-positiva,  Vibrio  spp.,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes) presentes, assim como a vida de
prateleira das algas estudadas nos ensaios HPP e MAP, em termos de
seguranca alimentar.
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Em resumo, o objetivo principal deste trabalho é o de avaliar algumas
espécies de algas marinhas enquanto alimento, assim como o de estudar o
impacto de novas técnicas de conservagao sobre o seu perfil organolético. Estes
resultados poderdo ser de grande valia para o desenvolvimento de novos
produtos alimentares num futuro préximo.

E importante destacar alguns aspetos inovadores da presente tese: técnicas
de conservagdo baseadas no uso MAP nunca haviam sido exploradas em algas
marinhas, assim como muito pouco foi produzido em termos HPP. Além disso,
algumas das algas frescas nunca haviam sido analisadas por GS-MS, em
particular, sob condi¢des de armazenagem prolongada.

Através desta iniciativa, almeja-se proporcionar uma modesta contribuigdo
para o campo da ciéncia dos alimentos e da ficogastronomia — isto é, a arte de
preparar as algas marinhas tirando proveito ndo somente das suas propriedades
nutricionais, como também das suas mais-valias organoléticas. Além disso,
espera-se que o presente trabalho represente um avango na conscientizagdo sobre
a relevancia das algas marinhas como recurso nutricional e gastronomico,
especialmente em um mundo que busca e precisa de novas alternativas
alimentares.



Caracterizacao Nutricional e
Organolética das Algas
Marinhas Estudadas

2.1 Revisao Bibliografica

As algas sdo organismos fotoautotréficos uni ou multicelulares que vivem

em ambientes aqudticos ou hdmidos, tendo a clorofila "a" como pigmento
fotossintético primdrio. Ao contrdrio das plantas, as células reprodutivas nao
possuem uma cobertura estéril [46]. As macroalgas formam um grupo diverso de
organismos macroscépicos que se distinguem pelo seu tamanho, cor e

morfologia [6].

2.1.1 Classificacao das Algas

2.1.1.1 Tamanho

A classificagdo mais elementar das algas é feita com base no tamanho. Sdo
chamadas de "microalgas" aquelas que, como o préprio nome indica, sdo
organismos de pequena dimenséo, frequentemente unicelulares e microscépicos.
Por outro lado, as "macroalgas” sdo organismos de maior porte, visiveis a olho
nu, podendo medir desde alguns milimetros até mais de 50 metros de
comprimento [47].



2.1.1.2 Pigmentos Fotossintéticos

Tanto as macroalgas quanto as microalgas podem ser agrupadas com base
nos pigmentos fotossintéticos que possuem, sendo geralmente classificadas como
algas verdes, vermelhas e castanhas (Figura 2.1) [3].

As algas verdes, também conhecidas como "cloréfitas", pertencem ao Reino
Plantae, sendo predominantemente do filo Chlorophyta. Elas tém uma

proximidade genética com as plantas terrestres e possuem clorofilas do tipo "a" e
"b", além de outros pigmentos acessdrios como carotenoides [2].

As algas vermelhas, ou "rodéfitas", também fazem parte do Reino Plantae e
sdo classificadas no filo Rhodophyta. Seus pigmentos fotossintéticos incluem a
clorofila "a" e "d", juntamente com ficobiliproteinas, carotenoides e xantofilas [2].

Por tim, as algas castanhas, ou "feoficeas", pertencem ao Reino Chromista,
sendo classificadas no filo Ochrophyta e na classe Phaeophyceae. Seus pigmentos

fotossintéticos sdo a clorofila "a" e "c", além da fucoxantina que confere a sua cor
castanha caracteristica [2].

Figura 2.1 Exemplos de algas marinhas verdes (Ulva sp., esquerda),
vermelhas (Palmaria palmata, superior; Chondrus crispus, inferior) e
castanhas (Laminaria sp., direita)

Fonte: RISE Research Institutes of Sweden

2.1.2 Composi¢ao Nutricional das Algas Marinhas

2.1.2.1 Proteinas e Aminoacidos

As macroalgas marinhas, assim como as microalgas, sdo notavelmente ricas
em protefnas, com uma concentracdo média desses macronutrientes variando de
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10 a 30% do seu peso seco. Em certas espécies de macroalgas como a “erva-
patinha” ou “nori” (Porphyra spp., Pyropia spp. e Neopyropia spp., Rhodophyta) e
a “dulse” (Palmaria palmata, Rhodophyta), esses valores podem chegar a 35% e a
47% do peso seco, respetivamente. Devido a presenga de compostos azotados
nao-proteicos, o fator médio de conversdo de "azoto para proteina"' difere do
usado para a maioria das proteinas de origem animal ou vegetal (o valor padrao
é o de 6,25). Para referéncia, sdo utilizados os seguintes valores: 5,13 para algas
verdes, 4,92 para algas vermelhas e 5,38 para algas castanhas. Esses valores sdo
ligeiramente menores porque as algas marinhas possuem em sua composi¢do
compostos azotados ndo-protéicos [11].

E importante destacar que as proteinas encontradas nas algas marinhas
frequentemente contém todos os aminodcidos essenciais. Algumas algas, como
“dulse” e “wakame” (Undaria pinnatifida, Phaeophyceae), sdo especialmente ricas
em proteinas de alto valor nutricional. No entanto, de maneira geral, algumas
dessas algas marinhas possuem quantidades relativamente baixas de certos
aminodcidos. O triptofano, a lisina e a metionina sdo os principais aminodcidos
limitantes nas algas marinhas, ou seja, sdo os que apresentam a maior diferenca
de concentragdo em relagdo aos valores de referéncia estabelecidos? [11].

O estudo realizado por Vieira et al. [18] investigou a composicdo proteica de
diversas algas marinhas encontradas na costa portuguesa, bem como de algumas
algas europeias disponiveis comercialmente. Os resultados revelaram que todas
elas sdo fontes abundantes de proteinas e confirmaram que contém todos os
aminodcidos essenciais, embora com algumas variagdes de acordo com as
espécies estudadas.

No que diz respeito aos teores de proteinas e aminoacidos, destaca-se a alga
"cabelo-de-velha" (Gracilaria gracilis, Rhodophyta) que apresentou quase 50% de
aminodcidos essenciais em sua composi¢do, sendo a metionina o aminodcido
limitante, tanto nesta alga quanto nas demais. Contudo, a histidina estava
presente em quase cinco vezes o valor de referéncia. Quando analisados os
aminodcidos livres, a alga "limo-corriola" (Saccorhiza polyschides, Phaeophyceae)
apresentou um teor baixo de dcido glutamico e uma composi¢do em aminodacidos
essenciais livres em torno de 70% do total. No caso das algas europeias
comercializadas, observou-se um perfil semelhante de aminodcidos essenciais
(cerca de 45%), com destaque para a alga "alface-do-mar" (Ulva spp.,

1 Geralmente, o contetdo proteico dos alimentos é calculado multiplicando a quantidade
determinada de azoto, aferida pelo método “Kjeldahl”, pelo fator de conversdo de “azoto para
proteina” do alimento em questao.

2 Normalmente, usa-se como referéncia para o cdlculo do “indice de amino&cidos essenciais” o
padrdo de exigéncia para aminodcidos definido pela Organizagdo Mundial de Satde [380].
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Chlorophyta) que apresentou valores de 55% tanto para os aminodcidos
essenciais totais quanto para os livres. E importante ressaltar que os valores para
os aminodcidos livres e totais das espécies portuguesas apresentaram alguma
variacdo em relacdo as demais algas comercializadas [18].

Alguns aminodcidos livres, tais como a asparagina, o dcido glutamico, a
glicina e a alanina, tém a capacidade de conferir gosto as algas e, por isso,
merecem atencdo especial. No estudo mencionado anteriormente, as algas "erva-
patinha" (Porphyra spp., Rhodophyta), "bodelho" (Fucus spiralis, Phaeophyceae) e
"esparguete-do-mar" (Himanthalia elongata, Phaeophyceae) distinguem-se por
conterem uma maior quantidade desses aminodcidos que conferem sabor [18].
Deve-se destacar que o glutamato monossédico (MSG), um sal do &cido
glutdmico, assim como os nucleosideos sinérgicos monofosfato de inosina (IMP)
e monofosfato de guanosina (GMP), sdo responsdveis por proporcionar o gosto
umami?® aos alimentos [48].

Figura 2.2 Quantidade de dcido glutdmico livre nos extratos aquosos de algumas
macroalgas marinhas

Fonte: Adaptado pelo autor de Mouritsen et al. [48]

Geralmente, a formacdo do glutamato e dos nucleotideos sinérgicos ocorre
devido a degradacdo das proteinas e da matéria celular. No entanto, nas algas,
especialmente nas lamindrias, o dcido glutamico se acumula de forma incomum
em seus organismos, de forma idéntica ao que ocorre com o iodo. Até ao
momento, ndo foi encontrado nenhum alimento com uma quantidade maior de
dcido glutdmico livre* do que a alga “kombu japonesa” (Saccharina japonica,

3 A palavra umami vem do japonés “umai” (§), delicioso, e “mi” (BK), esséncia, significando “a
esséncia daquilo que é delicioso” ou saboroso [381].

* Embora o dcido glutdmico livre e 0 MSG tenham gosto “umami”, o dcido glutdmico nas cadeias
proteicas ndo tem gosto. As ligagdes peptidicas do dcido glutdmico ndo sdo facilmente quebradas
por aquecimento e, por conseguinte, esse composto é bastante estdvel durante os processos de
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Phaeophyceae) [49]. Outras algas como Porphyra spp. e P. palmata também sédo
bastante ricas em 4cido glutdmico livre, como pode ser visto na Figura 2.2.

O dcido glutdmico na forma do sal MSG parece desempenhar um papel na
regulacdo do apetite, uma vez que foram identificados recetores para ele no
estdmago que parecem estar relacionados com a sensacdo de saciedade. A perda
de paladar (hipogeusia) e a condigdo severa de boca seca (xerostomia), que
afetam principalmente os idosos, podem ser compensadas pela inclusdo de
alimentos ricos em umami na dieta. Algumas andlises sugerem que ao adicionar
de 0,1% a 0,8% de MSG a uma preparacdo, pode-se reduzir o sal de cozinha
(cloreto de sédio ou NaCl) em 30% a 40% na formulagdo do alimento. A
possibilidade de redugdo do agticar se dd por um mecanismo indireto, uma vez
que o glutamato tem a capacidade de suprimir os sabores dcido e amargo em
alimentos, embora ndo tenha o efeito de realcar a dogura em frutas [48].

2.1.2.2 Hidratos de Carbono

Os hidratos de carbono tipicos das algas ediveis, geralmente, ndo sdo
digeriveis pelo trato gastrointestinal humano e, por esta razdo, sdo referidos
como sendo fibras dietéticas. O contetido total de fibras (soltveis e insoliveis)
nas macroalgas varia de 33% a 50% do peso seco [50]. Nas macroalgas, os hidratos
de carbono possuem propriedades estruturais e de reserva de energia, conforme
pode ser visto na Tabela 2.1. Entre aqueles com fungao estrutural, destacam-se
os polissacarideos (fibras soltaveis), capazes de formar solugdes coloidais [11].

Os hidrocoloides sdo um grupo variado de polimeros de cadeias longas que
sdo soltveis em dgua ou tém a tendéncia de inchar na presenca dela. Eles alteram
as propriedades fisicas de uma solugdo devido a formacao de géis, ou facilitando
0 espessamento, emulsificacdo e estabilizacdo. A presenca de muitos grupos
hidroxilo aumenta significativamente a sua afinidade com a dgua, tornando-os
hidrofilicos. Além disso, os hidrocoloides resultam numa dispersdo que se situa
entre uma solugdo verdadeira e uma suspensao, exibindo as caracteristicas de um
coloide. E por essa razdo que recebem o nome de "hidrocoloides" [51]. Quando
extraidos de algas, sdo também chamados de "ficocoloides", o que inclui
polissacarideos como 4gar, alginato e carragenanas, entre outros.

cozedura. Entretanto, as protedlises durante a fermentacdo de alguns alimentos produzem
grande quantidade dcido glutdmico livre e, dessa maneira, alimentos fermentados e curados
costumam ser bastante ricos nesse composto, assim como, nos nucleotideos sinergéticos [49].
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Tabela 2.1 Principais polissacarideos presentes nas macroalgas marinhas e suas
respetivas fungdes

Funcao Macroalga Polissacarideos Unidades Principais

-D-glicose
Verdes i a--g
Amido (£20% de amilose e £80% de amilopectina)
s D-gli
g Vermelhas  Amido Florideo & 010%¢ . .
@ (molécula ramificada =~ amilopectina)
&~
Laminarina p(1,3)-D-glicose e B(1,6)-D-glicose
Castanhas
Manitol monossacarideo D-manitol
Ulvana (sulfatado) B-D-glucuronosil e a(1,4)-L-ramnose-3-sulfato
Verdes Xilano B(1,4)-D-xilose
Manana manose (epimero C-2 de glicose)
Carragenana «(1,3)-galactose e (3-(1,4)-3,6-anidro-D-galactose
(sulfatado) (ambas as moléculas podem ser sulfatadas ou ndo)
¢ f(1,4)-D-galactose e « (1,3)-3,6-anidro-L-galactose
Vermelhas  Agar (sulfatado) (grupos sulfato removidos por extragdo alcalina)
p—
g Xilano p(1,4)-D-xilose
E Manana manose (epimero C-2 de glicose)
e
n
- Alginato dcidos B(1,4)-D-manurénico e a(1,4)-L-gulurénico

a(1,2)-L-fucose-1-sulfato

dcido B(1,4)-D-manurdnico e
Castanhas

Fucoidana 3-D-xilosil-L-fucose-4-sulfato
(sulfatado) (1,4)-D-galactose e L-fucosil-3-sulfato
(unidades ramificadas de D-xilose, D-galactose e
D-manose)
Todas Celulose pB(1,4)-glicose

Fonte: Adaptado de MiSurcovd [11]

2.1.2.2.1 Agar

O &gar é um ficocoloide com alto poder gelificante extraido de diversas
algas vermelhas (Rhodophyta) das ordens das Gelidiales (géneros Gelidium spp.,
Pterocladiella spp. e Gelidiella spp.), Gracilariales (género Gracilaria spp.) e
Ahnfeltiales (género Ahnfeltia spp.). Estas algas sdo também denominadas
“agarofitas” [2], [52].

O dgar é composto por duas fracdes diferentes [53]:
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e Agarose: é um polimero linear de D-galactose com uma ligacdo glicosidica
p (1—4) a 3,6-anidro-L-galactose que, por sua vez, estd ligada na forma
a (1—-3) a préxima unidade de D-galactose, como pode ser visualizado na
Figura 2.3. E a fragdo gelificante do 4gar.

e Agaropectina: fragdo minoritdria e ndo gelificante do dgar, que é uma mistura
heterogénea de moléculas de menor peso molecular (14.000 Da), possuindo
ramificagdes e grupos sulfato (5% a 8%).

Figura 2.3 Estrutura da agarose e da agaropectina
Fonte: Yashaswini, Venkatesan & Anil [54]

2.1.2.2.2 Carragenanas

As carragenanas sdo ficocoloides com propriedades bastante diversas,
sendo extraidos de algas vermelhas (filo Rhodophyta) da ordem das Gigartinales
— géneros Chondracanthus spp., Chondrus spp., Eucheuma spp., Gigartina spp.,
Kappaphycus spp. e Mastocarpus spp.

Deve-se ter em consideragdo que diferentes algas ddo origem a diferentes
carragenanas [2]. A aquicultura das espécies Eucheuma denticulatum e
Kappaphycus alvarezii representa a quase totalidade das algas destinadas para
producdo de carragenanas. A fonte original desses hidrocoloides era a alga
“musgo irlandés” (Chondrus crispus) e a sua apanha ainda é feita para extragdo de
carragenanas com propriedades especiais [52]. Estas algas sdo, por vezes,
denominadas “carragendfitas”.

As carragenanas sdo um grupo diverso de polissacarideos lineares
constituidos por unidades repetidas de galactose e 3,6-anidro-D-galactose (3,6-
AG), ambas sulfatadas ou nado, unidas por liga¢des glicosidicas alternadas na
forma a (1—-3) e p (1—4), como pode ser visto na Figura 2.4. Entre os vdrios tipos
de precursores e carragenanas com propriedades diferentes, podem destacar-se
[53]:
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Figura 2.4 Férmula estrutural das carragenanas kappa (k), iota (1) e lambda (A)
Fonte: EFSA Panel on Food Additives and Nutrient Sources added to Food [55]

e Carragenana "iota" (1): forma géis brandos, eldsticos, limpidos e com baixo
grau de sinérese. Quando em baixa concentragdo apresentam comportamento
tixotrépico’®. E constituida por cerca de 32% de grupos sulfato e 26% de 3,6-
AG.

> Isto é, os géis fragmentados conseguem regenerar-se sem a necessidade de aquecimento.
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e Carragenana "kappa" (k): forma géis fortes, quebradicos, ligeiramente opacos
e com alto grau de sinérese. Possui cerca de 22% de grupos sulfato e 33% de
3,6-AG.

e Carragenana "lambda" (A): atua como espessante e emulsificante, quando
associada com protefnas. A quantidade de grupos sulfato (+ 35%) vai definir
o seu poder espessante. Ndo contém quase nenhuma 3,6-AG, sendo menos
afetada por catides.

De uma maneira geral a concentragdo de 3,6-AG vai influenciar na formagao
e dureza dos géis, enquanto os grupos sulfato possuem um impacto na
elasticidade dos géis e viscosidade de solugbes. As caracteristicas dos géis
dependem, ainda, da concentracdo de catides Ca** e K. Algumas das vantagens
no uso das carragenanas sdo as suas propriedades reoldgicas bastante versateis,
que permitem uma grande gama de aplicagdes [53].

2.1.2.2.3 Alginato

O alginato é um sal de 4cido alginico extraido de diversas algas castanhas
(classe Phaeophyceae) das ordens das Laminariales (Ecklonia spp., Laminaria spp.,
Lessonia spp., Macrocystis spp. e Saccharina spp.) e Fucales (géneros Ascophyllum
spp., Durvillaea spp. e Sargassum spp.). O alginato é dos polimeros mais
abundantes na natureza, em seguida a celulose, perfazendo cerca de 40% da
matéria seca das algas castanhas. O termo "alginato" é frequentemente usado de
maneira bastante ampla: as vezes, ele se refere especificamente ao alginato de
s6dio, enquanto em outros casos, é utilizado como um sinénimo para todos os
compostos alginicos, isto é, dcido, sais soltiveis e insoldveis, além de derivados
(alginato de propilenoglicol ou PGA). A sua concentragdo nas algas depende de
vdrios fatores (por exemplo, espécie e idade), devendo-se destacar que, devido a
sua funcdo estrutural que confere resisténcia e flexibilidade, quanto maior for a
forca das correntes e agitagdo do mar, maior deverd ser o teor de alginato. A alga
Laminaria hyperborea (Phaeophyceae) é a fonte mais abundante deste ficocoloide,
sendo também rica em dcido gulurénico, o constituinte da fracdo gelificante do
alginato [52], [56].
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Figura 2.5 [ A ] Acido alginico com seus respetivos monémeros de dcido gulurénico
(G) e manurénico (M); [ B ] Estrutura das cadeias poliméricas composta por blocos
MM, GG e MG; [ C ] Mecanismo de gelificagdo do alginato usando catides divalentes
(modelo “caixa de ovo”)

Fonte: Urbanova et al. [57]

Conforme pode ser visto na Figura 2.5, os alginatos sdo polimeros lineares,
compostos por duas unidades monoméricas: dcidos "p-D-manurénico” (M) e
"a-L-gulurénico” (G). Essas unidades elementares, encontram-se sequenciadas
em blocos (MM ou GG) ou alternadas (MG ou GM). As ligag¢des glicosidicas sdo
do tipo 3 (1—4) para os blocos MM e a (1—4) para os blocos GG. O processo de
gelificacdo ocorre através da formagao zonas de jungdo, constituidas pelos blocos
GG das moléculas, resultantes de liga¢des i6nicas com o cdlcio (ou com outros
catides divalentes), numa conformacgdo conhecida por "caixa de ovo". Dessa
maneira é formada uma rede tridimensional, constituida por longas cadeias de
alginato que aprisionam a fase liquida seu interior. Consequentemente, quanto
maior o comprimento dos blocos GG, mais firme serd o gel de alginato [53].

18



2.1.2.3 Lipidos

Os lipidos estdo presentes em baixa concentra¢do nas macroalgas marinhas,
variando em média entre 1% e 6% do peso seco. A grande vantagem é que grande
parte dos lipidos presentes sdo do tipo dcidos gordos polinsaturados (PUFAs),
em particular, dos tipos dmega-3 (w-3, por exemplo, os dcidos eicosapentaendico
ou EPA e docosahexenéico ou DHA) e 6mega-6 (w-6, AA ou dcido araquidénico).
A maioria dos w-3 ndo é produzida pelo corpo humano®, sendo denominados
dcidos gordos essenciais (EFA). Por essa razdo, é preciso adquiri-los através da
alimentacao [58].

Estudos comprovam que uma dieta balanceada e saudavel deve contemplar
um consumo maior de PUFAs em detrimento dos dcidos gordos saturados, além
de possuirem uma razdo w-3/w-6 equilibrada. Especula-se que um consumo
excessivo de w-6 (presentes na maioria dos O6leos vegetais), sem uma
compensagdo em termos de w-3, pode levar ao aparecimento de enfermidades,
tais como problemas cardiovasculares, processos inflamatérios, doengas
autoimunes e até mesmo cancro [11].

Algas vermelhas e castanhas contém, maioritariamente, PUFAs com 20
carbonos, nomeadamente EPA e AA. As algas verdes parecem possuir dcidos
gordos insaturados em maior quantidade que as demais. O 4cido palmitico é o
dcido gordo saturado (SFA) predominante na maioria das macroalgas.

Deve-se lembrar, mais uma vez, que diversos fatores podem influenciar a
composicdo de 4cidos gordos, como, por exemplo, salinidade e incidéncia solar
[11]. Um estudo conduzido por Rodrigues et al. [59], com diversas algas coletadas
na praia de Buarcos (Figueira da Foz), mostra que estes espécimes da costa
portuguesa parecem confirmar a generalizagao feita anteriormente.

Pode-se ainda acrescentar que, a excegdo da alga G. gracilis, todas as demais
algas apresentam uma excelente razdo w-3 /w-6, destacando as algas
C. tomentosum com 0,35, “ratanho” (Grateloupia turuturu, Rhodophyta) com 0,46
e O. pinnatifida com 0,42. C. tomentosum foi a alga com maior teor de dcidos gordos
totais e w-3, e G. turuturu aquela com maior concentragdo de PUFAs e EPA [59].

2.1.2.4 Vitaminas, Minerais e Oligoelementos

Todos os minerais essenciais estdo presentes nas macroalgas marinhas, para
muito além do que as plantas terrestres oferecem. As algas possuem um

¢ De facto, apenas as algas, e ndo animais, fungos ou plantas, tém os sistemas enzimdticos
exclusivos para produzir grandes quantidades de dcidos graxos polinsaturados [4].
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conteido de minerais que varia de 8% a 40% do peso seco. Neste grupo de
micronutrientes, destaca-se o cdlcio, que pode chegar a 7% do peso seco e, no caso
das algas calcdrias — constituidas sobretudo de carbonato de célcio — o seu
contetido pode variar de 25% a 34% do peso seco. Um aspeto relevante sdo os
sais de potdssio, em muitos casos presentes em quantidades bem maiores do que
o cloreto de sédio, que podem conferir gosto salgado as preparacdes culindrias,
sem impactar na pressdo arterial? [50].

Considerando o significativo teor de minerais nas algas, o seu consumo
pode desempenhar um papel importante em termos de nutri¢do, jd que
elementos como o iodo, o ferro, o magnésio, o zinco e 0 manganés possuem papel
fundamental na produgdo de enzimas e na regulacdo do metabolismo humano
[60]. A caréncia de iodo, elemento importante ao funcionamento da glandula
tiroide, pode causar bécio e, em criangas, prejudicar o crescimento e a formagao
do cérebro®. Da mesma maneira, o ferro em quantidades insuficientes pode levar
a quadros de anemia. H4 ainda o bromo que foi reconhecido recentemente como
um micronutriente vital para os humanos [4].

As algas castanhas sdo geralmente as mais ricas em potdssio e iodo,
destacando-se a Laminaria digitata e demais algas laminarias. U. lactuca é das que
mais possuem magnésio, ferro e manganésio, enquanto C. crispus se sobressai
pelo teor em fésforo e zinco [50].

Outro grupo importante de micronutrientes é o das vitaminas. Embora
algumas algas contenham tanto vitaminas hidrossoltveis como lipossolaveis,
essa composi¢do pode variar, dependendo de vdrios aspetos. No caso das
vitaminas lipossoltiveis, pode-se referir: a vitamina A (retinol) que estd associada
a visdo; a vitamina D (colecalciferol) que regula o metabolismo do célcio, com um
papel relevante no crescimento e manutengdo dos 0ssos; a vitamina E (tocoferol)
que possui acdo antioxidante, protegendo o organismo dos radicais livres, e a
vitamina K que se relaciona com a coagulagido do sangue [50].

O grupo das vitaminas hidrossoltveis inclui as vitaminas do “complexo B”,
que sdo o maior grupo vitaminico — e tém um papel associado com o
metabolismo, o ténus muscular, o crescimento celular e o sistema nervoso — e,

7 Os sais de potdssio como, por exemplo, o cloreto de potdssio, conferem sabor amargo e metdlico,
sendo desagradadveis em quantidades muito altas.

® A glandula tireoide de um adulto sauddvel armazena cerca de 8 mg de iodo, dos quais
aproximadamente 2 ug por quilograma de peso corporal sdo consumidos diariamente. Para
alguém que pese 75 kg, isso implica uma necessidade didria de 150 ug de iodo, que deve ser
obtido através da alimentacdo e bebidas. Esta demanda pode aumentar se o iodo for consumido
conjuntamente com outros elementos como o cloro, que é frequentemente adicionado a dgua
potével em certos lugares. No contexto global, a caréncia de iodo é a principal causa tratavel de
déficit intelectual [4].
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ainda, a vitamina C (dcido ascérbico), que se relaciona com a absorg¢do do ferro
pelo organismo e com o sistema imunitdrio. Esta tiltima, quando ndo consumida
nas quantidades recomendadas, pode levar ao quadro de escorbuto, distirbio
caracterizado por manifesta¢des hemorrdgicas e anemia [50].

2z

P. palmata é a que possui mais vitamina A e uma maior variedade de
vitaminas do complexo B, com destaque para a B; e a B¢. H. elongata € uma fonte
abundante de vitamina By, — uma porgdo de 10 g de alga seca, possui cerca de
3-6 mg deste nutriente — que é fundamental para a sintese do ADN,
desempenhando um papel crucial em vdrios processos metabdlicos no
organismo humano.

Como a caréncia de vitamina By, € um problema recorrente em dietas
vegetarianas, pode-se facilmente contornar essa situacdo através da introdugao
desta alga marinha nas formulag¢des alimentares.

E importante mencionar ainda que U. rigida possui os maiores teores de
vitamina D, enquanto C. crispus é rico em vitamina E [50]. Dessa forma, a
possibilidade de enriquecer as dietas cotidianas com determinadas algas
marinhas poderia trazer significativos beneficios a saide da popula¢do mundial.

2.1.2.5 Compostos Bioativos

Conforme discutido anteriormente, alguns dos nutrientes essenciais
presentes nas algas podem proporcionar beneficios para a saide humana. Além
disso, outros nutrientes ndo essenciais também podem ajudar a prevenir ou
regular as consequéncias de algumas enfermidades. Como exemplo, hd os
polissacarideos tipo alginato — que ajudam no tratamento de obesidade, diabetes,
infe¢des, gastrites e ulceragbes, dentre outros efeitos benéficos — e os
polissacarideos sulfatados (carragenanas, fucoidana, porfirana, ulvana, etc.), que
potencialmente possuem efeitos anticoagulante e antitrombético, antilipémico,
antitumoral, antiviral, modulador do sistema imunitdrio, protetor contra doengas
neurodegenerativas e redutor do processo de envelhecimento [50], [61].

Algumas proteinas conhecidas por serem compostos bioativos com
propriedades benéficas para a satide foram extraidas de diferentes espécies de
algas marinhas (U. pinnatifida, P. yezoensis, etc.). Samarakoon e Jeon [62] em um
artigo de revisdo discorrem sobre estes compostos e suas alegadas atividades,
incluindo propriedades antioxidantes, anti-hipertensivas, anticoagulantes,
antitumorais e imunoestimulantes.

Deve-se destacar que alguma pesquisa relevante vem sendo feita sobre os
novos peptideos inibidores da enzima conversora de angiotensina (ACE),
provenientes de algas marinhas, como alternativa para as drogas sintéticas.
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Acredita-se que esses peptideos bioativos de macro e microalgas marinhas
possam constituir uma nova fonte para tratamentos da hipertensdo com menos
ou nenhum efeito colateral [60].

Diversos estudos, tanto in vitro quanto in vivo, assim como pesquisas
clinicas, confirmaram que alguns componentes quimicos presentes nas algas
marinhas, especialmente certos peptideos, possuem propriedades bioldgicas em
relagdo a sua capacidade antimicrobiana e antiviral.

Em destaque, pesquisas mostraram a eficdcia da protefna antiviral
“griffithsina” (origindria da alga vermelha Griffithsia sp.) contra virus da familia
Coronaviridae, que engloba o virus da covid-19 [60].

Observando que os beneficios antioxidantes de vdrios alimentos vegetais
terrestres (por exemplo, frutos vermelhos) estdo estabelecidos, muito pouco se
sabe sobre os beneficios das algas. Ao invés de atuarem sobre o controlo de
espécies reativas de oxigénio, alguns de seus componentes parecem inibir a sua
producdo. Contudo, a maioria dos estudos ndo consegue distinguir
adequadamente entre a diminui¢do da produgdo e o aumento na remocdo de
radicais livres. Neste quesito, uma classe de compostos que vem atraindo cada
vez maior a atengdo de cientistas sdo os polifendis do tipo florotaninos em algas
castanhas, que possuem uma extraordindria atividade antioxidante, apesar dos
resultados inconsistentes em alguns estudos [63].

A R-ficoeritrina também possui atividade antioxidante, além de ter
demonstrado ser uma boa alternativa para aumentar a seletividade da foto-
quimioterapia no tratamento dos cancros. Outros efeitos relatados pela literatura
incluem atividades antidiabéticas, antitumorais, imunossupressoras e anti-
hipertensivas [64].

Indmeras pesquisas relatam o potencial dos carotenoides sobre varias
patologias, tais como: inflamagdes, cardiopatias, cancro (préstata e figado), danos
na pele provocados pelos raios UV e problemas de visdo [65]. A fucoxantina, um
carotenoide extraido das algas castanhas, possui efeitos contra dislipidemia
(através da promocdo da sintese de DHA no figado), melhora a resisténcia a
insulina e diminui a glicose no sangue, além de ter atividade contra uma gama
de células tumorais [50].

Estes compostos com atividade antioxidante sdo também cromoéforos, isto
é, absorvem comprimentos de onda da luz visivel, conferindo cores aos
alimentos. As liga¢des duplas conjugadas sdo responsdveis pela capacidade das
moléculas de neutralizarem radicais livres (Figura 2.6). Muitos dos estudos sobre
a biodisponibilidade de extratos antioxidantes de algas ainda se encontra em fase
inicial em relacdo aos efeitos em humanos, isto é, testes in vitro da bioatividade
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em linhagens celulares [63]. O mesmo acontece com vdrios dos demais
compostos discutidos anteriormente.

Boa parte dos dados disponiveis sobre o consumo de algas e a
suplementacdo de alimentos carece, contudo, até ao presente momento, de
resultados quantitativos e qualitativos de eficiéncia comprovada [66].

HOIle

Figura 2.6 Estrutura de alguns dos compostos antioxidantes presentes em algas
marinhas: [ A ] fucofloretol A (florotanino de Fucus spp.), [ B ] ficoeritrobilina
(pigmento das rodéfitas) e [ C | fucoxantina (pigmento das feoficeas)

Fonte: Criado pelo autor em ChemDraw 22.2.0

2.1.3 Compostos Organicos Volateis (VOCs)

As caracteristicas organoléticas dos alimentos oriundos do mar decorrem
tanto dos seus componentes voldteis, quanto dos seus constituintes ndo-voléteis.
Os ultimos, como ja foram discutidos, sdo representados maioritariamente por
nucleotideos, aminodcidos livres e sais inorganicos. Como seria de esperar, nem
todos os compostos volateis presentes nas algas sdo igualmente importantes. O
grau em que contribuem para o sabor depende da sua concentragdo e do valor
do seu limiar de detecdao (OTV, do inglés “Odor Threshold Value”) [25].

Hidrocarbonetos, cetonas, aldeidos, dlcoois, dcidos carboxilicos, ésteres,
compostos halogenados, substancias sulfuradas, furanos, pirazinas, piridinas,
aminas, entre outros compostos voldteis, integram o amplo espectro de
metabdlitos voldteis encontrados em algas marinhas. H4 varia¢des notdveis nos
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compostos volateis de uma espécie de alga para outra. Fatores como a espécie da
alga, sua procedéncia geogréfica e os métodos de processamento influenciam
diretamente no seu perfil de VOCs [67].

Observa-se uma maior abundancia de aldeidos em detrimento de ésteres,
relativamente as plantas terrestres, em especial no caso das frutas. A maior parte
dos compostos responsaveis pelas caracteristicas de aroma das algas deriva de
PUFAs que sdo transformados em VOCs através de processos enziméticos e, em
menor escala, de autoxidagao.

Os mecanismos da génese destes compostos em algas podem ser divididos
em quatro categorias principais [25].

Primeiramente, hd a converséo de lipidos em compostos responséaveis pelo
aroma mediados por enzimas, tais como a “enzima formadora de aldeido de
cadeia longa” (LAFE) e a “lipoxigenase” (LOX), dando origem a compostos com
aromas verdes e gordurosos, que lembram a relva cortada ou pepino.

De facto, quase todos os compostos de aroma encontrados nas algas
também foram identificados nas plantas terrestres, excetuando-se os compostos
halogenados contendo bromo e iodo [37].

Enquanto as enzimas tipo LAFE catalisam a formacdo de aldeidos (C,CHO)
a partir de PUFAs (C,.;COOH), as enzimas tipo LOX parecem atacar a cadeia
lateral destes dcidos gordos, dando origem a compostos de menor peso molecular
(aldeidos de cadeia curta). Vale lembrar que os aldeidos sdao compostos,
quimicamente instdveis, que existem em quantidades vestigiais nos alimentos.
Porém, ndo se deve esquecer que, devido ao seu baixo limiar de detecdo, estes
compostos sdo bastante relevantes para a caracterizacdo organolética das algas
marinhas [37].

Em segundo lugar, existem os subprodutos da autoxidacdo de dacidos
gordos livres dando origem a compostos carbonilicos voldteis (por exemplo,
aldeidos e cetonas), 4cidos e &lcoois. Da mesma forma, hd VOCs que sao
subprodutos degradacdo oxidativa dos carotenoides (por exemplo,
apocarotenoides tipo iononas) [25], [37].

O terceiro processo implica na conversao enzimdtica de precursores voldteis
que contém azoto e enxofre. E importante destacar que os compostos sulfurados,
que geralmente apresentam aromas associados ao mar e a maresia, S0
produzidos em sua maioria por enzimas enddgenas, ao passo que 0s compostos
azotados, como a trimetilamina que possui um odor forte de peixe, parecem ser
subprodutos das enzimas resultantes da deterioragdo causada por
microrganismos [25].
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Por fim, hd que considerar os compostos resultantes das reagdes entre
componentes ndo-voldteis das algas marinhas quando estas sdo submetidas a
técnicas de conservagdo por tratamento térmico (por exemplo, subprodutos das
reagOes de Maillard) [25].

Alguns mecanismos de formagao de VOCs ainda nédo estdo bem elucidados,
como € o caso dos sesquiterpenos, diterpenos e acetilenos halogenados das algas
vermelhas e as feromonas sexuais das algas castanhas [37].

Os compostos voldteis desempenham um papel crucial na perce¢do do
sabor. De acordo com a International Organization for Standardization (ISO), o sabor
é descrito como o “conjunto complexo de sensagdes olfativas, gustativas e
trigeminais percebidas durante a degustagao; o sabor pode ser influenciado por
estimulos tateis, térmicos, de dor e/ ou sinestésicos” [68]. E importante salientar,
no entanto, que cerca de 80% daquilo que percebemos como sabor é, na verdade,
resultado das intera¢des no sistema olfativo [69]. Assim sendo, a andlise dos
compostos voldteis por meio de cromatografia gasosa (GC) — acoplada a
espectrometria de massas (MS), nariz eletrénico ou olfatometria (GC-O),
juntamente com a andlise sensorial — continua sendo a abordagem analitica mais
eficaz para a criagdo de um perfil sensorial. Além disso, essas técnicas
representam uma ferramenta importante no processo de desenvolvimento de

novos produtos alimentares que atendam ao paladar do mercado consumidor
[70], [71].

As algas marinhas sdo conhecidas por suas propriedades sensoriais tinicas,
e certos termos sdo comumente usados para descrever seus sabores e aromas
distintos. Algumas descri¢des frequentemente associadas as algas marinhas
estudadas sdo:

. “Alface-do-mar” (Ulva spp.): quando fresca, é ligeiramente amarga com um
sabor que remete a berbigdes; possui aroma verde e gorduroso e algumas
notas de ervas silvestres (azedas) [72]; quando seca, o aroma lembra ao
ambiente marinho, com notas de relva cortada e cha-verde (matcha) [73].

. “Bodelho” (Fucus vesiculosus): sabor umami suave, amargo e adstringente,
com notas tostadas [74].

= “Cabelo-de-velha” (Gracilaria gracilis): quando fresca, possui um aroma
marinho e notas terrosas que lembram a cogumelos (champignon de Paris
frescos); quando seca, o aroma a cogumelos torna-se mais intenso (shitake
desidratado) e com notas fermentadas [75].

. “Chorao-do-mar” (Codium tomentosum): aroma marcante a maresia e
mariscos [75];sabor intenso a percebes com notas frutadas (péssego) [19].
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“Erva-patinha” (Porphyra spp.): sabor distinto a mar, evocando a esséncia
do oceano quando fresca; a forma seca exibe aromas semelhantes a
cogumelos e frutas desidratadas (passas) [73]; quando torrada ou cozida,
assume um perfil mais de peixe, sugestivo de sardinhas assadas [72].

“Limo-corriola” (Saccorhiza polyschides): aroma marcante a pepino ou meldo
e ostras [75]; na boca € ligeiramente adocicada e traz algo de fruta verde
(kiwi).

A

“Musgo Irlandés” (Chondrus crispus): possui aroma suave e sabor levemente
adocicado, que lembra a crustdceos [19]; quando seca apresenta um aroma
que lembra a peixe (atum ou cavala) em conserva.

“Musgos” (Chondracanthus teedei var. lusitanicus): Sabor fresco a mar com
uma fragrancia subtil terrosa, com notas de cogumelos e crustdceos [76].

“Wakame” (Undaria pinnatifida): aroma iodado e verde que remete a couve-
galega ou relva cortada [75]; sabor suave a mar e ostras [19]; quando cozida
exala um aroma sulfuroso (ovos cozidos), possuindo sabor que lembra a
leguminosas (grao de bico) e textura semelhante a de cefalépodes (nervura
central).

Figura 2.7 “Roda de aromas” para anélise sensorial de algas marinhas

Fonte: Francezon et al. [77]
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Para auxiliar no treino de um painel para provas sensoriais com algas
marinhas, Francezon et al. [77] desenvolveu uma “roda de aromas” (do inglés,
“aroma wheel”) baseado nos principais descritores encontrados em estudos de
caracterizacdo realizados com algas (Figura 2.7). Esta ferramenta é interessante
pois permite — além de estabelecer conexdes entre os VOCs presentes nas
amostras e as suas caracteristicas sensoriais — padronizar os descritores utilizados
pelos participantes, enquanto estabelece um vocabuldrio que pode ser utilizado
pelos produtores para se comunicar com o mercado consumidor [78].

Normalmente, ao estudar a quimica do sabor de um ingrediente, busca-se
quantificar a influéncia de cada VOC no perfil de aroma global do mesmo. Os
limiares de detecdo sdo fundamentais, pois mesmo compostos em baixa
concentracdo na amostra podem impactar significativamente no aroma. Em
contrapartida, substancias em maior quantidade podem ter pouco efeito se
estiverem abaixo do OTV [79].

Assim, adotou-se uma abordagem para determinar os compostos mais
influentes no aroma, utilizando o conceito de "valor do impacto de odor" (OIR,
do inglés "Odor Impact Ratio) [80]. O OIR possui a limita¢do de somente permitir
comparar os compostos de um mesmo cromatograma (jd que calcula o “impacto
relativo”), diferentemente do "valor do impacto de odor" (OAYV, do inglés "Odor
Activity Value") [81]. Vale ressaltar que para calcular os OAVs é necessdrio
proceder com a andlise quantitativa para determinar a concentracdo dos
compostos (ug/kg) através de padrdes analiticos e uma curva de calibragéo,

metodologia que ndo foi abordada neste estudo [82].

2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Matérias-Primas

Para o trabalho descrito, foram colhidas as seguintes algas marinhas:

=  Algas verdes (Chlorophyta): “alface-do-mar” (Ulva rigida e U. lactuca) e
“chordo-do-mar” (Codium tomentosum);
=  Algas vermelhas (Rhodophyta): “cabelo-de-velha” (Gracilaria gracilis),

A

“erva-patinha” (Porphyra umbilicalis), “musgo irlandés” (Chondrus crispus) e
musgos (Chondracanthus teedei var. lusitanicus);
. Algas castanhas (Phaeophyceae): “bodelho” (Fucus vesiculosus), “limo-

corriola” (Saccorhiza polyschides) e “wakame” (Undaria pinnatifida).
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2.2.1.1 Coleta

As algas marinhas foram colhidas na Praia da Tamargueira, Buarcos,
Figueira da Foz (40°10'18,6” N, 8°53'44,4" W), Portugal. As amostras foram
coletadas em dreas com populagées de macroalgas bem estabelecidas e sem
epifitas ou deterioracdo evidentes, durante a maré baixa da manha (Figura 2.8),
sendo acondicionadas em sacos pldsticos e mantidas em caixas térmicas. Os
espécimes foram transportados para o Laboratério de Algas Marinhas (Dep.
Ciéncias da Vida) da Universidade de Coimbra, onde foram lavados com dgua
do mar filtrada (colhida no mesmo local) para remocdo de areia e epifitas
macroscopicas. As amostras foram selecionadas manualmente, descartando-se os
exemplares ndo padronizados, e foram colocadas em peneiras para drenagem do
excesso de humidade. Em seguida, as algas marinhas foram pesadas (300 g),
armazenadas em sacos pldsticos sob vdcuo parcial (~80%) e mantidas sob
refrigeracdo (8 °C). Apés 24 h, as amostras foram transportadas em caixas
térmicas para a Faculdade de Ciéncias e Tecnologia (NOVA FCT), onde foram
processadas.

Figura 2.8 Algas marinhas Ulva spp. (verde vivo), Porphyra spp. (roxo acastanhado) e
Fucus vesiculosus (verde oliva), expostas durante a maré baixa

Fonte: Bruno Campos
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2.2.1.2 Cultivo

Por ser a Ulva lactuca uma macroalga estuarina, esta foi cultivada num
sistema protétipo desenvolvido pela Lusalgae Lda. (Figueira da Foz, Portugal) e
o Laboratdrio de Algas Marinhas (Dep. Ciéncias da Vida) da Universidade de
Coimbra.

O método foi baseado em Araujo et al. [83] sendo a U. lactuca cultivada em

tanque de &dgua exposto a luz solar direta com aeracdo durante o dia
(normalmente 14 h) com o objetivo de obter biomassa suficiente para os ensaios.

Para minimizar as diferengas na composicdo bioquimica causadas pela
condigOes de crescimento das macroalgas, as espécies cultivadas foram idénticas
as da cultura indoor descrita por Garcia-Poza et al. [84], ou seja, coletadas na
mesma data e no mesmo local, possuindo comprimento inferior a 5 cm (Figura
2.9A). Como resultado, a técnica de cultura foi o principal fator que afetou o perfil
bioquimico.

[A] [B]

Figura 2.9 [ A ] Local de cultivo: Ilha da Morraceira (41°57°'56”” N, 8°44’30”” W), Figueira
da Foz, Portugal; [ B ] Espécimes de Ulva sp. cultivados em condicdes controladas

Fonte: Garcia-Poza et al. [84]

O meio de cultura foi dgua salgada estuarina (23-34 PSU) retirada do
estudrio do rio Mondego, na Figueira da Foz (Figura 2.9B), sem adicdo de
fertilizantes. O tanque de cultura tinha 1000 L de volume e continha 800 L de
dgua do mar estuarina filtrada mecanicamente [83].

O cultivo iniciou-se com uma quantidade inicial de 600 g de biomassa
hiimida em um tnico tanque. Trés vezes por semana, cerca de 75% da dgua do
tanque era trocada e, apds trés semanas, toda a biomassa foi coletada para
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posterior exame [83] e processamento conforme mencionado na subsecgdo
anterior (2.2.1.1).

2.2.2 Composi¢ao Nutricional das Algas Marinhas

2.2.2.1 Determina¢ao da Humidade e das Cinzas

Para a andlise de humidade, em cadinhos de ceramica previamente secos
em estufa até se obter peso constante, depois de auferida a tara, pesou-se 3 g de
cada uma das algas marinhas frescas acima listadas, em triplicado, usando-se
uma balanga analitica [Modelo BCE124-1S, Sartorius, Alemanhal.

As amostras foram secas em estufa [Modelo TS 9135, Termaks / Nordic
Labtech, Suécia] a 105 °C até se obter peso constante (cerca de 12 h). Apés a
secagem, os cadinhos foram parcialmente cobertos com uma tampa e transferidos
para um exsicador até que o peso final fosse auferido. A humidade foi
determinada através da Equacgdo 2.1:

Humidade (% FW) = % x 100, Equagdo 2.1
1

onde: P; é o0 peso da amostra antes da secagem (peso fresco) e P, é o peso
da amostra apds a secagem (peso seco) [85].

O principio da andlise das cinzas é o de incinerar a matéria organica para
que se possa determinar a matéria inorganica restante [85]. Para tal,
primeiramente, o cadinho e a tampa foram colocados numa mufla [Heraeus
Electronics, Alemanha] a 550 °C durante a noite para garantir que todas as
impurezas fossem removidas. Depois de descansarem por 30 min no exsicador
para arrefecerem, o peso dos mesmos, com 3 casas decimais, foi auferido usando
uma balanca analitica [Modelo BCE124-1S, Sartorius, Alemanha]. Na mesma
balanga, foram pesados nos cadinhos 5 g de cada alga fresca, em triplicado. Os
cadinhos com as amostras foram postos (sem a tampa) na mufla a 550 °C para
incinerar durante a noite. De seguida, cobriu-se cada cadinho para evitar a perda
das cinzas, arrefeceram-se as amostras num exsicador por, pelo menos, 30 min e
pesaram-se os cadinhos contendo as cinzas obtidas na balanga analitica. O teor
de cinzas das cinzas nas algas frescas foi determinado através da Equacao 2.2:

P das Ci ~
Cinzas (% FW) = o A I % 100 Equagio 2.2

Peso da Amostra
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Os valores foram depois convertidos para peso seco, com base nos valores
auferidos para a humidade, de maneira a poder confrontar os resultados com os
valores disponiveis na literatura.

2.2.2.2 Quantificacao das Proteinas Totais (Kjeldahl)

Para quantificagdo das proteinas totais pelo método Kjeldahl [86], pesou-se
1g de cada amostra das algas secas, em triplicado, numa balanca analitica
[Modelo AB204, Mettler Toledo, Estados Unidos], usando um tubo para digestéao.
Adicionou-se 10 mL de dcido sulfurico (96%) [Honeywell, Alemanha] e uma
porcdo (15 mL) de “mistura catalisadora”, composta por selénio e sulfato de
potdssio, assim como reguladores de ebulicdo. Levou-se o tubo de digestao para
ebulir numa placa de aquecimento a 360 °C até a amostra ficar transparente, o
que levou cerca de 24 h. Transferiu-se a amostra digerida para um baldo
volumétrico de 100 mL e completou-se com a dgua milli-Q. Filtrou-se o contetido,
usando filtros de papel Whatman n° 1, o contetido para um frasco, removeram-
se os reguladores de ebuli¢do e reservaram-se as amostras.

Depois de digeridas todas as amostras num tubo de reacdo, colocou-se
10 mL do contetido de cada frasco, juntamente com 90 mL de dgua deionizada,
sendo ainda adicionadas 3 gotas (0,15 mL) de fenolftaleina. De seguida,
procedeu-se a alcalinizagdo do meio, adicionando uma soluc¢do de hidréxido de
s6dio (6 M), até a solugdo adquirir uma coloragdo rosa. Colocou-se, num
erlenmeyer de 250 mL, 50 mL de &cido bérico (20 g/L) e 0,5mL de “solugédo
indicadora” de 4cido bérico (0,2 g de vermelho de metilo em 100 mL de etanol
95% mais 0,1 g de azul de metileno em 50 mL de etanol 95%). Efetuou-se de
imediato a destilagdo da solu¢do em andlise, por cerca de 5 min, numa unidade
destiladora Kjeldahl [Modelo KT 200 Kjeltec™, FOSS, Dinamarca], sendo
recolhido o destilado na solugédo de dcido bérico.

Nesta etapa, verificou-se ainda se o destilado mudou a solugdo de 4cido
bérico de cor (de roxo para verde) e passou a marca dos 200 mL para garantir a
destilagdo de todo o azoto da amostra. Apds a destilagdo, efetuou-se uma
titulacdo da solug¢do com d&cido cloridrico (HCL, 0,02 N) até a cor mudar
novamente do verde para o roxo. Registou-se o volume de HCI empregado na
titulagdo, tendo em consideragdo o volume inicial e final da pipeta. Por fim, o

31



azoto total foi determinado através Equacdo 2.3, sendo aplicado o fator de
conversao azoto-proteina’.

Viitulante X N X 14 X Vpg30 X 100

Azoto Total (g/100g) = , Equagdo 2.3

Vamostra X 1000 X Mgmostra

Em que:

*  V titulante € 0 volume de titulante, isto é, o HCI gasto na titulagdo (mL);
= N é anormalidade do titulante (0,020718232 N);

*  V baiao é 0 volume do baldo onde se armazenou o digerido (250 mL);

"V amostra € 0 volume de amostra utilizada na destilagdo (mL);

" Mamostra € @ Massa de amostra utilizada na digestdo (1 + 0,1 g).

2.2.2.3 Quantificacdao dos Lipidos Totais (Gravimetria)

Para quantificacdo dos lipidos totais por gravimetria, foi usado um processo
de lavagem eficiente com solventes, onde todos os lipidos sdo separados e
dissolvidos em cloroférmio e metanol [87], [88].

Uma adaptagdo e otimizacdo do método original, proposta por Kumari et
al. para o contexto das macroalgas, foi utilizada para uma maior recuperagao da
fase lipidica [89]. No caso das algas vermelhas e verdes, para 500 mg de algas
marinhas liofilizadas trituradas, 3 mL de uma mistura contendo
cloroférmio/metanol/tampéo fosfato 50 mM [HoneyWell, Alemanha; Fisher
Scientific, Reino Unido] nas propor¢ées de 2/1/0,8, (v/v/v), foi adicionada e a
mistura agitada em vortex por 1 min, sendo depois a amostra centrifugada
[Centric 150, Domel, Eslovénia] a temperatura ambiente (20 + 2 °C) por 15 min a
2.057 xg.

Em seguida, o sobrenadante foi coletado e os residuos foram extraidos
novamente por trés vezes com 2 mL de wuma mistura de
cloroférmio/metanol/tampdo nas proporc¢des de 1/1/0,8 (v/v/v), sendo
centrifugados novamente conforme descrito anteriormente. Os sobrenadantes
foram combinados, filtrados e lavados com 2 mL de tampao fosfato e depois
centrifugados a 2.057 xg por 5 min. Finalmente, o sobrenadante foi coletado e
seco sob um fluxo suave de azoto e o teor de lipidos totais foi determinado

? Apesar de terem sido referidos os fatores de conversio azoto-proteina de 5,13 para algas verdes,
4,92 para algas vermelhas e 5,38 para algas castanhas na revisdo bibliogrifica, acabou-se por
empregar o fator universal de 6,25 para que os resultados pudessem ser confrontados com
aqueles disponiveis na literatura.
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gravimetricamente e expresso em grama por cem gramas de peso seco (g/100 g
DW). Para as algas castanhas, foi realizado o mesmo procedimento, exceto que
nos primeiros 3 mL de mistura adicionados, as propor¢des foram de 1/2/0,8

(v/v/v).

Uma alga lamindria em p6 — referida como sendo Thallus laminariae, porém,
possivelmente Saccharina japonica, Phaeophyta [90] — foi utilizada como material
de referéncia padrao (SRM) [SRM 3232 Kelp Powder, NIST, Estados Unidos] para
validar a metodologia e os resultados [91].

2.2.3 Perfil de VOCs das Algas Marinhas (GC-TOF-MS)

Uma fibra de trifdsica de carboxeno/divinilbenzeno/polidimetilsiloxano
(CAR/DVB/PDMS) para amostradores automdticos (1cm, 50/30 um dy)
[Supelco, EUA], foi usada para as extragdes por HS-SPME. Corridas com os
brancos da fibra foram executadas periodicamente para garantir a auséncia de
contaminantes ou carryover.

A extracdo por HS-SPME foi realizada de acordo com o seguinte
procedimento: 3 g de cada amostra fresca ou processada das algas marinhas,
previamente congeladas em azoto liquido e trituradas usando um moinho
elétrico, foram introduzidas em um headspace vial de 20 mL, sendo este selado
com um septo de politetrafluoretileno (PTFE)/silicone e uma tampa de rosca
magnética [Supelco, EUA]. O frasco foi equilibrado por 10 min a 50 °C e depois
extraido por 30 min na mesma temperatura, sendo realizada a dessorgdo térmica
dos analitos por exposicdo da fibra na porta de injegdo do GC a 260 °C, por 3 min,
em modo splitless.

As andlises foram realizadas em um sistema de cromatografia gasosa
acoplado a espectrometria de massa por “tempo de voo” (GC-TOF-MS)
composto por um GC 8890 System [Agilent Technologies, EUA] e um detetor
BenchTOF-Select [Markes International, Reino Unido]. Um amostrador
automatico, CTC Analysis Autosampler PAL-System [SepSolve Analytical, UK],
foi usado e os dados foram adquiridos e analisados com o programa TOF-DS 4.1
[Markes International, UK].

A separagdo cromatografica foi obtida numa coluna capilar DB-WAX de
polietilenoglicol (PEG) com as seguintes dimensdes: 60 m de comprimento, ID
0,25 mm e d;0,25 um [Agilent Technologies, EUA].

O programa de temperatura do forno comegou a 50 °C, foi mantida por 2,5
min, aumentada em 3 °C.min até 90 °C, em 6 °C.min! até 140 °C, 2 °C.min "' até
180 °C e, finalmente, 20 °C.min" até atingir 240 °C, sendo mantida esta
temperatura por 20 min para garantir a limpeza da coluna [33]. A temperatura

33



da linha de transferéncia e da fonte do detetor de massas foram fixadas em
280 °C. O hélio (99.9%) [Air Liquide, Franga] foi usado como gds de arraste num
fluxo inicial de 1,0 mL/min.

Os espectros de massa foram analisados com o programa TOF-DS 4.1
[Markes International, UK]. e comparados com as bibliotecas do programa NIST
MS Search, versdo 2020. Para determinar os tempos de reten¢do e fragmentos de
massa caracteristicos, foi utilizada ionizagdo eletrénica (EI) a 70 eV e os espectros
de massa dos analitos foram registados em modo de varredura completa, de 30
a 400 Da. Os valores do indice de retencédo linear (LRI) foram calculados através
da andlise de uma solugdo padrao de alcanos (C8-C24) [Supelco, EUA], usando
as mesmas condi¢Oes cromatograficas [92].

Os compostos voléteis foram primeiramente identificados comparando os
espectros de massa obtidos com os espectros de compostos de referéncia da
biblioteca NIST - também levando em consideracdo estrutura, ides mais
abundantes e peso molecular — e, de seguida, os LRIs calculados foram
confrontados com aqueles descritos na literatura.

Além disso, 37 padrdes analiticos [Sigma-Aldrich/Merck, Alemanha]
foram diluidos a 100 ppm em hexano P.A. e 1 pL foi injetado, usando uma razado
de separacgdo (split ratio) de 1:20 e 0 mesmo programa cromatografico, de modo a
fazer uma identificagdo mais precisa dos principais compostos organicos volateis
(VOCs) presentes.

As dreas dos picos dos VOCs individuais detetados nas duas réplicas foram
usadas para calcular as concentra¢des médias em cada alga marinha. A 4rea
relativa (RA) de cada composto foi calculada como a razdo da respetiva drea
integrada do pico (A,) em relacdo a drea total dos picos cromatograma (TA,),
excluindo-se o ruido de base e os contaminantes, sendo expressa como
percentagem, através da Equacao 2.4:

A 39
__Dp ~
RA (%) = T4, X Peso da Amostra (3) x 100, Equagdo 2.4

A intensidade do odor dos diferentes compostos voldteis identificados foi
estimada por meio da razdo de impacto do odor (OIR). Resumidamente, os
valores do limiar de odor (OTV) disponiveis — medidos em dgua, exceto quando
especificado outro meio — foram compilados de Gemert [93] e o OIR para os
compostos voldteis individuais foi calculado da seguinte forma (Equagio 2.5)
[80]:
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RA Médio

OIR=——
OTV (ng/kg)

Equacao 2.5

Foram considerados para efeitos de discussdo os dez compostos com maior
OIR, agrupados nas 3 categorias de macroalgas (verdes, vermelhas e castanhas).
De seguida, os valores foram normalizados para uma escala de 0 a 100% e
registados em um grafico de radar. Adicionalmente, as descri¢des de odor para
alguns dos VOCs foram extraidas do banco de dados da The Good Scents
Company [94] ou, quando ausentes, da literatura existente.

2.2.4 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o programa RStudio, versao
2022.2.1.461 [95], usando andlise de varidncia (ANOVA) de um fator (tratamento)
totalmente causalizado, seguida pelo teste post-hoc de Tukey das diferencas
significativamente honestas (HSD). Todos os residuos das séries de dados foram
testados para normalidade (teste de Shapiro-Wilk), simetria (teste de
D'Agostino), curtose (teste de Anscombe-Glynn) e homocedasticidade (teste de
Levene). Os resultados foram expressos como média (X) + desvio padrdo (s). A
referéncia para o nivel de significancia estatistica () dos testes foi ot = 5%.

2.3 Apresentacao e Discussao dos Resultados

2.3.1 Composi¢ao Nutricional das Algas Marinhas

Segundo a Figura 2.10, a alga com o menor teor de humidade foi Chondrus
crispus (CC) com 75,10% e aquela com o maior foi Codium tomentosum (CT) com
93,43%. Era expectdvel que fossem encontrado valores altos de humidade para
CT uma vez que a sua morfologia esponjosa faz com esta alga se destaque pelo
elevado teor de dgua [96], [97]. Todas a algas exibiram valores bastante préximos
daqueles compilados da literatura, porém as algas Undaria pinnatifida (UP), Fucus
vesiculosus (FV) e Gracilaria gracilis (GG) apresentaram valores de 88,24%, 88,30%
e 84,99%, ligeiramente acima da média das referéncias.

Ainda assim, estes valores ndo estdo muito distante daqueles encontrados
por Pacheco et al. [98] para UP (93,52%), por Herbreteau et al. [99] para FV
(84,10%) e por Silva et al. [100] para GG (83,18%). De uma forma geral, maioria
das algas tem uma humidade média acima de 80%, o que implica que elas tendem

35



a reter uma quantidade significativa de dgua e sdo bastante suscetiveis a
deterioragdo por microrganismos [43].

Humidade das Algas Estudadas
100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

cc ur pu spP FV cr Lu UL GG

m Humidade (%) mReferéncias

Figura 2.10 Humidade (%FW) das algas estudadas pelo método da AOAC

Referéncias: CC [18], [101]; UP [98], [102]; PU [103]; SP [18], [98]; FV [99], [104]; CT [97], [105]; LU [106], [107];
[108], [109]; GG [100], [106].

Notas: Os valores de humidade para as algas marinhas est&o apresentados como a média e a barra de erros
como o desvio-padréo, enquanto os valores para as referéncias estdo apresentados como a média dos valores
compilados e a barra de erros como os valores minimos e maximos encontrados na literatura.

Em relacdo as cinzas (Figura 2.11), a alga que se destaca com a maior média
é CT com 55,93%, enquanto PU é aquela com menor concentracdo (21,65%). Nao
se pode ignorar que CT é ainda a alga com o maior desvio padrdo (variacdo em
suas amostras), com um valor de 4,78%. CC, UP, PU, UL e GG possuem
resultados consistentes com a literatura, enquanto em SP, FV e CT os valores
parecem exceder os resultados para o teor de cinzas. Isto pode ter sucedido por
conta da presenga de contaminantes inorganicos nas amostras, tais como graos
de areia, ou até mesmo de pequenos organismos marinhos, conchas e outras
algas epifitas. Em relagdio a LU, por se tratar de uma alga ainda pouco
pesquisada, s6 hd uma referéncia bibliografica disponivel, o que torna mais dificil
a comparacdo dos resultados [107].

Deve-se ainda ter em consideragdo que as algas apresentam uma grande
variabilidade no teor de minerais de acordo com o local, a estacdo do ano e a
presenca de determinados elementos quimicos na dgua do mar [110]-[112].

A generalidade das algas tem uma quantidade significativa de cinzas que
representa em média cerca de 30% do seu peso seco, indicando a presenca de
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minerais e outros compostos inorganicos. A quantidade de cinzas vai influenciar
sobretudo o valor nutricional, tornando-as alimentos indicados para o consumo
humano e para suplementacédo de preparacdes alimentares [113].

Cinzas das Algas Estudadas
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Figura 2.11 Cinzas (% DW) das algas estudadas pelo método da AOAC

Referéncias: CC [50], [114]; UP [50], [98]; PU [50], [115]; SP [98], [116]; FV [50], [113]; CT [116], [117]; LU [107];
UL [50], [115]; GG [59], [118].

Notas: Os valores de humidade para as algas marinhas est&o apresentados como a média e a barra de erros
como o desvio-padréo, enquanto os valores para as referéncias estdo apresentados como a média dos valores
compilados e a barra de erros como os valores minimos e maximos encontrados na literatura.

O contetdo proteico das algas marinhas (Figura 2.12) mostra uma grande
variagdo, oscilando entre 10 a 30% do peso seco em algas vermelhas, de 5 a 15%
em algas castanhas e de 3 a 47% em algas verdes [18].

Se, por um lado, UL é a alga marinha com o menor teor proteico (3,87%),
por outro lado, PU revelou-se como a alga com o maior teor, possuindo cerca de
um terco do seu peso seco (30,33%) em proteinas, seguida por GG com 22,96%.
N3o surpreende que duas algas vermelhas tenham se sobressaido pelo seu alto
contetdo proteico, assim como PU seja a alga que encabega a lista, j4 que espécies
como Porphyra spp. e Pyropia spp. costumam ser distinguidas por esta mais-valia
[14].

A maioria dos resultados estd em conformidade com a bibliografia
disponivel, exceto por UL que possui uma concentragdo inferior ao valor
encontrado por De Bhowmick & Hayes [119] de 5,37% + 0,74 (referéncia para o
valor minimo). Uma razdo razodvel para o baixo valor auferido é que UL foi
colhida numa altura em que estava a iniciar o seu ciclo reprodutivo,
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apresentando as amostras uma considerdvel perda de biomassa. Além disso, é
possivel que tenha havido algum déficit de nitrato no meio de cultura, o que pode
impactar negativamente no teor de proteinas [120].

Proteina Total das Algas Estudadas
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Figura 2.12 Proteina total % (DW) das algas estudadas pelo método de Kjeldahl
Referéncias: UP, PU, SP, FV, CT & GG [18], [59], [104], [116]; CC [121]; LU [107]; UL [119].

Notas: Os valores de humidade para as algas marinhas est&o apresentados como a média e a barra de erros
como o desvio-padréo, enquanto os valores para as referéncias estdo apresentados como a média dos valores
compilados e a barra de erros como os valores minimos e maximos encontrados na literatura.

O contetddo de proteinas é um indicador importante do valor nutricional
das algas, especialmente se forem destinadas ao consumo humano ou animal.
Algumas indtstrias ou consumidores podem buscar algas com alto teor proteico
para atender a necessidades dietéticas especificas (por exemplo, dietas isentas de
produtos de origem animal) j4 que as mesmas contém todos os aminodcidos
essenciais em quantidades varidveis conforme a espécie [122], [123].
Adicionalmente, em um contexto em que hd uma necessidade urgente de se
produzir alimentos proteicos de forma sustentdvel, as algas marinhas emergem
como uma alternativa vidvel a pecudria [4].

No geral, o conteido de lipidos nas algas (Figura 2.13) variou de
aproximadamente 1% a 7%, situando-se a maioria das algas na faixa inferior
desse intervalo (1%—-2%). A alga com a menor teor de lipidos foi LU com apenas
1,02% e aquela com maior teor foi UP com 7,17%, sendo sucedida por CT com
5,60%. Todos os valores se encontram alinhados com aqueles disponiveis na
literatura. Apesar de CT e FV aparentemente terem apresentado valores
ligeiramente superiores, segundo Rey et al. [12], CT pode atingir até 10% de
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lipidos (DW), enquanto Costa et al. [124] indicam que FV pode alcangar até 4%
de lipidios (DW). O contetido de lipidos, apesar de relativamente baixo,
distingue-se por ser de excelente qualidade, sendo as algas marinhas uma fonte
de 4cidos gordos essenciais, em particular, do tipo w-3 conforme apontam
diversos estudos [125].

Lipido Total das Algas Estudadas
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Figura 2.13 Lipido total (%DW) das algas estudadas pelo método gravimétrico
Referéncias: CC, UP, PU, CT & UL [50], [116]; SP [98]; FV [104]; LU [107]; GG [126].

Notas: Os valores de humidade para as algas marinhas est&o apresentados como a média e a barra de erros
como o desvio-padréo, enquanto os valores para as referéncias estdo apresentados como a média dos valores
compilados e a barra de erros como os valores minimos e maximos encontrados na literatura.

Por fim, pode-se afirmar com base no que foi discutido que as algas
marinhas estudadas possuem uma composi¢do interessante sob a Gtica
nutricional, isto é, possuem elevados teores de humidade, proteinas e minerais
em conjunto com um teor lipidico baixo, o que faz com que elas possuam um
baixo aporte caldrico. Por esta razdo, torna-se essencial estudd-las e buscar novas
formas de incorpora-las na alimentagéo.

2.3.2 Perfil de VOCs das Algas Marinhas

Através da andlise GC-MS foi possivel identificar um total de 544
compostos orgdnicos voldteis nas 9 algas analisadas (Figura 2.14), mais
especificamente: foram identificados 80 VOCs em “musgo irlandés” (Chondrus
crispus), 63 em "wakame" (Undaria pinnatifida), 72 em “erva-patinha” (Porphyra
umbilicalis), 44 em “limo-corriola” (Saccorhiza polyschides), 16 em “bodelho” (Fucus
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vesiculosus), 58 em “chordo-do-mar” (Codium tomentosum), 85 em “musgos”
(Chondracanthus teedei var. lusitanicus), 66 em “alface-do-mar” (Ulva lactuca) e 60
em “cabelo-de-velha” (Gracilaria gracilis).

Percebe-se claramente uma maior riqueza em termos de VOCs nas algas
vermelhas, sendo C. teedei var. lusitanicus, C. crispus e P. umbilicalis,
respetivamente, as trés primeiras colocadas no ranking. Em contrapartida, F.
vesiculosus apresentou poucos VOCs.

Dentre os VOCs identificados, 124 eram diferentes entre si: 36 aldeidos (20
insaturados, 10 saturados, 4 aromadticos e 2 terpendides), 22 4dlcoois (10
insaturados, 5 saturados, 2 ramificados, 2 aromdticos e 2 ciclicos), 20
hidrocarbonetos (10 alcenos, 5 alcanos, 3 ramificados e 2 terpenos), 18 cetonas (8
insaturadas, 4 saturadas, 4 terpendides, 1 ramificada e 1 ciclica), 8 ésteres, 4
dcidos carboxilicos, 2 éteres e 14 compostos com grupos funcionais diversos (3
VOCs halogenados, sendo 2 bromados e 1 clorado, 2 azotados, 2 sulfurados, 5
furanos, 1 fenol e 1 epéxido).

Os aldeidos sdo caracterizados principalmente por seus aromas verdes e
gordurosos [127], [128]. O comprimento da cadeia de carbono em aldeidos
influencia principalmente seus limiares e caracteristicas de odor. Aldeidos com
pesos moleculares mais baixos, normalmente menos de 150 Daltons (Da) —
usualmente, com menos de 10 carbonos — sdo frequentemente associados a
odores desagradaveis, enquanto aqueles com pesos moleculares mais altos
tendem a exibir aromas doces e frutados [67].

Os aldeidos sdo produzidos em algas marinhas de diversas formas,
destacando-se a atividade enzimdtica resultante do metabolismo das algas e
outros organismos marinhos que ataca as cadeias de 4&cidos gordos
(polinsaturados, como o EPA) gerando estes VOCs (Figura 2.15). Ha ainda a
oxidagdo lipidica pela via de agentes end6genos (por exemplo, “espécies reativas
de oxigénio” ou ROS) ou exégenos (luz e oxigénio) e pela oxidagdo de dlcoois
primdrios ou reducao de dcidos carboxilicos, 0 que normalmente ocorre também
por via enzimdtica [25], [129].
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[020] 3-Octanona

[019] 4-hepten-2-ona (isémero)

018] 1-Pentanol

[017] 4-Heptenal, (Z)-

[016] Furano, 2-pentil-

[015] 2-Hexenal, (E)-

[014] 2-¢ ClClO entiletanol
{-hmoneno

[012] Heptanal

[011] 2-Heptanona

[010] Alcool isoamilico

[009] 1-Penten-3-ol

[008] 2-Pentenal (isdbmero)

[007] 1,3,5-Octatrieno (isdmero 2)
[006] 1,3,5-Octatrieno (isomero 1)
[005] Hexanal

[004] 2-Butenal (isomero)

003] 1-Penten-3-ona

[002] Furano, 2-etil-

[001] Sulfureto de dimetila
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Figura 2.14 Heatmap da andlise GC-MS para caracterizacdo das algas marinhas em
termos de VOCs

Para visualizar o heatmap em maiores detalhes, acesse a figura externamente clicando aqui!
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Os aldeidos, conforme pode ser visto na Figura 2.16, além de ser o grupo
funcional predominante nas algas estudadas (excetuando-se F. vesiculosus, onde
dominam os édlcoois), costuma possuir baixos limiares de dete¢do contribuindo,

dessa forma, em grande parte para o perfil de aroma das algas marinhas [25],
[37].

Figura 2.15 Mecanismo proposto para a biossintese a partir do 4cido eicosapentaendico
(EPA) de alguns compostos de sabor presentes em alimentos do mar frescos

Fonte: Adaptado pelo autor de Maarse [25]

O aroma dos dlcoois pode variar dependendo do tipo especifico de dlcool e
sua estrutura quimica. Geralmente, os dlcoois conferem um sabor doce e um
cheiro caracteristico e pungente, embora a intensidade e o cardter do aroma
possam diferir [130].

A formagdo de élcoois em algas marinhas pode ocorrer por vdrios
processos, sendo que a maioria dos dlcoois encontrados sdo gerados como
produtos de peroxidagdo de dcidos gordos insaturados [67], [131]. Além disso, a
formacéo de alcoois pode resultar da glicélise de polissacarideos abundantes nas
algas marinhas, por enzimas endégenas ou exégenas de origem microbiolégica,
ou ainda de aminodcidos pela via de Ehrlich [67]. Outra via envolve a conversao
de compostos especificos em 4dlcoois, facilitada por enzimas como a 4lcool
desidrogenase (ADH) [131].
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Ao observar a Figura 2.16, percebe-se que os dlcoois sdo os compostos mais
abundantes em F. vesiculosus, e o segundo grupo funcional mais presente em
U. pinnatifida, C. tomentosum (juntamente com os hidrocarbonetos), U. lactuca e
G. gracilis [132].

O aroma especifico de uma cetona pode variar, dependendo de sua
estrutura quimica e da presenca de outros grupos funcionais, com uma ampla
gama de aromas relatados: frutado (butanona), amanteigado (diacetil),
mentolado (ciclohexanona), floral (B-ionona), etc. [94].

As cetonas alifdticas sdo tipicamente formadas como resultado de processos
de oxidagdo ou degradagdo lipidica [131]. As metilcetonas, por outro lado, podem
ser geradas através da (-oxidacdo de cadeias de carbono presentes em lipidos,
seguida de descarboxilagao [67].

Dioxigenases de clivagem de carotenoides (CCDs) também desempenham
um papel fundamental na fragmentacdo de carotenoides e apocarotenoides nao-
voléteis de cadeia longa. Estas enzimas, que podem estar presentes nas algas, tém
a capacidade de utilizar esses compostos como substratos, resultando na
formacgdo de cetonas como a [-ionona, considerada uma das mais potentes
moléculas de aroma!® (amadeirado, bagas e floral) que contribui
significativamente para o aroma de algas e ambientes marinhos. Além disso,
voléteis derivados de carotenoides funcionam como metabdlitos ou moléculas de
sinalizagdo que sdo produzidos como resultado do metabolismo de carotenoides
e estdo associados a componentes reguladores do crescimento [133].

0 J& foi comprovado que os humanos podem ter uma predisposicdo genética para detetar
[-ionona em maior ou menor grau. Enquanto pessoas que possuem pelo menos um alelo G sao
bastante sensiveis a p-ionona, experimentando um agraddvel aroma floral; aquelas que possuem
um par de alelos AA (homozigotos) sdo cerca de 100 vezes menos sensiveis e, em concentragdes
mais elevadas deste composto, percebem um odor pungente semelhante a dcido ou vinagre [382].
Estas variagbes genéticas esclarecem porque alguns panelistas conseguem detetar o composto
mesmo em concentragdes residuais enquanto outros sdo incapazes de fazé-lo, o que explica a
grande variagdo nos limiares de detecdo listados pela literatura [383].
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De acordo com os resultados representados na Figura 2.16, as algas
vermelhas C. crispus, P. umbilicalis e C. teedei var. lusitanicus (excetuando-se
G. gracilis) possuem como segundo grupo funcional dominante o das cetonas,
diferentemente das algas verdes e castanhas (excetuando-se S. polyschides) que
parecem ser caracterizadas pela predomindncia aldeidos e de dlcoois [134]-[137].

Alcanos e outros os hidrocarbonetos alifdticos sdo geralmente inodoros ou
possuem um aroma fraco, quase indetetdvel, geralmente descrito como aroma
“gasoso” ou “semelhante a gasolina”. No entanto, a excecdo sdo certos alcanos
ciclicos com cadeia lateral insaturada que podem ter odores caracteristicos que
lembram, por exemplo, ao de frutas tropicais [138].

Em relagdo aos alcenos, também existem alguns compostos classificados
como terpenos, que sdo compostos por unidades repetidas de isopreno
(CsHs)n , onde n = 2. Estes compostos sdo conhecidos pelos seus aromas distintos
e encontram-se em numerosos produtos naturais: citrinos (limoneno), pinheiros
(a-pineno), ltipulo (humuleno), etc. [139].

Hidrocarbonetos, como octano e decano, podem ser sintetizados a partir de
dcidos gordos insaturados C, por meio de um processo envolvendo 9-
hidroperéxidos, clivagem enzimdtica e rearranjo [140]. Os hidrocarbonetos de
cadeia longa normalmente possuem limiares de detegdo significativamente altos
[93]. No entanto, quando compostos com alto limiar de odor estdo presentes em
altas concentragdes, eles ainda podem contribuir significativamente para o aroma
geral dos alimentos [67]. Os hidrocarbonetos parecem desenvolver-se nas algas
marinhas de um modo geral, ndo somente em termos qualitativos, como também
em termos quantitativos.

Qualitativamente, é possivel notar na Figura 2.16 que este é o segundo
grupo funcional (juntamente com os aldeidos) mais presente em F. vesiculosus e
o terceiro grupo funcional (juntamente com os &dlcoois) mais presente em
C. tomentosum e C. teedei var. lusitanicus.

Quantitativamente, ao olhar a Tabela 2.2, nota-se que pentadecano,
heptadecano e 8—heptadeceno (isémero 1) representaram, respetivamente,
83,586%, 69,925% e 25,186% da drea total do cromatograma.

Os ésteres sdo os principais responsaveis por conferir notas frutadas ao
perfil de aromas, sendo notdvel que os ésteres insaturados tendem a ter limiares
de detecdo de odor mais baixos em comparagdo com os ésteres saturados [67].
Estudos sugerem que a extragdo de ésteres voldteis depende do método de
extracdo utilizado e que diferentes espécies de algas possuem diferentes ésteres
predominantes em seu perfil de VOCs [141].
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Destacam-se ainda as enzimas esterases, presentes em algas e bactérias
marinhas, que representam um grupo diverso de hidrolases que catalisam a
clivagem e formagdo de grupos funcionais tipo éster [142]. Em bactérias
marinhas, estas desempenham um papel importante nos processos metabdlicos,
como a quebra de fosfodiésteres exdgenos e intracelulares através de
fosfodiesterases, por exemplo [143]. Dois tipos de esterases foram isolados de
Bacillus licheniformis, que habitam algas do género Ulva spp. [144], [145].

Em algas, também foi observada a existéncia de reag¢des induzidas por
feridas, como a transformacao da toxina caulerpenina facilitada por esterases na
alga verde Caulerpa spp. [146]. Os ésteres, juntamente com os dcidos carboxilicos
e éteres, parecem desempenhar um papel secunddrio no perfil de aroma das algas
marinhas estudadas uma vez que, quando presentes, foram identificados em
concentragdes vestigiais.
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Tabela 2.2 VOCs presentes em maior concentracdo nas algas marinhas estudadas

Grupo . - .
. Compostos Estrutura Concentracao Descritores Presente em
Funcional p ¢
2-Hexenal, (E)- _ Pungente, verde, folhoso, fresco, ) .
Aldeido da folha PN 0,078% —15,235% limpo, frutado com nuances Tr(r)ldlals’ Cizzr;:?;l;r concentragdo
[CAS# 6728-26-3] CeH100 herbais e picantes. emup f
Verd i Ideidi
2-Nonenal, (E)- A e g erde, pepino, aldeldico, Todas, exceto FV, com maior
0,158% —12,509% gorduroso com uma nuance ~ .
[CAS# 18829-56-6] CoH,:O citrica concentragdo em S. polyschides
2-Octenal, (E)- 0NN Fresco, pepino, gorduroso, verde, Todas, exceto FV, com maior
: 0,172% — 14,862% PEpINo, &

[CAS# 2548-87-0] CsH..0 ’ ! herbal, banana, ceroso, folhoso. concentragdo em G. gracilis

Hm B .

© 2.’4/ Decadienal AV NN Gorduroso, oleoso, verde, Todas, exceto FV, com maior

T (isémero) 0,012% - 10,885% . -

2 [CAS# 2363-88-4] CioHisO semelhante a pele de frango. concentracdo em U. lactuca

s

<

2,4-Decadienal (E,E)-
[CAS# 25152-84-5]

04\/\/\/\/\
CioHi60

0,045% — 5,525%

Gorduroso, frango, fritura, citrico,
coentros, caldo culindrio.

Todas, exceto FV, com maior
concentragdo em U. lactuca

2,4-Heptadienal, (E,E)-

R T

0,236% - 5,810%

Gorduroso, verde, oleoso,
aldeidico com uma nuance

PU, SP, CT, LU, UL e GG, com

[CAS# 4313-03-5] C,H;,0 maior concentracdo em U. lactuca
vegetal.
i?éNgnaéilenaL. (E.Z)- /\/A/\)/ 0,055% — 18 515% Verde, pepino, meldo, gorduroso e Todas, com maior concentragdo
[CASe#l 5507-45(;)-2113 opme ~ CoHuO e e vegetal. em S. polyschides
91 114

1 Os outros aldeidos (por ordem de eluigdo) identificados em concentragdes menores nas algas marinhas estudadas foram: 2-butenal (isémero); hexanal; 2-pentenal
(isémero); heptanal; (4Z)-heptenal; octanal; (2E)-heptenal; nonanal; 2,4-hexadienal (isémero); 2,4-heptadienal (isémero); decanal; benzaldeido; 2,4-octadienal
(isémero); 2,6-nonadienal (isémero); (2E,4E)-octadienal; 2-metil-benzaldeido; p-ciclocitral; fenilacetaldeido; (2E)-decenal; 2,4-nonadienal (isémero); (2E,4E)-
nonadienal; dodecanal; 4-etil-benzaldeido; (2E)-undecenal; tridecanal; tetradecanal; pentadecanal; cinamaldeido (isémero); hexadecanal.
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Tabela 2.2 VOCs presentes em maior concentragdo nas algas marinhas estudadas (continuagéo)

Grupo . o .
.P Compostos Estrutura Concentracao Descritores Presente em
Funcional
2‘-P/Iexeno, 3,5,5-trimetil- j\)\/ 0,444% —8,68% N/D Todas, com ’ma‘lor concentracao
(isémero) [CAS# 26456-76-8] em P. umbilicalis
C9H18

o 8-Heptadeceno (is6mero 1) o™ oSS o _ p CC, CT, LU, UL e GG, com maior

" [CID# 5352243] CiyHzy 0,0887% - 25,186%  Terroso, musgo. concentra¢do em U. lactuca

[=]

d

f_.:’ L CC, PU, SP, CT, LU, UL e GG,
8-Heptadeceno (is6mero 2) oo oSS p . <

© 0,008% —6,770%  Terroso, musgo. com maior concentragdo em

< [CID# 5364555] CiyHs iTicali

= P. umbilicalis

o

_g Hevtad Aroma suave, quase CC, UP, PU, CT, LU e GG, com

: eptadecano P S Ve e N VS o o . <

E [CAS# 629-78.7] CoHae 1,924% - 69,925% inodoro, que lembra maior concentracdo em

a combustivel.

C. tomentosum

Pentadecano
[CAS# 629-62-9]

P S N N N SN
CisHa,

0,405% — 83,586%

Aroma suave, quase
inodoro, que lembra
a combustivel.

CC, UP, FV, CT, LU e GG, com
maior concentragdo em
F. vesiculosus

12 Os outros hidrocarbonetos (por ordem de eluicdo) identificados em concentragdes menores nas algas marinhas estudadas foram: 1,3,5-octatrieno (isémero 1); 1,3,5-
octatrieno (isémero 2); L-limoneno; 1,3,5-undecatrieno (isémero 1); tetradecano; 1,3,5-undecatrieno (isémero 2); 3-etil-2-metil-1,3-hexadieno (isémero); 1,3,5,8-
undecatetraeno (isémero); 1-pentadeceno; hexadecano; 1-heptadeceno; 2,2-dimetil-4-deceno (isémero); nonadecano; 1-nonadeceno; neofitadieno.
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Tabela 2.2 VOCs presentes em maior concentragdo nas algas marinhas estudadas (continuagéo)

Grupo

Funcional Compostos Estrutura” Concentragio” Descritores ™ Presente em
1-Octen-3-ol OH .
p \)\/\/\ Cogumelos, terroso, verde, Todas, exceto FV, com maior
x -
[121:;?;;’91? ;?Z; sutake C.H..O 1,040% - 30,806% oleoso, vegetal e fuingico. concentragdo em G. gracilis
- -86- 816
H(l)
8 2-Octen-1-o0l, (E)- HO” NN NN 0,1347% — 12,4287 Verde, citrico, vegetal, Todas, com maior concentragdo
S [CAS# 18409-17-1] CH..O ’ 0T IR gorduroso. em S. polyschides
R sHie & poty
<
2,7-Octadien-1-ol .
’ I EN
(is6mero) o 0mi-1887%  N/D concontragtoem B, bl
[CAS# 23578-51-0] 8t 4 ’
=
% 1-Octen-3-ona \)O]\/\/\ Terroso intenso, metdlico, com  Todas, exceto FV, com maior
g [CAS 4312.99-6] X 0,015% - 10,561% aroma de cogumelos e nuances concentragdo em S. pOlySChideS,
8 CsHiO vegetais de repolho e brécolos.  seguido de G. gracilis (7,390%).

Notas: (*) Criado em ChemDraw 22.2.0; (**) Valores minimo e médximo para a RA; (***) Referéncias: The Good Scents Company [94];
Selli et al. [147] para “8-heptadeceno”; Anselmi ef al. [51] para os hidrocarbonetos saturados de cadeia longa.

B Os outros dlcoois (por ordem de eluigdo) identificados em concentragdes menores nas algas marinhas estudadas foram: 1-penten-3-ol; dlcool isoamilico;
2-ciclopentiletanol; 1-pentanol; 2-penten-1-ol (isémero); 1-hepten-3-ol; 1-hexanol; 3-hexen-1-ol (isémero); 1-heptanol; 2-etil-1-hexanol; 2-hepten-1-ol (isémero); 1-
octanol; (2Z)-octen-1-ol; 2-nonen-1-o0l (isémero); 3,4-dimetilciclohexanol; dlcool benzilico; 4lcool feniletilico; 1-dodecanol; isofitol.

4 As outras cetonas (por ordem de elui¢do) identificadas em concentra¢des menores nas algas marinhas estudadas foram: 1-penten-3-ona; 2-heptanona; 4-hepten-2-
ona (isémero); 3-octanona; 2,3-octanodiona; 2,2,6-trimetil-ciclohexanona; sulcatona; 3-octen-2-ona (isémero); 3-nonen-2-ona (isémero); 3,5-octadieno-2-ona (isémero);
6-undecanona; 3,5-octadieno-2-ona (isémero); geranilacetona (isémero); (E)-a-Ionona; (E)-B-Ionona; 2-hexadecanona; dihidroactinidiolida.
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Conforme pode ser visto na Tabela 2.3, tanto C. tomentosum quanto
U. lactuca parecem ser dominadas pela presenca do 2,4-heptadienal (isémero)
que impacta no perfil de aroma trazendo notas verdes e pungentes. Talvez seja
também por esta razdo que o aroma das algas verdes seja muitas vezes associado
a alimentos como ervas silvestres, a exemplo do descritor “azedas” para
U. lactuca, e frutas pouco maduras, como € o caso do descritor “péssego” para
C. tomentosum [19].

O (2E,6Z)-nonadienal destaca-se como o segundo composto mais relevante
na caracterizagdo de C. tomentosum, trazendo notas verdes e gordurosas que
evocam a casca de pepino e de outras cucurbitdceas. Em seguida, hd o sulfureto
de dimetilo (DMS), que proporciona as algas um aroma reminiscente da brisa do
mar. O (2E)nonenal apresenta caracteristicas olfativas similares ao
(2E,6Z)-nonadienal, porém com um toque mais citrico. Por dltimo, o (2E)-
hexenal, assim como o 2,4-heptadienal (isémero), exala um aroma verde, intenso
e folhoso.

A respeito dos VOCs presentes em maior concentragdo nas algas marinhas
analisadas (Tabela 2.2), observa-se que U. pinnatifida possui a mais elevada
concentragdo de (2E)-hexenal, frequentemente chamado de “aldeido da folha”
por seu aroma que remete a relva recém cortada, representando 15,235% da drea
do cromatograma. S. polyschides é notdvel por sua concentragdo de (2E)-nonenal
(12,509%), (2E,6Z)-nonadienal ou “aldeido do pepino” (18,515%), (2E)-octen-1-ol
(12,428%) e 1-octen-3-ona (10,561%). G. gracilis é marcada pela presenca de
(2E)-octenal (14,862%) e 1-octen-3-ol ou “&lcool do matsutake” (30,806%), um
dlcool encontrado no cogumelo japonés homonimo com aroma marcante.

Em U. lactuca, destacam-se os aldeidos, em especial 2,4-decadienal
(isémero) com 10,885%, (2E,AE)-decadienal com 5,525% e (2E,AE)-heptadienal
com 5,810%, além de 8-heptadeceno (isémero 1) compreendendo 25,186% da drea
cromatografica total. Por dultimo, P. umbilicalis apresenta 8,68% de 3,5,5-trimetil-
2-hexeno (isémero) e 6,770% de 8-heptadeceno (isémero 2), ambos
hidrocarbonetos caracteristicos deste género de alga vermelha [148]. Entretanto,
conforme mencionado anteriormente, a abundéancia relativa de um determinado
VOC nio significa necessariamente que este composto tenha presenga marcante
no perfil de aroma de um determinado alimento. Para saber quais os VOCs que
impactam em maior grau nas algas marinhas estudadas, foram calculados os OIR
para cada amostra, sendo os mesmos agrupados pela classificacdo taxonémica
das macroalgas, isto é, divisdes Chlorophyta e Rhodophyta (algas verdes e
vermelhas, respetivamente) e classe Phaeophyceae (algas castanhas).
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Tabela 2.3 10 VOCs com maior impacto no perfil de aroma das algas marinhas verdes (Chlorophyta)

OIR Algas Verdes

2-Hexenal, (E)-
1.0
0.9
Nonanal 08 2-Nonenal, (E)-
0.7
0.6
0.5

04
Sulfureto de dimetilo 03 2-Octenal, (E)-

0.2 4
¢

0.0

2,4-Decadienal

2,6-Nonadienal, (E,Z)- (isémero)

2,4-Heptadienal, (E E)- | 2,4-Decadienal, (E,E)-

2,4-Heptadienal
(isbmero)

e C. tomentosum U. lactuca

Compostos OoTvV CéI]I} CI)JI]{{
2-Hexenal, (E)- 0,130 0,195 0,194
2-Nonenal, (E)- 0,150 0,340 0,169
2-Octenal, (E)- 3.500 0,016 0,037
2,4-Decadienal (isGmero) 0,300 0,013 0,738
2,4-Decadienal, (E,E)- 0,160 0,092 0,702
2,4-Heptadienal (isémero) 0,090 1,000 1,000
CAS# 5910-85-0 NN

Descritores: verde, pungente, frutado e condimentado;
sabores citricos, especialmente laranja e tangerina.

2,4-Heptadienal, (E,E)- 13.000 0,038 0,009
2,6-Nonadienal, (E,Z)- 0,020 0,892 0,364
Nonanal 0,130 0,052 0,008
CAS# 124-19-6 A g

Descritores: ceroso, aldeidico, citrico, com um toque de
casca de lima fresca e pepino.

Sulfureto de dimetilo 0,840 0,472 0,026
CAS# 75-18-3 AN

Descritores: sulfuroso, vegetal, cebola, milho doce,
repolho e aspargos.

(*) Valores normalizados (entre 0-1) usando como referéncia o composto de maior OIR.



No caso de U. lactuca, é importante referir que em segunda e terceira
posicdo, com OIRs muito préximos, encontram-se o 2,4-decadienal (isémero) e o
(2E,4E)-decadienal. Os isémeros de 2,4-decadienal, em concentra¢des reduzidas,
apresentam um aroma refrescante (coentros) e citrico. No entanto, quando em
quantidades mais elevadas, incorpora um aroma gorduroso aos alimentos,
lembrando frango frito com um leve toque de ranco [149]. Outros aldeidos
adicionais, como (2E)-nonenal e (2E)-hexenal, parecem influenciar o aroma de
Ulva spp., ainda que de forma mais sutil segundo Sugisawa et al. 1990 [135].

E possivel observar ainda um impacto do sulfureto de dimetilo inferior ao
esperado para U. lactuca. As algas pertencentes ao género Ulva spp., juntamente
com diversos organismos do fitoplancton, possuem uma quantidade expressiva
de dimetilsulfoniopropionato (DMSP), que pode representar até 2% de seu peso
seco. No verdo, sob exposicdo solar e em temperaturas elevadas, as algas desse
género tém potencial para liberar grandes volumes de DMS na atmosfera de
areas litoraneas [150].

O DMS* é um composto abundante que normalmente desempenha um
papel significativo no aroma de macroalgas marinhas verdes (Chlorophyta),
além de outros tipos de macroalgas marinhas (por exemplo, Porphyra spp. e
Pyropia spp., Rhodophyta) [37]. A variagdo no teor de DMS entre as espécies,
particularmente as de Ulva spp., provavelmente estd ligada a uma reagdo
catalisada por enzima envolvendo a conversio de DMSP em DMS pela
“dimetilpropiotetina detiometilase” [37].

Outra explicagdo razodvel para a variacdo dos compostos de enxofre entre
diversos estudos é que, durante o armazenamento das amostras, existe o risco de
perda substancial de compostos organicos voldteis de enxofre (VOSCs). VOSCs
de baixo peso molecular, como metilsulfonilmetano (MSM) e DMS, também sdo
particularmente suscetiveis a oxidagdo térmica, levando a formagdo de dimetil
dissulfeto (DMDS) ou outros compostos de enxofre, especialmente em portas de
injecdo aquecidas de cromatdgrafos a gds e colunas de transferéncia MS [151].

> Além do DMS, também é comum identificar outros compostos contendo enxofre, como dimetil
sulféxido (DMSO), dimetil sulfona e dimetil trissulfeto. O DMSO exibe estabilidade contra a
fotoxidagdo subsequente em dimetilsulfona, o que poderia explicar sua presenca em adguas
superficiais em niveis mais altos em comparagdo com as concentragdes de metilsulfonilmetano
(MSM). Compostos como o per6xido de hidrogénio (HO,) podem oxidar dialquilsulfetos em
sulféxidos, que sdo posteriormente oxidados a sulfonas. Além disso, vdrios sistemas enzimaéticos
bacterianos sdo responsdveis pela geracdo de DMS a partir de DMSP ou DMSO, bem como pela
oxidacdo de DMS a compostos como DMSO. A conversdo entre DMS e DMSO é facilitada por
metaloenzimas contendo molibdénio presentes, por exemplo, em algumas cepas de Acinetobacter
que sdo relacionados com a microbiota de U. lactuca [151], [367], [384].
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Tabela 2.4 10 VOCs com maior impacto no perfil de aroma das algas marinhas vermelhas (Rhodophyta)

OIR Algas Vermelhas

1-Octen-3-0l

2-Hexenal, (E)-

Octanal 08

4-Heptenal, (Z)- 2-Nonenal, (E)-

2,6-Nonadienal,

(E,Z)- 2-Octenal, (E)-

2,4-Heptadienal
(isémero)

2,4-Decadienal
(isbmero)

2,4-Decadienal,
(EIE)_

s C, C1iSPUYS e P ymibilicalis e C. teedei var. lusitanicus G, gracilis

OIR OIR OIR OIR

Compostos OTVvV cC PU LU GG
1-Octen-3-ol 8500 0,016 0,002 0,007 0,230
2-Hexenal, (E)- 0,130 0,591 0,008 0,367 0,202
2-Nonenal, (E)- 0,150 0,215 0,049 0,116 1,000
2-Octenal, (E)- 3.500 0,035 0,003 0,026 0,269
2,4-Decadienal (isémero) 0,300 0,074 0,001 0,038 0,065
2,4-Decadienal, (E,E)- 0,160 0,134 0,012 0,068 0,328
2,4-Heptadienal (isémero) 0,090 0,356 0,006 0,249 0,032
2,6-Nonadienal, (E,Z)- 0,020 1,000 1,000 1,000 0,222
4-Heptenal, (Z)- 0,050 0,009 0,002 0,020 0,000

CAS# 6728-31-0

07\/\;

Descritores: oleoso, gorduroso, verde, ldcteo com notas de leite e
natas frescas.

Octanal 0980 0,030 0,000 0,009 0,026

CAS# 124-13-0 AN

Descritores: aldeidico, ceroso, citrico, casca de laranja, verde, herbal,
fresco e gorduroso.

(*) Valores normalizados (entre 0-1) usando como referéncia o composto de maior OIR.



No caso das algas vermelhas (Tabela 2.4), C. crispus e C. teedei var.
lusitanicus destacam-se pela influéncia dos VOCs, de maior para menor OIR,
(2E,6Z)-nonadienal, (2E)-hexenal e 2,4-heptadienal (isémero). Portanto, ambas as
algas parecem possuir perfis de aroma relativamente semelhantes, com uma
maior prevaléncia desses compostos sobre a primeira alga. Adicionalmente, foi
detetada a presenca de bromoférmio em quantidades vestigiais (vide
Anexo.A1.1) em C. crispus e hd ainda indicios da presenca do mesmo VOC em C.
teedei var. lusitanicus [76].

E corrente que os compostos halogenados contribuem para o aroma
caracteristico das algas marinhas, particularmente, com odores como “marinho”
e semelhantes ao de “crustidceos”, além de conferir notas adocicadas,
especialmente nas algas vermelhas.

A variedade de compostos encontrados em C. crispus e C. teedei var.
lusitanicus foi surpreendente, a julgar pelo aroma e sabor relativamente brandos
[75]. Um explicacdo plausivel para o “sabor suave” deve-se a presenca de
ficocoldides tipo carragenanas que conferem as mesmas uma textura mais firme
e pode acabar por retardar a liberagdo de aromas quando estas estdo frescas e
inteiras [76], [152]-[154].

Em G. gracilis, percebe-se o predominio de (2E)-nonenal e, em menor escala,
dos aldeidos (2E,4E)-decadienal, (2E)-octenal, (2E,6Z)-nonadienal e (2E)-hexenal.
E importante destacar que o trés primeiros VOCs mencionados s&o
frequentemente associados ao aroma de “peixe” em algas marinhas e podem
estar relacionados com o descritor “marinho” [155], [156]. Além disso, os
compostos "1-octen-3-ol" e "1-octen-3-ona" sdo aqueles que se relacionam mais
diretamente com o perfil de odor de G. gracilis devido aos descritores
relacionados com “um aroma terroso, que remete a fungos e cogumelos”, com
destaque para o primeiro composto [75].

Em P. umbilicalis, uma alga famosa pela riqueza de aromas, surpreende o
dominio do (2E,6Z)-nonadienal e o baixo impacto dos demais compostos.
Contudo, ndo se deve negligenciar a presenga de outros VOCs abundantes nessa
alga e que parecem ter algum papel no seu perfil de aromas, mais
especificamente,  3,5,5-trimetil-2-hexeno, 8-heptadeceno (isémero 2) e
2,7-octadien-1-ol.

O 3,5,5-trimetil-2-hexeno foi detetado em dois estudos com algas marinhas,
sendo que em um deles sua presenga deu-se exclusivamente algas marinhas
vermelhas [157], [158]. Devido a ser um hidrocarboneto saturado (alceno) com
ramificagdes, é possivel que esse composto tenha alguma relevancia em termos
de odor, a exemplo do que ocorre com os terpenos.
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O 8-heptadeceno, composto relativamente recorrente em algas Pyropia spp.
[148] e Ulva spp. [159], foi reportado por Selli ef al. [147] como sendo responsdvel
por provocar um “sabor desagraddvel” (off-flavor) na truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) e por possuir ainda um aroma “terroso, que remete a
musgos”. Este descritor parece relacionar-se com uma das caracteristicas de
aroma associadas a P. umbilicalis.

O 2,7-octadien-1-ol foi igualmente reportado em algumas espécies de algas
marinhas, incluindo vermelhas, mas até onde se tenha conhecimento, nunca
houve algum estudo direcionado as suas caracteristicas de odor [157], [160].
Considerando que o composto 2,5-octadien-1-ol foi relatado como sendo um dos
contribuintes para o aroma verde e forte das ostras do Pacifico e do Atlantico
(Crassostrea gigas e Crassostrea virginica, respetivamente), € de se esperar que
2,7-octadien-1-ol tenha alguma participagdo na caracterizagdo de P. umbilicalis
[161]. Por tltimo, convém mencionar a auséncia de DMS na amostra fresca dessa
macroalga, um importante composto para determinagdo de aromas marinhos.

Em relagdo as algas castanhas (Tabela 2.5), o (2E,6Z)-nonadienal parece
mais uma vez ter um papel central na sua caracterizagdo, em particular de
S. polyschides onde o seu impacto parece encobrir a presenga dos demais VOCs —
exceto o (2E)-nonenal - que possui uma participagdo secunddria e também estd
presente nos “pepinos” (Cucumis sativus), no “meldao” (Cucumis melo), nas
“ostras” (Crassostrea virginica, entre outras espécies), nas “folhas de ostra”
(Mertensia maritima), etc. [161]-[164]. Estes compostos, além de possuir um limiar
de detecdo relativamente baixos, o que explica sua dominéncia nas algas
estudadas, parecem de facto explicar as notas a “pepino, meldo e ostras”
associadas a S. polyschides [75].

Em U. pinnatifida, ap6s o (2E,6Z)-nonadienal, sobressai-se o (2E)-hexenal.
Este composto ndo é apenas encontrado nas algas "wakame" [157], [165] como
também é o aldeido predominante (e o segundo composto em abundancia) nas
folhas de “couve-galega” (Brassica oleracea var. acephala), exibindo um aroma
fresco similar ao de folhas recém cortadas [166]. Estes resultados estdo em
conformidade com o que foi verificado por Kajiwara et al. para vdrias algas
castanhas japonesas [136]. Além disso, nota-se que os compostos 1-penten-3-ona
e (4Z)-heptenal parecem relacionar-se exclusivamente com o perfil de
U. pinnatifida, sendo que o primeiro possui o0s descritores “pungente,
apimentado, mostarda, alho e cebola”. Curiosamente um nome comum para
U. pinnatifida em inglés é “mostarda do mar” (sea mustard), talvez mais pela
morfologia (os talos sdo ondulados nas extremidades) do que pelo sabor em si,
embora os aromas sulfurosos associados a este composto parecem enquadrar-se
na descri¢do de “ovos ou leguminosas cozidas” [6].
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Tabela 2.5 10 VOCs com maior impacto no perfil de aroma das algas marinhas castanhas (Phaeophyceae)

OIR Algas Castanhas

1-Octen-3-0l
1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
1

4-Heptenal, (Z)- 1-Penten-3-ona

2,6-Nonadienal, (E,Z)- 2-Hexenal, (E)-

2,4-Heptadienal

(isémero) 2-Nonenal, (E)-

2,4-Decadienal, (E,E)- 2-Octenal, (E)-

2,4-Decadienal
(isbmero)

e U, pinnatifids = em=S. polyschides — emF. vesiculosus

OIR OIR OIR

Compostos OoTvV UP SP FV
1-Octen-3-ol 8.500 0,006 0,001 0,025
1-Penten-3-ona 1,150 0,003 0,000 0,000
CAS# 1629-58-9 o
Descritores: pungente, apimentado, mostarda, alho e cebola.
2-Hexenal, (E)- 0,130 0,596 0,019 1,000
2-Nonenal, (E)- 0,150 0,094 0,090 0,000
2-Octenal, (E)- 3.500 0,004 0,003 0,000
2,4-Decadienal (isomer) 0,300 0,007 0,000 0,000
2,4-Decadienal, (E,E)- 0,160 0,065 0,001 0,000
2,4-Heptadienal (isomer) 0,090 0,016 0,006 0,000
2,6-Nonadienal, (E,Z)- 0,020 1,000 1,000 0,509
4-Heptenal, (Z)- 0,050 0,015 0,000 0,000

(*) Valores normalizados (entre 0-1) usando como referéncia o composto de maior OIR.
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Em F. vesiculosus, hd dominancia do (2E,6Z)-nonadienal e, por ndo haver
valores de OTV para pentadecano, ndo se sabe até que ponto este hidrocarboneto
pode ser relevante para a caracterizagdo organolética da alga marinha. As notas
“tostadas” parecem relacionar-se com a presencga de furanos e pirazinas, ndo
detetados na corrente andlise, porém, compostos relativamente comuns em algas
marinhas e responsaveis pelo aroma tostado do cacau, café, pao torrado e
alimentos grelhados, dentre outros [67], [167], [168]. O gosto “amargo” e sabor
“adstringente” relacionam-se com compostos ndo-volateis, em particular,
polifendis tipo florotaninos que sdo bastante abundantes nessa espécie (até 12%
do peso seco) conforme veremos mais adiante [74], [169].

Um dos grandes problemas associados ao OAV (no presente caso OIR) é
que os pesos dos compostos no perfil da amostra sdo atribuidos de acordo com
os OTV, contudo, esses valores variam enormemente na literatura (consoante a
metodologia adotada, composicdo do painel, solvente empregado na diluicao,
etc.), havendo uma falta de padronizagdo e levando muitas vezes a conclusdes
que divergem dos descritores associados as amostras por andlise sensorial [170].
De forma a minimizar este variagdo, recorreu-se o maior compéndio de OTVs
existente [93] e, depois de compilados todos os valores, utilizou-se como
referéncia o valor da mediana para evitar viés dos valores.

Por fim, reforca-se, que o perfil de aroma de um alimento é formado por
uma combinagdo complexa de compostos, tornando o conjunto coletivo de
compostos mais relevante para caracterizagdo, ao invés de basear-se apenas em
VOCs individuais [171].

Por exemplo, aldefidos como hexenal e hexanal, comumente referidos como
"voldteis da folha verde" (GLVs, do inglés “Green Leaf Volatiles”),
individualmente podem contribuir para aromas desejaveis em alimentos,
evocando descritores a semelhanca de folhas maceradas, frutas e vegetais verdes
ou pouco maduros [129].

Por outro lado, quando certos aldeidos de peso molecular relativamente
baixo, como o préprio hexanal, (2E,4E)-decadienal, (2E,4E)-heptadienal, heptanal
e outros sdo combinados, eles criam um forte e penetrante odor a peixe, associado
as algas marinhas no geral [159], [172].

Ao longo desta andlise, observou-se que muitos desses compostos ndo estao
somente presentes em todas as algas marinhas examinadas, como também
desempenham um papel significativo na formagdo de seu perfil de aromas.
Assim, a falta de compostos com descritores associados diretamente a peixes e
outros alimentos marinhos (como trimetilamina, piridinas, compostos
halogenados contendo bromo, etc.) ndo implica a auséncia dessas notas olfativas.
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Deve-se considerar que é a combinacdo de compostos, suas respetivas
concentragdes e interagdes que vao definir a presenga de descritores especificos,
tais como “percebes” em C. tomentosum, “berbigdes” em U. lactuca e “sardinhas
assadas” em P. umbilicalis tostada [19], [25], [37], [171].

2.3.3 Considerag¢oes Finais

Em termos gerais, a maioria das algas apresenta um teor médio de
humidade superior a 80%, o que as torna suscetiveis a deteriora¢do causada por
microrganismos. No que diz respeito ao conteido de cinzas, enquanto
P. umbilicalis apresentou o menor teor (21,65%), C. tomentosum destacou-se das
demais algas, revelando um valor médio de 55,93%. P. umbilicalis foi a alga com
maior conteddo proteico (30,33%), ao passo que U. lactuca apresentou o menor
teor (3,87%). Quanto aos lipidos, o contetido nas algas variou de cerca de 1% a
7%, com a maioria situando-se na extremidade inferior dessa faixa (1%-2%). C.
teedei var. lusitanicus registou o menor teor de lipidos com apenas 1,02%,
enquanto que U. pinnatifida apresentou o maior, com 7,17%, seguida de perto por
C. tomentosum com 5,60%. A presenga elevada de proteinas e cinzas (minerais)
influencia positivamente o valor nutricional, além de caracterizar as algas
enquanto alimento de baixo aporte calérico, fazendo com que as mesmas sejam
forte candidatas para consumo humano e para incorpora¢do em suplementos
alimentares.

Foi observada ainda uma maior abundéncia de VOCs nas algas vermelhas,
com C. teedei var. lusitanicus, C. crispus e P. umbilicalis liderando o ranking. Em
contraste, F. vesiculosus apresentou uma quantidade menor de voldteis. Os
aldeidos, dlcoois e cetonas predominaram nas amostras analisadas, sendo
também aqueles compostos que mais pareceram influenciar no perfil de aroma
das algas marinhas estudadas.

s .

Por fim, é importante notar que o perfil de aroma de um alimento é
determinado por uma combinacdo complexa de compostos volateis, sendo a
avaliacdo coletiva desses compostos mais relevante para a sua caracterizagdo do
que a andlise de VOCs individuais. Devido as restrigdes impostas pela pandemia,
a investigagdo no contexto da andlise sensorial precisou ser cancelada. No
entanto, através da andlise por GC-MS, foi possivel observar que alguns dos
compostos, identificados nas algas examinadas, parecem desempenhar um papel
importante na caracterizagdo das mesmas.
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O Impacto das Técnicas de Conservacao
“Convencionais” em Algas Marinhas

3.1 Revisao Bibliografica

3.1.1 Tipos de Deterioracao Alimentar

As formas de deterioracdo as quais os alimentos sdo vulnerdveis ndo podem ser
completamente interrompidas, sendo portanto, preciso diminuir a deterioragdo ao
méaximo através de estratégias transversais a formulagdo, processamento,
embalamento, armazenamento e manuseamento [173].

Os alimentos podem alterar-se de diversas formas, sendo os tipos de deterioragao
mais comuns: a instabilidade ou “alteracdo fisica”, a degradagdo ou “alteracdo
quimica” e a decomposi¢do ou “alteragdo biolégica”. A deterioracdo resultante de
atividade microbiana afeta ndo somente a qualidade, como também a seguranca
alimentar. Algumas técnicas podem até manter os alimentos seguros ap6s 0 momento
em que a validade expira, porém, com o passar do tempo, as alteragdes de um
determinado produto podem gerar rejeicdo pelo publico consumidor porque as
propriedades organoléticas encontram-se muito distantes das caracteristicas originais
[28].

Na Tabela 3.1 encontram-se resumidas as formas mais comuns de deterioragdo
alimentar [23], [173]-[178]:
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Tabela 3.1 Principais tipos de deterioracdo alimentar

Tipo Agente

Fen6omeno

Solugdes

O impacto pode promover a rutura da

matriz alimentar, desencadeando mudancgas Paletizagdo, embalamento

de cor, sabor ou perda de contetido apropriado
intracelular;
Forca Forgas externas podem promover a
< emulsificacdo e também a separacdo de Uso de aditivos e controlo
% fases em produtos através de fendmenos da temperatura
s fisicos tais como floculagéo, coalescéncia, p
o cremado e inversdo de fases.
w
o O congelamento promove a formagao de Uso de aditivos, dgua de
) T cristais de gelo que danificam a estrutura, a  _. !
= emperatura o O . ~ vidragem, controlo da
— recristalizacdo da dgua e a dessecagéo pela
<« . ~ < . temperatura, etc.
sublimacdo da dgua a baixas temperaturas.
Hidratagdo ou amolecimento em alimentos
crocantes (algas marinhas secas ou batatas Embalamento apropriado
Humidade chips); Dessecacdo (algas marinhas ou controlo da hurrP:i dzfde ’
verduras frescas) ou endurecimento em
alimentos hamidos (paes).
dacso lindi . Exclusdo do oxigénio
Oxigéni Oxidagdo lipidica ou proteica (por exemplo, f Jificad
xigénio P 50 d 00lobi (atmosferas modificadas) ou
ormagdo de metmioglobina). D
uso de antioxidantes
. < g 4 Controlo da temperatura
I} Escurecimento ndo-enzimdtico através das ~
S . e . e/ou do pH, exclusdo de
o reagdes de glicacdo (Maillard) ou catalizadores (i5es
\é T caramelizacio; pon
5 emperatura metélicos)
Q s - ~
° Reagoeg de gelatinizacdo e retrogradagao Controlo da temperatura
'S, em amidos.
<
Vi . 21 . s . ~ <
£ Humidade Hidrélise de compostos quimicos, tais como Exclusdo da dgua, controlo
‘:ﬂ‘ hidratos de carbono. do pH e/ou da temperatura
x . N ntrolo da iluminagdo, u
Fotodegradacdo dos pigmentos ou oxidagdo gg antci)o?(i dantes ou (gieO’ S0
Luz lipidica, fendmeno relativamente comum - -
: barreiras fisicas
em algas marinhas. (embalagens)
Pode provocar alteragdes, desejaveis ou Aplicando técnicas de
ndo, tais como fermentacao, decomposigéo, preservagao, conservantes
Microbiota contaminacdo por patégenos, surgimento e/ou controlando as
S de mofos e fungos, alteracdes das varidveis que permitem o
"Bb propriedades dos alimentos (por enzimas  seu crescimento
,‘% exdgenas), etc. (temperatura, a., pH, etc.)
| .
m Cada cultura tem sua taxa inerente de
2 Temperatura respiragdo que estd relacionada com o Controlo da temperatura
>4 amadurecimento e a senescéncia.
Yol
X Podem promover a sintese do etileno, o Emprego de compostos
o . . sy . . .
« Enzimas escurecimento enzimatico (pela PPO ou antagonistas (antioxidantes)
J polifenoloxidase), além da alteragdo das e/ou exclusédo do etileno e
endogenas caracteristicas organoléticas e nutricionais  do oxigénio, além do

(lipases, proteases, etc.).

controlo da temperatura
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Tabela 3.1 Principais tipos de deterioragdo alimentar (continuagao)

-
e

5]
=}

Agente Fen6meno Solugoes

Conservantes naturais

" é Parasitas'® Contaminacdo ou infecdo dos tecidos. (biolégicos) ou sintéticos
& o (quimicos)
£
5 2 TInsetos e Danos fisicos provocados por estes Uso de pesticidas, cultivo,
‘2‘ .. vetores (por exemplo, gafanhotos, transporte e armazenagem
outros animais  roedores ou passaros). adequados

Métodos de preservagdo como refrigeragdo, congelamento, desidratacdo e outros
tratamentos térmicos, emprego de técnicas culindrias (cozedura, branqueamento, etc.),
uso de conservantes quimicos, processamento por altas pressdes (HPP), embalagens
com atmosferas protetoras (MAP ou vdcuo) sdo utilizados para controlar ou prevenir
essas alteragoes [179].

Note-se que, enquanto os aspetos referentes a seguranca sao regulados por lei, o
mesmo nao ocorre com a qualidade alimentar, exceto quando os produtos precisam
atender a certos requisitos relativos a composi¢do e/ou padrdes alimentares para
poderem ser rotulados em determinada categoria, tal como é o caso de muitos
laticinios [180].

3.1.1.1 Decomposicao Microbioldgica

A atividade microbiana é uma forma comum de deterioracdo dos alimentos e a
causa mais comum das intoxicag¢des alimentares. Assim sendo, a decomposigao € uma
das maiores preocupacdes relativas aos alimentos ditos pereciveis. O crescimento da
maioria dos microrganismos pode ser prevenido ou retardado ajustando-se a carga
microbiana inicial, a temperatura de armazenamento, reduzindo a a,, baixando o pH,
tazendo uso de conservantes e empregando embalagens adequadas.

Alguns microrganismos causam apenas deterioragdo dos alimentos, enquanto
outros se consumidos podem causar doengas, intoxicagdo ou até mesmo morte.
Entretanto, nem todo o crescimento microbiano é indesejdvel: hd aqueles

'® Nao confundir parasitismo com epifitismo. Uma epifita é uma forma de vida vegetal que ocorre
quando uma planta cresce sobre outra sem ser parasitdria, ou seja, sem retirar nutrientes do hospedeiro,
mas utilizando-a apenas como suporte. Algumas algas sdo epifitas, o que significa que crescem na
superficie de outras algas ou plantas aqudticas sem causar danos ao organismo hospedeiro. Este modo
de vida permite que as algas epifitas aproveitem as dreas de crescimento disponiveis em ambientes
aquadticos, onde o espaco no substrato pode ser limitado. Embora o epifitismo néo seja parasitismo, a
presenga de algas epifitas em grande niimero pode as vezes prejudicar o organismo hospedeiro ao
obstruir a luz solar necessdria para a fotossintese [385].
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microrganismos que sdo utilizados na producdo dos produtos alimenticios
fermentados [173].

Existem intimeros tipos de microrganismos que podem crescer e causar
deterioracdo nos alimentos, nomeadamente: bactérias, leveduras, mofos ou bolores e
virus. Algumas bactérias sdo capazes de formar esporos como um mecanismo de
protecdo quando sujeitas a condi¢des extremas [173]. Para que os microrganismos
causem a deterioracdo dos alimentos, eles devem estar primeiramente presentes no
alimento, em menor ou maior grau, e o seu crescimento dependerd das caracteristicas
intrinsecas do alimento, de fatores ambientais (extrinsecos), da técnica de
processamento ou conservagao aplicada, do tipo de metabolismo desses organismos,
assim como as interag¢Ges entre os mesmos [180].

Como mencionado acima, a 4, (¢ ndo a humidade) é um dos fatores mais
importantes que determinam o crescimento microbiano. Registe-se que, como as algas
sdo alimentos com alto a, e ricos em nutrientes, elas acabam por ser um substrato
propicio para o desenvolvimento microbiano [43]. Mais recentemente, especulou-se
que a temperatura de transicdo vitrea talvez seja um fator mais importante para a
proliferacdo dos microrganismos. Contudo, deve-se destacar que ndo existe um
consenso e, muito provavelmente, ambos sdo importantes, embora a a, seja a mais
geralmente usada e aceite como fator critico. Os lipidos sdo mais dificeis de serem
decompostos por microrganismos, podendo igualmente atuar como uma espécie de
barreira ou protegdo [173].

Outros fatores que afetam muito o crescimento de microrganismos incluem o pH
e o potencial de oxidagdo-redugdo. A maioria dos microrganismos cresce melhor a um
pH préximo de 7, enquanto em produtos que tém pH muito baixo (<3,7), apenas
bactérias dcido-lacticas e certas leveduras ou bolores conseguem crescer. O potencial
de oxidagdo-redugdo, normalmente expresso como um “valor E,”, determina se os
microrganismos que crescem em determinada solucdo sdo aerdbios (+) ou anaerdbios
(-). Aqueles microrganismos, ditos aerébios facultativos, podem crescer tanto sob
“valores E,” positivos quanto negativos [173].

Outro fator que afeta o crescimento dos microrganismos é a temperatura.
Dependendo da temperatura de armazenamento, os microrganismos podem crescer
rapidamente, crescer lentamente, parar de crescer, ou até mesmo morrer. H4 trés
classes principais de microrganismos, dependendo da temperatura em que eles se
desenvolvem melhor: “psicrotréficos” que crescem em temperaturas mais frias (abaixo
de 7 °C), “meséfilos” que crescem em temperaturas amenas (10 °C — 45 °C) e os
“termofilos” que preferem temperaturas mais altas (45 °C — 65 °C) [23], [173].
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O contetido de nutrientes dos alimentos também afeta o crescimento microbiano:
para crescer, 0os microrganismos necessitam de dgua, uma fonte de carbono para
energia, uma fonte de azoto e certas vitaminas e minerais. Hd ainda compostos
presentes nos alimentos que agem em sentido contrdrio, isto é, que podem realmente
ter um impacto negativo sobre os microrganismos, agindo como conservantes. E
notério que algumas algas marinhas sdo ricas em compostos com atividade
antimicrobiana, tais como as algas vermelhas que possuem um verdadeiro arsenal
quimico que controla a microbiota presente, o ataque por organismos herbivoros, o
crescimento de outras algas epifitas, dentre vdrios mecanismos existentes [181]. A
composicdo dos gases no ambiente ao redor do alimento também pode ter um efeito
na desacelerac¢do do crescimento microbiano [173].

Os microrganismos que produzem protéases conseguem degradar as proteinas
dos alimentos. As reacdes de desaminagdo que podem ocorrer produzem tipicamente
amoénia, enquanto as reages de descarboxilagdo produzem aminas biogénicas. As
aminas biogénicas sdo formadas a partir dos respetivos aminodcidos precursores
livres, através da acdo catalitica das descarboxilases microbianas especificas do
substrato, que removem o grupo a-carboxilo de aminodcidos para originar as aminas
correspondentes. Outros produtos das reacdes de degradacdo de protefnas podem
incluir dcidos orgénicos, sulfureto de hidrogénio, mercaptanos e outros compostos
indesejdveis [173], [182].

O processamento térmico é um dos métodos mais comuns para limitar a presenca
de microrganismos em alimentos. Muitas vezes a cinética de morte térmica para um
determinado micrébio é quantificada usando valores “D” e “z”. O “valor D” é o tempo
necessario, a uma determinada temperatura constante, para alcangar uma reducao de
1 log na populagao microbiana, enquanto o “valor z” d4 a mudanga de temperatura
necessdria para alcangar uma mudanga de 90% no “valor D” [173].

3.1.2 Vida de Prateleira

O tempo ou “vida de prateleira” relaciona-se com o periodo no qual o produto
se encontra isento de quaisquer tipos de deterioragdo que o tornem impréprio para o
consumo. Ele pode ser entendido como sendo o periodo no qual o alimento se
apresenta seguro para o consumo, além de conservar as propriedades organoléticas
que o caracterizam (ou seja, aspetos relacionados com a qualidade), permanecendo
aceite pelo consumidor [183].

A maneira mais usual e objetiva de determinar o prazo de validade de um
alimento é através de experiéncias de armazenamento do produto em questdo sob
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condi¢des que simulem aquelas que esse provavelmente encontrard ao longo de toda
cadeia de suprimentos. Os ensaios mais comumente utilizados sdo [183], [184]:

= O “challenge testing” (literalmente, “teste do desafio”) onde o produto é exposto
a diferentes tipos de microrganismos em condi¢bes controladas em laboratério
de maneira a verificar a capacidade de um alimento de suportar o crescimento
de patégenos ou microrganismos deteriorantes.

*  Ensaios de qualidade e “vida de prateleira” onde se testam diversas
caracteristicas do produto ao longo do tempo, com destaque para: andlises
microbioldgicas (incluindo os challenge testing), andlises quimicas, testes fisicos e
outras medigdes (por exemplo, medi¢des reolégicas ou exame microscépico) e
avalia¢do sensorial por um painel treinado de provadores (testes discriminativos,
descritivos ou de aceitacdo).

. Modelos cinéticos usados em “ensaios acelerados de armazenamento” (ASLT)
quando os produtos possuem vida util demasiado alargada e outros modelos
estatisticos de previsdo.

3.1.3 Técnicas de Conservag¢ao “Convencionais”

As técnicas de conservagao tém como funcdo preservar, de uma maneira geral, a
qualidade do alimento, desde o momento da producdo até o seu consumo,
considerando que os alimentos sdo constituidos por matérias-primas de origem
bioldgica que, naturalmente, se alteram (ou degradam) ao longo do tempo.

Dessa forma, as técnicas de conservacdo atuam sobre os alimentos de maneira
prevenir as possiveis fontes de degradagdo, permitindo assim a manutencdo das
qualidades organoléticas e aumentando o tempo de prateleira [28]. Deve-se lembrar
que a seguranca alimentar é o primeiro fator que deve ser levado em consideracao,
sendo seguido dos aspetos relacionados com a qualidade [23].

As técnicas de processamento e conservacao podem ser utilizadas também com
outros propdsitos como, por exemplo, transformar o sabor através da salga, cura ou
fumagem, ou, até mesmo, tornar os alimentos mais nutritivos e digeriveis por via da
fermentagdo ou cozedura [24]. Elas ajudam igualmente a contornar a questdo da
sazonalidade de certos alimentos, permitindo o seu consumo ao longo de todo ano,
assim como a manutenc¢do de uma dieta mais variada [23].

Na conservacdo de alimentos, os pontos importantes que devem ser
considerados sdo: o nivel de qualidade desejado, a duragdo da conservacao e o publico-
alvo para o qual os produtos sdo conservados [23]. A metodologia ideal deve primar
pela seguranga alimentar, minimizar o impacto sobre as propriedade organoléticas e
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nutricionais, ser isenta de residuos, ndo deve ter efeitos sobre a saude dos
consumidores ou ser passivel de objegdes por parte dos legisladores [184].

A escolha de quais os métodos de preservagdo empregar recai sobre uma andlise
completa e compreensdo de toda a cadeia alimentar, incluindo cultivo, colheita,
processamento, embalamento, distribuicio e mercado consumidor, sendo
fundamental aplicar uma abordagem integrada [23]. Além disto, os tipos de
ingredientes utilizados na formulagdo alimentar também vado determinar quais as
técnicas mais apropriadas para a sua conservacao [173].

3.1.3.1 Primeiras Técnicas de Conservacao: uma retrospetiva historica

Os alimentos, de uma maneira geral, comecam a se deteriorar quando sao
colhidos e, ainda mais rapidamente, quando sdo manipulados. A preservagdo dos
alimentos, juntamente com a agricultura e pecudria, permitiu a0 homem primitivo se
tixar numa regido, estabelecer comunidades e abandonar o modo de vida némada. Ele
ndo precisava mais consumir o animal abatido ou a colheita imediatamente, mas
poderia preservar uma parte dos viveres para uso posterior [185].

Evidéncias demonstram que as culturas do Médio Oriente e Asia secavam
regularmente os alimentos ao sol jd em 12.000 a.C. (Figura 3.1). J4 nas dreas geograficas
em que se atingissem temperaturas de congelamento, o clima era um aliado natural na
preservagdo dos alimentos, podendo serem construidas cavernas, caves ou abrigos
para os congelar [185], [186].
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Figura 3.1 Cronograma da invengédo das principais técnicas de conservagao de alimentos
Fonte: Extraido de Joardder & Masud [187]
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Outro recurso utilizado pelo homem primitivo era o uso de fumo, um método de
preservacdo essencialmente quimico. Ao cozinharem carne em fogo de lenha — o que
é considerada a primeira técnica de conserva¢do usada pela humanidade -
possivelmente perceberam que, para além de um sabor desejdvel, o fumo em si tinha
propriedades conservantes que ajudavam a manter os alimentos préprios para
consumo por periodos alargados de tempo [188].

Alguns estudos antropolégicos indicam 10.000 a.C. (Figura 3.1) como sendo a
época em que algumas civilizagdes mesopotamicas se fixaram na zona do crescente
fértil, passando a cultivar a cevada e fermentar os graos para producao de cerveja [189].
A fermentagdo era um método valioso de preservacdo de alimentos porque ndo apenas
0s conservava, como também removia os sabores indesejdveis (muitas vezes toxinas)
e criava alimentos mais nutritivos [185].

As primeiras culturas primitivas usavam sal para ajudar a dessecar os alimentos,
assim como o mel era usado para conservar frutas. Contudo, desde as primeiras
civilizagGes, ja era comum o uso de aditivos como o vinagre, as ervas e especiarias e 0
dlcool com propdsitos de preservagao [188].

Na histéria da humanidade, a preservacio de alimentos possui papel
fundamental na prevengdo da fome e escassez. Curiosamente, diversas culturas ao
redor do planeta preservaram os seus alimentos usando os mesmos métodos bésicos,
mesmo em situa¢des onde ndo havia trocas, tendo como base o conhecimento empirico
[185]. Até o presente, os cinco métodos histéricos bdsicos de conservagdo de alimentos
que incluem secagem, aquecimento, congelamento, fermentagdo e preservacao
quimica continuam a ser aplicados [190]. Os progressos na conservagdo e
processamento de alimentos possibilitaram um salto na qualidade de vida e
garantiram o provimento regular de mantimentos [191].

Alguns historiadores acreditam, ainda, que a preservagdo dos alimentos nio era
apenas para o sustento, possuindo também um aspeto cultural. Gostava-se desses
alimentos em seu estado “alterado”, simplesmente porque o processo em si
proporciona um novo sabor. Observa-se isso, principalmente, nos dias atuais quando
alimentos frescos de qualquer lugar do mundo estdo disponiveis para a maioria dos
consumidores nos paises desenvolvidos, porém, mesmo assim verifica-se uma grande
oferta de alimentos que foram transformados por técnicas tradicionais de preservagao
— por exemplo, peixes salgados como o bacalhau ou fumados como o salméo, picles e
outros fermentados, conservas e alimentos enlatados, etc. Ou seja, a preservacdo de
alimentos deixou de ser uma questdo de vida ou morte e os esfor¢os concentram-se em
superar as estagdes do ano, produzindo e distribuindo todos os tipos de comida fresca
ou preservada industrialmente por uma questdo de conveniéncia e preferéncia [188].
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3.1.3.2 As Contribui¢des do Século das Luzes

No final do século XVIII, Napoledo Bonaparte, sentindo a necessidade de
alimentar suas tropas, oferece um prémio para aquele que desenvolvesse um método
de preservacdo de alimentos capaz de suportar longas viagens. Em 1804, Nicolas
Appert cria um processo de conservacdo de alimentos usando recipientes de vidro
hermeticamente fechados e fervendo os mesmos em dgua por um tempo prolongado,
sendo esses de seguida resfriados. Desta maneira, Appert fica conhecido como sendo
o padrinho da industria de conservas e a técnica desenvolvida por si é batizada com o
nome de “apertizacao” [186].

Em 1810, Peter Durand regista a patente de um processo parecido com o de
Nicolas Appert, porém ele substitui os recipientes de vidro por latas de metal.
Posteriormente, o mesmo vende a patente para uma empresa, a Donkin & Hall, que
comega o processo de produgdo industrial de alimentos enlatados para o exército
britanico [186].

Cerca de 50 anos mais tarde, em 1864, Louis Pasteur chega a conclusédo de que a
fermentacgdo resultava da acdo de microrganismos, afirmando que ela ocorria por
causa da contaminagdo do ar ou do préprio alimento e negando que esses surgissem
“espontaneamente” nas substdncias fermentesciveis. Na mesma época, Pasteur
desenvolve um processo que destréi, por aquecimento brando em recipiente
hermético, a maior parte dos microrganismos presentes nos alimentos, técnica viria a
ser batizada pelo nome de “pasteurizacdo”. Pode-se dizer que Pasteur estabelece os
alicerces para as técnicas de conservagdo modernas, incluindo-se ai os alimentos
minimamente processados [186].

Pasteur colaborou com diversos cientistas da sua época, dentre eles Louis
Tyndall que concluiu que havia esporos bacterianos vidveis (enddésporos) que
sobreviviam até mesmo ap6s levar os caldos alimentares a temperatura de ebuligao.
Percebendo que, em certos estdgios do desenvolvimento, os germes sdo mais
facilmente destruidos pelo calor, ele concebeu o método de esterilizacdo por
aquecimento repetido — posteriormente batizado pelo nome de “tindalizagdo” — capaz
de erradicar os esporos bacterianos [192].

3.1.3.3 O Panorama Atual

Segundo a Organizacdo para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) [193],
aproximadamente um ter¢o da produgdo mundial de alimentos é perdida ou
desperdicada. Grande parte da perda ou do desperdicio alimentar ocorre ainda na
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lavoura, sobretudo nos paises em desenvolvimento, devido a falta de infraestruturas,
e durante o consumo, como € no caso dos paises desenvolvidos. A indtstria e os pontos
de venda sdo os agentes, na cadeia de suprimentos, mais eficientes na gestdo dos
produtos alimentares.

Para atender a demanda crescente por alimentos, em um mundo onde parte da
populacdo continua a sofrer de fome e desnutricdo, é preciso buscar novas fontes
alimentares e desenvolver estratégias para uma melhor conservagéo desses recursos
[194].

Nos ultimos 50 anos, surgiu uma gama de novas tecnologias que permitem
estender a vida til dos alimentos. Os avangos nos tratamentos térmicos ocorreram,
sobretudo, pelas aplica¢des com microondas e aquecimento “6hmico”; enquanto no
contexto dos tratamentos ndo-térmicos, surgiram técnicas tais como: plasma frio,
radiacdo ionizante, campos elétricos pulsados, ultrassons, altas pressdes hidrostaticas,
etc. Muitas destas técnicas, por interferirem pouco nas caracteristicas organoléticas e
nutricionais dos alimentos, sdo denominadas por “tecnologias de processamento
minimo” [186].
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Aquecimento HACCP

Pasteurizagdo ISO 9000

Esterilizacdo Processamento asséptico
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Figura 3.2 Principais estratégias para conservagdo de alimentos de acordo com o objetivo
pretendido: inibi¢do, inativagdo ou prevenir a recontaminagdo por microrganismos

Fonte: Adaptado de Rahman [23]
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A maiorias das estratégias de conservacdo podem ser agrupadas em trés
diferentes categorias de acordo com o seu objetivos principal (Figura 3.2) [23]:

= Retardar ou inibir a deterioragdo quimica e o crescimento microbiano;
= Inativar diretamente microrganismos ou enzimas;

- Evitar a recontaminacado antes e depois do processamento.

Em muitos casos, a preservagdo de um alimento especifico pode ocorrer por conta
de intimeros mecanismos que sdo conjugados para se obter o grau desejado de
protecdo. Apesar deste ser um conceito antigo, recentemente ele ganhou destaque na
literatura cientifica sob a ribrica de “teoria dos obstdculos” ou “hurdle effect” [195].

3.1.4 Tratamentos Térmicos

3.1.4.1 Conservacao pelo Calor

O calor possui a capacidade de inativar enzimas e destruir microrganismos,
quando obedece o binémio tempo-temperatura apropriado. A histéria dos
tratamentos térmicos na inddstria moderna remonta ao principio do século XVIII,
quando comegam a surgir técnicas como a apertizagdo, pasteurizagdo e esterilizagdo.
Mais ou menos no mesmo periodo, com o advento do frio artificial, foi possivel
também conservar alimentos por remogao do calor: a refrigeracdo e o congelamento
tém a propriedade de diminuir a proliferagdo microbiana e a velocidade das reagdes
enzimaéticas [186].

Tabela 3.2 Vantagens e desvantagens do tratamento térmico (calor) de alimentos

Vantagens Desvantagens

O calor é seguro e livre de produtos

. O cozimento excessivo pode levar a perda
quimicos.

de sabor, aroma e textura dos produtos.

A maioria dos microrganismos sdo sensiveis
ao calor.

Alimentos processados termicamente,
quando embalados em recipientes assépticos
e herméticos, tém uma vida util longa.

A deterioracdo nutricional que resulta do
processamento a altas temperaturas ou em
tempo demasiadamente prolongado.

Aumento da biodisponibilidade de algas
nutrientes.

Apesar dos tratamentos térmicos permitirem a obtengdo de alimentos
quimicamente estdveis e microbiologicamente seguros, em muitos casos, algumas das
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propriedades intrinsecas (nutrientes, perfil organolético, etc.) acabam por serem
afetadas [23] (Tabela 3.2).

Num passado recente, os processos térmicos foram as tecnologias mais
dominantes e, apesar dos avangos da ciéncia, estas técnicas continuam sendo as mais
usadas até o presente momento [186].

3.1.4.1.1 Branqueamento

O aquecimento pode ser feito de maneira mais subtil e rdpida ou de forma intensa
e prolongada, consoante os objetivos que se pretende atingir. O branqueamento — que
consiste em mergulhar os alimentos rapidamente em 4gua fervente e, de seguida,
resfrid-los em dgua com gelo — possui como objetivo principal a inativagdo de enzimas
que poderiam deteriorar o produto durante o processamento ou até mesmo durante o
periodo em que este for conservado resfriado ou congelado. Esta técnica pode
igualmente ser aplicada com o propésito de melhorar a taxa de secagem e a qualidade
do produto, removendo residuos de pesticidas e constituintes téxicos, expelindo o ar
nos tecidos das plantas e diminuindo a carga microbiana [196].

3.1.4.1.2 Concentracao e Secagem

A concentragdo é um processo que remove parcialmente a 4gua dos alimentos
(reducdo da a,,), sendo frequentemente utilizada na producdo de sumos concentrados,
massa de tomate, leite (evaporado ou condensado), geleias e doces em pasta. Para esse
fim, a concentracdo por evaporacdo é o método mais comum. Entretanto, muitos
esfor¢os tém sido dedicados ao desenvolvimento de métodos melhorados como a
evaporacdo a vacuo em estdgios multiplos ou até mesmo processos nao-térmicos, tais
como filtragdo por membranas (incluindo microfiltracdo, ultrafiltracdo, nanofiltracdo

e osmose reversa), além de concentra¢do por congelamento [197], [198].

O tratamento térmico de um produto influencia tanto a cor quanto o odor e, por
tal razdo, os avancos tecnoldgicos relacionados ao desenvolvimento de novas
membranas e melhorias na engenharia de processos tém sido acal¢ados para superar
esta limitagao.

A concentragdo, normalmente, ¢ um método usado em conjunto com outras
técnicas (apertizacdo, pasteurizagdo, etc.) ou com posterior ajuste de alguns
parametros (por exemplo, reducdo do pH ou adi¢do de agticares) para aumentar o
tempo de prateleira dos alimentos [23], [197].

70



A secagem é um método que envolve a remocdo da dgua de uma matéria-prima
induzindo mudangas de fase da dgua, de liquido para uma fase de vapor (evaporagio),
através do uso de calor. A secagem é, na maioria dos casos, um processo intensivo em
energia, o que geralmente leva a alteragdes pronunciadas nos atributos de qualidade
do produto. Na secagem de alimentos, um grande desafio é remover a dgua do
material da maneira mais eficiente, buscando obter um produto com melhor qualidade
possivel, com o minimo impacto sobre o meio ambiente e com os menores custos de
capital e operacionais do processo [199].

A secagem resulta numa reducdo da a,, nos produtos a niveis que os principais
microrganismos deteriorantes — como as bactérias 4cido-lacticas (LAB), fungos e
leveduras — ndo tenham condi¢do de se desenvolver. O tratamento pode se dar de
forma natural ao expor o produto ao calor ambiente, a radia¢do solar e/ou ao vento —
que sdo os métodos mais econémicos e comuns — ou, artificialmente, empregando-se
uma fonte de calor e convecgao for¢ada de ar, controlando-se a humidade ou fazendo
uso de agentes de secagem [199], [200].

H4 ainda diversos outros métodos térmicos de secagem tais como: secagem a
vdcuo, por atomizagdo (spray-drying'’), por microondas, em leito fluidizado (SBD), em
tambores (rotativos ou ndo), por bomba de calor, etc. Vale destacar que ambas as
técnicas de concentracdo e secagem acabam por reduzir consideravelmente o volume
e o peso dos alimentos processados, implicando em menores custos de transporte
[199], [201].

Outros métodos de secagem tradicionais se baseiam similarmente na redugdo do
teor de humidade (e, por conseguinte, da a,) dos produtos por osmose, processo
através do qual a 4gua é removida sem mudanca de fase pela sua difusdo dos
alimentos sélidos para uma solugdo osmética (rica em solutos como sal ou agticar). Na
desidratagdo osmética, em alguns casos, aplica-se ainda calor (com temperaturas mais
moderadas) como forma de aumentar a eficiéncia do processo [202].

7.0 processo de “spray drying” é uma técnica de secagem que transforma um liquido em um pé por
meio da dispersdo de pequenas goticulas do liquido (atomiza¢do) num ambiente quente. Esse método
permite um controlo preciso da temperatura e da velocidade de secagem, além de ser amplamente
utilizado na industria devido a sua versatilidade, capacidade de operar em larga escala (processo
continuo) e de preservar as caracteristicas originais dos produtos, como sabor e aroma, em comparagdo
com outros métodos de secagem. Ele é frequentemente utilizado para produzir pds soltiveis, como leite
em p6 ou café soluvel [386].
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3.1.4.1.3 Pasteurizacao

A pasteurizagdo €é um tratamento recomendado para eliminar agentes
patogénicos e/ou reduzir a populagdo de microrganismos, suscetiveis ao calor
moderado, presentes nos alimentos. Normalmente, é aplicada em produtos que
possuem caracteristicas organoléticas, quimicas e nutricionais altamente suscetiveis a
altas temperaturas como, por exemplo, sucos de frutas, leite e ovos. Este tratamento
deve ser associado ao emprego de outras técnicas de conservagdo tais como

refrigeracdo, embalagens herméticas e, até mesmo, uso de aditivos [203].

No caso do processamento de leite pode-se empregar: a pasteurizacdo rdpida
(HTST) em que o produto é aquecido a 71,7°C, por 15s, ou a pasteurizacdo lenta
(LTLT) na qual o leite é exposto a temperatura de 62,8°C, por cerca de 30 min [203].

Esse processo elimina os patogénicos ndo esporulados, mas nao elimina esporos
e alguns microrganismos deteriorantes; por esse motivo, os alimentos pasteurizados
ndo sdo microbiologicamente estéveis. As vezes a pasteurizagdo também pode ser
aplicada com a finalidade de inativar as enzimas presentes nos alimentos [204].

Na ultrapasteurizagdo, normalmente, sdo usadas temperaturas (de esterilizagdo)
superiores as utilizadas na pasteurizagado e o produto tratado deve ser acondicionado
em embalagens assépticas que evitem novas contaminag¢des. Também deve ser dada
atencdo aos periodos de aquecimento e resfriamento, pois estes podem contribuir
substancialmente tanto para a inativagdo microbiana, quanto para as reagdes quimicas.
A grande vantagem desse processo é que, apds envasado, o produto possui grande
estabilidade (por pelo menos 6 meses) e pode ser conservado a temperatura ambiente,
apesar de que quanto menor a temperatura de armazenagem, maior a vida ttil do
produto [205], [206].

Para o caso do leite, o tratamento a “temperaturas ultra altas” (UHT), também
conhecido como “ultrapasteuriza¢do”, consiste em submeter o produto a 140°C por
cerca de 2 s, sendo este posteriormente acondicionado em embalagens tipo TetraPak®.

3.1.4.1.4 Esterilizacao

H4 basicamente 2 tipos de esterilizacdo comercial: 0 processamento de retorta ou
de esterilizacdo “dentro do recipiente” e o processamento asséptico ou esterilizagdo
“fora do recipiente”. Cada um desses métodos possui suas especificidades, sendo
utilizados consoante o tipo de alimento que se trabalha. Como o processamento
asséptico envolve o bombeamento dos alimentos por tubagens e a sua passagem por
permutadores de calor, esse s6 pode ser aplicado em alimentos liquidos ou pastosos
[204].
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O processo de esterilizacdo de retorta consiste em aquecer um alimento de dentro
um recipiente selado (processo conhecido também por apertizagdo’®). A meta é
inativar todos os microrganismos vidveis e garantir que a embalagem permaneca
hermética ap6s o processamento. O principal objetivo de seguranga é garantir um
minimo de 12 redugdes no logaritmo (log) dos organismos vidveis (incluindo esporos)
de Clostridium botulinum. Ela é alcancada ao atingir 121 °C durante cerca de 3 min no

centro do alimento, ou seja, na zona de aquecimento mais lento. [206].

A esterilizagdio = comercial  objetiva  igualmente  obter  alimentos
microbiologicamente estdveis a temperatura ambiente através da destruicdo de todos
0S microrganismos que possam crescer nos alimentos processados. O grau de
destruicdo de microrganismos atingido pelo processamento térmico varia,
dependendo esse da temperatura e do tempo especificos ao tratamento térmico
aplicado [198], [204].

3.1.4.1.5 Microondas

Os curtos tempos de aquecimento do processamento HTST dependem de
mecanismos de transferéncia rdpida de calor, o que ndo pode ser alcancado pela
condugdo convencional de calor, especialmente para os alimentos sélidos ou com
pedacos. De maneira a suplantar as limitagdes dos mecanismos tradicionais de
transmissdo de calor por condugdo, novas técnicas de aquecimento alternativas
emergiram, dentre as quais o aquecimento por microondas. A principal diferenca entre
o aquecimento 6hmico, por radiofrequéncia, infravermelho e por microondas é a
frequéncia do campo eletromagnético utilizada: as ondas de frequéncias entre 300
MHz e 300 GHz sdo chamadas microondas, mas, em termos préticos, apenas algumas
bandas de frequéncia sdo utilizadas para o aquecimento por microondas [207].

Uma vasta literatura sobre o valor nutricional dos alimentos processados por
microondas conclui que ndo existem diferengas nutricionais significativas entre
alimentos preparados por métodos convencionais e por microondas [208], [209].

¥ Nicolas Appert, um inventor francés considerado o pai das conservas alimentares, desenvolveu uma
técnica de preservagdo de alimentos em recipientes selados, conhecida como "apertizacdo". Esse método
envolvia o acondicionamento de alimentos dentro de frascos hermeticamente selados de maneira a
evitar a entrada de ar e bactérias. Posteriormente, os frascos eram aquecidos para matar quaisquer
microrganismos presentes e prevenir a deterioragdo dos alimentos. Essa técnica foi uma precursora
importante para os métodos modernos de enlatamento e preservacdo de alimentos em frascos de vidro
Deve-se lembrar que, dependendo da temperatura e do tempo ao qual as embalagens sdo submetidas,
pode-se ter tratamentos de pasteurizagdo (compotas ou outras conservas de frutas) ou esterilizagao
(alimentos enlatados de uma maneira geral) [387].
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Alguns aspetos das microondas serdo discutidos em maiores detalhes na Seg¢do 4.1.3.2
sobre novas técnicas de conservacao.

3.1.4.2 Conservacao pelo Frio

Carl von Linde foi reconhecido como sendo o primeiro a desenvolver um
refrigerador compacto e portatil, tendo registado numa patente alema desde 1877.
Entretanto, foram alguns engenheiros americanos que adaptaram esse sistema para
uso doméstico [186].

O transporte de alimentos a nivel mundial mudou drasticamente com o apogeu
da refrigeracdo artificial. Tudo isto comecou como resultado do mercado criado para
o comércio de carne congelada: o primeiro carregamento com sucesso de carcagas
congeladas de ovinos, provenientes da Nova Zelandia e com destino a Londres,
ocorreu no ano de 1882, sendo esse o marco da fundagdo da industria da carne
refrigerada [210].

A partir da década de 1940 nos EUA, surgem os primeiros veiculos refrigerados,
que fazem com que a cadeia de frio possa ser mantida, da producao ao ponto de venda,
melhorando a qualidade e aumentando ainda mais a vida dtil de alguns alimentos
[187].

E geralmente aceite que o arrefecimento e o congelamento sdo as técnicas de
conservacdo que preservam melhor as caracteristicas sensoriais. O resfriamento
proporciona um tempo de conservagado relativamente curto, conseguindo manter a
aparéncia e a textura do produto fresco, porém, esse procedimento ndo inibe a
degradacdo parcial de alguns componentes do alimento, enquanto o congelamento
proporciona um longo periodo de conservagdo com quase nenhuma perda de
componentes relevantes [211]. No entanto, a formacdo de cristais de gelo pelo
congelamento, sobretudo no periodo de armazenagem, pode ter efeitos significativos,
em especial, sobre a textura e aparéncia [212].

Devido a reducdo da temperatura, todos os processos de deterioragdo, como
reagdes quimicas e enzimadticas, bem como a reprodugdo microbiana, sdo abrandados.
A reprodugdo de microrganismos mensurdveis nos alimentos é suprimida na faixa de
temperatura entre -10 e -15°C. O crescimento de microrganismos patogénicos é
evitado nas temperaturas de congelamento, assim como a formacdo de micotoxinas é

interrompida para quase todos os fungos [211].

Para o sucesso da conservagdo pelo frio é necessdrio utilizar apenas matérias-
primas frescas de alta qualidade e com baixa carga microbiana, ndo se esquecendo de
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que a cadeia de frio deve ser eficiente e integrada, ou seja, isenta de grandes oscilagdes
de temperatura ao longo da cadeia de suprimentos.

3.1.4.2.1 Arrefecimento e Super-chilling

O arrefecimento consiste em manter os produtos a temperaturas na faixa de 0 °C
a 7 °C de maneira a estender a vida de prateleira. Essa técnica possui como objetivo a
inibi¢do do crescimento microbiano através da supressao de reagdes metabdlicas que
sdo catalisadas por enzimas, cuja atividade depende da temperatura. Além disso, as
baixas temperaturas reduzem ainda a taxa de respiragdo, transpiragdo e a atividade
enzimdtica em frutas e legumes nado processados e, consequentemente, a velocidade
dos diversos processos bioquimicos deteriorantes. Para alimentos altamente
pereciveis, como peixes, carnes e alguns vegetais, é recomendado que o tratamento
seja iniciado tdo logo a matéria-prima seja extraida ou processada [198], [213].

O arrefecimento consegue manter alimentos pereciveis por dias ou semanas,
dependendo do género. Deve-se ter em consideragdo que a refrigeracdo precisa se
adequar as especificidades dos alimentos que se pretende preservar, por exemplo:
frutas e outros vegetais provenientes de climas quentes podem sofrer degradagdo
(queimaduras e escurecimento) caso sejam submetidos a temperaturas muito frias
[187].

Este método de conservacdo tem efeitos muito suaves sobre os atributos
sensoriais e nutricionais dos produtos e dos alimentos tratados com temperaturas de
refrigeracdo que podem ser classificados como sendo “produtos minimamente
processados””’, assunto que serd abordado de maneira mais aprofundada no
Capitulo 5 [213].

Na “refrigeracdo critica” (super-chilling) a temperatura é reduzida de 1 a 2 °C
abaixo do ponto de congelagdo do produto. Isto resulta numa chamada "congelagdo
superficial’, onde uma fina camada de gelo é produzida no exterior do produto
durante o processamento [214].

A ideia principal é que a formacdo de gelo deve ser evitada no interior do
produto, a fim de manter as suas caracteristicas originais. As temperaturas de
“refrigeracdo critica” sdo suficientemente baixas para suprimir a atividade microbiana,
mas outras alteragdes fisicas e quimicas podem ainda ter lugar [215].

' Entenda-se “produtos minimamente processados” como sendo aqueles prontos a consumir que foram
pré-embalados e refrigerados, de maneira a manter as células dos ingredientes alimentares vivas.
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A principal vantagem deste método é uma extensdo do prazo de validade dos
produtos (cerca do dobro), em comparagdo ao resfriamento tradicional. Outras
virtudes dessa técnica incluem: alta qualidade do produto, maior rendimento e o
potencial de redugdo do impacto ambiental (aproximadamente 30%) ao se mudar de
cadeias de suprimento refrigeradas para as de super-chilling [214].

3.1.4.2.2 Congelamento, Congelamento Rapido Individual (IQF) e Criopreservagao

O congelamento proporciona um tempo de prateleira significativamente
prolongado e tem sido utilizado com sucesso para a conservagao de muitos alimentos
a longo prazo, contudo novos processos de congelagdo continuam a emergir.
Normalmente, as temperaturas de armazenamento situam-se entre os -18 °C e -24 °C
[178]. Os diferentes métodos aplicados na industria alimentar podem também ser
agrupados como sendo de congelagdo lenta ou de congelagao rdpida, cujas principais
caracteristicas podem ser vistas na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 Principais caracteristicas dos métodos de congelamento lento e rapido

Congelamento Congelamento
Caracteristicas do Processo 5 g’ .
Lento Rapido
Temperatura decrescente <2 °C/min >10 °C/min

Tamanho dos cristais de gelo

Tamanho superior

Tamanho inferior

Agua removida (perdida)

Maior perda

Menor perda

Gotejamento de dgua

Maior gotejamento

Menor gotejamento

Desnaturacao de proteinas

Maior desnaturagédo

Menor desnaturacdo

Danos nos tecidos celulares

Maior dano

Menor dano

Integridade da estrutura

Menor integridade

Maior integridade

WHC inferior

Capacidade de retengdo de dgua (WHC) WHC superior

Em termos fisicos, quando uma grande propor¢do da dgua no alimento é
congelada, a concentragdo dos solutos na dgua ndo congelada igualmente aumenta,
diminuindo dessa forma a atividade da 4gua. Em termos microbiolégicos, o
congelamento geralmente impede o crescimento microbiano, porém, ndo destréi
bactérias e bolores. Por fim, em termos quimicos, tem-se uma diminuigao significativa
da taxa das reag¢Ges ocorridas nos alimentos [213].
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Atualmente, caso se adotem as melhores prdticas de manipulagdo e
processamento, o congelamento tem um baixo impacto na qualidade nutritiva dos
alimentos, as principais perdas de qualidade estdo associadas as alteracdes de textura
(por exemplo, amolecimento) e perdas por gotejamento. A cristaliza¢do do gelo e a sua
recristalizagdo sdo os dois principais fatores relacionados com essas perdas. A
sublimacdo da dgua sob temperaturas negativas pode promover uma desidratagdo
superficial e queimaduras por congelamento. Para contornar esse inconveniente,
especial atencdo deve ser dada as embalagens usadas em alimentos congelados, assim
como devem ser aplicadas, por vezes, técnicas como a da “vidragem com gelo” (ice
glazing). Outras alteragdes de ordem fisica podem ainda ocorrer, tais como a
retrogradagdo dos amidos e desnaturagdo de proteinas [211].

Para o congelamento industrial, muitas vezes é utilizado o ultra-congelamento,
que envolve temperaturas inferiores aos -20 °C, muitas vezes menores que -40 °C; ou
o congelamento criogénico (criopreservagdo), realizado através do uso de gases
comprimidos ou liquefeitos, tais como o diéxido de carbono (-78 °C) ou o azoto liquido
(-196 °C).

Se por um lado, o congelamento criogénico produz produtos de alta qualidade
devido a formagdo de cristais de gelo de tamanho reduzido, a baixa perda de
humidade ou gotejamento e a maior integridade da estrutura celular e dos seus
constituintes, por outro lado, essa técnica envolve custos comparativamente elevados
e, por conseguinte, s6 é usada em produtos sensiveis e/ou de alto valor agregado. E
preciso recordar ainda que a implementagao dessas técnicas possuem como requisito

o estabelecimento de uma cadeia de frio ao longo de toda rede de suprimento [213].

Enquanto pequenos alimentos — tais como camardo ou bivalves, bagas, vegetais
em cortados ou picados — podem ser congelados rapidamente, em contrapartida ha
outros produtos com dimensdes maiores (por exemplo, carcagas de animais) que ndo
permitem o congelamento rdpido nas porgdes centrais dos mesmos.

O congelamento de pegas grandes ocorre normalmente sob gradientes térmicos
internos com elevadas taxas de congelamento nas regides externas em contato com o
meio refrigerante e taxas decrescentes em dire¢do ao centro térmico da matéria-prima.
Essa diferenca de taxas de congelamento, frequentemente, induz tensdes mecanicas
nas camadas externas do produto congelado que levam a fissuragdo da superficie
[216]. Nesse caso, deve-se optar por um congelamento lento como forma de evitar
danos maiores a estrutura do alimento. Logo, pode-se concluir que é a dimensado do
alimento o principal fator determinante da velocidade de congelamento a ser utilizada.

Um processo caracterizado pelo congelamento rdpido de pequenos alimentos (ou
fragmentos desses) em unidades distintas é denominado por “congelamento rdpido
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individual” (IQF). O IQF é possivel quando ndo hd barreira a transferéncia de calor
entre o refrigerante e o produto e, devido a sua pequena dimensdo, a taxa de
congelagdo ndo é limitada pela transferéncia interna de calor [216].

Os refrigerantes utilizados nestes sistemas podem ser ar a baixa temperatura
(normalmente em torno dos -34 °C) e em altas velocidades, bem como liquidos
criogénicos que sofrem uma mudanga de fase em contacto com a superficie do
produto, removendo o calor do mesmo. A técnica usual nesse processo é a do
congelamento em leito fluidizado, onde os alimentos sdo colocados numa esteira
sendo movidos através de uma zona de congelamento na qual o ar frio é dirigido para
cima e as particulas dos alimentos comegam a flutuar e a cair. Este movimento expde
todos os lados do alimento ao ar frio, minimizando a resisténcia a transferéncia de
calor na superficie dos mesmos [216], [217].

Um foco da investigagdo cientifica atual reside no estudo da morfologia do gelo,
tendo como premissa o controlo da cristalizac¢do através, por exemplo, do emprego de
agentes de nucleacdo, ou ainda na inibigdo da recristaliza¢do, que pode ser amenizada
através do uso de aditivos alimentares tais como hidrocoloides e proteinas
anticongelantes [216].

De uma maneira resumida, pode-se referir que a qualidade dos alimentos
congelados depende de uma série de fatores: da qualidade dos alimentos frescos, da
aplicacdo de pré-tratamentos, da selecdo do melhor método de congelamento, das
condicdes higiénicas do processo, da velocidade de congelamento correta, do uso
adequado de embalagens e, por fim, de um descongelamento adequado [217].

3.1.4.2.3 Liofilizagao

Ao longo do tempo, algumas técnicas de secagem tiveram de evoluir devido a
necessidade de produzir produtos secos de alta qualidade, em particular, a partir de
matérias-primas que sdo ultrassensiveis ao calor (por exemplo, leveduras ou ervas).
Tais sistemas de secagem incluem, por exemplo, a utilizacdo de temperaturas abaixo
do ponto de congelacdo e em condi¢des de vacuo, como é o caso da liofilizagao [199].

A liofilizagdo (ou secagem por congelacdo) é um método que promove a
desidratacdo dos alimentos através da sublimacdo da dgua. De maneira a acelerar o
processo, que é normalmente lento, o produto pode ser gradualmente aquecido por
condugdo, se o contacto com a prateleira aquecida for apropriado, e também por
radiacdo das prateleiras superiores e dos arredores. A liofilizacdo é geralmente
considerada como o melhor método para a producdo de produtos secos de alta
qualidade, gerando alimentos com atributos sensoriais e nutritivos muito préximos ao
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alimento original. Isto acontece porque a maioria das reacdes de deterioracdo sdo
abrandadas ou praticamente interrompidas [199], [213].

O processo de liofilizacdo envolve trés fases: a fase de congelagédo, a de secagem
primdria e a de secagem secunddria. Na fase de congelacdo, o alimento a ser
processado € arrefecido até uma temperatura em que todo o material se encontra
congelado. Na fase primdria de secagem, o solvente congelado, maioritariamente
agua, é removido por sublimacdo. Isso exige que a pressao do sistema onde o produto
é seco seja inferior ou préxima da pressdo de vapor de equilibrio do solvente
congelado. Por essa razdo, durante a fase de secagem primdria, a temperatura da
camada congelada estd frequentemente em torno dos -10 °C ou menos e a pressao
absoluta é de cerca de 2 mmHg ou menos. A medida que o gelo sublima, a interface
de sublimacgdo, que se inicia na camada exterior do alimento, recua abrindo espaco
para um envoltério poroso constituido de material seco. A fase de secagem secunddria
envolve a remogdo de dgua que ndo congelou, a que se chama de “dgua sorvida ou
ligada”. Apds o término da secagem primdria, a fase de secagem secunddria comeca
fazendo com que o vapor de dgua dessorvido seja transportado através dos poros do
material seco [218].

Um aspeto muito importante do processo de liofilizacdo relaciona-se com a
temperatura de transigdo vitrea (T,). Essa pode ser definida como a temperatura pela
qual um sistema amorfo muda do estado vitreo para um estado mole (ou de ultra
viscosidade).

No caso da secagem por calor, a temperatura do produto é superior a T, durante
todo o processo, o que faz com que o colapso das matrizes alimentares seja esperado.
Por outro lado, as temperaturas de liofilizacdo do produto sdo inferiores a T, durante
a maior parte do processo, ultrapassando o ponto de transigdo apenas no final desse.
A quebra da estrutura acima da T, durante a liofilizacdo é considerada como um
contributo importante para a deterioracdo da qualidade do produto, levando a
deformacdo do alimento, por exemplo, através de uma retracdo da geometria. Esse
contratempo pode ser evitado através do controlo adequado das pressdes e
temperaturas operacionais ao longo de todo o processo [218].

Até agora, ndo hd nenhum método alternativo, utilizado a escala industrial, para
reduzir drasticamente o consumo de energia durante o processo liofilizagdo. Embora
novas melhorias como a adsor¢do, a fluidificagdo, o uso de pressdo atmosférica ou
aquecimento por microondas tenham sido pesquisadas na tdltima década, a liofilizagdo
em vdcuo é, até agora, a tnica tecnologia utilizada em escala industrial para muitos
ingredientes alimentares sensiveis ou de alto valor agregado [218], [219].
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A principal vantagem da técnica que se pode enumerar é que a liofilizacdo leva
a uma menor deterioracdo dos aspetos organoléticos (aparéncia, cor, sabor, etc.) em
comparagdo com outros métodos de secagem. Além disso, a taxa de reidratacdo dos
alimentos liofilizados é, no geral, de quatro a seis vezes superior a dos alimentos secos
ao ar. Enquanto que as principais desvantagens existentes estdo relacionadas com os
altos custos de produgao, elevados consumos de energia (cerca de 2 vezes mais alto) e
baixos rendimentos [218], [220].

3.1.5 Tratamentos Nao-Térmicos

Existe um conjunto de tratamentos que buscam preservar os alimentos através
de alteracdes quimicas e bioquimicas, muitas vezes de ordem microbiolégica, sem
fazer uso do frio ou calor. Nele residem a maior parte das técnicas convencionais de
conservacgao, tais como salga ou adi¢do de agtcar, cura ou maturagdo, fumagem e
fermentagdo, etc. [221]. Uma grande desvantagem desses procedimentos é o facto, em
muitos casos, deles alterarem significativamente as caracteristicas originais,
organoléticas e nutricionais dos alimentos, porém, elas acabam por conferir sabores ja
assimilados por certas culturas alimentares.

Atualmente, novos processos “ndo-térmicos” — que fazem uso de altas pressoes,
ultrassons, campos magnéticos, radiagdo, correntes elétricas e, até mesmo, luz — foram
sendo desenvolvidos, embora os principios bdsicos em que se baseiam sejam
conhecidos hd muito tempo. Alguns possuem ainda uma aplica¢do industrial mais ou
menos limitada, enquanto outros ainda se encontram na fase experimental ou
enfrentam problemas de engenharia que dificultam a sua aplicagdo prética [222].

3.1.5.1 Tratamentos Quimicos

No seu sentido mais amplo, a conservacdo quimica pode ser definida como a agao
de prevenir ou retardar a deterioragdo dos alimentos de qualquer tipo, alterando a sua
composi¢do quimica, quer pela adi¢do de substancias conhecidas como conservantes e
antioxidantes, quer pela promocdo de certos processos bioquimicos (por exemplo,
fermentagdes) que resultam na producdo in situ de substancias com a funcdo de
preservar os alimentos. H4 ainda técnicas que combinam ambos os aspetos num
mesmo processo, como é o caso da cura e da maturacdo. Os processos quimicos e
bioquimicos tém sido praticados pelo homem desde tempos muito antigos [221].
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3.1.5.1.1 Salga ou Adicao de Ac¢ticar

A adicdo de grandes quantidades de sal ou agticar aos alimentos é um método
antigo de conservacdo de alimentos. O sal foi e continua a ser usado para conservar
alimentos, sobretudo, peixes, carnes e laticinios (manteiga, queijo, requeijao, etc.). As
geleias, compotas, frutas em calda ou cristalizadas sdo os produtos mais comumente
conservados por adigdo de agticar. Quando se adiciona sal ou agticar, a 4gua desloca-
se do interior das células para o exterior por osmose, causando uma desidratagdo
parcial da célula, conhecida como plasmélise, que diminui a atividade da 4dgua e
interfere na multiplicagdo de microrganismos. [213].

A diminuigdo da a,, por si s6 ndo explica a agdo antimicrobiana do sal que, mesmo
em baixas concentragdes, constitui um obstdculo significativo ao crescimento
microbiano quando em combinagdo com outros meios de conservagdo. Assume-se
geralmente que o sal exerce uma toxicidade especifica para alguns microrganismos,
porém, esse mecanismo ainda ndo é completamente conhecido. De acordo com a sua
sensibilidade ao sal, os microrganismos sdo classificados como ligeiramente,
moderadamente e extremamente halofilicos [221].

A salga dos alimentos é feita espalhando-se sal a superficie do alimento (salga
em pilha), por imersdo em salmoura, por impregnagdo a vdcuo ou por inje¢do. Com a
crescente preocupagao em relacdo ao consumo excessivo de sal e agticares, assim como
por seus impactos negativos sobre a pressdo arterial e glicose sanguinea, o emprego
desses ingredientes como ferramenta de conservagdo tem se tornado uma pratica cada
vez menos recorrente.

3.1.5.1.2 Fumagem

A fumagem é um método antigo de conservagdo de alimentos e continua a ser
utilizado atualmente predominantemente para peixes, carnes e alguns queijos, sendo
atualmente utilizada mais pelas suas propriedades de sabor caracteristicas do que pela
sua ac¢do conservante [213].

O fumo é obtido pela queima de madeiras, preferencialmente ndo resinosas, e
contém compostos que tém propriedades antimicrobianas [213].

H4 basicamente 2 tipos de fumagem, isto é., a frio e a quente. Enquanto a
fumagem a frio é realizada em temperatura ambiente (até um mdximo de 35 °C),
normalmente numa camara separada daquela onde é feita a queima da madeira, a
fumagem a quente pode decorrer no mesmo ambiente onde se realiza a combustao,
devendo o alimento ser submetido a temperaturas acima dos 60 °C por um periodo
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minimo. No entanto, em unidades fabris o fumo costuma ser passado sobre a dgua
para remover alcatrdo e particulas sélidas [201], [221].

A fumagem é um processo lento e dificil de controlar, devido a complexidade
das reagdes quimicas e a composicdo varidvel das madeiras utilizadas. O fumo contém
mais de 400 substdncias, das quais se destacam compostos fendlicos, dcidos e
carbonilos. O sabor fumado é conferido, em especial, pelos compostos fendlicos
voldteis, enquanto os 6xidos de azoto sdo responsdveis pela cor caracteristica. Os
hidrocarbonetos policiclicos aromdticos, produtos da pirdlise de matéria organica, sdo
omnipresentes no ambiente, atingindo niveis perigosos para a satide humana - devido
a natureza carcinogénica de alguns deles, como é o caso do benzopireno -,
especialmente quando o procedimento de fumagem ¢é realizado em condigdes ndo
controladas [201].

O efeito conservador da fumagem da-se principalmente na superficie dos
alimentos através do depdsito de compostos com atividade antimicrobiana.
Adicionalmente, no método a quente, o calor gerado seca os alimentos, além de
promover uma inativacdo térmica dos microrganismos presentes. Hd ainda a
fumagem artificial onde se realiza a aplicagdo de "fumo liquido" (um condensado
liquido purificado de fumo de madeira) a superficie dos alimentos que confere um
sabor fumado e tem algum ou nenhum efeito antimicrobiano [221].

Acredita-se que o fumo iniba as bactérias aerébicas devido a reducdo do teor de
oxigénio da atmosfera na sala de fumo. Além disso, a presenca de monoéxido e diéxido
de carbono no fumo pode contribuir para a agdo inibitéria, tendo em conta que foi
comprovado que esses gases sdo capazes de inativar uma vasta gama de bactérias,
leveduras e bolores. O sal é comumente utilizado no pré-tratamento de alimentos para
a fumagem, propiciando um efeito combinado de conservagio quando em
concentragdes, na fase aquosa, de pelo menos 3,5%. Por fim, é preciso ressaltar que os
alimentos, em particular os fumados a frio, devem ser acondicionados em embalagens

apropriadas (sob vdcuo ou em atmosferas modificadas) e mantidos sob refrigeracao
[201], [221].

3.1.5.1.3 Uso de Aditivos

Os aditivos alimentares sdo classificados em categorias de acordo com a sua
funcdo: corantes, aromatizantes, conservantes, antioxidantes, estabilizantes,
gelificantes, espessantes, edulcorantes, umectantes, agentes antiaglomerantes,
acidulantes, dentre outros. O uso destes aditivos estd legalizado na Unido Europeia
(EU) pelo Regulamento Europeu 1333 /2008 [223].
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Nesta seccdo, em particular, sdo relevantes os aditivos com as fungdes de
conservar e evitar a oxidagdo dos alimentos, tendo em conta que os primeiros inibem
o desenvolvimento microbiano, enquanto os demais aumentam a vida de prateleira
por inibir as reagfes de oxidacdo através da estabilizacdo de radicais livres. Os
acidulantes possuem especial interesse por reduzirem o pH e, consequentemente,
afetarem as atividades enzimadticas extracelulares e o metabolismo microbiano. Por
tim, os gelificantes, espessantes e edulcorantes tém capacidade de alterar a 4, dos

alimentos, interferindo também de forma moderada no desenvolvimento microbiano
[224].

No geral, o pH de um alimento pode ser um indicativo da sua perecibilidade.
Alimentos como frutas, alguns vegetais, laticinios e outros produtos fermentados
costumam ter o pH baixo o suficiente (pH < 4,6) para evitar a contaminagdo pela
maioria das bactérias. A maioria das carnes, frutos do mar, ovos e leites crus possuem
um pH mais para préximo do neutro (pH > 5,6), tornando-os especialmente suscetiveis
ao desenvolvimento de bactérias deteriorantes e patogénicas. Os vegetais tém valores
de pH intermedidrios e, em alguns casos, também elevados, sendo mais propensos a
deterioragdo bacteriana [224].

Em geral, as bactérias heterotréficas tendem a ser menos tolerantes a dcidos em
comparagdo com os demais microrganismos alimentares comuns. Um pH de 4,5 é
especialmente importante porque esse valor é abaixo do qual Clostridium botulinum
deverd ter o seu crescimento inibido. Por essa razdo, muitos alimentos tratados
termicamente em recipientes herméticos precisam ter o seu pH corrigido para evitar a
proliferacdo de esporos botulinicos. Abaixo de um pH de 4,2, a maioria dos outros
microrganismos alimentares produtores de toxinas sdo bem controlados, excetuando-
se as bactérias dcido-lacticas e vdrias espécies de leveduras e bolores [224].

Muitos dcidos organicos lipofilicos fracos atuam sinergicamente com valores
baixos de pH na inibi¢do do crescimento microbiano. Assim, dcidos como o
propidnico, o sérbico e o benzoico sdo particularmente tteis enquanto conservantes
alimentares. Enquanto os dcidos inorganicos sdao usados em quantidades discretas, os
dcidos organicos sdo utilizados em maior concentracdo, principalmente como
acidulantes (4cido citrico, malico, tartérico, ldctico, acético, etc.). Os efeitos inibidores
combinados do pH e da a, na sobrevivéncia dos microrganismos sdo notoriamente
aditivos [224].

O modo de acdo do principais grupos de dcidos pode ser resumido como: acidos
fortes, que baixam o pH externo, mas ndo conseguem penetrar a membrana celular;
acidos fracos, que sdo lipofilicos e conseguem atravessar as membranas; ides
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potenciados por dcidos, tais como carbonato, sulfato e nitrato, que sdo potentes
inibidores em pH baixo [224].

Enquanto o pH interno do microrganismo permanecer estavel, o efeito do pH
externo na taxa de crescimento deve ser devido a inativacdo de uma ou mais atividades
enzimdticas essenciais presentes nas camadas externas da célula, ou ainda a reducdo
dos sistemas de transporte de ides e nutrientes essenciais. Na maioria dos
microrganismos, um pH citoplasmatico préximo da neutralidade é essencial para o
seu crescimento. Ao nivel intracelular, alguns dcidos em altas concentrag¢des (abaixo
do ponto isoelétrico) podem promover a desnaturacdo de proteinas e danificar o
cédigo genético (dcido desoxirribonucleico ou ADN) [224].

Determinadas das enzimas degradadoras dos alimentos podem ser inibidas ou
inativadas, muitas vezes em conjunto com tratamentos térmicos, através da reducao
do pH: por exemplo, a lipoxigenase que catalisa a oxidacdo dos dcidos gordos
insaturados, gerando compostos de aroma responsaveis por alguns off-flavors ou as
polifenoloxidases (PPO) que provocam o escurecimento enzimdtico em alimentos
processados [224].

O pH também pode afetar muitas propriedades organoléticas, tais como cor,
sabor e textura dos alimentos.

Por fim, o pH de alguns alimentos pode ser controlado através da incubagdo com
bactérias dcido-lacticas e bactérias acéticas que produzem através da fermentagéo,
respetivamente, dcido ldctico e acético [224].

3.1.5.1.3.1 Outros Conservantes Quimicos

Além da adigdo de sal, agiicar e do fumo, preservativos “tradicionais”
anteriormente mencionados, existe uma lista extensa de outros adjuvantes quimicos
que podem ser aplicados na preservagdo de alimentos, dos quais se destacam: [221]

= Diéxido de enxofre e sulfitos: apenas o diéxido de enxofre livre é ativo, podendo
facilmente ser removido por fervura. O diéxido de enxofre é eficaz contra
bactérias, leveduras e bolores. Em pH muito elevado ele perde a atividade
antimicrobiana. O diéxido de enxofre e os sulfitos sdo utilizados como
antimicrobianos, principalmente no vinho, sumos, concentrados e polpas de
fruta, mas sdo também utilizados pelos seus efeitos antioxidantes e de prevengao
das reacdes de escurecimento numa variedade de outros alimentos.

- Nitratos e nitritos: Os nitratos vém sendo utilizados em produtos de carne, peixe
e nos queijos durante muitos séculos. Nos queijos duros, tém sido utilizados para
evitar o inchago desses pela agdo de bactérias formadoras de gds. A principal
razdo para a sua inclusdo em enchidos e outros produtos de charcutaria foi a sua
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capacidade de fixar a cor vermelha da carne (reage com a mioglobina), embora
ao mesmo tempo exercessem uma valiosa atividade antimicrobiana contra o
Clostridium botulinum. As propriedades, de preservacao e fixagdo da cor, devem-
se aos nitritos formados pela reducdo dos nitratos e ndo aos nitratos
propriamente ditos. A eficdcia antimicrobiana dos nitritos é mais forte a um pH
baixo e é, aparentemente, devida a formacao de dcido nitroso. Suspeita-se que os
nitritos reajam com aminas secunddrias e tercidrias, nos alimentos ou no trato
gastrointestinal, para formar nitrosaminas, compostos altamente carcinogénicos.

- Diéxido de carbono (CO,): estudos confirmam que o diéxido de carbono atua
sobre uma vasta gama de bactérias, leveduras e bolores. O CO, parece inativar os
microrganismos direta e indiretamente — através da privacdo das células de um
fornecimento adequado de oxigénio — uma vez que 0s microrganismos
anaerdbicos sdo também afetados pelo diéxido de carbono.

= Etanol: em concentragbes suficientemente elevadas (60 -70%), o etanol é
utilizado como desinfetante e mata microrganismos de todos os tipos,
desnaturando as suas proteinas chave. No entanto, verificou-se que tem efeitos
antimicrobianos também em concentra¢des mais baixas na faixa dos 5% a 20%.
Diferentemente do que ocorreu no passado, atualmente, a utilizagdo de etanol no
processamento de alimentos como conservante é extremamente limitada,
estando relegada aos produtos alimentares de cariz mais tradicional.

3.1.5.1.3.2 Antioxidantes

Existem vdrios tipos de rango associados a gorduras, 6leos e alimentos
gordurosos, nem sempre relacionados com reagdes de oxidagdo. Os tipos de ranco
mais importantes sdo: lipolitico devido principalmente as lipases; oxidativo devido a
autoxidagdo e oxidagdo enzimaética; “reversdo do sabor” devido a oxidagao, clivagem
e rearranjo; ceténico devido a beta-oxidagdo e descarboxila¢do enzimadtica. A percecao
sensorial do rango deve-se a presenga de substancias voldteis com 3 a 12 4tomos de
carbono; vdrias classes de compostos sdo ativas na rancificacdo, tais como aldeidos,
cetonas, dlcoois ou até mesmo hidrocarbonetos [226].

Os 4cidos gordos polinsaturados (PUFAs) sdao os componentes menos estaveis
dos alimentos, sendo facilmente atacados pelo oxigénio do ar. A temperaturas mais
elevadas, os dcidos gordos saturados, como a gordura do leite e os 6leos de palma,
também sdo oxidados. As suscetibilidade de outras substancias contendo uma cadeia
de hidrocarbonetos — por exemplo, terpenos superiores como carotenoides, esteréis e
terpenos menores presentes nos 6leos essenciais — sdo frequentemente subestimadas
na sua contribui¢do para o rango total [226].
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Os hidroperéxidos, que sdo os produtos de reagdo primdria mais importantes,
podem decompor-se, mesmo a temperatura ambiente, formando radicais livres que
iniciam uma nova cadeia de reagdes oxidativas. Por conseguinte, é aconselhével
adicionar substancias que estabilizem os hidroperéxidos na matriz alimentar. Os
hidroperc’)xidos de PUFAs ndo tém odor ou sabor particular, mas sdo facilmente
clivados na liga¢do dupla adjacente ao grupo hidroperoxidico, resultando na formagéo
de vdrios compostos voldteis de baixo peso molecular. Apenas os produtos de
oxidagdo secunddria conferem o sabor rangoso as gorduras e aos 6leos oxidados. O
rango pode ser limitado diminuindo a temperatura de armazenamento, o acesso ao
oxigénio e o grau de insaturagdo da fragdo lipidica. Quando a aplicagdo de nenhum
dos métodos acima referidos é possivel ou satisfatéria, a melhor forma de controlar o
rango é através da adi¢do de antioxidantes. Os antioxidantes formam ligagdes quimicas
com os hidroperéxidos lipidicos, inibindo assim a sua decomposi¢ao em radicais livres
[226].

Muitos derivados de compostos fendlicos, de sintese quimica, sdo ativos
enquanto antioxidantes. Contudo, apenas alguns, sdo aprovados para a estabilizagdo
alimentar. Os antioxidantes sintéticos mais importantes sdo: hidroxitolueno butilado
(BHT, do inglés Butylated hydroxytoluene), hidroxianisol butilado (BHA, do inglés
Butylated hydroxyanisole), butilhidroquinona tercidria (DBHQ, do inglés Tertiary
butylhydroquinone), galato de propilo (PG, do inglés Propyl gallate), galato de octilo (OG,
do inglés Octyl gallate) e galato de dodecila (DG, do inglés Dodecyl gallate) [226].

A maioria dos antioxidantes naturais sdo também compostos fendlicos presentes
em muitos produtos alimentares. Os tocoferdis (vitamina E) sdo os antioxidantes mais
comuns, uma vez que estdo presentes, pelo menos em vestigios, em quase todos as
matérias-primas. [226].

Muitos compostos derivados de aminodcidos podem também suprimir a
atividade dos radicais livres Jd os compostos sinergéticos aos antioxidantes sdo
substancias que ndo tém atividade prépria, mas que podem aumentar a atividade de
um antioxidante. Os sinergéticos mais frequentemente utilizados sdo os dacidos
inorganicos polivalentes (por exemplo, dcido fosférico) ou dcidos organicos. [226].

Os i0es metdlicos de valéncia transitéria, tais como cobre, ferro, cobalto, cromio
ou manganés sdo pré-oxidantes muito ativos. Quantidades vestigiais de metais livres
sdo suficientes, em alguns casos, para promover eficazmente a autoxidagdo. Muitas
substancias que se encontram presentes nos alimentos enquanto componentes
naturais — especialmente em matérias vegetais, tais como fitatos, fosfolipidos e oxalatos
— sdo capazes de se ligar a metais e inibir a degradacdo, mas ndo de evitd-la
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completamente. A atividade quelante depende do valor do pH, da a, e de outros
fatores do meio [226].

3.1.5.1.4 Conservantes Naturais

Para satisfazer os critérios dos consumidores — que, de uma maneira geral,
possuem aversdo aos conservantes quimicos — a industria alimentar pds-se a procura
de novas alternativas mais naturais, muitos dos quais desempenham um papel
importante nos sistemas de defesa natural ou de competicdo dos organismos vivos,
que garantam a seguranca dos seus produtos ao longo de toda cadeia de fornecimento.
Em geral, as ervas e especiarias e seus vdrios constituintes antimicrobianos sdo
“geralmente reconhecidos como seguros” (GRAS) [225].

Os conservantes naturais podem ser agrupados em categorias consoante a sua
origem, porém, aqueles provenientes de plantas ou de microrganismos sdo os que
possuem maior aplicagdo prdtica no contexto atual. No caso das plantas, para além de
alguns 4cidos organicos cuja fungdo é a de regular o pH dos alimentos, existem ainda
titoalexinas, compostos fendlicos, terpenos e alguns componentes dos 6leos essenciais
que tém fungdes antimicrobianas. No caso dos compostos microbianos, destacam-se
as bactérias dcido-lacticas (LAB) que sdo capazes de ndo somente acidificar o meio,
como também de produzir biopreservativos como as bacteriocinas [225].

As LAB podem produzir tanto compostos antimicrobianos com um espetro de
inibigdo relativamente amplo (isto é, dcidos organicos e peréxido de hidrogénio) como
compostos com um espetro antimicrobiano bastante estreito, chamados de
bacteriocinas. A utilizagdo das LAB é possivel através da aplicagdo do organismo
produtor como uma cultura protetora, confiando na sua proliferacdo e consequente
competi¢do com os demais microrganismos. De qualquer maneira, as LAB podem ser
aplicadas, em conjunto com outros obstdculos, para suprimir o crescimento de
patogénios Gram-positivos importantes [225].

Os O6leos essenciais consistem genericamente de uma misturas de ésteres,
aldeidos, cetonas e terpenos. Compostos como os monoterpenos volateis e aldeidos
podem ser utilizados como conservantes alimentares, deixando uma quantidade
insignificante de residuos. Em alguns estudos, foram obtidos resultados contraditérios
devido a componentes especificos da matriz alimentar, tais como proteinas e gorduras,
que imobilizam e antagonizam com os componentes do 6leo essencial. Considerando
qualquer aplicacdo dos 6leos essenciais, é preciso salientar que podem ocorrer grandes
variagdes no rendimento e na composicdo das substancias ativas. Uma solugdo para
esta questdo é a de aplicar métodos de refinagdo a fim de padronizar as concentragdes
de compostos, embora isso possa envolver barreiras regulamentares [225].
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3.2 Ensaio de Conserva¢ao | Materiais e Métodos

3.2.1 Ensaio de Conservac¢ao | Processamento das Matérias-primas

As matérias-primas usadas no ensaio foram preparadas consoante o protocolo
descrito na Secg¢ao 2.2.1, sendo selecionadas para o presente ensaio as algas: “alface-
do-mar” (Ulva lactuca; Chlorophyta), “erva-patinha” (Porphyra umbilicalis;
Rhodophyta), e as algas castanhas (Phaeophyceae) “wakame” (Undaria pinnatifida),
“limo corriola” (Saccorhiza polyschides) e “bodelha” (Fucus vesiculosus).

Todas as algas foram processadas pelas seguintes técnicas de conservacao:
congelamento, salga, secagem e liofilizagdo. Apés o fim do processamento e
armazenagem, o peso seco das amostras foi auferido de acordo com a metodologia
descrita na Secc¢ao 2.1.2. No dia anterior as andlises, as amostras foram novamente
congeladas em azoto liquido, trituradas imediatamente em um moinho para gréos,
sendo de seguida transferidas para sacos de vdcuo e armazenadas numa arca
congeladora (-45 °C).

3.2.1.1 Congelamento (Controlos)

Assim que chegaram a FCT NOVA, as algas marinhas foram pesadas (100 + 1 g)
e envasadas em sacos de poliamida/ polietileno (PA /PE, dimensdes 300 x 400 mm, 90
um de espessura) [Sammic, Espanha] com 99% de vdcuo. Em seguida, as mesmas
foram congeladas em azoto liquido e conservadas a -45 °C até posterior andlise.

3.2.1.2 Salga

As algas marinhas foram pesadas (100 + 1 g) em duplicado e misturadas com 40%
de cloreto de sédio (NaCl) [sal marinho rustico, Vatel, Portugal]. Em seguida, as
mesmas foram envasadas em sacos de PA/PE (300 x 400 mm x 90 pm) com 95% de
vacuo, sendo armazenadas a 4 °C por 30 dias. Apds esse periodo, as amostras foram
dessalgadas (100 g/L de dgua ultrapura) por 4 min, secas numa centrifugadora para
saladas por 60 s e postas entre duas folhas de papel filtro (tamanho A4) por cerca de
10 min para remover o excesso de humidade. Por fim, as amostras foram
imediatamente congeladas em azoto liquido, sendo as mesmas conservadas em sacos
com 99% de vacuo dentro de uma arca congeladora (-45 °C) até posterior andlise.
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3.2.1.3 Secagem

As algas marinhas foram pesadas (200 + 1 g) e transferidas para tabuleiros tipo
GastroNorm (GN Y;) forrados com papel-filtro. Em seguida, as mesmas foram secas
numa estufa [Modelo TS 9135, Termaks / Nordic Labtech, Suécia] com conveccdo a
60 °C por 12 h. Depois de arrefecerem, as algas secas foram envasadas em sacos de
PA/PE (300 x 400 mm x 90 um), sendo armazenadas por 30 dias a temperatura
ambiente (20 +£2 °C) e sob o abrigo da luz. Apés esse periodo, as amostras foram
reidratadas (15 g/L de dgua ultrapura) por 8 min, secas em uma centrifugadora para
saladas por 60 s e postas entre duas folhas de papel filtro (tamanho A4) por cerca de
10 min para remover o excesso de humidade. Por fim, as amostras foram
imediatamente congeladas em azoto liquido, sendo as mesmas conservadas em sacos
com 99% de vacuo dentro de uma arca congeladora (-45 °C) até posterior andlise.

3.2.1.4 Liofilizagao

As algas marinhas foram pesadas (200+1g) e transferidas para bandejas
forradas com papel-filtro. Em seguida, as mesmas foram congeladas e secas em um
liofilizador de bancada [Modelo CoolSafe Basic 4L, LaboGene, Dinamarca] acoplado a
uma bomba de vdcuo [Modelo Ilmvac P4Z, WELCH, Alemanha] por 48 h. Terminado
o processo de liofilizacdo, as algas secas foram envasadas em sacos de PA/PE
(300 x 400 mm x 90 um), sendo armazenadas por 30 dias a temperatura ambiente
(20 £2°C) e sob o abrigo da luz. Apds esse periodo, as amostras foram reidratadas
(15 g/L de dgua ultrapura) por 8 min, secas numa centrifugadora para saladas por 60 s
e postas entre duas folhas de papel filtro (tamanho A4) por cerca de 10 min para
remover o excesso de humidade. Por fim, as amostras foram imediatamente
congeladas em azoto liquido, sendo as mesmas conservadas em sacos com 99% de
vdcuo dentro de uma arca congeladora (-45 °C) até posterior andlise.

3.2.2 Anadlise dos Compostos Organicos Volateis (GC-TOF-MS)

A preparagdo das amostras e andlises foram realizadas usando o mesmo
protocolo descrito na Secg¢do 2.2.3, excetuando-se o calculo da razdo de impacto do
odor (OIR) que néo foi realizado para o presente ensaio.

3.2.3 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o programa RStudio, versdo
2022.2.1.461 [95], usando ANOVA de 1 fator (para os tratamentos) totalmente
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causalizados, seguida pelo teste post-hoc de Tukey HSD. Todos os residuos das séries
de dados foram testados para normalidade, simetria, curtose e homocedasticidade. A
referéncia para o nivel de significancia estatistica dos testes foi a = 5%. Para identificar
quais VOCs contribuiram mais significativamente para a caracterizacdo das amostras
em termos de voldteis, foi realizada a Andlise de Componentes Principais (PCA)
usando o software estatistico The Unscrambler® X, versao 10.5.46461.632 [228].

3.3 Apresentacao e Discussao dos Resultados

3.3.1 Analise dos Compostos Organicos Volateis

O gréfico de scores (pontuagdo) da Andlise de Componentes Principais (PCA)
para as cinco algas tratadas por secagem, liofilizagdo e salga, além do controlo (alga
fresca), estd apresentado na Figura 3.3. Neste, observa-se que o primeiro componente
principal (PC-1), ao longo do eixo de X (horizontal), explica 74% da variagdo nos dados,
enquanto o segundo componente principal (PC-2), ao longo do eixo de Y (vertical),
representa 20% da variagdo. Conjuntamente, ambos os PCs explicam 94% da variagdo
total nos dados, o que € bastante expressivo.

Note-se que foi possivel reunir as diferentes algas marinhas em grupos distintos,
o que sugere que os perfis de VOCs sdo mais semelhantes dentro da mesma espécie
de alga. No entanto, em algumas algas marinhas houve uma dispersdo de alguns
tratamentos, o que pode indicar que ocorreu um impacto significativo sobre os VOCs
de acordo com as técnicas de conservagdo aplicadas.

Em relacdo aos tratamentos, € possivel generalizar que as amostras secas tendem
a estar mais afastadas das frescas, ao passo que, em muitos casos, a salga, seguida da
liofilizac¢do, agrupam-se mais préximas dos controlos. Dessa maneira, pode-se concluir
que o tratamento térmico é aquele que mais promove mudangas mais acentuadas no
perfil de aroma das algas marinhas.

90



Figura 3.3 Gréfico de scores da PCA dos VOCs de todas as macroalgas analisadas por
GC-TOEF-MS (frescas e conservadas por secagem, liofilizagdo e salga)

O sufixo FRESH representa as amostras frescas (controlo), DRY as amostras secas,
LYO as amostras liofilizadas e SALT as amostras salgadas.

Em Undaria pinnatifida (UP), percebe-se que as amostras variaram bastante com
o tratamento, com a amostra fresca (UP_FRESH) situando-se distante das demais,
indicando um perfil de VOCs distinto para cada tratamento. Além disso, o tratamento
que pareceu ter modificado com mais intensidade o perfil de aroma foi a secagem em
estufa (UP_DRY). Em Gracilaria gracilis (GG), as amostras igualmente apresentaram
alguma dispersdo, o que sugere que o perfil de VOCs também mudou
consideravelmente com cada tratamento, excetuando-se a salga (GG_SALT) que
situou-se préxima da alga fresca (GG_FRESH). Mais uma vez, o processo de secagem
mostrou ser o que mais influenciou o perfil aromdtico, desta vez de G. gracilis.

Ja em Fucus vesiculosus (FV), os tratamentos ndo pareceram afetar de maneira tao
significativa os VOCs, sendo que o mesmo ocorreu para Codium tomentosum (CT) e
Chondracanthus teedei var. lusitanicus (LU). Enquanto a amostra salgada de
F. vesiculosus (FV_SALT) foi aquela que mais se distanciou do controlo (FV_FRESH),
em C. tomentosum os trés tratamentos (DRY, LYO e SALT) pareceram afastar-se de
forma equidistante da alga fresca (CT_FRESH), havendo ainda uma sobreposi¢do
desses tratamentos. Finalmente, em C. teedei var. lusitanicus, a amostra seca (LU_DRY)
destacou-se ndo somente do controlo (LU_FRESH), como também dos tratamentos de
salga (LU_SALT) e liofilizacao (LU_LYO), sendo que estas duas tltimas técnicas de
conservacdo estavam muito préximas da alga fresca, com destaque para a amostra
salgada.
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Para resumir, este PCA ilustra que o perfil de VOCs nas algas ¢é

significativamente influenciado pelo tipo de tratamento pds-colheita. Isso pode ser titil

para entender como os processos de armazenamento e conservacdo podem afetar as

propriedades quimicas e potencialmente as propriedades sensoriais ou nutricionais

das algas. Uma andlise mais detalhada dos loadings especificos dos VOCs e de como

eles contribuem para a separagdo no PCA faz-se, dessa forma, necessdria para uma

melhor compreensdo das mudancas ao nivel dos compostos quimicos.

3.3.1.1 Undaria pinnatifida (Phaeophyceae)

Em U. pinnatifida (Figuras 3.4A e B), o eixo horizontal (PC-1) explica a maior parte

da variagdo (93%), o que sugere que ele é o fator predominante para diferenciar as

amostras. O eixo vertical (PC-2) representa apenas 4% da variacao total.
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Figura 3.4 PCA da alga U. pinnatifida: [ A ] Gréfico bi-plot de PC-1 vs. PC-2 contendo os
scores e loadings; [ B | Gréfico de loadings das varidveis de PC-1 vs. PC-2 (zoom).
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Na Figura 3.4A, as varidveis (VOCs), mostradas a vermelho, estdo concentradas
perto do ponto de origem de PC-1, com uma dispersao significativa ao longo do eixo
PC-2. Isto pode indicar que a maioria dos VOCs apresentou um padrdo consistente
entre as diferentes amostras, com algumas variagdes mais acentuadas em fungdo do
tratamento aplicado, o que foi capturado pelo PC-2.

As varidveis que estdo proximas de UP_SALT podem ser VOCs que sdo
influenciados pela salinidade ou desidratagdo osmética; aquelas préximas de UP-DRY
devem ser as mais afetadas pelo calor e consequente diminui¢do do teor de dgua; os
VOCs relacionados com UP_LYO podem ter sofrido alteracdes pela atmosfera em
vacuo (diminui¢do) ou até mesmo pela concentragdo dos analitos (aumento), enquanto
aqueles que estdo préximos de UP_FRESH podem ser VOCs que sdo predominantes
ou exclusivos da alga em seu estado fresco. O pentadecano (cédigo 629629), localizou-
se distante do cluster central, situando-se mais préoximo de UP_DRY e UP_LYO, o que
deve indicar que este composto é excecionalmente afetado por estas técnicas de
conservacao.

De facto, ao observar-se a Tabela 3.4, é possivel notar que a secagem, seguida da
liofilizagdo, sdo os tratamentos que mais aumentaram a concentracdo de pentadecano
em relagdo ao controlo, possivelmente por concentragdo. Em sentido oposto, hd o
heptadecano (cédigo 629787) que diminuiu com os 3 tratamentos e com mais
intensidade em UP_SALT e UP_LYO. Apesar da grande variagdo desses
hidrocarbonetos, especialmente do pentadecano, com odor suave e quase inodoro, o
seu impacto no perfil de aroma de U. pinnatifida parece ser negligenciavel devido a sua
baixa volatilidade e aos elevados limiares de odor dos hidrocarbonetos saturados de
cadeia longa, conforme foi discutido no Capitulo 2.

Os élcoois 1-hexanol (cédigo 111273) e um dos isémeros de 3-hexen-1-ol (cédigo
544127) apresentaram comportamentos semelhantes com pouca varia¢do observada
de UP_DRY e UP_LYO e um aumento considerdvel de UP_SALT em relacdo a
UP_FRESH. Em contrapartida, o 1-octen-3-ol (c6digo 3391864), um dlcool que possui
aroma semelhante ao de cogumelos, ndo pareceu alterar-se muito com a salga,
enquanto UP_DRY e UP_LYO apresentaram uma redugao consideravel. Além disso,
1-hexanol e 3-hexen-1-ol apresentam limiares de odor relativamente altos (1.410 e 850
ug/kg, respetivamente), enquanto 1-octen-3-ol possui um limiar de 8,5 ug/kg e parece
contribuir de maneira mais relevante para o perfil de aroma de U. pinnatifida.
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Tabela 3.4 Principais VOCs responsaveis pela variacdo nas amostras processadas de U. pinnatifida de acordo com a PCA

Compostos Estrutura® Descritores?! Fresca Seca Liofilizada Salgada
Pentadecano
NN Aroma suave, quase inodoro, que lembra a

AS# 629-62- / ¢
I(j' S 6d9 6d ? N/A Cy:Hs combustivel (gasolina, querosene, etc.).* 5987 66,94% 29,40% 20,07%

imiar de odor:
1-Hexanol P z ’1 f 1 f d

Ho S ungente, etéreo, Oleo fusel, trutado e
CAS# 111-27-3 alcodlico, doce com uma nota de topo 0,58% 0,32% 1,76% 7,81%
Limiar de odor: 1.410 ug/kg O verde.
Heptadecano
NN Aroma suave, quase inodoro, que lembra a

CAS# 629-78-7 / !
Limiar de odor: N/A CyH,, combustivel (gasolina, querosene, etc.).* 844%  3,35% 0,60% 0,32%

imiar de odor:
1-Octen-3-ol W
CAS# 3391-86-4 oH S;’fr‘:;cegos terroso, verde, oleoso, vegetal g o 5 4se 4509, 11,30%
Limiar de odor: 8,5 ug/kg CsH;60 ’
3-Hexen-1-o0l (isémero)

I e N
CAS# 544-12-7 Verde, folhoso. 0,45% 0,05% 0,30% 3,25%
C6H120

Limiar de odor: 850 ug/kg

20 Criado em ChemDraw 22.2.0.
2 Referéncias: The Good Scents Company [94]; Anselmi ef al. [138] para os hidrocarbonetos saturados.
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Tridecanal
CAS# 10486-19-8

Fresco, limpo, aldeidico, ceroso, com notas
que lembram a sabéo, flor de citrinos e 6,07% 0,15%

6,70% 1,62%

Limiar de odor: 40 ug/kg Ci3Ha0 casca de toranja.

Hexanal PN Verde, gorduroso, folhoso, vegetal,

CASH# 66-25-1 frutado e limpo com nuances 3,35% 0,84% 5,48% 0,61%
CsHiO amadeiradas.

Limiar de odor: 30 ug/kg

(2E)- Octenal
CAS# 2548-87-0
Limiar de odor: 3,5 ug/kg

C8H14O

Fresco, pepino, gorduroso, verde, herbal,

banana, ceroso, folhoso. 2,85% 0,48%

1,19% 3,77%

Em relagdo aos aldeidos, a PCA destacou os VOCs tridecanal (cédigo 10486198), hexanal (c6digo 66251) e (2E)-octenal (cédigo
2548870), todos com limiares de odor baixos, em particular, no caso deste tltimo composto. Destaca-se ainda UP_DRY que parece perder
(por evaporacdo) grande parte desses VOCs, enquanto os demais tratamentos possuem efeitos ambiguos.

Essas informacdes sdo tteis para compreender como diferentes métodos de processamento podem afetar o perfil de compostos
voldteis em algas, o que por sua vez pode influenciar o sabor, o aroma e, potencialmente, as propriedades nutricionais do produto final.

Nota-se que o processamento por secagem tende a concentrar o pentadecano significativamente, enquanto o processamento por
salga parece concentrar o 1-hexanol e 0 3-hexen-1-ol (isémero). A liofilizagdo, por outro lado, parece preservar uma variedade mais ampla
de compostos em comparagdo com os demais tratamentos, seguida da salga.
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3.3.1.2 Fucus vesiculosus (Phaeophyceae)

Para F. vesiculosus, os VOCs que parecem explicar melhor as varia¢des no perfil
de aroma foram evidenciados pela PCA (Figura 3.5A e B) e estdo listados na Tabela
3.5. Na Figura 3.5A, é possivel observar que o eixo horizontal (PC-1) captura 84% da
variacdo nos dados, o que indica que a maior parte das diferengas entre as amostras é
explicada por este componente. O eixo vertical (PC-2) representa apenas 11% da
variacdo, fazendo com que ambas as componentes da PCA consigam explicar
conjuntamente 95% da variagdo total nos VOCs.

[A]

[B]

Figura 3.5 PCA da alga F. vesiculosus: [ A ] Gréfico bi-plot de PC-1 vs. PC-2 contendo os
scores e loadings; [ B | Gréfico de loadings das varidveis de PC-1 vs. PC-2 (zoom).

O distanciamento dos 3 tratamentos em quadrantes distintos parece implicar
uma alteragdo importante ao nivel dos VOCs, com a secagem sendo o processamento
que menos impactou no perfil de aroma em relagdo ao controlo. H4 alguns pontos
dispersos (varidveis) mais afastados, como aqueles codificados com 629629, 104767,
3391864 e 1048618, que representam pentadecano, 2-etil-1-hexanol, 1-octen-3-ol e
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tridecanal, respetivamente, e sdo altamente influenciados por um ou mais métodos de
tratamento.

Ao olhar para Tabela 3.5, nota-se que o pentadecano se destaca como o composto
presente em maior abundancia, com uma ampla margem frente aos demais. Além
disso, salienta-se que na PCA quanto mais distante os tratamentos se encontram do
pentadecano, maior é a diminui¢do observada na concentra¢do: de 83,586% para
80,094% em FV_DRY, para 74,691% em FV_LYO e para 69,230% em FV_SALT. Quanto
aos demais hidrocarbonetos destacados, 1-dodeceno e tridecano, ambos foram
identificados somente nas amostras liofilizadas, sendo que o hidrocarboneto saturado

também foi encontrado em baixa concentracdo (0,215%) na amostra salgada e ndo foi
detetado em FV_FRESH e FV_DRY.

O 2-etil-1-hexanol teve sua maior presenca na amostra liofilizada (4,036%) e foi
notado na amostra salgada (0,142%) numa concentragdo préxima a do controlo
(0,160%), ao passo que o 1-octen-3-ol apresentou o comportamento oposto, isto é, foi
mais abundante na amostra salgada (4,933%) e menos na liofilizada (2,228%). O 1-
hexanol, também presente em U. pinnatifida, apresentou o mesmo comportamento
observado anteriormente, ndo sendo detetado em FV_DRY.

Relativamente aos aldeidos tridecanal e (2E)-hexenal, ambos seguiram a mesma
tendéncia de diminuir para cerca da metade nas amostras secas, possivelmente por
evaporagdo, e de aumentar consideravelmente nas algas liofilizadas e salgadas,
especialmente no caso do tridecanal (de 0,258% em FV_FRESH para 4,816% e 4,757%,
respetivamente).

O acetato de hexilo s6 foi detetado nas amostras liofilizada (1,066%) e salgada
(0,367%). Este éster de aroma verde, frutado e doce, com notas de banana, maca e pera,
possui um limiar de odor bastante baixo (0,08 ug/kg), o que leva a crer que este pode
ter alguma participacdo no perfil das amostras onde foi detetado, especialmente no
caso da alga liofilizada.
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Tabela 3.5 Principais VOCs responsaveis pela variagdo nas amostras processadas de F. vesiculosus de acordo com a PCA

Compostos Estrutura® Descritores * Fresca Seca Liofilizada Salgada

Pentadecano

Y Y S N N NN i
CASE 629-62-9 Aroma suave, quase inodoro, que lembra a

83,586% 80,094%  74,691%  69,230%

combustivel (gasolina, querosene, etc.).
Limiar de odor: N/ A CisHa 8 a
1-Hexanol, 2-etil \/(/\/
CAS# 104-76-7 Ho Citrico, fresco, floral, oleoso e doce. 0,160% 0,302% 4,036% 0,142%
Limiar de odor: 732,5 ug/kg CsH 50
1-Octen-3-ol W
CAS# 3391-86-4 o Eic;ggtil?;elos, terroso, verde, oleoso, vegetal e 2866% 3,987% 2 208% 4,933%
Limiar de odor: 8,5 ug/kg CsH;60 '
Tridecanal W Fresco, limpo, aldeidico, ceroso, com notas
CAS# 10486-19-8 que lembram a sabdo, flor de citrinos e casca  0,258% 0,112% 4,816% 4,757%
Limiar de odor: 40 ug/kg Ci5Hz60O de toranja.
(2E)- Hexenal PN Pungente e penetrante, verde, folhoso,
CASH# 6728-26-3 fresco, limpo, frutado com nuances herbaise 1,772% 0,815% 2,261% 3,875%
Limiar de odor: 88,7 ug/kg CeHO picantes.

22 Criado em ChemDraw 22.2.0.
2 Referéncias: The Good Scents Company [94]; Yeh et al. [388] para “1-Dodeceno”; Anselmi et al. [138] para os hidrocarbonetos saturados.
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1-Hexanol

NN A 4

CAS# 111-27-3 HO Punggnte, etéreo, Oleo fusel, frutado e 0487% N/D 1,699% 2 203%

CH,,0 alcodlico, doce com uma nota de topo verde.
Limiar de odor: 1.410 ug/kg
Acetato de hexilo 0
CAS# 142-92-7 )J\O/\/\/\ Verde, frutado, doce, ~gorduroso, fresco, com N/D N/D 1,066% 0,367%

notas de banana, maga e pera.
Limiar de odor: 0,08 ug/kg CsHiO;
1-Dodeceno
= .
CAS# 112-41-4 Ar}on.la suave e agraddvel que lembra a N/D N/D 0,766% N/D
o CH,, plastico.
Limiar de odor: N/A
Tridecano
N VNN 1

CASE 629-50-5 Aroma s?ave, quas.e inodoro, que lembra a N/D N/D 0,870% 0,215%

CysHoe combustivel (gasolina, querosene, etc.).

Limiar de odor: 42 ug/kg

Através desses dados, é possivel notar que a salga parece concentrar uma gama mais diversa de compostos — com aromas mais

intensos, tais como 1-octen-3-ol, tridecanal e (2E)-hexenal — seguida da liofilizacdo que foi responsavel ainda pelo aparecimento de trés

compostos ndo detetados no controlo (talvez pela sua baixa concentracdo inicial). Isso pode ser devido a remocao de dgua por osmose ou

a sua sublimacdo em condig¢Oes de vdcuo e baixa temperatura, o que pode preservar ou até mesmo concentrar certos compostos voldteis.

Pelo resultado da PCA a técnica de secagem parece ser a que melhor preserva as caracteristicas originais de F. vesiculosus, mesmo que, em

alguns casos, certos compostos aumentem por concentracdo, enquanto, em outros casos, estes reduzam para cerca de metade do valor

inicial, possivelmente devido a natureza térmica do processamento.
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3.3.1.3 Codium tomentosum (Chlorophyta)

Para C. tomentosum, os VOCs que parecem explicar melhor as variagdes no perfil
de aroma foram destacados pela PCA (Figura 3.6A e B) e estdo listados na Tabela 3.6.
Analisando-se a Figura 3.6A, pode-se perceber que o PC-1 representa 82% da variagdo
dos dados, enquanto o PC-2 representa apenas 16%, fazendo com que o modelo, no
total, explique 98% da variacao identificada.
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Figura 3.6 PCA da alga C. tomentosum: [ A ] Gréfico bi-plot de PC-1 vs. PC-2 contendo os
scores e loadings; [ B | Gréfico de loadings das varidveis de PC-1 vs. PC-2 (zoom).

Na mesma figura é ainda possivel notar que a amostra CT_FRESH aparece
isoladamente no canto esquerdo, entre os 3° e 4° quadrantes, o que implica que grande
parte da variacdo capturada pelo PC-1 parece advir das diferencas entre o controlo e
os demais tratamentos, indiscriminadamente. Além disso, tanto o heptadecano
(c6digo 629787) quanto o isémero de 8-heptadeceno (cdédigo 16369123) parecem ser os
compostos responsdveis por tais modificagdes detetadas. O PC-2 parece ter
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desempenhado um papel na discrimina¢do do impacto das trés diferentes técnicas de
conservagdo ao longo do eixo de Y, sendo que os compostos benzaldeido (cédigo
100527), 1-pentanol (cédigo 71410) e pentadecano (c6digo 629629) parecem relacionar-
se com os tratamentos CT_SALT, CT_LYO e CT_DRY, respetivamente.

Observando-se a Tabela 3.6, no grupo dos hidrocarbonetos, destacam -se os
compostos heptadecano, pentadecano e 8-heptadeceno (isémero 1). A medida que o
heptadecano diminuiu a sua concentra¢cdo nas amostras tratadas com técnicas de
conservagdo, o pentadecano e o 8-heptadeceno moveram-se em sentido contrdrio,
crescendo nas amostras tratadas. Salienta-se ainda que as concentragdes de
hidrocarbonetos nas amostras processadas assemelha-se para o heptadecano e o
8-heptadeceno, enquanto o pentadecano mostrou um crescimento ligeiramente mais
expressivo em CT_DRY, o que deve explicar o facto do PC-2 ter associado este
tratamento ao composto. Assim sendo, apesar da variagdo nesses compostos explicar
as diferencas notadas na PCA, na prética parece que esses compostos mais uma vez
nao devem ter impactado de forma tdo categdérica no perfil de aroma de C. tomentosum
dado que eles possuem odores suaves que mais se assemelham a off-flavors [147].

Em relacdo aos dlcoois, enquanto o l-pentanol aumentou nas amostras
processadas, 1-octen-3-ol diminuiu em CT_DRY e CT_LYO, crescendo
moderadamente em CT_SALT apenas. O posicionamento de 1-pentanol, préximo aos
tratamentos de secagem e liofilizagdo, deve ter ocorrido pelo facto deste ter aumentado
com mais intensidade nessas amostras.

Em relagdo aos aldeidos, observou-se que o benzaldeido se manteve estavel em
CT_DRY, enquanto cresceu substancialmente nas demais amostras (CT_LYO e
CT_SALT). J4 o (2E,4E)-heptadienal decresceu em concentragdo em todas as amostras
processadas, com menor intensidade em CT_SALT (de 1,516% para 1,210%) e com
maior expressdo em CT_DRY (0,159%) e CT_LYO (0,179%). Conforme foi visto no
Capitulo 2, os isémeros de 2,4-heptadienal, devido ao seu baixo limiar de odor (de 56
ug/kg para o caso de (2E4E)-heptadienal), parecem ser os compostos que mais
contribuem para o aroma das algas verdes estudadas, com suas notas verdes, frutadas,
pungentes e condimentadas.

Por fim, a a-ionona, que é um composto caracteristico das algas marinhas,
cresceu consideravelmente nas amostras secas e liofilizadas. Sabe-se que é normal
encontrar concentra¢des mais altas de algumas iononas em alimentos processados,
devido a degradacdo sofrida pelos carotenoides que da origem a este e outros
compostos tais como p-ionona, dihidroactinidiolida, sulcatona, etc. [25], [229]. A
a-ionona, devido ao seu baixo limiar de odor (4,64 ug/kg), deve contribuir de maneira

significativa para o aroma da alga C. tomentosum processada.
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Tabela 3.6 Principais VOCs responsaveis pela variagdo nas amostras processadas de C. tomentosum de acordo com a PCA

Compostos Estrutura* Descritores* Fresca Seca Liofilizada Salgada
Heptadecano Aroma suave, quase inodoro, que
CASH# 629-78-7 lembra a combustivel (gasolina, 69,925% 57,793%  57,899% 58,086%
Limiar de odor: N/ A CirHg querosene, etc.).
Benzaldeido O/\@
CAS# 100-52-7 f:rr;ea pungente, doce, améndoa amarga, ; voeo g 100 55059, 6,435%
Limiar de odor: 550 ug/kg CsH,cO .
Pentadecano o~~~ Aromasuave, quase inodoro, que
CASH# 629-62-9 lembra a combustivel (gasolina, 4,081% 10,290% 6,523% 6,064%
Limiar de odor: N/ A CisHa querosene, etc.).
8-Heptadeceno
(isomero 1) e N PN
CAS# 16369-12-3 CoIL, Terroso, musgo. 10,924% 15,648%  14,764% 14,766%
Limiar de odor: N/ A
1-Pentanol P £ d

o S ungente, termentado, com notas que
CAS# 71-41-0 lembram a pao, levedura, fusel e vinho,  0,794% 0,891% 2,265% 2,786%
CsH.,O semelhante a solvente.

Limiar de odor: 2.850 ug/kg

% Criado em ChemDraw 22.2.0.

» Referéncias: The Good Scents Company [94]; Selli et al. [147] para “8-heptadeceno”; Anselmi et al. [138] para os hidrocarbonetos saturados.
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a-Ionona
CAS# 127-41-3
Limiar de odor: 4,64 ug/kg

Doce, amadeirado, floral, violeta, orris
ou lirio, tropical, frutado com notas de 0,379% 1,725%
framboesa, amora, mirtilo, etc.

1,419% 0,643%

(2E,4E)- Heptadienal
CAS# 4313-03-5
Limiar de odor: 56 ug/kg

Gorduroso, verde, oleoso, aldeidico com
uma nuance vegetativa e notas de 1,516% 0,159%
especiarias.

0,179% 1,210%

1-Octen-3-ol
CAS# 3391-86-4
Limiar de odor: 8,5 ug/kg

Cngeo

Cogumelos, terroso, verde, oleoso,

. 1,040% 0,386%
vegetal e fingico.

0,597% 1,216%

Com base no que foi apresentado na Figura 3.3, a alga C. tomentosum pareceu ser uma das algas marinhas menos afetadas pelos

tratamentos aplicados. No entanto, ao analisar com maior detalhe o PCA da alga em separado (Figura 3.6A e B) percebe-se que em muitos

casos a liofilizagdo e a salga tendem a mover-se na mesma direcdo e a aumentar a participagdo, em concentragdes equivalentes, de

compostos com aromas mais suaves tais como o pentadecano, o 8-heptadeceno (isémero 1), o 1-pentanol e o benzaldeido. No entanto, a

secagem parece ser menos discriminatéria, possuindo efeitos diversos consoantes os VOCs investigados. Naqueles compostos com

aromas mais fortes e distintos (menor limiar de odor), tais como a-ionona, (2E,4E)-heptadienal e 1-octen-3-ol, foi observado que a técnica

de salga parece ser a que melhor preserva esses VOCs num patamar relativamente préximo da alga fresca. Dessa forma, a salga acaba por

de destacar como sendo a melhor técnica para conservacdo de C. tomentosum.
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3.3.1.4 Chondracanthus teedei var. lusitanicus (Rhodophyta)

Para C. teedei var. lusitanicus, os VOCs que parecem explicar melhor as variagées

no perfil de aroma foram salientados pela PCA (Figura 3.7A e B) e estdo listados na

Tabela 3.8. Examinando-se a Figura 3.7A, é evidente que o PC-1 explica uma grande

parcela da variagdo, com 88%, enquanto o PC-2 explica 11% da variagdo. Somados,

ambos os componentes descrevem 99% da variacao total dos dados.
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Figura 3.7 PCA da alga C. teedei var. lusitanicus: [ A ] Gréfico bi-plot de PC-1 vs. PC-2
contendo os scores e loadings; [ B | Gréfico de loadings das varidveis de PC-1 vs. PC-2
(zoom).

No gréfico bi-plot da PCA, também se pode observar que LU_FRESH e LU_SALT
estdo em extremos opostos no eixo PC-1, em relagdo a LU_DRY, enquanto LU_LYO

localiza-se no centro do gréfico, bastante préxima da origem do plano cartesiano. O

PC-1 parece explicar a variagdo entre o controlo e as amostras seca e liofilizada, ao

passo que o PC-2 consegue discriminar as diferencas entre as amostras fresca e
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salgada. Adicionalmente, parece que o heptadecano (cédigo 629787) e o benzaldeido
(cédigo 100527) sdo os principais compostos responsdveis pelas alteragoes
evidenciadas.

Ao mesmo tempo em que o heptadecano aumentou em todas as amostras
tratadas, o 1-pentadeceno diminuiu em LU_SALT e aumentou em LU_DRY e
LU_LYO. Além disso, ambos os hidrocarbonetos cresceram de maneira mais intensa
nas amostras desidratadas.

Em relacdo aos aldeidos, o benzaldeido mais uma vez aumentou na amostra
liofilizada (em cerca de 50%) e, com maior intensidade, na amostra salgada (em mais
de 3 vezes o valor inicial). Desta vez, porém, na amostra seca ele diminuiu de
concentracdo em cerca de 40% (de 4,291% para 2,509%). O (2E)-octenal manteve-se
relativamente estdvel em LU_SALT, aumentou ligeiramente em LU_LYO, ao mesmo
tempo em que diminuiu em quase 50% em LU_DRY. Este tltimo composto, dado o
seu baixo limiar de odor (3,5 ug/kg), parece impactar com mais intensidade no perfil
de VOCs da amostra desidratada.

A cetona 1-octen-3-ona possui um limiar de odor muito baixo (0,05 ug / kg), tendo
atributos aromdticos que remetem a cogumelos e vegetais. Este composto diminuiu
ligeiramente em todas as amostras processadas, com maior extensdo em LU_DRY e
menor em LU_LYO. Portanto, mais uma vez se percebe uma alteracdo importante nos
VOCs que impactam no perfil de aroma de C. teedei var. lusitanicus, com
predominancia para o tratamento de secagem.

Os dados analisados indicam que os diferentes métodos de processamento
parecem influenciar, significativamente, o perfil de compostos voldteis da alga
marinha C. teedei var. lusitanicus. A secagem parece favorecer a concentragdo de
compostos com aromas menos intensos como o heptadecano e o 1-pentadeceno,
enquanto a salga e a liofilizagdo aparentam intensificar compostos com aromas mais
marcantes como o benzaldeido e o (2E)-octenal. Adicionalmente, outro composto
relevante, a 1-octen-3-ona, diminuiu em todos os processamentos estudados. Dentre
as técnicas de conservacdo avaliadas, a liofilizacdo parece ser a que melhor conserva
as propriedades de C. teedei var. lusitanicus, seguida da salga.
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Tabela 3.7 Principais VOCs responsaveis pela variacdo nas amostras processadas de C. teedei var. lusitanicus de acordo com a PCA

Compostos Estrutura® Descritores Fresca Seca Liofilizada Salgada
Heptadecano Aroma suave, quase inodoro, que
CASH# 629-78-7 lembra a combustivel (gasolina, 40,965% 63,925%  46,983% 41,969%
Limiar de odor: N/ A CirHg querosene, etc.).
Benzaldeido O/\@
CAS# 100-52-7 f:rr;ea pungente, doce, améndoa amarga, 4 »g10: 55009, 6568%  13,740%
Limiar de odor: 550 ug/kg CsH,cO

1-Pentadeceno
CAS# 13360-61-7 Fraco, ligeiramente gorduroso e floral. 2,161% 5,833% 3,778% 1,445%

Limiar de odor: 3.600 ug/kg CoHi0
1-Octen-3-ona NN NN Terroso intenso, metélico, com aroma de
CAS# 4312-99-6 cogumelos e nuances vegetais de 2,464% 0,504% 1,928% 1,416%
Limiar de odor: 0,05 ug/kg GO repolho e brécolos.
(2E)-Octenal a
W y i y y 7
CAS# 2548-87-0 Z EZ‘;Z‘:I’ P %:rrgs‘goficl’hzgzde 4,.878% 2,754%  5638%  4,939%
Limiar de odor: 3,5 ug/kg GsH1,0 ’ ’ ’ .

26 Criado em ChemDraw 22.2.0.
7 Referéncias: The Good Scents Company [94]; Jirovetz et al. [389] para “1-Pentadeceno”; Anselmi et al. [138] para os hidrocarbonetos saturados.
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3.3.1.5 Gracilaria gracilis (Rhodophyta)

Os VOCs, destacados pela PCA, que parecem explicar melhor as variagdes no
perfil de aroma de G. Gracilis, encontram-se representados nas Figuras 3.8A e B, sendo
também listados na Tabela 3.9. O grafico bi-plot (Figura 3.8A) evidenciou que o PC-1
responde por 87% da variagdo nos dados, a medida que o PC-2 foi responsavel por
apenas 11% dessa variacdo. Conjuntamente, ambas as componentes principais,
explicaram 98% da variabilidade observada.
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Figura 3.8 PCA da alga para G. gracilis: [ A ] Gréfico bi-plot de PC-1 vs. PC-2 contendo os
scores e loadings; [ B | Gréfico de loadings das varidveis de PC-1 vs. PC-2 (zoom).
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Tabela 3.8 Principais VOCs responsaveis pela variacao nas amostras processadas de G. gracilis de acordo com a PCA

Compostos Estrutura® Descritores * Fresca Seca Liofilizada Salgada

Heptadecano
P N N N N\ N NN 1
CAS# 629-78-7 Aroma suave, quase inodoro, que lembra 5 (3,0 4o 3500, 950089, 6,774%
miar de odor: N/A Cy,Hs, a combustivel (gasolina, querosene, etc.).
Limiar de odor:
1-Octen-3-ol /Y\/\/
CAS# 3391-86-4 on S:g;:ff?;};gg so verde oleoso 30,806% 13,093%  20,917%  20,779%
Limiar de odor: 8,5 ug/kg CsH;60 .
(2E)-Nonenal P
NI Verde, pepino, aldeidico, gorduroso com
CASH# 18829-56-6 uma nuance citrica 2,365% 4,478% 5,479% 11,994%
Limiar de odor: 0,15 ug/kg CoHiO
(2E)-Octen-1-o0l P
AN
CAS# 18409-17-1 "o Verde, citrico, vegetal, gorduroso. 10,112% 5,724% 11,801% 19,338%
Limiar de odor: 40 ug/kg CHiO
(2E)-Octenal a
L~ i

CAS# 2548-87-0 - Fresco, pepino, gorduroso, verde, herbal, 14.862% 7,608% 8 501% 20,227%

Limiar de odor: 3,5 ug/kg

banana, ceroso, folhoso.

28 Criado em ChemDraw 22.2.0.

¥ Referéncias: The Good Scents Company [94]; Anselmi ef al. [138] para os hidrocarbonetos saturados.
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A disposicdo do controlo, em relagdo aos tratamentos, é muito parecida com
aquela observada em C. teedei var. lusitanicus. Em relagdo aos principais compostos
responsaveis pelas variagdes observadas, destacam-se mais uma vez o heptadecano
(cédigo 629787) no eixo de X (PC-1), o 1-octen-3-ol (cédigo 3391864), o (2E)-nonenal
(cédigo 18829566), o (2E)-octen-1-ol (cédigo 18409171) e o (2E)-octenal (codigo
2548870) na direcdo do eixo de Y (PC-2).

Surpreendentemente, o heptadecano presente em G. gracilis comportou-se de
maneira menos previsivel, conforme as técnicas de conservagdo aplicadas: a sua
concentragdo aumentou cerca de 3,5 vezes em GG_DRY, quase que dobrou em
GG_LYO e caiu praticamente pela metade GG_SALT, comparativamente ao controlo
(GG_FRESH).

Em relagdo aos dlcoois, o 1-octen-3-ol possuiu uma maior concentragdo na
amostra fresca (30,806%), indicando que esse composto é bastante voldtil e pode ser
reduzido, de forma mais acentuada, durante o processo de secagem (13,093%) e, de
maneira menos pronunciada, através dos processamentos por liofilizagdo (20,917%) e
salga (20,779%). O (2E)-octen-1-ol manteve-se relativamente estdvel em GG_LYO
(11,801%), o que parece explicar a sua proximidade com este tratamento no gréfico bi-
plot, ao passo que caiu quase pela metade em GG_DRY (5,724%) e, praticamente,
dobrou de concentragdo em GG_SALT (19,338%).

A respeito dos aldeidos, por um lado, o (2E)-nonenal aumentou
consideravelmente com todos os processamentos (de 2,365% no controlo, para 4,478%,
5,479% e 11,994% nos tratamentos GG_DRY, GG_LYO e GG_SALT, respetivamente).
Por outro lado, o (2E)-octenal aumentou somente na amostra salgada, de 14,862%na
alga fresca para 20,227%, enquanto a secagem reduziu sua concentragdo em
aproximadamente 50% e a liofilizacdo em cerca de 40%.

Com base nesses dados, pode-se notar que o processamento por secagem tende
a concentrar compostos, com aromas mais suaves e menos voldteis, como o
heptadecano. No entanto, compostos com aromas mais fortes e distintos, como o (2E)-
nonenal, o (2E)-octenal e o (2E)-octen-1-0l, sdo mais concentrados nos processos de
liofilizacdo e salga, com destaque para esta tltima técnica de conservacdo. Por fim, a
presenca maior de l-octen-3-ol na amostra fresca sugere que o composto —
caracteristico das algas vermelhas e que contribui com um aroma terroso e de
cogumelos — é mais sensivel aos processamentos do que os outros VOCs mencionados.
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3.3.1.6 Discussao dos Resultados

A Tabela 3.9 resume os resultados dos principais VOCs, agrupados por grupos
funcionais, responsaveis pela variagdio nas amostras processadas por técnicas
convencionais de conservacdo para todas as algas estudadas.

Se, por um lado, o acréscimo na concentracdo de alguns compostos pode ser
explicada pela remocdo de parte da humidade, pelas técnicas de conservagao, jd que,
mesmo que as amostras tenham sido reidratadas para o ensaio, a capacidade de
retengdo de dgua (WHC) acaba por diminuir com os processamentos devido as
alteragdes que ocorrem na sua estrutura celular [39], por outro lado, a diminui¢do nas
concentragdes parece advir de perdas de volateis pelo calor nas algas desidratadas, da
sublimacdo de compostos voldteis por vdcuo na liofilizagdo e, em menor escala, pelo
efeito salting-out da salga que diminui a solubilidade dos compostos volateis, que sdo
naturalmente pouco polares [32], [230], [231]. Dessa forma, os efeitos dos tratamentos
sobre alguns VOCs acabam por ser ambiguos como podemos perceber em compostos
como o tridecanal ou o (2E)-octenal.

No entanto, muitas das alteracdes parecem ter a sua origem também em
fenémenos bioquimicos, ao invés de meramente fisicos. Mirzayeva et al. [232], em seu
estudo realizado em 31 amostras de algas marinhas analisadas por GC-MS, revelaram
que quatro fatores principais — época de coleta, localizacdo geogréfica, espécie e
método de pré-tratamento — influenciam os perfis de VOCs em algas marinhas. Dentre
esses fatores, a época de coleta emergiu como o mais significativo, com a primavera e
a regido sul de Espanha apresentando as menores concentracdes desses compostos.
Andlises de PCA identificaram que a p-ionona, a 6-metil-5-hepten-2-ona, o
benzaldeido, e certos dcidos variaram consideravelmente em fun¢do da temporada,
sendo mais abundantes em amostras colhidas no outono. Entre os fatores analisados
por estes autores, o método de pré-tratamento das amostras (frescas, salgadas ou
desidratadas) mostrou-se como o de menor impacto nos perfis de compostos voldteis
das macroalgas.

Provavelmente, ndo é por acaso que a f-ionona, a 6-metil-5-hepten-2-ona e o
benzaldeido tenham sido os VOCs mais afetados, considerando que, com o passar das
estagdes, uma série de mudangas ocorrem nos fatores abidticos (radiagdo solar,
temperatura, nutrientes, salinidade, etc.) [233]. Estes, por sua vez, acabam por afetar
0s organismos vivos que existem naquele ecossistema, o que inclui as macroalgas e a
sua microbiota [234].
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Tabela 3.9 Principais VOCs responsaveis pela variagdo nas amostras processadas de todas as algas estudadas de acordo com a PCA

Grupo Fresca Seca Liofilizada Salgada
_P Composto  CAS#  Algas A A & A
Funcional (CTRL) (DRY) DRY, CTRL (LYO) LYO, CTRL (SALT) SALT, CTRL
Heptadecano 629-78-7 Eg gg 8443% - 69,925% 3,346% -63925%  'T’ 0,602%-57,899% _'T’ 0316%-58086% '’
8-Heptadeceno
2 (isbmero 1) 16369-12-3  CT 10,924% 15,648% > 14,764% > 14,766% >
)
(7]
g Pentadecano 629-62-9 UP, FV, CT 4,081% —83,586% 10,290% —80,094% >, <,> 6523%-74691% >,<,> 6,064%-69,230% >,<,>
E
S 1-Pentadeceno  13360-61-7 LU 2,161% 5,833% > 3,778% > 1,445% <
L]
<
oy
= Tridecano 629-50-5 FV N/D N/D N/D 0,870% > 0,215% >
1-Dodeceno 112-41-4 FV N/D N/D N/D 0,766% > N/D N/D
1-Pentanol 71-41-0 CT 0,794% 0,891% > 2,265% > 2,786% >
1-Octen-3-ol 3391864 O’ C( 1040%-30806% 0386%-13093%  ='2' 0597%-20917% <'5/ 1216%-20779% /7
2 2-Octen-1-ol, (E)- 18409-17-1 GG 10,112% 5,724% < 11,801% > 19,338% >
S
= 1-Hexanol 111-27-3  UP,FV  0,487%-0,584% 0,000% —0,320%  <,<  1699%-1763% >,> 2223%-7813% >,>
1-Hexanol, 2-etil  104-76-7 FV 0,160% 0,302% > 4,036% > 0,142% =
3-Hexen-1-ol
(isbmero) 544-12-7 UP 0,447% 0,049% < 0,295% < 3,248% >
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Tabela 3.9 Principais VOCs responséveis pela variacdo nas amostras processadas de todas as algas estudadas de acordo com a PCA (continuagao)

Grupo Fresca Seca Liofilizada Salgada
_P Composto CAS#  Algas A A & A
Funcional (CTRL) (DRY) DRY, CTRL (LYO) LYO, CTRL (SALT) SALT, CTRL
Tridecanal 10486-19-8 up, FvV 0,258% —6,066% 0,112% - 0,151% <,= 4,816% — 6,701% >, > 1,618% —4,757% <,>
2-Nonenal, (E)- 18829-56-6 GG 2,365% 4,478% > 5,479% > 11,994% >
2-Octenal, (E)- 2548-87-0 UP, LU, GG 2,852% —14,862% 0,484% -7,608% <,<,< 1,194%-8501% <,>,< 3,773%-20,227% >,>,>
e
3
o Hexanal 66-25-1 uP 3,347% 0,845% < 5,476% > 0,612% <
=
<
2-Hexenal, (E)- 6728-26-3 FV 1,772% 0,815% < 2,261% > 3,875% >
2,4-Heptadienal, (E,E)- 4313-03-5 CT 1,516% 0,159% < 0,179% < 1,210% <
Benzaldeido 100-52-7 CT, LU 1,758% — 4,291% 1,721% - 2,509% =,<  5525% - 6,568% >,>  6,435% - 13,740% >, >
§ 1-Octen-3-ona 4312-99-6 LU 2,464% 0,504% < 1,928% < 1,416% <
S
6 a-lonona 127-41-3 CT 0,379% 1,725% > 1,419% > 0,643% >
N
g
Y Acetato de hexilo 142-92-7 FV N/D N/D N/D 1,066% > 0,367% >
4]
e

Notas: A x, crre, € a variagdo de X em relagdo a alga fresca ou controlo (CTRL), onde X corresponde aos tratamentos de secagem (DRY), liofilizagdo (LYO) ou salga (SALT) e os sinais
>, < ou =, significam que as concentracdos aumentaram, diminuiram ou permaneceram aproximadamente iguais, respetivamente. Estes sinais estdo listados na mesma sequéncia das
algas marinhas referenciadas na coluna “Algas”, onde foram usadas as abreviaturas: U. pinnatifida (UP), F. vesiculosus (FV), C. tomentosum (CT), C. teedei var. lusitanicus e G. gracilis (GG).

As concentragoes listadas representam o intervalo dos valores minimos e maximos encontrados para o compostos em questao.
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As a- e P-iononas, assim como a 6-metil-5-hepten-2-ona, sdo apocarotenoides,
uma classe de produtos derivados da oxidagdo de carotenoides com alta diversidade
estrutural e funcional. E comum que com a mudanga de fatores, tais como um aumento
da temperatura, haja rea¢des de oxidagdo induzidas pelo calor ou stress abidtico.
Consequentemente, esses VOCs sdo formados, se acumulando nos tecidos das algas,
0 que explica a sua mudanca tanto nas algas coletadas no estudo supramencionado,
como naquelas processadas no presente ensaio. Adicionalmente, em virtude dos
tratamentos, danos podem ocorrer ao nivel celular, promovendo a formacdo de ROS e
libertando enzimas, que acabam por degradar carotenoides e promover o surgimento
e acimulo de alguns desses VOCs [133], [229].

Diferentemente da a-ionona que aumentou com 0s processamentos, uma outra
cetona, a 1-octen-3-ona, apresentou reducdo nas amostras. Este composto ocorre com
alguma frequéncia em algas vermelhas e castanhas, sendo também detetada em 4 das
5 algas estudadas (UP, CT, LU e GG) [67], [159], [165]. No entanto, a PCA detetou
variagdes importantes para apenas LU_DRY, sendo o mais provdvel que a
1-octen-3-ona tenha sofrido perda exclusivamente por evaporagdo, ja que ndo foram
encontradas evidéncias metabdlicas que justifiquem a sua alteragdo. Convém destacar
que esta cetona deriva do acido gordo eicosatetraendico, da mesma forma que outras
cetonas de cadeia alifdtica derivam de acidos gordos PUFAs (por exemplo, a
1-penten-3-ona que resulta do dcido octadecatriendico) [235].

Quanto ao benzaldeido, os efeitos das técnicas de secagem e liofilizagdo variam
conforme os estudos. Na alga vermelha Bangia fuscopurpurea (Rhodophyta), observa-
se uma reducdo deste composto nas amostras secas, sendo a queda ainda mais
acentuada nas liofilizadas [155]. Jd na alga castanha Alaria esculenta (Phaeophyceae),
h4 um aumento na presenga do composto na amostra desidratada, comparativamente
com aquela que foi liofilizada (ndo foi utilizado controlo) [29]. Por tltimo, na microalga
Nannochloropsis sp. (Eustigmatophyceae), parece ocorrer o inverso, observando-se um
acréscimo de 20% na concentragdo de benzaldeido na alga liofilizada e quase o triplo
na alga seca, comparativamente com a alga fresca [236]. Nenhum desses resultados
estd totalmente em conformidade com as nossas descobertas.

Sdnchez-Garcia et al. [237] estudaram o efeito de diferentes métodos de
cozimento sobre os compostos volateis e as propriedades sensoriais de Ulva rigida
(Chlorophyta) e seus achados revelam um aspeto interessante relativamente ao
benzaldeido: tanto o tempo quanto a temperatura parecem afetar negativamente a
concentrac¢do desse composto na alga marinha até certo ponto. Cozeduras mais curtas
(até 10 min) e temperaturas mais amenas (até 70°C) favoreceram a perda de
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benzaldeido, entretanto, ao aumentar ainda mais o tempo (15 min) e a temperatura
(100 °C), foi observado um aumento na concentra¢do do composto.

Dentre os provdveis caminhos biossintéticos para formagdo de benzaldeido,
aquele que parece ser mais consensual envolve a degradacdo de Strecker do
aminodcido fenilalanina em fenilacetaldeido, que por sua vez é oxidado, formando
este composto [238]. Conforme visto acima, a temperatura parece desempenhar um
papel fundamental na degradacdo dos aminodcidos e na formacado de benzaldeido. No
entanto, mesmo na auséncia de calor, outros fatores podem contribuir com essa
degradagdo como, por exemplo, a atividade proteolitica, a presenga de hidroperéxidos
lipidicos e até mesmo uma fonte de stress mecanico [238]-[240]. Essa é uma justificacdo
razodvel para o aumento da concentragdo de benzaldeido nas amostras liofilizadas e,
em maior grau, nas salgadas, enquanto a sua redugdo nas algas secas possivelmente
ocorreu como resultado da evaporacdo pelo calor.

Grande parte dos VOCs formados em algas marinhas e outros alimentos deriva
da transformagdo de macronutrientes, conforme pode ser visualizado na Figura 3.9.
Além disso, em alimentos oriundos do mar, é frequente que os compostos volateis
resultem da degradacdo de dcidos gordos, maioritariamente insaturados [25].

Os hidrocarbonetos podem ser produzidos a partir de dcidos gordos insaturados
Cy, utilizando um caminho biossintético que inclui 9-hidroper(’)xidos, clivagem
enzimadtica e rearranjo molecular [140]. Além disso, hd estudos que destacam uma
grande producéo de 8-heptadeceno por algas verdes (Bryopsis maxima, Chlorophyta) e
vermelhas (Pyropia sp., Rhodophyta); diferentemente de Pyropia sp. que produz
normalmente esse composto, a alga Bryopsis maxima parece produzi-lo em situagdes
em que sofre danos nos tecidos [140], [148]. Foi ainda constatado que, na alga
vermelha, o 8-heptadeceno é um metabdlito do dcido eicosapentaendico e pode ser
catalisado por enzimas tipo lipoxigenase, incluindo uma semelhante as enzimas heme,
que sdo igualmente resistentes ao calor e podem manter 50% de atividade na faixa
entre os 60 e 100 °C [148].

A Tabela 3.9 mostra claramente a presenca de hidrocarbonetos de cadeias mais
longas (= Cy»), que sdo menos voldteis e parecem se acumular na maioria das amostras
processadas, excetuando-se situagoes onde eles se encontram presentes em altas
concentracdes no controlo. O aumento desses compostos deve estar relacionado com
a destruicio de tecidos e um aumento na atividade enzimdatica durante o
processamento, conforme foi discutido acima.
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Figura 3.9 Esquema sobre a possivel origem e alguns compostos em alimentos do mar
Fonte: Adaptado de Tian, Huang & Qin [241]

Uma outra hipétese razodvel, no que diz respeito a diminuicdo de alguns
hidrocarbonetos, é a de que houve perda desses compostos com o processamento das
algas marinhas. Além disso, algumas inconsisténcias nos resultados podem estar
associadas as caracteristicas do método de extracdo, usando fibras de HS-SPME. A
adsorcdo na fibra ocorre de forma competitiva, onde moléculas, que possuem maior
afinidade pelo polimero, podem deslocar aquelas com menor afinidade. Assim, a
composi¢do da amostra influencia, consideravelmente, a quantidade de compostos
que sdo extraidos pela fibra [242].

Mirzayeva et al. [232], no seu estudo sobre a caracteriza¢do e diferenciacao de
algas marinhas com base na sua composicdo voldtil, também verificaram que o
heptadecano é o hidrocarboneto mais abundante na alga Codium sp., mas ndo exibiu
os resultados relativos as técnicas de conservacdo aplicadas. O pentadecano também
ja foi detetado como sendo o hidrocarboneto prevalente em U. pinnatifida desidratada
[165]. Ambos os resultados estdo alinhados com as nossas descobertas. Wu et al. [243]
fizeram uma avaliacdo comparativa dos VOCs de Bangia fuscopurpurea submetida a
secagem com ar quente e liofilizacdo, chegando a resultados diferentes daqueles
observados no presente estudo: a quantidade de heptadecano diminui com os
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tratamentos de secagem e liofilizacdo, enquanto a de tridecano aumentou, com efeitos
mais intensos sobre a alga desidratada. No nosso caso, foi notado um aumento do
heptadecano nas algas vermelhas (LU e GG) e uma redugdo nas algas CT e FV, o que
leva a crer que os efeitos dos tratamentos devem ser dependentes das espécies de algas
marinhas estudadas.

Outros estudos destacam a ainda presenca de 1-pentadeceno em trés algas
marinhas vermelhas: Chondrus crispus, Osmundea pinnatifida e Pyropia haitanensis
(Rhodophyta) [75], [244], [245]. Relativamente ao composto 1-dodeceno, ndo foi
possivel encontrar estudos onde este foi detetado em algas marinhas, o que leva a crer
que ele pode advir de uma potencial fonte de contaminacao, seja ela microbiolégica ou
quimica, através da migracdo de compostos do polimero utilizado nas embalagens
plasticas [246], [247].

Tabela 3.10 Principais reagentes e catalisadores de alguns VOCs presentes em macroalgas

Produtos Reagentes Catalisadores

1-Octen-3-o0l
CAS# 3391-86-4

Acido araquidénico, cido linoleico

/ PUFAs w-6 12-Lipoxigenase

3-Hexen-1-o0l (isOomero)

CAS# 544-12-7

Acido eicosapentaendico

15-Lipoxigenase

2-Hexenal, (E)-
CAS# 6728-26-3

Acido linoleico
/ PUFAs w-3

15-Lipoxigenase

2-Nonenal, (E)-
CASH# 18829-56-6

Acido linoleico, 4cido araquidénico

12-Lipoxigenase

2,4-Heptadienal, (E,E)-
CAS# 4313-03-5

Acido linoleico
/ PUFAs w-3

12-Lipoxigenase /
Autoxidagdo

Hexanal
CAS# 66-25-1

Acido linoleico
/ PUFAs w-6

15-Lipoxigenase /
Autoxidagdo

Fonte: Adaptado de Wu et al. [172]

Tanto os dlcoois como os aldeidos costumam ser metabolizados em algas a partir

de dcidos gordos insaturados, através de oxidagdo enzimdtica ou autoxidagdo [172].
No entanto, alguns dlcoois também podem derivar de carboidratos, via glicélise, ou
de aminodcidos através, da via de Ehrlich [165]. Na Tabela 3.10, é possivel ver os
principais reagentes e catalisadores das reagdes que formam alguns dos compostos
destacados pela PCA:
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Nos dois artigos de revisdo mais recentes sobre VOCs em algas marinhas, foram
listados todos os dlcoois e aldeidos discutidos na presente secgdo, excetuando-se o
tridecanal [67], [159]. Apesar disso, outros artigos destacam a presenca de tridecanal
em Grateloupia filicina (Rhodophyta) [158], além de no dleo essencial de duas algas
verdes, Ulva australis e Ulva sp. (anteriormente, Ulva pertusa e Enteromorpha sp.,
Chlorophyta) [248].

No caso dos dlcoois, de uma maneira geral, foi observado um crescimento nas
amostras salgadas, excetuando-se 1-octen-3-ol em GG. O mesmo se passou com 0s
aldeidos, salvo para os compostos (2E,4E)-heptadienal em CT, hexanal e tridecanal em
UP. Esses resultados estdo em conformidade com o que foi reportado por Lopez-Perez
et al., onde a salga e armazenagem refrigerado de longo prazo da alga Laminaria
ochroleuca (Phaeophyceae) resultou em niveis mais elevados de dlcoois e aldeidos,
dentre outros grupos funcionais [33].

Quanto aos VOCs que se comportaram de maneira diferente, era de se esperar
que a génese de alcoois e aldeidos nas amostras salgadas pudesse superar a perda por
salting-out, considerando que o sal presente nas amostras ndo parece inibir a atividade
das lipoxigenases (LOX), muito pelo contrdrio [249]. Porém, uma possivel hipétese
para o seu comportamento invulgar relaciona-se com o tipo de LOX que pode ser
ativado em condigdes de stress, e que parece depender da espécie. Contreras et al. [250]
detetaram em duas algas castanhas chilenas (Lessonia nigrescens e Scytosiphon
lomentaria, Phaeophyceae) a ativagdo de uma LOX especifica, que somente utiliza o
dcido araquidénico como substrato e que parece ter sido induzida por excesso de
cobre. Além disso, foi observado que as duas espécies reagiram de maneira distinta ao
stress. Dessa forma, é possivel que com o stress salino tenham sido ativadas
lipoperoxidases que atuam em substratos diferentes, o que explicaria as mudancas em
diferentes diregdes para alguns VOCs.

Nos dlcoois e aldeidos, foi possivel perceber um aumento nas concentragdes para
a maioria dos VOCs nas amostras liofilizadas (excluindo-se o composto 1-octen-3-ol),
enquanto na desidratacdo o oposto parece acontecer. Considerando as caracteristicas
térmicas distintas dos dois métodos, é plausivel afirmar que a desidratacdo, ao utilizar
temperaturas de 40°C, pode levar a perda de compostos mais sensiveis, devido a
evaporagao ou degradacdo, enquanto a liofilizacdo, ao remover a d4gua por sublimagdo
em temperaturas extremamente baixas, evita a criagdo de artefactos [28], [29].

Chen et al. [235] descobriram que o 1l-octen-3-ol parece possuir um papel
importante de mensageiro da defesa das algas, em particular de Pyropia haitanensis
(Rhodophyta). Em reacdo a estimulos externos, a producgdo de 1l-octen-3-ol se
intensificou rapidamente, através de um mecanismo de retroalimentagdao positiva no
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ciclo metabdlico dcido gordo-oxilipina. Esse processo facilitou a produgao continua do
composto, gerando assim um sinal rdpido, eficaz e altamente difusivel, capaz de
transmitir mensagens para células vizinhas ou partes distantes da planta em
concentragdes considerdveis. Além disso, o 1-octen-3-ol pds P. haitanensis em “estado
de alerta”, desencadeando uma série de respostas metabdlicas e o crescimento celular,
o que culminou na ativacdo da resposta defensiva.

Curiosamente, muitas das oxilipinas voldteis, que foram destacadas pela PCA,
parecem ter a sua producdo aumentada pelo mecanismo supracitado, tais como
2,4-heptadienal, 2-octen-1-ol, 1-octen-3-ona e 2-octenal [235]. E mais provéavel que este
mecanismo somente atue em algas da mesma espécie ou género, porém, deve-se
destacar que, ao se observar as principais variagdes G. gracilis, verifica-se um aumento
considerdvel de (2E)-octen-1-ol e (2E)-octenal na amostra salgada da alga. Além disso,
as reagOes ocorrem muito rapidamente e consomem grandes quantidades de 1-octen-
3-ol, o que, hipoteticamente, poderia explicar as variagdes do composto em sentido
antagoénico aos demais dlcoois.

Lu et al. [244] ainda descreveram um mecanismo de resposta ao stress por choque
térmico, que se revelou uma estratégia de adaptacdo heteromorfica de Pyropia
haitanensis. No seu trabalho, destaca-se a producdo significativa e 2-etil-1-hexanol,
antes indetetdvel nas amostras que ndo foram submetidas ao aquecimento.

O acetato de hexilo é comumente formado através da esterificagdio do hexanol
com 4cido acético, processo que pode ocorrer naturalmente nos alimentos, ser
induzido pela fermentacdo ou através de técnicas de processamento, o que parece ser
o caso [251]. Porém, em F. vesiculosus, é mais provével que esta reagdo tenha ocorrido
a partir da reagdo do dcido hexanédico com 4cidos gordos, uma vez que este dcido
carboxilico s6 foi encontrado na alga liofilizada e salgada e que o dcido acético nao foi
detetado em nenhuma das amostras [252]. O acetato de hexilo é um éster relativamente
comum em Ulva rigida (Chlorophyta), que foi identificado como sendo o mais
abundante na fragdo voldtil da alga Plocamium cartilagineum (Rhodophyta) [230], [232],
[237].

3.3.2 Considerag¢oes Finais

As técnicas de conservagdo convencionais mostraram um impacto relevante no
perfil de voldteis das algas marinhas analisadas por GC-MS, o que explica as diferengas
evidentes, ao nivel sensorial, entre as algas colhidas frescas e aquelas que passaram
por algum tipo processamento.
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De um modo geral, observou-se um aumento nas concentragdes para a maioria
dos VOCs, destacados pela PCA nas algas liofilizadas e salgadas. A desidratagéo,
usando estufa com convec¢do, pareceu reduzir uma ampla gama de compostos
voldteis que aparentam evaporar ou sofrer alteragdes devido a natureza térmica do
procedimento. Nenhum método especifico pareceu ser unanime na sua capacidade de
preservacao dos VOCs, assim como as respostas das diferentes algas e seus respetivos
compostos volateis tampouco foram lineares.

Os métodos que se destacaram por preservar melhor as caracteristicas das algas
marinhas estudadas foram:
1. Liofilizacdo: U. pinnatifida, C. teedei var. lusitanicus e G. gracilis;

2. Salga: C. tomentosum;

3. Secagem: F. vesiculosus.

A discussdo mostrou a complexidade dos mecanismos que afetam as
concentragdes de voldteis em algas marinhas que ndo estdo ainda completamente
esclarecidos. Para além das justificativas mais evidentes — relacionadas com a perda
de voldteis (por evaporagao, sublimacado ou efeito salting-out) e com a concentragdo por
desidratacdo ou osmose — parece haver uma série de mecanismos bioquimicos que
regem a produgdo de compostos voldteis de sabor em algas marinhas.

Outras andlises fisico-quimicas e microbiolégicas, ndo realizadas no presente
estudo, poderiam ajudar na melhor caracteriza¢do das algas marinhas trabalhadas,
além de fornecer pistas para entender melhor os mecanismos subjacentes
(metabdlicos) que se expressam nesses organismos. Evitou-se fazer uma caracterizagdo
ao nivel nutricional, devido a existéncia de uma literatura mais robusta a este respeito,
preferindo-se utilizar a ferramenta de cromatografia gasosa (GC-MS), por conta da sua
relacdo direta com a andlise sensorial e a ficogastronomia.

Essas informagdes sdo importantes para entender as mudancas organoléticas que
ocorrem durante o processamento das algas e que podem influenciar nas escolhas de
processamento para fins culindrios ou de conservacao.
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Alimentos Minimamente Processados
e 0 Uso de Altas Pressoes (HPP) em
Algas Marinhas

Revisao Bibliografica

4.1.1 Alimentos Minimamente Processados

O termo “processamento minimo” foi definido de vérias formas: desde enunciados
muito amplos, como “o menor tratamento possivel para alcangar um objetivo”, até
uma definicdo mais precisa, que diz que sdo os tratamentos que “influenciam
minimamente as caracteristicas de qualidade de um alimento, enquanto, ao mesmo
tempo, lhe ddo tempo de prateleira suficiente durante o armazenamento e
distribui¢do”. Uma defini¢do ainda mais especifica descreve o processamento minimo
como um conjunto de técnicas que “preservam os alimentos, mas também retém a
maior parte da sua qualidade nutricional e caracteristicas sensoriais, reduzindo a
dependéncia do calor como principal conservante” [253].

As “tecnologias de processamento minimo” costumam ser implementadas por
empresas inovadoras e que buscam novas formas de conservar os alimentos sem
recorrer ao calor. Por essa razdo, costumam ser tratamentos tecnicamente mais
eficientes e menos dependentes de energia. Porém, muitas vezes, os gastos com
equipamento e manutengdo fazem com que o produto final possua um custo de
producdo muitas vezes bem superior aos das técnicas convencionais, sendo estas
tecnologias somente vidveis para produtos com alto valor agregado. Em outros casos,

121



encontram-se limitagdes técnicas para a sua aplicacdo em grandes volumes de
producdo, o que impede as economias de escala [253].

Os produtos transformados com essas tecnologias sdo também denominados por
“alimentos minimamente processados”. Estes sdo associados a frescura dos alimentos
in natura, sendo embalados e processados em temperaturas suaves (sempre abaixo das
temperaturas de pasteurizacdo), e ,imediatamente, refrigerados ou congelados.
Podem, inclusive, sofrer etapas de remogdo das partes ndo comestiveis e
porcionamento de maneira a proporcionar uma maior conveniéncia ao consumidor
final [254].

As embalagens possuem fungdes, tais como acondicionar, proteger e preservar,
propiciar conveniéncia para o consumo e estabelecer uma comunica¢do com o cliente.
A principal fungdo da embalagem € a de criar uma barreira fisica entre o alimento e o
ambiente circundante, evitando a contaminacdo por microrganismos, controlando a
troca de substancias com o exterior, protegendo da luz e contra impactos. Olhando sob
essa perspetiva, pode considerar-se que as embalagens sdo cruciais para preservagao
dos alimentos processados. Além disso, os tipos de embalagem utilizadas vao ditar
quais as técnicas de conservagdo podem ser utilizadas, e vice-versa [28], [255].

4.1.2 Higienizacao e Porcionamento de Alimentos Frescos

A origem do produto, assim como os processamentos pds colheita, sdo de
extrema importdncia na conservacdo dos produtos alimentares. Nos produtos
minimamente processados, pretende-se manter o produto fresco pelo maximo de
tempo possivel, sem perda das qualidades nutricionais. Contudo, apesar do
prolongamento da vida de prateleira ndo ser a maior preocupagdo dos produtos
minimamente processados, o prazo de validade do produto deve ser suficiente para
tornar a distribuigdo vidvel dentro de uma regido de consumo [256].

Processos relacionados com o porcionamento de alimentos frescos (vide etapas
de preparo na (Figura 4.1) sdo realizados em produtos, cujo objetivo principal é a
conveniéncia e a praticidade no consumo, em detrimento da vida de prateleira [257].
No caso das carnes e, particularmente, dos peixes muitas vezes o processamento torna-
se necessdrio, devido a presenca de microrganismos deteriorantes no trato digestivo,
assim como de enzimas proteoliticas que se encontram nos musculos e, em maior
quantidade, nas visceras [176]. Porém, em qualquer um dos casos citados, é
fundamental o estrito controlo da higiene e dos protocolos de seguranga alimentar nas
instalagdes onde os alimentos sdo processados [257].
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Figura 4.1 Etapas do porcionamento de alimentos frescos prontos para o consumo
Fonte: Adaptado de Zeuthen [257]

E importante realcar que ndo somente o asseio das instalagdes é necessario; uma
etapa crucial do preparo de produtos minimamente processados frescos e prontos para
o consumo é o da higienizagdo da matéria-prima, com o objetivo remover as sujidades,
residuos de pesticidas e microrganismos deteriorantes [258]. Deve-se ter especial
cuidado com a pureza da dgua utilizada na lavagem, além dos agentes higienizantes
usados para manter a qualidade dessa. Frutas e vegetais, particularmente verduras
(por exemplo, saladas prontas), sdo regularmente consumidos crus, tendo grande
potencial para a transmissdo de agentes patogénicos [259].

Ao longo dos tltimos anos, muitos produtos quimicos alternativos e tratamentos
de desinfecdo fisica tém sido avaliados quanto a sua eficdcia para reduzir a populagao
de agentes patogénicos e prolongar a validade dos produtos frescos, incluindo o seu
impacto na aparéncia, textura, sabor e valor nutricional. Para além do método corrente
de desinfe¢do por hipocloritos, tratamentos quimicos por 4cidos organicos, ozono,
peroxido de hidrogénio ou dgua eletrolisada (com caracteristicas dcidas ou alcalinas),
dentre outros, vém sendo experimentados. Esses tratamentos podem conseguir uma
reducdo de microrganismos semelhante a do cloro, sem a producdo de compostos
nocivos — tais como os trihalometanos, que séo carcinogénicos [258].

Uma vez feita a desinfe¢do, os alimentos seguem para o descasque e
porcionamento. O descasque pode ser feito manualmente, de forma mecénica, usando
agentes alcalinos, enzimas, calor ou, ainda, ondas do espetro infravermelho. O corte e
o retalhamento sdo operagdes alimentares ndo térmicas para redugdo de tamanho. Esse
procedimento remove por¢des ndo comestiveis dos alimentos, reduzindo o tempo de
preparagdo por parte dos consumidores [259].

Com o processamento, a atividade respiratéria dos produtos pode aumentar de
20% até 700%, ou mais, dependendo do produto, do grau de corte e da temperatura.
Se as condi¢des de embalamento forem de supressdo do oxigénio, isso levard a uma
respiracdo anaerdbia, que provocard a formagdo de etanol, cetonas e aldeidos que
podem levar a formagéo de off-flavors indesejdveis [256].

Em vegetais minimamente processados, a exposicdo ao ar ambiente pode
promover a contaminagdo e o crescimento de bactérias, leveduras e bolores, tendo em
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conta que maioria desses se enquadra na categoria de alimentos de baixa acidez (pH
5,8-6,0) com alto teor de humidade e, ainda, o grande nimero de superficies cortadas
podem criar as condicdes ideais para a proliferacdo microbiana.

As frutas minimamente processadas sdo relativamente seguras quando
comparadas com outros alimentos, uma vez que sdo geralmente dcidas o suficiente
para evitar o crescimento de agentes patogénicos. Os organismos deteriorantes em
produtos refrigerados sdo normalmente psicrotréficos e, por conseguinte, tém uma
vantagem competitiva sobre a maioria dos agentes patogénicos. Contudo, diferentes
produtos de fruta e vegetais minimamente processados parecem possuir padrdes de
deterioragdo divergentes, em relacdo as respetivas matérias-primas [258].

O corte em alguns vegetais e frutas pode induzir a atividade de enzimas como,
por exemplo, a fenilalanina amoénia liase (PAL). Essa enzima é produzida por
biossintese dos compostos fendlicos durante o stress, acumulando-se e sendo
utilizados como substratos pela PPO, que provoca reagdes de escurecimento. Outra
enzima envolvida no processo de acastanhamento é a peroxidase (POD), que acelera
o escurecimento de vegetais e frutos frescos cortados [258].

A PPO pode ser evitada através da inativagdo por calor da enzima, exclusdo ou
remogdo de um ou ambos os substratos (O, e fenéis), diminui¢do do pH, adicionando
compostos antagénicos ou que previnam a formagdo de melanina. Provavelmente, a
alternativa utilizada com mais frequéncia é a do uso de sulfitos e/ou dcido ascérbico.
As trés principais protéases vegetais —isto é, a ficina dos figos, a papaina dos mamades
e a bromelaina do abacaxi e do anands — também provaram ser eficazes [256].

Uma operacdo crucial na producdo de frutas e vegetais minimamente
processados é a embalagem: o método mais estudado é o do embalamento em
atmosfera modificada. O resfriamento também é um importante fator de conservacao,
tal como o controlo da humidade. A “tecnologia dos obstdculos” pode ser utilizada,
através do uso adicional de técnicas de biocontrolo (como as bactérias dcido-l4cticas)
ou conservantes naturais. Sistemas de embalamento ativos e filmes comestiveis, bem
como filmes pldsticos mais permedveis, que compensem a respiragdo de frutas e
vegetais, sdo dreas particularmente interessantes para o desenvolvimento de novas
aplicagdes, que permitam aumentar a vida de prateleira desses alimentos [256].

4.1.3 Técnicas de Conserva¢ao Modernas

4.1.3.1 Processamento por Altas Pressdoes (HPP)

O “processamento por altas pressdes” (HPP) é uma técnica de conservagdo sem
tratamento térmico, através da qual os produtos, ja acondicionados na sua embalagem
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final, sdo submetidos a um alto nivel de pressdo isostdtica (normalmente, entre
100 — 600 MPa) transmitida por um liquido, geralmente dgua (pressdes hidrostdticas),
usando temperatura ambiente ou controlada inferior aos 45 °C (Figura 4.2). As altas
pressdes sdo capazes de eliminar a maioria dos microrganismos presente nos
alimentos, estendendo a vida ttil dos produtos e garantindo seguranca alimentar. O
HPP respeita as propriedades sensoriais e nutricionais dos alimentos que podem ser
mantidas durante todo o periodo de conservagao, diferentemente do que ocorre nos
processos térmicos de pasteurizacdo, tornando-o uma “tecnologia de processamento
minimo” (assunto que serd discutido mais adiante) [213], [260].

Figura 4.2 Equipamento de Altas Pressdes (Hiperbaric) da Universidade de Aveiro

Fonte: Bruno Moreira-Leite

Os parametros a serem levados em consideracdo durante o processamento por
HPP sdo: pressdo mdxima atingida, tempo de retencdo (isobdrico), velocidade de
compressdo/descompressdo e variagdes na temperatura. Diferentemente das outras
técnicas de conservacdo, em especial das de natureza térmica, o efeito das altas
pressdes é quase instantaneo e uniforme, tendo em conta que a transmissao da pressao
ndo é dependente do tempo ou massa [261].

O grau de pasteurizagdo ndo é afetado pelo formato ou tamanho da embalagem,
tazendo com que diferentes produtos possam ser processados ao mesmo tempo. Essa

125



pode ser uma vantagem competitiva para empresas que operam com uma linha
extensa de produtos e formatos ou que estejam constantemente desenvolvendo novos
produtos ou mudando as embalagens. Entretanto, o facto de o equipamento de HPP
operar em lotes ao invés de usar processamento continuo — como ocorre na maioria
dos alimentos liquidos pasteurizados —, acaba por diminuir a produtividade e
aumentar os custos relacionados com a mao de obra. O facto do processamento ser
feito no produto apds o envase inibe problemas relacionados com a recontaminagdo
[260].

Se por um lado, a tecnologia do HPP se adapta muito bem a alimentos liquidos e
s6lidos com alto teor de humidade que sdo comprimidos de maneira uniforme — em
até 15% do volume inicial para um tratamento a 600 MPa — sem que haja deformagdo.
Por outro, ela ndo é vidvel para alimentos secos ou pouco himidos jé que a pressao é
transmitida pelos liquidos presentes no alimento. Na mesma situagdo estdo os
alimentos que contenham gases dispersos na fase continua (esponjosos) uma vez que
esses sofrerdo maior compressdo e serdo deformados pelo processamento [260].

O aquecimento adiabdtico promovido pela compressio pode aumentar a
temperatura nos liquidos, cuja temperatura inicial é de 5 °C a 25 °C, em cerca de 3 °C
para cada 100 MPa de pressao [262]. Em gorduras, sob as mesmas condigdes, o
aumento situa-se entre 8 °C e 9 °C, enquanto os hidratos de carbono e proteinas
possuem valores intermedidrios de aquecimento adiabdtico [263]. Para minimizar esse
efeito, da pressdo sobre as forcas intramoleculares, o alimento pode ser previamente
resfriado, assim como os fluidos usados na compressdo. Uma vez removida a pressao,
a temperatura deverd retornar ao seu nivel inicial [262].

Em sistemas biolégicos, as principais altera¢des que podem ser promovidas pelo
HPP s&o: desnaturagdo de proteinas, gelatinizagdo de hidratos de carbono, mudanga
de fase em lipidos (por conseguinte, nas membranas celulares), dentre outras. E
importante ressaltar que as altas pressdes ndo alteram as ligacdes covalentes nos
compostos quimicos, somente forcas “van der Waals”, interagOes eletrostdticas e
pontes de hidrogénio, o que explica o seu o efeito minimo sobre as moléculas
pequenas. Por conseguinte, o efeito sobre as vitaminas, compostos arométicos e
pigmentos é desprezdvel, retendo-se assim as propriedades organoléticas e
nutricionais [262], [263].

O HPP permite inativar algumas enzimas alimentares, reduzindo a degradagao
da qualidade e do valor nutricional dos alimentos. No entanto, os efeitos da pressao
variam muito consoante o tipo de enzima, os parametros selecionados e também o pH,
o teor de humidade e outras caracteristicas das matrizes alimentares. De uma maneira
geral, uma pressdo relativamente baixa (~100-200 MPa) pode tornar algumas
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enzimas mais ativas, enquanto uma pressao elevada (400 — 1000 MPa) pode induzir a
sua inativa¢do. Um meio eficaz para acelerar a inativagdo das enzimas é o aumento da
temperatura, porém, existem poucos estudos para o efeito. A maior contribui¢do da
pressdo para a inativacdo enzimadtica decorre de rearranjos estruturais nas proteinas
(estruturas tercidrias e quaterndrias) [261].

Enzimas encontradas em frutas, vegetais, leite, peixe e produtos carneos incluem
PPO, LOX, POD, pectinametilesterase (PME), lipases e proteases. Enzimas como PPO
e LOX sdo inativadas a 300 MPa, enquanto outras como a PME e POD sdo muito
dificeis de inativar dentro das gamas de pressdo atualmente disponiveis nas
instalagdes industriais [261]. Portanto, pode-se concluir que o efeito do HPP sobre a
atividade enzimadtica é, em muitos casos, incerto.

O HPP inativa os microrganismos, interrompendo as fungdes celulares
responsaveis pela reproducdo e sobrevivéncia. O processamento pode danificar as
membranas microbianas interferindo na absor¢do de nutrientes e na excrecdo de
residuos celulares. Outros eventos adversos incluem perda extensiva de contetddo
intracelular durante a pressurizacdo, desnaturagdo de proteinas e inativacdo de
enzimas chave para a atividade metabdlica dos microrganismos. As bactérias Gram-
positivas sdo inativadas a pressdes mais elevadas do que as Gram-negativas. A
condicdo fisiolégica (isto €, se estiverem numa fase estaciondria ou exponencial) e até
estirpes de um mesmo microrganismo também podem afetar o seu comportamento e
a sua resisténcia as altas pressoes [261].

Uma primeira abordagem consiste em baixar a temperatura do processo, o que
geralmente aumenta a taxa de inativagdo microbiana e melhora a qualidade geral do
produto. Embora os niveis de pressdo na gama de 400 — 800 MPa reduzam as formas
vegetativas de bactérias patogénicas e de deterioracdo, a inativacdo de esporos
bacterianos apenas por pressio ndo é vidvel porque requer valores fora dos
parametros comerciais, além de um tempo demasiado longo. Muitos estudos
demonstraram ainda que ndo é possivel presumir que os esporos mais resistentes ao
calor sejam também os mais estdveis as altas pressdes. Outra alternativa para reduzir
o tempo ou aumentar a eficdcia do de tratamento seria uma estratégia de “tecnologia
dos obstaculos” ou um “processamento térmico de alta pressdao” (HPTP) [261].

As altas pressdes mostram-se igualmente eficazes na inibicdo leveduras e bolores
(300 — 400 MPa), requerendo pressdes mais elevadas para inativar ascédsporos. Os virus
apresentam sensibilidade varidvel de acordo com as espécies. Jd no caso dos parasitas,
hd muito pouca informag¢do na literatura disponivel, mas as evidéncias parecem
apontar na mesma direcdo das células bacterianas vegetativas. Como alguns
microrganismos sdo capazes de sobreviver, em particular o Clostridium botulinum, o
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HPP é classificado como uma técnica de pasteurizagdo e ndo de esterilizagdo. Um
aspeto importante a ser levado em consideragdo é que a eliminagdo de algumas
bactérias em um contexto de alimentos envasados a vdcuo, pode gerar um
desequilibrio na competi¢do entre a flora microbiana e levar ao desenvolvimento de
espécies mais prejudiciais a satide, o que é sempre algo preocupante sob a 6tica da
seguranga alimentar [262], [263].

De modo geral, como os microrganismos podem responder de maneira diferente
as altas pressdes conforme as caracteristicas do meio (pH, a,, micronutrientes, etc.), a
complexa composicdo dos alimentos é outro fator que pode dificultar a previsdo da
resposta dos patégenos ao tratamento [262].

Na prética, hd muitos casos de sucesso envolvendo os tratamentos por altas
pressoes, dos quais se destacam [262]:

*  Moluscos bivalves e outros alimentos do mar que sdo consumidos pouco cozidos
(ou até mesmo crus) onde se pode obter uma redugdo expressiva da carga
microbiana;

- Crustdceos (por exemplo, lagostas) podem ser removidos facilmente da casca
obtendo-se alto rendimento, diminuindo os custos e combatendo o desperdicio
alimentar;

] Em certos produtos, como carnes cozidas e curadas, pode-se reduzir a
quantidade de sal e outros aditivos alimentares;

- Consegue-se uma redugdo de Listeria monocytogenes em refei¢des prontas,
aumentando a vida de prateleira e a qualidade nutricional das mesmas;

. Pode-se prevenir surtos de intoxica¢do alimentar devido a presenca de estirpes
de E. coli e Salmonella sp., organismos resistentes a acidez em alimentos
pasteurizados (por exemplo, sumos de fruta);

=  Evita-se o escurecimento enzimdtico (PPO) em produtos como o guacamole;

* A confegdo de queijos de leite cru microbiologicamente seguros foi viabilizada.

Os produtos atualmente conservados por HPP requerem refrigeracao,
acidificacdo ou reducdo da a, para evitar a germinagdo de esporos bacterianos.
Alternativamente, pode-se limitar a vida de prateleira. Dessa forma, o préximo grande
passo para a tecnologia serd a capacidade de produzir alimentos com baixa acidez,
estdveis em frio discreto ou até mesmo a temperatura ambiente, através da utilizagao
combinada de calor moderado e alta pressao. Isso inclui a necessidade da investigacao
na drea da engenharia alimentar de forma a permitir a produ¢do em escala comercial
do HPTP, além da produgdo de dados experimentais suficientes para validar a
seguranga microbiolégica dos alimentos produzidos desta forma [261], [262].
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4.1.3.2 Outras Técnicas de Conserva¢ao Modernas

Conforme foi dito acima, sdo consideradas técnicas de processamento minimo o
uso de embalagens que permitam manter as propriedades organoléticas e estender a
vida de prateleira de produtos alimentares. Tecnologias relacionadas com o packaging
e as “atmosferas protetoras”, tais como o embalamento em atmosfera modificada
(MAP) e sob vacuo, serdo discutidas em maior detalhe no Capitulo 5.

As novas técnicas de conservagao de alimentos concentram-se em métodos ndo
térmicos que visam manter a qualidade, a seguranca e o valor nutricional dos
alimentos. Essas técnicas oferecem vantagens significativas sobre os métodos
tradicionais, como menor dependéncia de aditivos quimicos, menor impacto nas
propriedades organolépticas dos alimentos e uma abordagem mais sustentavel e
amiga do ambiente [264].

Elas podem ser dividas em métodos baseados em principios fisicos ou quimicos,
ou ainda, em tratamentos térmicos e ndo térmicos. Os tratamentos térmicos possuem
como vantagem a eficiéncia em termos de tempo e energia e a capacidade de eliminar
eficazmente vdrios microrganismos e desnaturar enzimas, porém, uma grande
desvantagem que se observa neste tipo de técnica deve-se ao facto dela destruir
compostos termoldbeis, o que acaba por impactar nas propriedades nutricionais e
organoléticas dos alimentos [241].

Os tratamentos ndo térmicos, por outro lado, caracterizam-se como sendo
capazes de reter melhor os nutrientes, proteger os compostos termoldbeis e impactar
minimamente na qualidade sensorial dos alimentos [241]. Na Tabela 4.1, é possivel
observar as principais técnicas de conservacdo que ocupam uma posigdo de destaque
na atualidade, os principios que as regem, assim como as suas principais vantagens e
desvantagens:
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Tabela 4.1 Principios, vantagens e desvantagens das mais importantes técnicas de conservacdo modernas

Técnicas de

Tratamentos Quimicos

Tratamentos Fisicos Térmicos

Conservagao L ) ) Aquecimento Radiacao
Modernas Ozonizagao Plasma Frio Microondas , ) .
Ohmico Ultravioleta
L . e O aquecimento 6hmico em . )
O plasma frio é criado Baseia-se no principio de que - . Baseia-se na capacidade
O ozono (03) o . conservacdo de alimentos .
B quando um gés é ionizado as ondas de microondas da luz UV de danificar o
decompde-se . . . envolve a passagem de uma
8 . a uma temperatura agitam as moléculas de dgua . , ADN e as estruturas
o~ rapidamente em . . . 3 corrente elétrica através do
o, . relativamente baixa, nos alimentos, através da . celulares de
o moléculas de . N . ~ alimento, aquecendo-o . .
c . permitindo reacdes inversdo das suas . microrganismos,
. oxigénio e apresenta . . uniformemente e o
= . quimicas sem um polaridades, gerando calor . L inibindo seu
R um alto potencial de . . L rapidamente devido a .
. B aumento significativo da por meio da fricgdo s . crescimento e
oxidagdo (2,07 V). resisténcia elétrica interna dos B
temperatura. molecular. o . reproducdo.
proprios alimentos.
Eficiente na reducédo
)
5 de pesticidas; Temperatura baixa;
80 Alta eficiéncia de A . ¢ ” Alta transferéncia de
< imi 4ri . uecimento uniforme.
- Agente Elimina varios transferéncia de calor. d massa.
< antimicrobiano e microrganismos.
> antiviral.
Baixa penetracdo em certos
a Possivel deterioragdo tipos de equipamentos;
) : : 20 .
50 da qualidade de Baixa penetracdo; Sobreaquecimento nas o . . )
s certos alimentos bordas: Equi A . I6es indesejados podem Baixa capacidade de
P ‘ ordas; Equipamentos mais i 5
§ Possiveis residuos nos o quip o entrar nos alimentos. penetragao.
> Capacidade de alimentos eficientes na transmisséo do
> .
é’ penetragdo limitada. calor possuem custos

elevados.
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Tabela 4.1 Principios, vantagens e desvantagens das mais importantes técnicas de conservagdo modernas (continuagao)

Técnicas de

Tratamentos Fisicos Nao-Térmicos

Conservacgao
Modernas Campo Elétrico Pulsado Luz Pulsada RadiagOes Ionizantes Ultrassons
) . Os alimentos sdo posicionados
Baseia-se na aplicagdo de pulsos tre dois elétrod Direto: danifica o ADN dos
entre dois elétrodos e, em : - . .
" de alta tensdo de curta duracédo da. & aplicad 1 microrganismos alvo A radiacdo ultrassonica agita as
seguida, é aplicado um pulso : ) i
= para perfurar as membranas ligt o d Ift tensd (5% KV/cm) particulas sélidas presentes na
o, i . elétrico de alta tensdo cm reto: PF ~
N3] celulares dos microrganismos, b ‘odos. £ recid Indireto: durante a radiélise da solugdo, causando sua
or breves periodos. E regido por 4 5 o x
g inativando-os sem elevar P b'p 50 d gidop dgua sdo gerados compostos com fragmentacao por cavitagdo e
uma combinagdo de . <
~ significativamente a temperatura lot - ¢ poderes tanto redutores como dispersdo no solvente.
eletroporacéo e ;
do alimento. porag S oxidantes.
eletropermeabilizagdo.
. Propicia a destruigdo de . .
Eficaz contra uma ampla gama . . Simples operagao;
. ) microrganismos;
2] Sabores e aromas frescos; de microrganismos; & -
g & . L Na&o gera poluentes, sendo
80 . . Produz altera¢des minimas nos . ) )
I Preserva nutrientes; Processamento rdpido e sem . . favordvel ao meio ambiente;
- d . constituintes dos alimentos;
(s res{ fmicos; . ~
o Processamento rapido. CSICUOS qUIMICos . .. Eficaz na extra¢do de compostos
> . . Efeitos minimos sobre outras L
Aquecimento minimo. ) N ) bioativos.
moléculas que néo as da dgua.
a Penetracdo limitada; Baixa capacidade de desinfecdo e
g’o Efeito limitado sobre esporos e Pode destruir vitaminas; penetracdo;
< . Sensibilidade a cor e
- virus; . .. . .
g transparéncia; E fraco sobre a atividade Intensidade e tempo excessivos
> Baixa capacidade de penetragéo. enzimaética levam a oxidacdo e a formacgao de
é’ Custo dos equipamentos, sabores desagradéveis.

Fonte: Adaptado de Tian, Huang & Qin [241]; Chacha et al. 2021 [264]; Sridhar et al. 2021 [22].
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4.1.3.3 Tratamentos Mistos e Tecnologia dos Obstaculos

Com o avango tecnolégico e a mudanca dos hdbitos de consumo — de uma
alimentagdo mais processada para uma com aspeto mais fresco e sauddvel — a industria
passou a fazer uso de técnicas de conservagdo mais brandas. Porém, para a suplantar
a curta vida util dos alimentos menos processados e obter produtos que sejam seguros,
estdveis e que possuam as caracteristicas desejadas, empresas do setor alimentar
passaram a adotar com mais frequéncia a “tecnologia dos obstdculos”, onde nao
apenas um, mas um conjunto de métodos de conservacdo sao usados muitas vezes de
maneira sinergética [195].

A “tecnologia dos obstdculos” (em inglés, hurdle technology) baseia-se na
utilizagdo inteligente de diferentes fatores ou técnicas de preservacao (obstaculos) com
multiplos objetivos. Homeostasia é a tendéncia constante do microrganismo de manter
a sua estabilidade e de se adaptar ao ambiente. Os obstdculos buscam perturbar um
ou vdrios mecanismos homeostdticos do microrganismo. A recuperagdo de uma
homeostasia perturbada exige muita energia e, sendo assim, a restricdo do
fornecimento de energia as células microbianas inibe 0os mecanismos de reparacédo e
promove um efeito amplificado dos obstdculos. Como resultado, temos que os
microrganismos ndo se multiplicam, permanecendo estdveis ou até, eventualmente,
sendo eliminados. A interferéncia com a homeostasia traduz-se num foco atrativo e
16gico para melhorias nas técnicas de conservagdo de alimentos [195], [265].

7

Outro fenémeno de importancia pratica é a exaustdo metabdlica dos
microrganismos, que poderia levar a uma "auto-esterilizacdo" dos alimentos.
Aparentemente, os microrganismos, diante das perturbag¢des impostas pela conjuncao
de técnicas de preservacao, fazem uso de todos 0os mecanismos de reparagdo possiveis
para a sua homeostasia a fim de superar o ambiente hostil. Ao fazé-lo, consomem
completamente a sua energia e podem vir a morrer, caso se esgotem metabolicamente.
Isso conduz, eventualmente, a uma auto-esterilizacdo, fazendo com que certos
alimentos se tornem ainda mais seguros durante a sua armazenagem [265].

Uma limitagdo para o sucesso da “tecnologia dos obstdculos” poderiam ser as
reacOes de stress dos microrganismos. Algumas bactérias tornam-se ainda mais
resistentes ou, até mesmo, mais agressivas sob stress, uma vez que geram proteinas de
choque do stress. Se por um lado, essas reagdes dos microrganismos podem dificultar
a preservacao de alimentos e tornar problemdtica a aplicacdo da “tecnologia dos
obstdculos”; por outro lado, a ativagdo de genes para a sintese das proteinas de choque
tornar-se-a mais dificil, se forem provocadas diferentes reagdes simultaneas de stress.
Para lutar contra as diferentes perturbagdes, a célula necessita da sintese de varias
proteinas protetoras que os microrganismos ndo conseguem fornecer, uma vez que
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esses se encontram metabolicamente esgotados. Por conseguinte, uma conservagao
dos alimentos que induza a multiplas fontes de stress poderia ser a resposta para evitar
a sintese de tais proteinas de choque que, de outra forma, poderiam por em risco a
estabilidade microbiana e a seguranca de certos alimentos [265].

A conservagdo de alimentos fazendo uso de “multiplos alvos” deve ser o objetivo
tinal para uma conservagao suave, porém, mais eficaz dos alimentos. H4 algum tempo
que se supde que diferentes fatores de preservacdo num mesmo alimento poderiam,
ndo somente ter um efeito aditivo, mas também sinergético. Para que se atinja tal
objetivo, é preciso realizar uma selecdo inteligente e uma combinacdo de fatores de
conservagao de classes diferentes e com distintas finalidades [265], [266].

H4 intmeros obstdculos que podem ser implementados em um processo de
preservagdo, no entanto, os mais comumente utilizados sao: temperaturas altas ou
baixas, diminui¢do da 4, baixo potencial redox (E,), competi¢io microbiana (por
exemplo, LAB) e conservantes (naturais ou artificias). Atualmente, com o surgimento
e o aperfeicoamento das tecnologias de processamento minimo e dos tratamentos nao-
térmicos, novas combinagdes de tecnologias emergentes com técnicas tradicionais de
conservacgdo vém sendo testadas [195].

As novas tecnologias de processamento alimentar, tais como microondas e
radiofrequéncia, aquecimento 6hmico, campos elétricos pulsados, irradiacdo, altas
pressdes, dentre outras, podem ser utilizadas para melhorar a seguranca e a vida util
dos ingredientes alimentares. Contudo, algumas dessas técnicas afetam
negativamente as propriedades organoléticas dos alimentos e reduzem a sua
aceitabilidade por parte dos consumidores, efeito adverso que poderia ser
ultrapassado através da utilizacdo da “tecnologia dos obstaculos”. As estratégias de
combinac¢do de diferentes fatores de preservacdo sdo capazes de melhorar as
caracteristicas organoléticas e sensoriais e garantir, a0 mesmo tempo, a seguranca
microbiana dos alimentos e diminuir o consumo energético [266].

Khan et al. em um artigo de revisdo sobro o assunto, destacam que: [266]

. A irradiagdo quando utilizada em combinacdo com outras tecnologias de
conservacao, tais como o tratamento térmico, reduz as doses de radiagdo
necessdrias, sem afetar a qualidade dos alimentos;

* A conservacdo eficaz utilizando HPP pode ser conseguida fazendo uso de
pressdes moderadas em combinagdo com outras tecnologias (por exemplo,
atmosferas modificadas) reduzindo os efeitos negativos sobre o frescor dos
alimentos;

* O ozono pode ser corrosivo em doses elevadas, mas degrada-se rapidamente
através da aplicacdo de calor e, assim, a introdugdo sequencial de ozono e calor
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moderado nos produtos alimentares pode ultrapassar as questdes associadas ao
aquecimento e ao ozono individualmente;

*  Os microrganismos resistentes ao tratamento com campos elétricos pulsados
poderiam ser eliminados, se essa técnica for combinada com outras de baixa
intensidade.

4.1.4 O HPP em Algas Marinhas

Diferentemente dos métodos convencionais de conservagdo, para os quais existe
uma ampla literatura sobre seus efeitos nas propriedades organoléticas das algas
marinhas, hd escassa publicagdo a respeito da aplicagdo de HPP. No levantamento
efetuado, foram encontrados apenas 7 referéncias de 3 paises diferentes (Espanha,
Chile e Irlanda), dentre as quais, 5 delas estdo vinculadas a apenas 2 ensaios feitos por
um grupo de investigadores espanhdéis. E de destacar que na altura da elaboragio do
projeto de doutoramento descrito na presente tese e, durante a fase inicial do trabalho
experimental, ndo havia ainda nenhuma publicacio sobre o assunto.

Del Olmo et al. [44], primeiramente, investigaram os efeitos do HPP sobre a alga
Laminaria ochroleuca (Phaeophyceae), juntamente com as técnicas de salga e
congelamento, examinando pardmetros microbioldgicos, fisico-quimicos (peso seco,
pH e a,), de cor e textura, além de realizar andlises dos polifenoéis totais (TPC), da
capacidade antioxidante (FRAP e TEAC/ABTS*) e da atividade enzimadtica
(proteolitica e da aminopeptidase). A principal descoberta foi a de que o
processamento HPP melhorou a qualidade microbiolégica de L. ochroleuca, mostrando-
se eficiente até o término do periodo de armazenamento de 180 dias a 4 °C.

As diversas técnicas de conservacdo afetaram de maneira significativa, em maior
ou menor grau, 0s principais parametros fisico-quimicos. Notavelmente, no que
concerne a textura, 0 HPP diminuiu a dureza da alga marinha, enquanto a salga as
tornou mais rigidas. A cor da alga marinha processada por HPP tornou-se mais
avermelhada, enquanto o congelamento e a salga resultaram numa tonalidade mais
azulada. Durante o armazenamento, o TPC e a atividade antioxidante decresceram,
sendo que a reducdo foi menos acentuada na alga L. ochroleuca congelada,
comparativamente as demais amostras. A atividade enzimdtica, embora inicialmente
suprimida pelos diferentes tratamentos, apresentou valores préximas ao controlo no
dia 0 em todas as amostras no final do armazenamento [44].

Além disso, Lopez-Pérez et al. [33] publicaram um artigo sobre o mesmo ensaio,
onde foi dada énfase aos compostos volateis e as caracteristicas de odor de
L. ochroleuca, durante a armazenagem de longo-prazo. A conclusdo principal foi que o
HPP resultou, segundo o painel de andlise sensorial recrutado para o estudo, em
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melhores atributos de odor e uma avaliagdo global superior, comparativamente as
demais técnicas de salga e congelamento.

Em um outro ensaio, Del Olmo ef al. [43] estudaram a conservacdo de cinco algas
comestiveis — Codium fragile e Ulva lactuca (Chlorophyta), Chondrus crispus
(Rhodophyta), Himanthalia elongata e Undaria pinnatifida (Phaeophyceae) — por HPP,
sendo analisados basicamente os mesmos pardmetros do estudo anterior [44]. A
analise revelou que o uso de HPP a 600 MPa incrementou a qualidade microbiol6gica
das algas marinhas e estendeu significativamente sua durabilidade, enquanto o
processamento a 400 MPa teve efeitos menos acentuados. Originalmente, a vida de
prateleira variava, de 3 dias para U. lactuca a 60 dias para H. Elongata, nas amostras do
controlo. Com o tratamento HPP, essa vida-til foi ampliada para 180 dias em todas
as espécies de macroalgas analisadas, mantendo em grande parte suas caracteristicas
nutricionais, como a concentrac¢do de polifendis e a atividade antioxidante.

Lopez-Pérez et al. [245] estudaram o impacto do HPP sobre os compostos voldteis
e caracteristicas de odor das cinco algas marinhas do ensaio anterior. Da mesma forma,
o tratamento HPP resultou numa extensao significativa da vida de prateleira das algas
para consumo, chegando a 180 dias, especialmente em termos das suas caracteristicas
de odor. E importante ressaltar que o comportamento das algas marinhas ao
tratamento HPP e a armazenagem refrigerada apresentou diferengas notdveis entre as
cinco espécies estudadas, tanto no que diz respeito aos parametros fisico-quimicos
avaliados, quanto ao nivel dos VOCs [43], [245].

Complementarmente, Picon et al. [145] avaliaram a diversidade bacteriana em
seis espécies de macroalgas frescas comestiveis (L. ochroleuca do primeiro ensaio, mais
as 5 macroalgas do segundo ensaio) submetidas ao HPP e ao armazenamento por 180
dias a 4 °C [43], [44]. A andlise identificou uma vasta diversidade bacteriana entre os
1.029 isolados, provenientes de todas as algas marinhas avaliadas. O HPP resultou em
uma diminuigdo significativa dessa diversidade bacteriana, imediatamente apds o
tratamento, reduzindo o nimero de ordens, familias, géneros e espécies identificados.
Adicionalmente, o armazenamento refrigerado, tanto do controlo como das algas
tratadas por HPP, resultou em uma redugdo da diversidade bacteriana em todos os
niveis taxondémicos anteriormente mencionados.

O propésito da pesquisa de Mateluna et al. [267] foi o de analisar o impacto de
diferentes métodos de processamento, térmicos e ndo-térmicos, sobre as caracteristicas
texturais da alga chilena Durvillaea antarctica (Phaeophyceae), levando em conta certos
componentes quimicos cruciais e sua microestrutura. Foi observado que tanto os
métodos tradicionais de processamento, como o tratamento térmico e os ciclos de
congelamento e descongelamento, quanto os métodos inovadores, como o uso de
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ultrassom e o HPP, tém a capacidade de amaciar a textura da alga marinha em graus
variados, que sdo influenciados pelos valores e parametros de processamento
escolhidos. Especificamente, a aplicagdo do HPP a 600 MPa por um periodo que variou
de 1 a 3 min, induziu mudangas texturais significativas. Esses resultados foram
consistentemente corroborados por mudangas microestruturais, que foram detetadas
através de andlises com microscopia eletrénica de varredura, mostrando evidéncias de
danos ao nivel celular de D. antarctica.

Por fim, Zhu et al. [268] em seu estudo exploraram vdrios métodos de
processamento, incluindo o HPP, a salga e o branqueamento, de maneira a examinar
os efeitos destes tratamentos pds-colheita na durabilidade e preservagdo das espécies
de algas castanhas Ascophyllum nodosum e Alaria esculenta (Phaeophyceae). Além disso,
foi adotada a técnica de sequenciamento genético 16S RNA, para caracterizar o
microbioma presente na superficie dessas algas coletadas na costa irlandesa. Com
relagdo as condigdes de armazenamento, foi sugerido que uma temperatura reduzida
(4 °C) seria o ideal.

Observou-se que, apesar de os diferentes métodos de tratamento ndo terem
exercido grande influéncia na diversidade microbiolégica das algas, o tratamento por
alta pressdao (HPP) mostrou-se particularmente eficaz. Isto foi evidenciado pelo facto
de que as contagens de microrganismos vidveis permaneceram em niveis aceitdveis
ap6s 30 dias de armazenamento, sugerindo que o HPP é uma técnica promissora para
a conservagao das algas marinhas.

4.2 Ensaio HPP | Materiais e Métodos

Este trabalho visa avaliar como o processamento por altas pressoes hidrostdticas
afeta a conservacao das qualidades fisico-quimicas e de seguranca alimentar de duas
variedades de algas marinhas, notadamente “chordo-do-mar” (Codium tomentosum,
Chlorophyta) e “erva-malagueta” (Osmundea pinnatifida, Rhodophyta). Utilizando-se
das instalagdes da Universidade de Aveiro, as algas foram submetidas ao tratamento
por HPP a 600 MPa por 5 minutos e armazenadas sob refrigeracdo (4 °C) por um
periodo de 15 dias. A investigagdo incluiu andlises colorimétricas, microbiolégicas
(contagem de microrganismos como mesoéfilos totais, bactérias heterotréficas
marinhas, enterobactérias, fungos e leveduras), além da andlise de compostos
organicos voléteis, por meio de GC-TOF-MS, para entender as principais alteracdes
provocadas pelo tratamento no perfil de aroma das algas estudadas.
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4.2.1 Processamento das Matérias-primas

As matérias-primas usadas no ensaio foram processadas consoante o protocolo
descrito na Secgao 2.2.1, sendo selecionadas para o presente ensaio as algas
apresentadas nas Figuras 4.3A e B: “chordo-do-mar” (C. ftomentosum) e “erva-
malagueta” (O. pinnatifida), respetivamente. Depois de recolhidas (Buarcos, Figueira
da Foz) e tratadas (Universidade de Coimbra), no dia posterior, as algas marinhas
transportadas para a Universidade de Aveiro, onde foram processadas por altas
pressdes. Metade as amostras ficaram armazenadas no local, para que fossem
realizadas as andlises microbioldgicas, e o restante das amostras foi transportado para
o laboratério da FCT NOVA onde foram realizadas as demais andlises.

[A] [B]

[C]
Figura 4.3 Algas marinhas frescas logo apds serem colhidas em seu habitat natural:

[ A ] Codium tomentosum; [ B ] Osmundea pinnatifida; [ C ] Cabo do Mondego, Figueira da Foz.
Fontes: [ A ] Patricia Gabriel; [ B ] Bruno Moreira-Leite; [ C ] Vitor Junqueira.
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4.2.1.1 Controlo

Assim que chegaram a Universidade de Aveiro, metade das algas marinhas foi pesada
(100 +1 g) e envasada em 6 sacos de poliamida/ polietileno (PA /PE, dimensdes 300 x
400 mm, 90 um de espessura) [Sammic, Espanha] com ar atmosférico (0,1 MPa). Em
seguida, as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo (4 °C), sendo metade na FCT
NOVA e o restante na Universidade de Aveiro, por periodos de 7, 15, 30, 60 e 90 dias.
No final de cada um destes periodos, as amostras para andlise foram congeladas em
azoto liquido, envasadas em vdcuo (99%) e conservadas a -45 °C até posterior andlise.

4.2.1.2 HPP

Assim que chegaram a Universidade de Aveiro, metade das algas marinhas foi
pesada (100 £ 1 g) e envasada em 6 sacos de poliamida/ polietileno (PA /PE, dimensdes
300 x 400 mm, 90 um de espessura) [Sammic, Espanha] com ar atmosférico (0,1 MPa).
As amostras foram imediatamente processadas a 600 MPa durante 5 min a
temperatura ambiente (20+2°C) no equipamento de altas pressdes [Modelo 55,
Hiperbaric, Espanha] da Universidade de Aveiro, realizando-se a descompressao
imediata. As amostras foram entdo mantidas sob refrigeracdo (4 °C) por 24h, de
maneira a reduzir a carga microbiana, assim como induzir a germinacdo de esporos
fangicos e bacterianos. No dia seguinte, as amostras sofreram um segundo ciclo de
processamento, com as mesma condi¢des anteriormente utilizadas, com o intuito de
inativar os esporos que eventualmente germinaram e passaram a estar em sua forma
vegetativa (mais vulnerdvel ao HPP). Em seguida, as amostras foram armazenadas sob
refrigeracdo (4 °C), sendo metade na FCT NOVA e o restante na Universidade de
Aveiro, por periodos de 7, 15, 30, 60 e 90 dias. No final de cada um destes periodos, as
amostras para andlise foram congeladas em azoto liquido, envasadas em vacuo (99%)
e conservadas a -45 °C até posterior andlise.

4.2.2 Caracterizagao Fisica

4.2.2.1 Colorimetria

Um colorimetro modelo CSM-4 [PCE Instruments, Espanha] foi usado para
medir as coordenadas de cor CIEL*a*b*. Os parametros para a leitura das amostras
foram: abertura de 20 mm, iluminante D¢ e geometria 45°/0° (iluminagdo/angulo de
visdo). O equipamento foi calibrado para branco antes da coleta dos dados, e as leituras
foram feitas logo apds a retirada das algas das embalagens. Em cada amostra, 10
réplicas foram medidas contra um fundo branco, e as médias para cada coordenada
foram calculadas.
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O desvio de cor em relagdo ao controlo (AE) foi calculado usando a Equagao 4.1:

AEt,d = \[ALt'dZ + Aat'dz + Abt'dz Ou
Equacdo 4.1

AE q = \/ (Lt,d —Lg)? + (at,d —ap)? + (bt,d — by)?,

onde: Ly, aq e by é a média das leituras das coordenadas (L*, a*, b*) feitas no tempo
zero para o controlo, ou seja, antes das algas passarem por qualquer tratamento ou
armazenamento; L, 4, a; 4 € by 4 sdo as leituras feitas apds o processamento (f = CTRL
ou HPP) e armazenagem das amostras (d = 7, 15, 30, 60 ou 90 dias) [269].

4.2.3 Caracterizacao Bioldgica

4.2.3.1 Analise Microbioldgica

Os microrganismos “bactérias mesdfilas aerdbicas totais” (TAM),
“enterobactérias” (ENT) e “leveduras e bolores” (YM) foram quantificados de acordo
com as metodologias descritas na ISO 4833-1, ISO 21528-1 e ISO 21527-2,
respetivamente [270]-[272]. As “bactérias marinhas heterotréficas” (HMB) foram
quantificadas de acordo com as instru¢des do meio de cultura (Marine Agar 2216)
[273]. Os patdgenos Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes tentaram ser
detetados com base nas metodologias descritas na ISO 9308-1, ISO 6579-1 e ISO 11290-
1, respetivamente [274]-[276].

4.2.3.1.1 Quantificacdao: bactérias mesofilas aerdbicas, enterobactérias, bactérias
marinhas heterotroficas e leveduras e bolores

Para evitar contaminacdo, as amostras foram preparadas numa cabine de fluxo
laminar horizontal. Foram usadas 10 g de cada amostra para as andlises, sendo estas
colocadas assepticamente em um saco misturador estéril e homogeneizadas a
temperatura ambiente (20 +2 °C) com 90 mL de solugdo de Ringer. Apds 120 s no
aparato stomacher, dilui¢des decimais seriadas foram feitas, sendo uma aliquota destas
espalhadas ou dispersas pelo método de pour plate, de acordo com o protocolo, em

placas de Petri de 90 mm.

As placas de Petri foram incubadas com os meios Standard Method Agar (SMA, ou
PCA Agar) a 30 £ 1 °C durante 72 h para TAM, Violet Red Bile Dextrose Agar (VRBDA),
a 37 £1°C durante 24 h para ENT, Zobell Marine Agar (ZMA, ou Marine Agar 2216), a
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25+1°C durante 72h para HMB e Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (RBCA) a
25 + 1 °C durante 120 h para YM.

Apenas as placas contendo, no minimo, 10 unidades formadoras de colénia
(UFCs) e, no maximo, até 300 UFCs, caracteristicas e ndo-caracteristicas foram
consideradas para cada dilui¢do, sendo os resultados expressos como log UFC.g*. O
limite de quantificagdo (LOQ) para o ensaio foi de 2 log UFC-g" e o limite de detecao
(LOD) foi de 1 log UFC-g. O limite maximo para a carga microbiolégica considerada
no presente estudo foi de 6,48 log UFC-g™'.

4.2.3.1.2 Detecao: Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes

Foram usadas 25 g de cada amostra de algas para as andlises que detetam a
presenga ou auséncia dos microrganismos Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes. A estas amostras foram adicionados 225 mL de Buffered Peptone Water
ISO, sendo realizada uma incubacgido a 37 + 1 °C durante 24 h. Em seguida, inocularam-
se placas de Petri com os meios Chromogenic Coliform Agar (CCA) a 37 £1 °C durante
24 h para Escherichia coli, Xylose Lysine Deoxycholate modified agar (XLD), a 37 +1 °C
durante 24 h para Salmonella spp. e PALCAM (do inglés, Polymyxin Acriflavin Lithium-
chloride Ceftazidime Esculin Mannitol) Listeria Agar a 37 + 1 °C durante 48 h para Listeria
monocytogenes. Caso fosse detetada a presenga ou auséncia de alguma UFC especifica
destes microrganismos, os resultados seriam expressos como sendo “detetado” ou
“nédo detetado”, respetivamente.

4.2.4 Caracterizagao Quimica

4.2.4.1 Analise dos Compostos Organicos Volateis (GC-TOF-MS)

A preparagdo das amostras e andlises foram realizadas usando o mesmo
protocolo descrito na Secgao 3.2.2.

4.2.5 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o programa RStudio, versdo
2022.2.1.461 [95], usando ANOVA de dois fatores (tratamento e tempo) totalmente
causalizados, seguida pelo teste post-hoc de Tukey HSD. Todos os residuos das séries
de dados foram testados para normalidade, simetria, curtose e homocedasticidade. Os
resultados foram expressos como média (x) + desvio-padrdo (s), exceto para a andlise
de cor em que os resultados sdo expressos como mediana (Q») + intervalo interquartil
(IQR). Dada a natureza dos dados, os pardmetros de cor foram analisados por meio de
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testes ndo paramétricos, de acordo com a metodologia proposta por Elkin et al. [277]:
ANOVA com a transformagdo em rankings, alinhados (ART) para verificar as
diferencas significativas, seguida da comparacgdo pareada utilizando os contrastes de
ART (ART-C), ambos disponiveis no pacote "ARTool" para RStudio. A referéncia para
o nivel de significancia estatistica dos testes foi ot = 5%.

Para identificar quais VOCs contribuiram mais significativamente para a
caracterizacdo das amostras em termos de voldteis, foi realizada a Andlise de
Componentes Principais (PCA), usando o software estatistico The Unscrambler® X,
versdo 10.5.46461.632 [228]. Os compostos do PCA foram posteriormente analisados
usando ANOVA de um fator (periodo de armazenagem) totalmente causalizado,
seguida pelo teste post-hoc de Tukey HSD

4.3 Ensaio HPP | Apresentacao e Discussao dos Resultados

4.3.1 Caracterizagao Fisica

4.3.1.1 Colorimetria

Os resultados referentes a andlise colorimétrica no espago de cores CIELAB
encontram-se organizados na Figura 4.4. A coordenada L* é uma medida da
luminosidade ou clareza de uma cor, onde L* varia de 0 a 100, representando,
respetivamente, os valores menores as tonalidades mais escuras (preto =0) e os valores
maiores as tonalidades mais claras (branco = 100). A coordenada a* representa o
componente de cor verde-vermelho, onde valores positivos indicam tons de vermelho,
e valores negativos indicam tons de verde. A coordenada b* representa o componente
de cor azul-amarelo, onde os valores positivos indicam tons de amarelo e os valores
negativos indicam tons de azul. A coordenada AE representa a diferenca total de cor
entre duas medig¢oes (no presente estudo, o controlo no dia 0) e, quanto maior o valor
de AE, maior a diferenca percebida entre as cores.

Para a coordenada L* da alga C. tomentosum (Figura 4.4A), os grupos CTRL e HPP
mantiveram-se sem diferencas significativas nos primeiros 15 dias. No entanto, a partir
do dia 30, observam-se diferengas significativas entre as algas tratadas (HPP) e ndo-
tratadas (CTRL). O grupo CTRL, apds uma diminuig¢do inicial na luminosidade nédo
significativo, exibe um aumento ligeiro e progressivo, apontando para uma evolucao
em dire¢do as tonalidades mais claras. Por outro lado, no tratamento HPP, ndo ha
diferencas significativas entre os valores de L*, excetuando-se os dias 7 e 60.
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[ A ] Valores L* para C. tomentosum

[ C] Valores a* para C. tomentosum

[ E ] Valores b* para C. tomentosum

[ G ] Desvio da cor (AE) de C. tomentosum

media

a, B %
161
000

days

[ B ] Valores L* para O. pinnatifida

[ D ] Valores a* para O. pinnatifida

[ F ] Valores b* para O. pinnatifida

[ H ] Desvio da cor (AE) de O. pinnatifida

Figura 4.4 Valores das coordenadas CIELAB para C. tomentosum e O. pinnatifida preservadas
por HPP e o seu Controlo ao longo dos dias de armazenamento
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Os valores para o controlo de C. tomentosum CT-CTRL estdo em verde, os do controlo de O. pinnatifida
OP-CTRL estdo em vermelho e os das algas tratadas por HPP estdo em azul.

Os resultados sdo expressos como as coordenadas CIELAB para L* a* b*e AE.

Notas: Medianas (Q,) e intervalo interquartil (IQR) das determina¢des do duodécuplo em cada experimento.
Medianas seguidas por letra mintscula diferente séo significativamente diferentes (P < 0,05) ao longo dos dias de
armazenamento. Medianas seguidas por letra maitscula diferente sdo significativamente diferentes (P < 0,05) entre
os tratamentos.

Relativamente a coordenada a* (Figura 4.4C), percebe-se um aumento gradual
dos valores com o passar dos dias, sugerindo uma reducdo do verde em favor de mais
vermelho no CTRL. J4 no tratamento HPP, o comportamento de a* é irregular,
oscilando entre -2,135 e -0,835, uma variag¢do que parece derivar da heterogeneidade
das amostras. Ha ainda alguma inconsisténcia quanto aos valores de a* para os
tratamentos, observando-se uma alternancia entre periodos em que hd diferengas
significativas (dias 0, 30 e 90), e outros onde ndo houve diferencas entre os tratamentos
(dias 7, 15 e 60).

No que se refere a coordenada b* (Figura 4.4E), a diferenca entre os tratamentos
torna-se significativa a partir do dia 7. O CTRL revela um incremento continuo dos
valores de b* ao longo do armazenamento, passando de 4,009 para 9,412, que é o
indicativo de uma intensificagcdo dos tons amarelos; enquanto em HPP, os valores de
b* ndo apresentaram uma tendéncia clara, oscilando entre 3,208 e 6,307. No entanto,
no dia 90, foi observado um valor estatisticamente diferente, que também aponta na
direcdo de uma coloragdo mais amarelada.

Quanto a coordenada AE (Figura 4.4G), no geral, verifica-se um aumento na
diferenca de cor ao longo do tempo em ambos os grupos, porém, com muito mais
intensidade nas amostras do CTRL (6,469 vs. 2,712 em HPP). A partir do dia 15, a
diferenca na coordenada AE entre os tratamentos torna-se estatisticamente
significativa. Enquanto a aplicacdo de HPP parece ter um impacto nas coordenadas de
cor mais acentuada perto do final do periodo de armazenagem, em CTRL, nota-se um
afastamento gradual e significativo do perfil de cores a partir da primeira semana de
armazenagem. As amostras sujeitas ao tratamento HPP exibem cores mais claras, tons
mais verdes e menos amarelados em comparagdo com o CTRL. Além disso, verifica-
se um alargamento dos valores de AE a medida que o tempo avanga, evidenciando
uma alteragdo cromadtica mais pronunciada no grupo CTRL. Esses resultados indicam
que a aplicagdo do HPP permite preservar melhor as cores, comparativamente as algas
nao-tratadas (CTRL).

Para Osmundea pinnatifida, os valores L* (Figura 4.4B) aumentam com o tempo de
armazenagem até o dia 60, quando parecem comecar a declinar, apesar da diferenga
ndo ser significativa deste para o ultimo perfodo de amostragem (dia 90). Apéds o
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tratamento HPP, o valor de L* sofre uma diminui¢do (ou escurecimento,
representando pela mudanca de 1,323 para 1,762), mas esta diferenca entre os
tratamentos s6 € significativa até o dia 15, a partir do qual os valores parecem
convergir. Assim sendo, pode-se observar um clareamento para ambas as algas
tratadas (HPP) e ndo-tratadas (CTRL), com maior énfase no segundo grupo. No caso
da coordenada a* (Figura 4.4D), a partir do dia 7 nota-se diferengas significativas entre
o CTRL e HPP. Enquanto os valores para HPP permanecem relativamente estdveis —
ndo hd diferengas significativas entre os dias, exceto pelo dia 60 em relagdo ao dia 7 -
os valores de a* para o CTRL aumentam até o dia 30 (de 4,550 para 13,057), quando
comegam a declinar até o fim do periodo de armazenagem (8,265). Para b* (Figura 4.4F)
nota-se um comportamento muito semelhante, com valores que crescem no CTRL até
o dia 30 (de 7,203 para 14,539) e depois comecam a declinar até atingir 9,149 no dia 90
de armazenagem. Em termos das cores, pode-se deduzir que houve um aumento nos
tons de vermelho e amarelo, em particular, nas amostras do CTRL.

Por dltimo, ao observar os valores para AE (Figura 4.4H) de O. pinnatifida,
percebe-se que as amostras sujeitas ao tratamento HPP possuem diferencas
significativas, em relagdo ao CTRL, desde o inicio do periodo de armazenagem.
Inicialmente, este tratamento parece impactar minimamente na cor e, nos dias 7 e 15,
a alga parece recuperar o seu perfil cromdtico (valores de 1,654 e 1,402,
respetivamente), jd que valores inferiores a 2 sdo considerados como uma diferenga
percetivel muito pequena. Apesar de ser observado um valor mais alto de 4,566 para
o AE no dia 60, deve-se lembrar que houve também um maior desvio (IQR de 3,264)
nas amostras. Ainda assim, no final do periodo de armazenagem (que ndo é
estatisticamente diferente dos dias 30 e 60), o valor para o AE possuia uma mediana
de 2,860, o que implica em pequenas diferencas percetiveis. O HPP claramente
preserva melhor as cores, em comparacdo com as amostras ndo-tratadas (CTRL). Esse
efeito de preservagdo parece ainda ser mais evidente em C. tomentosum relativamente
a O. pinnatifida.

Del Olmo et al. [43] em seu estudo sobre a conservagdo por altas pressdes de
Codium fragile, igualmente ndo encontrou diferengas significativas para a
luminosidade (L*) entre controlo e o tratamento por HPP a 600 MPa nos primeiros dias
de armazenagem, havendo somente diferencas significativas ap6s 30 dias. Tampouco
houve diferengas significativas ao longo do tempo, excetuando-se o tratamento a
600 MPa apds 180 dias de armazenagem. Relativamente a coordenada a*, sé6 houve
diferencas significativas entre o controlo e HPP apés 120 dias de armazenagem, ndo
havendo ainda diferencas significativas entre os dias de armazenagem para ambos o
controlo e o tratamento a 600 MPa. Em relagdo a coordenada b*, houve diferencas
relevantes entre o controlo e HPP desde o primeiro dia de processamento, havendo
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uma diminui¢do de 0,53 + 0,16 para —3,61 + 0,66 nos valores deste parametro, o que
implica num aumento das tonalidades azuladas na alga processada. Além disso,
apesar de nao ter havido diferencas entre os dias de armazenagem para o controlo, a
partir do dia 30 foi notada uma diferenca significativa no valor de b* para C. fragile com
uma tendéncia na diregdo das tonalidades mais amareladas.

Estes mesmos autores ndo estudaram o efeito das altas pressdes e do
armazenamento de longo-prazo sobre a alga O. pinnatifida, porém, avaliaram o seu
efeito sobre a macroalga vermelha Chondrus crispus (Rhodophyta). Os resultados de
Del Olmo et al. [43] apontam que ndo hd diferencas significativas entre os tratamentos
e o tempo de armazenagem para os valores da coordenada L* de C. crispus. Em relagdo
ao parametro a*, foram observadas diferencas significativas, a partir do dia 15, entre o
tratamento HPP a 600 MPa e o controlo, refletido em um aumento nos valores desse
parametro, enquanto o tempo de armazenagem pareceu influenciar as amostras a
partir do dia 30. Notou-se um aumento substancial dos valores de a4*, a partir do dia
15, que atingiu quase o triplo (7,71+1,15) para o ultimo dia de armazenagem,
relativamente ao valor inicial de 2,68 £0,83. Finalmente, para os valores da
coordenada b*, foram detetado um aumento significativo nos valores do tratamento
HPP a 600 Mpa, em relagdo ao controlo logo apds o processamento, ndo havendo
alteragdes considerdveis durante o tempo de armazenagem.

Estes resultados estdo parcialmente em acordo com os obtidos no nosso estudo.
E preciso destacar que o comportamento das algas marinhas parece variar bastante,
consoante o género e até mesmo as espécies, dentre outros critérios, o que poderia
explicar algumas diferencas percebidas entre C. fragile vs. C. tomentosum e C. crispus vs.
O. pinnatifida. Da mesma forma, os proprios autores afirmaram que houve muita
variabilidade nos dados, o que acabou por diminuir o poder estatistico de
discriminacgdo entre as diferentes amostras [43].

No que diz respeito ao efeito do HPP nos parametros de cor, espera-se que as
clorofilas e os carotenoides presentes nas algas sejam mantidos, considerando a
semelhanga estrutural destes pigmentos com os encontrados em vegetais, os quais jd
demonstraram resisténcia as condi¢des extremas de pressao. Quanto as variagdes dos
pardametros de cor durante o armazenamento, essas podem ser parcialmente
atribuidas a aclimatacdo dos pigmentos em ambientes com pouca luz, dado que a
composic¢do pigmentar das algas marinhas se ajusta conforme a exposi¢do luminosa, o
que poderia explicar a tendéncia em formato de pardbola para os parametros L*, a*, b*
[43].

Nao foi possivel encontrar muitas referéncias sobre a conservacao refrigerada de
algas frescas e o impacto do tempo de armazenagem sobre os parametros de cor.
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Tampouco hd na literatura dados sobre as espécies de algas estudadas. Contudo,
alguns artigos podem fornecer algumas informacdes para auxiliar na compreensdo do
que ocorreu com os pigmentos no decorrer do tempo.

Ray et al. [12] estudaram a composigdo dos pigmentos (sifonaxantina, trans e cis-
neoxantina, violaxantina, dodecenoato de sifonaxantina, (3- e e-carotenos e as clorofilas
aeb) de C. tomentosum na primavera e no outono, concluindo que os extratos lipidicos
totais das amostras selvagens da macroalga apresentaram quantidade
significativamente maior de pigmentos totais no outono, quando comparado a
primavera. Isso significa que esses pigmentos também se devem alterar consoante as
estagdes do ano, que influenciam diretamente na irradiacdo solar e na quantidade de
nutrientes disponiveis.

Pinheiro et al. [31] estudaram o impacto da conservagdo de Ulva rigida — pela
secagem ao ar (25 °C), adi¢ao de salmoura a 25% e salga seca a 28% e 40% — sobre a
qualidade e os parametros nutricionais, sendo estes avaliados ao longo de 6 meses de
armazenamento. O incremento no valor de 4* pode ser atribuido ao aumento da
concentracdo de carotenoides, enquanto que o valor de b* é influenciado pela reducao
ou degradacdo das clorofilas e, por fim, o aumento em L* estd associado ao
clareamento decorrente da perda de pigmentacdo. A alteracdo nos niveis de clorofilas
pode resultar da perda de dgua durante a armazenagem, bem como da sua
subsequente degradagdo, levando a formagdo de compostos como feofitina ou
feoforbideo, de tonalidade entre o verde-oliva e o marrom, acarretando um aumento
em a*. O impacto sobre a coordenada L* é ambiguo, dado que a perda de clorofilas
ocasionaria um aumento desses valores, enquanto a degradagao destas em feofitina ou
teoforbideo poderia ter um impacto negativo. Originalmente, a cor verde das algas do
filo Chlorophyta ocorre predominantemente pela alta concentracgdo de clorofilas, que
mascara a tonalidade amarela dos carotenoides. No entanto, a medida que a clorofila
se degrada, a cor amarela dos carotenoides se torna mais evidente, intensificando a
coloragdo amarelada da alga, o que explicaria o aumento em b*.

A maior coloragdo avermelhada (aumento em b*) observada em C. tomentosum,
parece advir ainda de um aumento nos niveis de certos carotenoides. Tem-se
conhecimento de que, sob certas condi¢des, como alta salinidade ou o stress
nutricional, algumas algas verdes podem produzir carotenoides avermelhados
(astaxantina), como é o caso da microalga Haematococcus lacustris (anteriormente
H. pluvialis) e da macroalga Ulva spp. [278], [279]. Nao existe referéncia sobre a
extragdo de astaxantina de Codium spp., embora estas algas estejam frequentemente
recobertas por epifitas do filo Rhodophyta (por exemplo, Plocamium cartilagineum), que
tem como pigmento principal a ficoeritrina de coloracdo avermelhada, além de
possuirem uma microbiota abundante em cianobactérias, que também produzem
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ficobiliproteinas, que as quais poderiam ser libertadas durante o periodo de
armazenagem [96], [280].

Em relagdo aos pigmentos de O. pinnatifida, constituidos basicamente por
ficoeritrina, carotenoides e também pequenas quantidades de ficocianina e clorofila g,
nota-se que esta alga marinha varia muito em termos de coloragdo, dependendo de
sua localizacdo na costa. As plantas da costa localizadas na parte mais alta sdo
geralmente menores e de cor amarelo-esverdeada, devido a menor
presenca/necessidade dos pigmentos do complexo antena, em face das melhores
condig¢des de iluminacado [103], [281].

De forma equivalente a esta andlise, Nayyar & Skonberg [282] notaram um
aumento nos valores de a*, que assinala uma intensificagdo da tonalidade vermelha de
Palmaria palmata (Rhodophyta). Foi discutido que esta observacdo néo estava alinhada
com o esmaecimento da cor vermelha, notado pelo grupo de avaliagdo sensorial, mas
que o enrugamento da alga em conjunto com uma perda de contetido intracelular
parece explicar o resultado observado.

Liot, Colin & Mabeau [283] também assinalaram uma textura suave e pegajosa,
simultaneamente com a presenga de um exsudado liquido, rosado e homogéneo de
P. palmata no sétimo dia de armazenagem refrigerada (2 °C e 7 °C, por 2 semanas) da
alga submetida a lavagem com 4gua da torneira. Quanto as algas que ndo foram
lavadas ou que foram lavadas com dgua do mar, ndo se registou qualquer alteracdo
relevante durante as duas semanas de armazenagem. Essas alteragdes de textura e cor
sdo consistentes com o que ocorreu na alga O. pinnatifida. Ao se examinar a Tabela 4.2,
a qual apresenta fotografias de todas as amostras ao longo do periodo de
armazenamento, observa-se, a partir do dia 7, a presenca de um exsudado rosado na
alga do controlo, que se intensifica ainda mais entre os dias 30 e 60. Talvez essa perda
de conteddo intracelular, rico em ficoeritrina, possa explicar o porqué dos dias

assinalados serem aqueles onde se registou os maiores valores para a coordenada a*.

Paull & Chen [284] também notaram a formag¢do de um exsudado vermelho em
Gracilaria salicornia (Rhodophyta) no decorrer do armazenamento refrigerado (10 °C,
12,5°C, 15°C e 20 °C, por 6 dias), que se tornou visivel entre o terceiro e quarto dias,
ressaltando que temperaturas inferiores a 15 °C tendem a causar alteragdes fisiol6gicas
nas membranas e danos mais severos por frio (chilling injury).
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Tabela 4.2 Mudancas de cor ao longo dos dias de armazenamento para as algas marinhas
C. tomentosum e O. pinnatifida tratadas (HPP) e ndo-tratadas (Controlo)

Codium tomentosum Osmundea pinnatifida
CTRL HPP CTRL HPP

Dia 0

Dia 7

Dia 15

Dia 30

Dia 60

Dia 90

Fonte: Jéssica Tavares (Universidade de Aveiro)
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Em relagdo aos danos causados por frio, foi descoberto por Takahashi et al. [285]
um mecanismo inédito de descoloracio em Pyropia yezoensis (Rhodophyta).
Constatou-se um vinculo direto entre a redugdo da captacdo de azoto e o declinio dos
niveis de nutrientes intracelulares em P. yezoensis, em circunstancia de frio intenso, o
que pode promover a quebra das ficobiliproteinas. Contudo, os mecanismos exatos de
como ocorre essa degradacdo de ficobiliproteinas ainda permanecem pouco
compreendidos.

Lee et al. [286] também estudaram o impacto das temperaturas sobre a
conservacao de P. yezoensis e concluiram que temperaturas baixas, porém mais amenas
(-5°C), sdo capazes de causar danos ainda maiores nos tecidos da alga,
comparativamente com temperaturas de super-arrefecimento (-2 °C) e congelamento
(-18°C). A explicagdo para tal comportamento foi a que, em condi¢des de
armazenamento onde as fontes de nutrientes de azoto sdo limitadas, presume-se que
temperaturas reduzidas reprimam o metabolismo e posterguem o consumo das
reservas de nutrientes, mitigando, assim, o processo de descoloracdo. Neste estudo foi
ainda registado um aumento dos valores para todos os parametros CIELAB durante
os 15 dias de armazenagem, de maneira andloga ao que aconteceu com O. pinnatifida.

Por fim, deve-se lembrar que os mecanismos que impediram que C. tomentosum
e O. pinnatifida preservadas por altas pressdes mantivessem melhor as caracteristicas
cromdticas permanecem desconhecidos, uma vez que os padrdes de iluminacéo,
temperatura e disponibilidade de nutrientes foi exatamente o mesmo para ambas as
amostras do CTRL e do tratamento HPP. E possivel que a inibicio de algumas
atividades metabdlicas pelas altas pressdes hidrostdticas ou até mesmo pela redugao
dos microrganismos presentes, assunto da secgdo que segue, tenham desempenhado
um papel crucial nesta diferenca de comportamento entre os tratamentos.

4.3.2 Caracterizacao Bioldgica

4.3.2.1 Analise Microbioldgica

A literatura cientifica indica que a eficdcia da pressdo aplicada durante o HPP
varia entre os diferentes tipos de microrganismos presentes em algas (bactérias, fungos
e leveduras). A sensibilidade desses microrganismos a pressdo, do mais ao menos
suscetivel, pode ser hierarquizada da seguinte forma: leveduras > fungos (ou bolores)
> bactérias Gram-negativas > bactérias Gram-positivas > esporos flingicos > esporos
bacterianos [287].

Esporos sdo formas de resisténcia de alguns microrganismos que apresentam
uma capacidade notdvel de sobrevivéncia, mantendo-se vidveis mesmo apds
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processos de pasteurizagdo, tanto térmicos como ndo-térmicos. Alguns esporos
bacterianos sdo conhecidos por suportar pressées hidrostdticas extremamente altas,
excedendo os 1.200 MPa a temperatura ambiente [288].

Meséfilos Aerébios Totais (TAM) Bactérias Marinhas Heterotréficas (HMB)
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Figura 4.5 Contagens de microrganismos nas amostras do CTRL e HPP de C. tomentosum ao
longo dos 90 dias de armazenamento: [ A | “mesoéfilos aerébios totais” (TAM), [ B ]
“bactérias marinhas heterotréficas” (HMB), [ C ] Enterobacteriaceae (ENT) e [ D ]| “leveduras
e bolores” (YM)

Os resultados estao expressos em log UFC-g™ (x * s).

A Figura 4.5 apresenta os dados obtidos, a partir das amostras do CTRL e HPP
de C. tomentosum para os grupos de microrganismos TAM, HMB, ENT e YM. Na
Figura 4.5A, nota-se uma diferenca expressiva na contagem TAM entre as amostras
ndo tratadas (CTRL) e aquelas tratadas por HPP para os primeiros 30 dias de
armazenagem. As amostras CTRL iniciaram com uma contagem microbiana de
2,24 log UFC-g', que com o tempo de armazenamento, progrediu até ultrapassar o
limite aceitdvel para consumo, atingindo 6,28 log UFC-g" no final do periodo de
armazenagem. Em contraste, as amostras HPP mostraram contagens abaixo do LOQ
até o dia 30. No intervalo entre o 30° e 0 60° dia de armazenamento, registrou-se um
aumento para 4,88 log UFC-g", com a contagem continuando a crescer até o dia 90,
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onde alcangou 5,24 log UFC-g'. Este aumento tardio na contagem de TAM nas
amostras HPP pode ser atribuido a sobrevivéncia da microflora bacteriana endémica
de C. tomentosum, que possivelmente resistiu a aplicagdo de dupla pressurizacao,
devido a resiliéncia dos esporos bacterianos.

As HMB (Figura 4.5B) apresentaram um comportamento semelhante ao dos
TAM. No entanto, o crescimento das HMB em CTRL foi consistentemente superior em
todos os dias de armazenamento em comparac¢do com TAM, atingindo 6,48 UFC-g™ no
dia 90. Quanto as amostras HPP, o crescimento iniciou-se igualmente no dia 30,
atingindo uma carga microbiana final de 6,36 UFC-g'. Em relagdo as ENT (Figura
4.5C), observa-se que as contagens permaneceram continuamente abaixo do LOD
durante os 90 dias de armazenamento, tanto para as amostras HPP quanto para as
amostras CTRL, a exemplo do que aconteceu nas amostras de O. pinnatifida. No
decorrer dos 90 dias, a proliferacdo de YM nas amostras HPP manteve-se abaixo do
LOQ, estabelecido em 1,70 log UFC-g”, conforme ilustrado na Figura 4.5D. Em
oposi¢do, nas amostras do CTRL, a proliferagdo de YM foi notada a partir do dia 30,
culminando numa contagem de 6,38 log UFC-g" dos 90 dias de armazenamento. Este
crescimento atrasado nas amostras do CTRL pode ser devido a presenca de esporos
de fungos, que possuem um desenvolvimento mais lento e que podem ser favorecidos
por um pH mais dcido [289]. Esta tendéncia é corroborada pelos dados de TAM e HMB
para as amostras CTRL, indicando que os meios de cultivo utilizados, ndo sendo
seletivos, permitem a detecdo de uma gama diversificada de microrganismos, o que
inclui os fungos.

Registe-se que, ao término do periodo de armazenamento, entre os dias 60 e 90,
as contagens microbiolégicas TAM e HMB ultrapassaram o limite de seguranca
alimentar®* de 6,00 log UFC-g" [290] em ambos os grupos, com o tratamento HPP
apresentando, contudo, menores contagens em relacdo ao CTRL. Assim sendo, pode-
se estimar®' a vida de prateleira para o CTRL em 81 dias e HPP em 82 dias, em termos
de integridade alimentar, tendo como referéncia as contagens para HMB.

A Figura 4.6 exibe os resultados correspondentes as amostras do CTRL e HPP de
O. pinnatifida para os grupos de microrganismos “mesoéfilos aerdbios totais” (TAM),
“bactérias marinhas heterotréficas” (HMB), Enterobacteriaceae (ENT) e “leveduras e
bolores” (YM) ao longo dos dias de amostragem. Em relagdo ao TAM, apresentado na

% De acordo com o que a legislagio portuguesa estabelece como limite para produtos frescos
“minimamente processados”.

3 Segundo as regressdes polinomiais de 3° grau, onde x = dias e y, = contagens microbianas, para:
CTRL(y:) = 2,24234679 + 0,22656139.x — 0,00432111.x > + 0,00002586.x°  (R*=0,9981)
HPP(y,) =2,14108544 - 0,05439495.x + 0,00234513.x> — 0.00001353.x° (R*=10,9915)
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Figura 4.6A, houve uma estabilizacdo nas amostras HPP, permanecendo as contagens
sempre abaixo do limite de quantificagdo (2,00 UFC-g"), enquanto nas amostras do
CTRL observou-se flutuagoes moderadas. Levando em consideragdo o desvio-padrao,
podemos deduzir que os valores ndo se encontraram muito diferentes daqueles

auferidos para o HPP.
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Figura 4.6 Contagens de microrganismos nas amostras do CTRL e HPP de O. pinnatifida ao
longo dos 90 dias de armazenamento: [ A | “mesoéfilos aerébios totais” (TAM), [ B ]
“bactérias marinhas heterotréficas” (HMB), [ C ] Enterobacteriaceae (ENT) e [ D ]| “leveduras
e bolores” (YM)

Os resultados estao expressos em log UFC-g™ (x £ s).

Porém, para as HMB (Figura 4.6B), apesar das contagens no CTRL
permanecerem relativamente baixas até o dia 30 de armazenamento, notou-se um
aumento notdvel a partir deste periodo, fazendo com que as contagens dobrassem de
valor do dia 30 para o dia 60 (de 2,76 para 5,04 log UFC-g') e atingissem
6,48 log UFC-g' no dia 90. Em contraste, as amostras HPP permaneceram
continuamente abaixo do LOQ até o final do periodo de armazenamento de 90 dias.
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Pode-se ainda estimar a vida de prateleira para o CTRL em 74 dias e HPP em mais
de 90 dias, em termos de integridade alimentar, tendo como referéncia as contagens
para HMB. Dessa forma, esses resultados ressaltam o impacto positivo do tratamento
HPP sobre O. pinnatifida, que inibiu a proliferagdo de HMB, quando comparado as
amostras do CTRL.

Ambas as amostras do CTRL e HPP apresentaram contagens estdveis para o
grupo ENT, que se situou sempre abaixo do limite de detegdo (1,00 log UFC-g"),
conforme ilustrado na Figura 4.6C. O padrdo para YM (Figura 4.6D) foi similar ao
observado para o TAM e, apesar de um ligeiro crescimento do dia 15 para o dia 30 (de
1,70 para 2,12 log UFC-g'), esses valores voltaram a cair até atingirem valores
novamente abaixo do LOQ.

Picon et al. [145] avaliaram a diversidade bacteriana em seis espécies de
macroalgas frescas comestiveis (C. fragile, U. lactuca, C. crispus, H. elongata, L. ochroleuca
e U. pinnatifida) submetidas ao HPP e armazenamento por 180 dias a 4 °C [43], [44]. A
andlise identificou uma vasta diversidade bacteriana entre os 1.029 isolados
provenientes de todas as algas marinhas avaliadas. As amostras do controlo inclufam
uma gama ampla de bactérias, pertencentes a 18 ordens, 35 familias, 71 géneros e 135
espécies diferentes. Notavelmente, vdrias dessas espécies bacterianas nunca haviam
sido previamente documentadas, como parte da microbiota associada as algas
marinhas. Contudo, o HPP resultou numa diminuigéo significativa dessa diversidade
bacteriana, reduzindo o ntimero de ordens, familias, géneros e espécies identificados.
Adicionalmente, o armazenamento refrigerado, tanto do controlo como das algas
tratadas por HPP, resultou numa reducdo da diversidade bacteriana em todos os
niveis taxonémicos mencionados.

Ainda no estudo de Picon et al. [145], relativamente a macroalga C. fragile, foi
estimada uma vida de prateleira, em termos de seguranca alimentar, de 30 dias para o
controlo e de 180 dias para as amostras tratadas com HPP a 600 MPa. Esses valores
que sao ligeiramente diferentes do que foi encontrado para C. tomentosum no presente
estudo, mesmo com C. fragile possuindo uma carga microbiana (2,24 +0,12
log UFC-g!) superior a alga C. tomentosum (5,290 +0,62 log UFC-g') [145]. Assim
sendo, a maior vida util, em termos de seguranca alimentar de CT-CTRL parece
resultar da menor carga microbiana inicial e do embalamento em vdcuo destas
amostras que, no estudo citado, ndo foram seladas. Por fim, deve-se lembrar que se
tratam de diferentes espécies e locais de colheita, o que deve ter influenciado a

2 Segundo a regressdo polinomial de 3° grau, onde x = dias e y = contagens microbianas, para:
CTRL(y) = 2,66001408 — 0,03699456.x + 0,00198068x> — 0,00001217.x° (R*=0,9852)
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composi¢do da microbiota presente em ambas as algas. Consequentemente, a menor
vida util, observada na amostra CT-HPP deve estar relacionada com a alteragdo da
diversidade microbiana promovida pelas altas pressdes [145].

Picon et al. [145], em relagdo a diversidade bacteriana de Codium fragile,
identificaram no inicio da armazenagem do CTRL 62 isolados bacterianos de 10
familias diferentes, enquanto, ao final desse periodo (dia 30), foram contabilizados 34
isolados bacterianos de 6 familias diferentes. As classes mais abundantes foram
v-Proteobacteria, com 26 isolados e a-Proteobacteria com 24 isolados, ambas do filo
Proteobacteria, e Flavobacteria do filo Bacteroidetes, com 9 isolados. As espécies que
prevaleceram nas amostras, podem ser visualizadas na Tabela 4.3 [145]:

Tabela 4.3 Classificagdo taxonémica das principais bactérias presentes no controlo de
Codium fragile ao inicio e ao fim do periodo de armazenagem de 30 dias

. . . . Isolados
Filo Classe Ordem Familia  Microrganismos =
Inicio Fim
Paracoccus homiensis 5 0
a -Proteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Sulfitobacter litoralis 4 0
Proteobacteria Erythrobacter longus 3 0
Cobetia litoralis
Oceanospirillales Halomonadaceae o / 16 4
. amphilecti
v -Proteobacteria
Pseudomonadales Moraxellaceae Psychrobacter nivimaris 8 3
Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales  Flavobacteriaceae Nonlabens ulvanivorans 5 1
. . . . . . Salinibacterium
Actinomycetota Actinomyecetia Micrococcales Microbacteriaceae 0 7
amurskyense

Fonte: Adaptado de Picon et al. [145]

Ja para o tratamento HPP, os autores identificaram inicialmente 38 isolados
bacterianos de 7 familias diferentes, enquanto, ao final do periodo de armazenagem
(dia 180), também foram contabilizados 34 isolados bacterianos de 6 familias
diferentes. As classes predominantes identificadas foram Bacilli, do filo Firmicutes,
com 26 isolados, e y-Proteobacteria, com 10 isolados. As familias e espécies mais
frequentes nas amostras foram: Bacillaceae (classe Bacilli), com 23 isolados ao inicio e
9 ao fim da armazenagem, onde se destacam as espécies Bacillus licheniformis (5/4
isolados ao inicio/final), Bacillus altitudinis (4/0) e Bacillus cereus (3/3);
Pseudoalteromonadaceae (classe y-Proteobacteria), com 4 isolados ao inicio e 0 ao fim
da armazenagem, onde se destacou a espécie Pseudoalteromonas distincta (3/0). Por
dltimo, ndo se pode deixar de mencionar a familia Enterococcaceae (classe
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Lactobacillales, filo Firmicutes), que apesar de ndo apresentarem isolados no inicio,
dominaram as amostras ao final da armazenagem com 17 isolados da espécie
Enterococcus faecium [145]. Esta dltima espécie é relativamente in6cua para o ser
humano, sendo utilizada como pré-bidtico na ragdo animal. Entretanto, algumas
estirpes resistentes a vancomicina podem provocar surtos de infe¢do hospitalar [291].

Conforme discutido acima, Bacillus cereus foi detetado apenas nas amostras de
C. fragile submetidas ao tratamento HPP, tanto no inicio quanto no final do periodo de
armazenamento. Essa bactéria é amplamente encontrada na natureza e pode causar
intoxicagdes alimentares, tanto eméticas quanto diarreicas, sendo classificada como
um patégeno de origem alimentar. J& Bacillus licheniformis, conhecido por produzir
uma gama de enzimas extracelulares que auxiliam na reciclagem de nutrientes no
meio-ambiente, foi principalmente isolado das amostras de C. fragile tratadas com
HPP. Algumas estirpes de B. licheniformis sdo capazes de produzir uma toxina
resistente ao calor, o que sugere que esta espécie também possa ser um patégeno
alimentar [145]. Por tal razdo, é preciso estudar melhor o impacto dos diferentes
tratamentos sobre o microbioma das algas marinhas e, desde jd, uma redugdo no
tempo de prateleira poderia ajudar na minimizagado de possiveis fontes de intoxicagdo
alimentar.

No estudo conduzido por Le Pennec & Gall [292], foram identificados doze filos
bacterianos associados a Codium tomentosum, ordenados por sua prevaléncia:
Proteobacteria, Bacteroidetes, Spirochaetes, Firmicutes, Chlamydiae, Plantomicetes,
Actinobacteria, Acidobacteria, Cyanobacteria, Fibrobacteres e Verrucomicrobia.
Proteobacteria constituiu 94,6% das bactérias presentes na alga marinha e, dentro deste
filo, a classe y-Proteobactérias foi a mais comum, com 57,9% de incidéncia, seguida
pelas classes a-Proteobactérias (31,0%) e [-Proteobactérias (4,8%), sendo que
v-Proteobacteria também ¢ o filo mais abundante nas macroalgas de uma maneira
geral. Bacteroidetes, o segundo filo mais abundante em C. tomentosum, foi
caracterizado unicamente pela classe Cytophaga, a ordem Cytophagales e a familia
Cytophagaceae.

A adicao de cobre no meio de cultura de C. tomentosum favoreceu o florescimento
dos géneros Pseudoalteromonas spp. e Clostridium spp. Este dltimo, devido a sua
toxicidade, representa um risco considerdvel para a seguranca alimentar,
especialmente em alimentos frescos destinados ao consumo humano e embalados em
condicdes anaerdbias [292]. Portanto, é fundamental ter uma atencdo especial ao local
de coleta dessas algas marinhas, para evitar a presenca de metais pesados entre outros
contaminantes.
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Adicionalmente, embora C. tomentosum contenha metabdlitos com propriedades
antimicrobianas [293], a eficdcia desses compostos ndo parece ser tao alta quanto a dos
encontrados em O. pinnatifida, o que também poderia contribuir para esclarecer as
diferencas observadas no controlo para o comportamento das duas espécies de algas
analisadas.

Nao foi possivel encontrar uma andlise detalhada da microbiota de O. pinnatifida
e, como alternativa, optou-se por avaliar alguma alga do género Laurencia spp., que é
geneticamente muito préxima dela [294]. Oliveira et al. [295] em sua andlise
transcritomica da alga Laurencia dendroidea (Rhodophyta), detetou que, dentre os
isolados microbiolégicos obtidos, 17,26% pertenciam ao dominio Bacteria. Nestes, os
transcritos bacterianos mais prevalentes foram identificados no filo Cyanobacteria,
correspondendo a 35,97%, com destaque para as ordens Chroococcales, Oscillatoriales
e Nostocales. Proteobacteria emergiu como o segundo filo mais abundante,
representando 32,86% do total, com as classes y-Proteobacteria e a-Proteobacteria
sendo as mais proeminentes. A andlise detalhada indicou que a maioria dos transcritos
bacterianos estd associada a grupos aerdbicos (62,30%) ou aerdbicos facultativos
(14,00%). Dessa forma, pode-se deduzir que, para além das altas pressdes, o ambiente
anaerdbio, no qual as amostras foram armazenadas deve ter colaborado para manter
reduzida a carga microbioldgica de O. pinnatifida durante a armazenagem.

Deve-se salientar que o género Osmundea spp. é conhecido pelos seus diversos
metabdlitos secunddrios com propriedades antimicrobianas, o que também pode ter
contribuido para as baixas contagens registadas ao longo do periodo de armazenagem.
Silva & Pereira [281], em sua revisdo da macroalga Osmundea pinnatifida, relatam
diversos estudos sobre a bioatividade dos extratos desta alga, enfatizando suas
propriedades antitumorais, antivirais, anti-protozodrias, antibacterianas, anti-
incrustantes e antifiingicas. Ressalta-se também um estudo especifico que demonstrou
a capacidade de O. pinnatifida de produzir substancias inibidoras das cianobactérias
(Cyanophyta), um grupo muito presente no microbioma de vdrias algas marinhas,
incluindo espécies de Laurencia spp. Isso indica seu potencial como agente de
biorremediacdo em eventos de proliferagdo excessiva de algas (algal blooms).

No estudo conduzido por Silva et al. [296], identificou-se a Osmundea pinnatifida
como uma fonte potencial de compostos ativos que suprimem o crescimento e a
conidiagdo® flingica, mecanismo chave de dissemina¢do em fungos filamentosos,

3 Conidiagdo é o processo pelo qual alguns fungos produzem conidios, que sdo esporos assexuados. Os
conidios sdo unidades de propagacdo que se formam na extremidade ou lateralmente em estruturas
especializadas chamadas conidi6foros. Este processo é uma forma comum de reprodugéo assexuada em
muitos fungos filamentosos, permitindo-lhes dispersar e colonizar novos ambientes [390].

156



como Aspergillus fumigatus (Eurotiomycetes) e Alternaria alternata (Dothideomy-cetes).
Esta descoberta ressalta a aplicabilidade da espécie tanto no combate a doengas
fangicas no ambiente quanto como agente conservante em alimentos, prevenindo a
contaminacdo fiingica pds-colheita. Considerando que o trabalho experimental foi
iniciado com esporos ainda ndo germinados, os autores concluiram que o extrato
analisado interferiu na esporulacdo de Alternaria infectoria e A. fumigatus, embora nao
tenha afetado o seu processo de germinac¢do. A evidéncia de um forte atividade
antifingica consegue explicar a diferenca no comportamento entre as algas
C. tomentosum e O. pinnatifida em relagdo aos fungos e bolores, isto é, enquanto na
primeira observa-se um crescimento rdpido desses microrganismos, possivelmente
devido a presenca de ascésporos a partir do dia 30 de armazenagem, na segunda, nota-
se um crescimento a partir do dia 15, mas que decai nos periodos de amostragem
seguintes, até que as contagens se situem abaixo do LOQ no dia 90.

Os resultados do presente estudo estdo alinhados com os dados existentes na
literatura, que destacam a diversificada e frutifera composicdo microbiana inerente as
algas marinhas. Essa diversidade e abundancia do microbioma sdo afetadas nao
somente por flutuagdes temporais, assim como pelas condi¢des ambientais e pelas
caracterfsticas fisiolégicas especificas de cada espécie [145], [292]. A detegdo de
patégenos como E. coli, Salmonella spp. e L. monocytogenes nas amostras (vide
Anexo.A2), mesmo apds o processamento de alta pressdo, sugere que o local de coleta
das algas pode estar exposto a uma fonte significativa de polui¢do [297]. Outra
hipétese que ndo deve ser descartada é a de que houve alguma fonte de contaminagédo
durante a manipulacdo das amostras, tendo em vista que as algas usadas no ensaio do
Capitulo 5 (MAP) foram colhidas no mesmo local e na mesma altura, apresentando
contudo, resultados negativos para os mesmos patdgenos.

4.3.3 Caracterizagao Quimica

4.3.3.1 Analise dos Compostos Organicos Volateis

A andlise detalhada dos compostos organicos voldteis (VOCs) identificados
revelou uma diversidade significativa, totalizando 102 VOCs tnicos para
C. tomentosum, enquanto para O. pinnatifida o namero foi maior, com 134 compostos
exclusivos

Conforme pode ser observado na Figura 4.7, os aldeidos representaram uma
grande parte desses compostos, com 31 VOCs identificados (17 insaturados, 7
saturados, 5 aromdticos e 2 terpendides) em C. tomentosum e 43 VOCs (26 insaturados,
9 saturados, 6 aromaticos e 2 terpendides) em O. pinnatifida. Os dlcoois reuniram 21
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VOCs identificados (7 saturados, 5 insaturados, 5 ramificados, 2 aromadticos e 2
terpendides) em C. tomentosum e 27 VOCs (7 insaturados, 8 saturados, 4 ramificados, 4
terpendides, 2 aromaéticos e 2 ciclicos) em O. pinnatifida. Seguem-se os hidrocarbonetos,
que totalizaram 20 VOCs (7 alcenos, 5 alcanos, 3 ramificados, 3 terpenos e 2 ciclicos)
para C. tomentosum e 26 VOCs (10 alcenos, 5 alcanos, 4 terpenos, 3 aromaticos, 2
ramificados, 2 ciclicos) para O. pinnatifida. As cetonas foram representadas por 13
VOCs (5 terpendides, 3 insaturadas, 2 saturadas, 2 ramificadas e 1 aromadtica) em
C. tomentosum e 16 VOCs (5 terpendides, 4 insaturadas, 3 saturadas, 2 ramificadas, 1
aromdtica e 1 aciloina) em O. pinnatifida. Adicionalmente, 3 e 7 ésteres, foram
identificados em C. tomentosum e O. pinnatifida, respetivamente.

VOCs de Codium tomentosum VOCs de Osmundea pinnatifida

Cetonas Cetonas
13 Alcoois 16
21

Alcoois
27
Hidrocarbonetos

20 Hidrocarbonetos

26

Fteres

Esteres Aldeidos 1 Aldeidos

3 31 Esteres 43
Diversos , 7 .
11 Acidos Carboxilicos Diversos
3 14
[A] [B]

Figura 4.7 Categorias de grupos funcionais e ntimero de VOCs identificados por
GC-TOF-MS para as algas marinhas: [ A | C. tomentosum e [ B | O. pinnatifida

Os grupos funcionais menos representados foram os dcidos carboxilicos, com 3
VOCs em C. tomentosum, e éteres com apenas 1 VOC identificado em O. pinnatifida.
Além desses grupos principais, uma categoria adicional denominada “diversos” foi
criada para agrupar os compostos que ndo se encaixavam nas categorias principais,
devido a sua menor frequéncia ou particularidade, sendo 11 desses VOCs
identificados em C. tomentosum (3 VOCs halogenados, sendo 2 clorados e 1 bromados,
2 sulfurados, 1 azotado, 2 epdxidos, 1 fenol, 1 furano e 1 pirazol) e 14 VOCs em
O. pinnatifida (2 VOCs halogenados, sendo 1 bromado e 1 clorado, 2 azotados,
1 sulfurado, 4 furanos, 2 piridinas, 1 fenol, 1 ep6xido e 1 indano).
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Figura 4.8 Grupos funcionais em C. tomentosum: [ A ] Numero total no CTRL; [ B ]
Participagao relativa (%) no CTRL; [ C | Ntimero total em HPP; Participagdo relativa (%) em
HPP[D |.

verde, para os hidrocarbonetos em , para

As linhas do gréfico para os aldeidos estdo em
os dlcoois em — azul, para as cetonas em — laranja, para o grupo diversos em — vermelho, para os
ésters em — roxo e para os dcidos carboxilicos em — cinza.

Em relagdo ao perfodo de armazenagem (Figuras 4.8 e 4.9), observou-se no CTRL
de C.tomentosum (CT-CTRL) uma maior variacdo na quantidade dos grupos
funcionais ao longo do tempo, comparativamente com o HPP (CT-HPP), enquanto que
em O. pinnatifida o oposto pareceu ocorrer, isto é, observou-se uma maior variagdo do
tratamento HPP (OP-HPP) em relagdo ao controlo (OP-CTRL).Em CT-CTRL (Figuras
4.8A e B), observou-se que os aldeidos comegaram a diminuir em nimero apds 30 dias
de armazenamento, mesmo com um aumento expressivo na sua drea relativa de 20,6%.
Em contraste, os hidrocarbonetos reduziram a sua drea em 18,8%, apesar de ndo se
alterarem em termos de ntimero. Os dlcoois ainda tiveram uma queda acentuada entre
os dias 0 e 7, seguida por um aumento a partir do dia 30, porém, sem mudancas
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relevantes em sua participacdo relativa. Em CT-HPP (Figuras 4.8C e D), as alteragoes
mais notdveis foram nos aldeidos, que reduziram em ntmero no inicio do
armazenamento (dia 0).

A drea relativa desses compostos s6 apresentou uma queda acentuada, de
aproximadamente 10%, entre os dias 60 e 90. J4 os dlcoois mostraram um incremento
,tanto em ndmero, quanto em participagdo relativa (aumento de 8,6%) a partir do dia
15. Note-se que a drea relativa dos hidrocarbonetos pareceu variar de forma
inversamente proporcional a dos aldeidos, tanto em CTRL quanto no tratamento HPP
(excetuando-se os dias 60 e 90 de HPP, onde os aldeidos acompanharam inversamente
a varia¢do nos dlcoois).

Osmundea pinnatifida| Ntimero de Osmundea pinnatifida| Participagao Relativa
Grupos Functionais em CTRL dos Grupos Functionais em CTRL
36 50%
gg /\/\. 45%
27 0%
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21 30% ~
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15 20%

6 10%
3 5%
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Figura 4.9 Grupos funcionais em O. pinnatifida: [ A ] Namero total no CTRL; [ B ]
Participacao relativa (%) no CTRL; [ C | Ntumero total em HPP; Participagdo relativa (%) em
HPP[D].

As linhas do gréfico para os aldeidos estdo em — verde, para os hidrocarbonetos em , para
os dlcoois em — azul, para as cetonas em — laranja, para o grupo diversos em — vermelho, para os
ésters em — roxo e para os ésteres em — cinza.
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Em OP-CTRL (Figuras 4.9A e B), os principais grupos funcionais mantiveram-se
relativamente estdveis em ntmero ao longo do tempo, exceto os ésteres, que
diminuiram a partir do inicio do armazenagem. Em termos de drea relativa dos
compostos, verificou-se uma queda aproximadamente de 10,5% para os aldeidos e de
cerca de 4% para as cetonas, enquanto os hidrocarbonetos aumentaram mais de 6%.
Em OP-HPP (Figuras 4.9C e D), ap6s uma abrupta queda inicial, o ndmero de aldeidos
subiu acentuadamente entre os dias 7 e 15, voltando a decair até ao final da
armazenagem, em que o valor atingido foi préximo do niimero inicial. Um movimento
semelhante, porém em menor intensidade, foi observado também para os grupos dos
hidrocarbonetos e élcoois.

Quanto a participacdo relativa desses compostos, observou-se uma queda
considerdvel dos hidrocarbonetos entre os dias 7 e 15, a partir do qual a participagdo
volta a aumentar até atingir, no dia 90, um nivel muito préximo ao do dia 0 (46,70% e
46,96%, respetivamente). Registe-se mais uma vez que a participacdo relativa dos
hidrocarbonetos tende a variar de maneira inversa a dos aldeidos, principalmente no
CTRL até o dia 30. J4 no tratamento HPP, os hidrocarbonetos mostram uma variagao
inversamente proporcional a soma dos aldeidos e dos alcoois ao longo de todo periodo
de armazenagem. Percebe-se, ainda, que as variacdes na quantidade de VOCs,
pertencentes a cada grupo funcional, ndo acompanha necessariamente a varia¢do da
participagdo relativa dos grupos funcionais.

Os principais VOCs para C. tomentosum (Figura 4.10), em termos de abundancia,
foram principalmente o heptadecano, seguido de benzaldeido, pentadecano,
8-heptadeceno (isémero 1) e a-ionona (nas amostras do HPP). J& em O. pinnatifida
(Figura 4.11), observou-se, mais uma vez, uma maior concentragao do heptadecano,
seguido de 1-pentadeceno e benzaldeido, com destaque para as amostras tratadas por
HPP. Nas amostras do CTRL, distinguiram-se 3,5,5-trimetil-2-hexeno, 2,4,6-octatrieno
(isémero 3), 1l-octen-3-ol, (2E)-octenal, (2E,6Z)-nonadienal, (2E)-nonenal,
pentadecanal, tridecanal, (2E)-octen-1-ol e 1-octen-3-ona. E oportuno, ainda,
mencionar a participagdo do pentadecano e do ciclopentadecano nas amostras tratadas
por HPP.
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Figura 4.10 Heatmap da andlise GC-TOF-MS para caracterizagdo dos VOCs de C. tomentosum no

controlo e no tratamento por HPP ao longo do tempo de armazenagem de 90 dias

As dreas em cinza referem-se aos compostos ndo identificados nas respetivas amostras.

Para visualizar o heatmap em maiores detalhes, acesse a figura externamente clicando aqui!
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Figura 4.11 Heatmap da andlise GC-TOF-MS para caracterizagdo dos VOCs de O. pinnatifida no
controlo e no tratamento por HPP ao longo do tempo de armazenagem de 90 dias

As dreas em cinza referem-se aos compostos ndo identificados nas respetivas amostras.

Para visualizar o heatmap em maiores detalhes, acesse a figura externamente clicando aqui!
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Os graficos da Andlise de Componentes Principais (PCA) estdo ilustrados nas
Figuras 4.12 (pontuacdo ou scores) e 4.13 (cargas ou loadings). No grafico de scores dos
componentes principais (PCs) para C. tomentosum (Figura 4.12A), o eixo de X
(horizontal) é o primeiro componente principal (PC-1), que explica 60% da variagdo
nos dados, enquanto o eixo Y (vertical) é o segundo componente principal (PC-2), que
esclarece 25% da variagdo. Juntos, ambos os PCs explicam 85% da variagdo total nos
dados, o que é relevante sob o ponto de vista estatistico. Percebe-se que hd uma leve
sobreposigdo entre os grupos CTRL e HPP ao redor do centro do gréfico, o que pode
indicar algumas semelhancgas entre as amostras, ou uma varia¢do dentro dos grupos
que ndo é completamente explicada pelos PC-1 e PC-2.

[A]

O

Figura 4.12 Gréficos da PCA contendo os scores das amostras de PC-1 vs. PC-2 para:
[ A]C. tomentosum e [ B | O. pinnatifida

Ao avaliar o PC-1, é possivel identificar uma separagdo com relacdo ao tempo
para o CTRL, nomeadamente no que diz respeito aos dias 0 e 90, o que sugere que
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houve alguma modificagdo durante o periodo de armazenagem. O PC-2 consegue
captar melhor as diferencas entre os tratamentos com o HPP, situado mais no eixo
positivo de Y e o CTRL mais no eixo negativo, porém, sem fazer uma separagao
evidente dentro destes dois grupos (exceto para o HPP no dia 90). Destaca-se que o
valor dos scores é relativamente baixo — na maioria dos casos entre + 0,1 — para a PCA,
o que pode indicar que a variacdo captada pode ndo ser tdo relevante.

Olhando para a Figura 4.12B, relativa a PCA de O. pinnatifida, percebe-se que o
PC-1 explica 63% da variacdo nos dados, o que é bastante significativo, enquanto o
PC-2 exprime 25% da variagdo. Somados, eles explicam 88% da variagdo total, o que
indica que a maioria dos padrdes subjacentes aos dados podem ser resumidos nas duas
dimensées da PCA. Se, por um lado, ndo parece haver um padrdo claro de como o
armazenamento afeta os VOCs dentro dos grupos CTRL e HPP, pois os pontos ndo
seguem uma trajetdria linear ou previsivel, sugerindo que a alteracdo dos VOCs ao
longo do tempo néo € a principal fonte de variacdo capturada por PC-1, por outro lado,
as amostras do grupo CTRL estdo localizadas principalmente no lado direito do
grafico e as do HPP estdo no lado esquerdo, sugerindo que o PC-1 consegue expressar
uma diferenca quantificdvel entre os dois grupos, isto é, que o tratamento HPP impacta
no perfil de VOCs. Em relacdo ao PC-2, a principal informacdo que a PCA parece
transmitir é a de que as amostras, nos primeiros dias do ensaio, tanto para o CTRL
(dias 0 a 15) quanto para o HPP (dias 0 e 7) parecem possuir perfil diferentes em relagdo
aos demais dias de armazenagem, isto é, dias 30 a 90 para o CTRL e dias 15 a 90 para
o HPP.

O PCA é uma técnica estatistica multivariada, é utilizada para examinar as
relagOes entre intimeras varidveis (neste caso, os VOCs detetados por GC-TOF-MS) e
para reduzir a dimensionalidade dos dados mantendo a maior parte da variabilidade
original. Ao olhar para o gréfico dos loadings (Figuras 4.13A e B), percebe-se que
apenas alguns dos VOCs parecem distanciar-se da origem e, dessa forma, optou-se por
avaliar a variacdo desses compostos, assim como a relevancia deles na caracterizacao
de aroma das algas marinhas C. tomentosum (Tabela 4.4) e O. pinnatifida (Tabela 4.5).
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[B]

Figura 4.13 Gréficos bi-plot da PCA contendo scores (amostras) e loadings (VOCs) de:
[ A]PC-1vs. PC-2 para C. tomentosum, [ B | PC-1 vs. PC-2 para O. pinnatifida

Em C. tomentosum (Tabela 4.4), para o controlo (CT-CTRL), o benzaldeido
mostrou um aumento significativo de sua presenca ao longo do tempo, comegando
com 3,874%, no dia 0, e atingindo o pico no dia 90 com 28,055%. O aumento
significativo ocorreu, principalmente, entre os dias 0 e 7, e depois entre os dias 60 e 90,
indicando que o composto pode ter-se acumulado ou que hd uma liberagdo
progressiva devido a degradacdo de precursores ao longo do tempo de
armazenamento. No dia 0, foi observado ainda um aumento na concentracdo de
benzaldeido pés-processamento por HPP, sugerindo que o tratamento HPP pode
libertar ou criar condi¢fes para a formacdo de mais benzaldeido. Para as amostras
tratadas por altas pressdes (CT-HPP), a concentracdo do benzaldeido comegou mais
alta no dia 0 (19,042%), entretanto, ao contrdrio do CIRL, houve uma queda
significativa até o dia 90, onde a sua participagdo caiu para 7,987%. Este é um valor
mais alto que o do CTRL no dia 0, porém, bem mais préximo deste do que os valores
apresentados em qualquer outro dia para ambos os tratamentos. Além disso, foram
ainda observados valores mais estdveis para o tratamento HPP ao longo do periodo

166



de armazenagem, indicando que o tratamento afeta a concentracdo do benzaldeido de
maneira diferente em comparagdo com as amostras do CTRL.

Tabela 4.4 Principais VOCs responsaveis pela variacao nas amostras de C. tomentosum
de acordo com a PCA.

Codium tomentosum

VOCs Dias
CTRL HPP
~ 874% +0,696%  19,042% + 2,431%°
Benzaldeido Dia 0 3,874% + 0,6967% % %
Dia7 — 21842% +2,655%" 18,611%+0,341%
CAS# 100-52-7 ,
Dial5 — 20256%+1426%"  1553% +0,341%°
0\/© Dia30  20,085%+0861%"  16,99% +0,924%"
NS

Dia 60 12,322% +2,099% 4 19,341% + 0,920% 2

Limiar: 550 ug/k .
HE/%8 Dia 90 28,055% +2,120% ¢  7,987% +2,163%®

Dia 0 44,528% +2,100%*  35,623% + 0,922% *
Heptadecano Dia 7 36,795% +0,115%°  37,018% + 1,578% *
CAS# 629-78-7 Dia 15 36,578% +0,310%°  41,832% + 5,275% 2
P N N N Dia 30 36,389% +0,278%°  35,733% +5,187%*
Limiar: N/D Dia 60 44,471% +0,346%°  35,849% +1,713% 2

Dia 90 37,399% +1,323%°  38,064% + 10,982% 2

a-Tonona Dia 0 1,655% +0,439% *  2,807% + 0,469%
CAS# CAS 127-41-3 Dia 7 3,493% +0,004%"°  3,155% + 0,149% *°
o Dia 15 3,569% +0,164%"°  2,317% +0,352%*°
d\)\ Dia 30 3,448% +0,170%"°  5,407% + 0,974% ¢
Dia 60 1,658% +0,140%*  6,510% +0,722%

Limiar: 4,64 pg/kg Dia 90 2,421% +0,343%°  7,284% +0,694% °

Os resultados sdo expressos como a percentagem (%) da respetiva drea do pico em relagdo a
drea total do pico. Os limiares de odor na dgua foram calculados usando a mediana dos valores
compilados por Gemert [93].

Para o heptadecano, no controlo, foi observada uma queda inicial, de 44,528%
para 36,795%, entre os dias 0 e 7. A presenca deste composto permaneceu
relativamente estdvel (média de 36,587%) ao longo do periodo de armazenagem e
retornou ao nivel inicial no dia 60. Porém, entre os dias 60 e 90, foi novamente
verificada uma queda significativa, de 44,471% para 37,399%. Essa flutuagdo parece
decorrer da atividade microbiana do CTRL e de pequenas perdas durante o
armazenamento. Nas amostras tratadas por HPP, o heptadecano também mostra
alguma estabilidade (média de 37,353%), com pequenas flutuagdes ao longo do tempo,
mas sem uma tendéncia clara de aumento ou diminui¢do, ndo havendo diferencas
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significativas entre os dias 0 e 90. Ressalta-se que foi observado um alto desvio-padrao
nas amostras dos dias 15, 30 e 90 (+ 5,275%, 5,187% e 10,982%, respetivamente), o que
diminui a capacidade do teste de Tukey em discriminar as diferengas significativas, e
sugere alguma inconsisténcia na medigao dos dados.

Para a-Ionona, no controlo, foi detetado um aumento do dia 0 (1,655%) para o
dia 7 (3,493%), que depois permaneceu estdvel nos dias 15 e 30 (média de 3,503%),
voltando a diminuir no dia 60 (1,658%), com um ligeiro aumento ndo significativo no
dia 90. Isso sugere que o composto atinge um equilibrio em sua concentracdo em
alguma etapa do armazenamento no tratamento do CTRL, mas que h4, em dois
momentos (dias 7 e 60), algum fator que parece influenciar na concentragdo desse
composto. Jd nas amostras tratadas por HPP, foi identificado um aumento significativo
da a-ionona entre os dias 30 e 60, que continuou até o dia 90, embora sem diferencas
significativas para o dltimo dia de armazenagem. Este aumento progressivo indica que
o tratamento HPP pode induzir condi¢des que favoreceram a libertagdo ou formacao
de a-ionona ao longo do tempo, eventualmente como consequéncia de modificagdes
estruturais na matriz celular.

Resumindo, o benzaldeido e a a-ionona sdo mais voldteis e parecem ser mais
reativos sob tratamento HPP, sugerindo que este método pode influenciar a
degradagdo ou a libertacdo destes compostos. O heptadecano apresentou estabilidade
em ambas as condi¢des, indicando ser estavel sob as condi¢des de armazenamento ou
tratamento (HPP). A variacdo dos VOCs ao longo do tempo sugere que o HPP pode
alterar, mesmo que de maneira limitada, a qualidade sensorial da alga, afetando
possivelmente seu sabor e aroma.

Em O. pinnatifida (Tabela 4.5), no controlo (OP-CTRL), as concentracdes de
heptadecano aumentaram significativamente do dia 0 para o dia 7 (de 6,352% para
12,492%) e permaneceram relativamente constantes até o fim do periodo de
armazenagem, com algumas flutua¢cées menores. Ha ainda um aumento considerédvel
nos niveis de heptadecano apés o tratamento com HPP, a exemplo do que se passou
com C. tomentosum. Para as amostras HPP (OP-HPP), as concentragbes que
apresentavam uma tendéncia de crescimento, diminuem significativamente no dia 15
e voltam a aumentar nos dias 30 e 60, quando os niveis se estabilizam até o final da
armazenagem em um patamar préximo ao do CTRL no dia 0. Isso pode indicar uma
resposta inicial do metabolismo de O. pinnatifida ao stress do tratamento HPP, seguido
por uma recuperacdo e estabilizacdo. Deve-se sublinhar ainda que, apesar das
variagOes observadas, os niveis no tratamento HPP permanecem mais altos do que no
CTRL ao longo do tempo.
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Tabela 4.5 Principais VOCs responsaveis pela variagdo nas amostras de O. pinnatifida
de acordo com o PC- 1 da PCA.

Osmundea pinnatifida

VOCs Dias
CTRL HPP
Dia 0 6,352% +1,686% 2  23,451% + 0,204% *°
Heptadecano Dia 7 12,492% +1,247%"°  29,036% + 1,196% 2
CAS# 62978-7 Dia 15 9,349% +1,141%°®  13,135% +0,132% ©
PN PN Dia 30 11,639% + 0,523% 2 20,329% + 2,187% ¢
Limiar: N/D Dia 60 11,127% + 0,974% 2 24,876% + 3,374% *°
Dia 90 10,181% +2,191% %  24,226% + 2,795%
Dia 0 8,930% + 0,586% 2 -
2,4,6-Octatrieno (isémero 3) Dia 7 7 955% + 0,354% 2 -
CAS# 5192-80-0 Dia 15 4522% +0,155% ° 1,348% + 0,418% 2
AN Dia 30 7,102% +0,305% ® -
Limiar: N/D Dia 60 8,129% + 0,788% ? 0,126% +0,178%®
Dia 90 6,684% +0,866% *®  0,072% +0,102% °
L-Pentadeceno Dia 0 3,116% +0,093%2  12,852% + 0,105% *
CAS# 13360-61-7 Dia 7 3,535% + 0,008% 2 10,343% + 0,45% 2
_ Dia 15 3,635% +0,764%*  4,539% +0,375% °
P72 N N N 2 NN
e Dia 30 5,714% + 0,363% © 9,16% + 1,545% °
Limiar: 3,600 .
HE/X8 Dia 60 4,985% +0,218% >  9,778% +0,917%
Dia 90 5,535% + 0,083% ¢ 10,345% + 2,416% 2
) Dia 0 1,703% + 0,007% 2 4,196% + 0,537% 2
Benzaldeido
Dia 7 % b ¢ a
CAS# 100-50.7 ia 2,886% + 0,030% 6,085% +1,412%
Dia 15 5,025% + 0,426% © 9,629% + 0,19% 2°
°v© Dia 30 1,256% + 0,131% 2 7,555% +1,105% 2
Dia 60 1,809% +0,19% 2 9,422% + 0,939% 2P
Limiar: 550 pg/kg )
Dia 90 6,138% +0,111% 9 14,384% + 3,496% °

Os resultados sdo expressos como a percentagem (%) da respetiva drea do pico em relagdo a
drea total do pico. Os limiares de odor na dgua foram calculados usando a mediana dos valores
compilados por Gemert [93].

Para o 2,4,6-octatrieno (isémero 3), as concentra¢des no CTRL diminuiram
significativamente no dia 15 em relacdo ao dia 0 (de 8,930% para 4,522%), porém, no
periodo a seguir (dia 30), os niveis retornaram ao patamar inicial e mantiveram-se
relativamente estdveis até o final do periodo de armazenagem, com uma ligeira
tendéncia para o decrescimento. Em HPP, o 2,4,6-octatrieno, que nao foi detetado nos
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dias 0 e 7, apareceu no dia 15, voltando a desaparecer no dia 30. Nos dias 60 e 90, o
composto foi detetado em concentragdes muito baixas e significativamente inferiores
aquela verificada para o dia 15. O desaparecimento do composto deve estar
relacionado com uma baixissima concentragdo nesses periodos de coleta dos dados, o
que fez com que o equipamento ndo conseguisse detetar a sua presenca. Além disso,
parece haver algum fator, biético ou abidtico, que fez com que o composto diminuisse
no CTRL e surgisse em HPP no dia 30.

O 1-pentadeceno aumentou gradualmente ao longo do tempo em OP-CTRL,
apresentando, no dia 30, uma diferenca significativa de concentragdo em relagdo ao
dia 0 (5,714% e 3,116%, respetivamente). Nos dias 30, 60 e 90 foram observadas
flutuagbes menos acentuadas, com um tendéncia para estabilizagio da sua
concentracdo em 5% aproximadamente. No caso do tratamento por HPP, observa-se
uma concentragdo inicial de 1-pentadeceno (12,852%), cerca de quatro vezes superior
ao CTRL. No dia 15, foi verificada uma reducao significativa desse composto (4,539%),
que, de seguida, retorna ao patamar anterior, mantendo-se estdvel numa concentracao
em torno de 10%. Portanto, ap6s as alteracdes examinadas, foi registado um valor de
equilibro nas amostras de OP-HPP (10%), que é cerca do dobro do valor detetado para
OP-CTRL (5%).

Por dltimo, o benzaldeido apresentou um aumento gradual até o dia 15 para o
CTRL, quando voltou a cair e manteve-se proximo ao patamar inicial nos dias 30 e 60
(média de 1,533%). No ultimo dia de armazenagem, foi detetado novamente um outro
pico da concentracdo, que subiu para 6,138%. Este composto, no inicio do periodo de
armazenagem para OP-HPP, apresentou um valor cerca de trés vezes superior ao do
CTRL no dia 0. A sua concentracdo continuou a crescer ao longo do tempo até atingir
o patamar de 14,384% no dia 90. Os valores significativamente mais altos para o
benzaldeido, no final do periodo de armazenagem, para ambos o CTRL e o tratamento
HPP, reflete a possivel existéncia de processos metabdlicos, internos e/ou ao nivel da
microbiota, que acabaram por afetar a concentracdo desse composto.

De forma resumida, o heptadecano apresentou variagdes significativas ao longo
do tempo, tanto no tratamento por HPP quanto no CTRL, com destaque para um pico
no dia 7 em ambas as amostras. O 2,4,6-octatrieno (isémero 3), mostrou uma redugao
significativa no dia 15 no controlo, enquanto que, no tratamento por HPP, esse
composto permaneceu em niveis muito baixos, ndo sendo detetado em diversos dias
de amostragem. A presenca desse composto foi inconsistente no tratamento HPP, o
que é um indicio de sua degradacdo ou alteragdo quimica, devido as altas pressdes
hidrostéticas. Em relagdo ao 1-pentadeceno, além de um valor quatro vezes superior
para a amostra apds o tratamento HPP, foram observadas variagdes parecidas, para
este processamento e o controlo, entre os dias 15 e 30 de armazenagem, que
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decorreram de alguma atividade que impactou de maneira negativa na concentracao
do 1-pentadeceno. Por fim, o benzaldeido mostrou um comportamento inconsistente
no controlo com dois picos registados nos dias 15 e 90, enquanto as amostras
processadas com altas pressdes apresentaram um crescimento continuo ao longo de
todo o periodo de armazenagem.

O PC-2 para O. pinnatifida (Tabela 4.6) revelou, ainda, a participagdo de 4 VOCs
importantes para se entender uma parte das variagdes observadas nas amostras da
alga. No entanto, esses VOCs (rotulados como compostos “desconhecidos” n°® 417, 420,
429 e 433) ndo puderam ser identificados através da comparagdo dos espectros de
massa com as bibliotecas de voldteis disponiveis. Excetuando-se o facto desses VOCs
aparecerem e desaparecem em momentos diferentes da armazenagem, no momento
em que eles eram detetados, a sua concentracdo pareceu variar pouco ao longo do
tempo, sobretudo nas amostras do CTRL. Além disso, a sua presenca nas amostras
tratadas por HPP foi superior aquela observada para as do CTRL, sendo duas vezes
maior, em média. Coincidentemente, no periodo em que houve detecdo de um desses
VOCs, verifica-se a auséncia de detecdo do outro (ou concentra¢bes muito baixas),
numa espécie de alternancia temporal, mais especificamente para os compostos
desconhecidos n°® 417 vs. n° 420 e para os compostos desconhecidos n° 429 vs. n° 433.
Esta constatacdo sugere que se tratam de compostos quimicos instdveis e
potencialmente menos volateis — dado que suas concentragdes variam minimamente e
eles apresentam tempos de retengdo elevados — os quais podem degradar-se e resultar
na formacao de novos VOCs, incluindo estereoisémeros.

Loépez-Pérez et al. [33] publicaram um artigo sobre os compostos voldteis e as
caracteristicas de odor de L. ochroleuca, processada por HPP, durante a armazenagem
de longo-prazo. Ao submeter a alga marinha a HPP de 400 ou 600 MPa por 5 minutos,
observou-se uma reducdo na formacdo de certos VOCs ao longo dos 180 dias de
armazenamento refrigerado. Lépez-Pérez et al. [245] estudaram, ainda, o impacto do
HPP sobre os compostos voléteis e caracteristicas de odor de cinco algas marinhas,
incluindo C. fragile [43]. Segundo os autores, o tratamento HPP a 400 ou 600 MPa
impactou, de maneira mais direta, nos compostos voléteis de C. crispus, C. fragile e U.
lactuca do que nos de H. elongata e U. pinnatifida.

O tratamento HPP resultou numa extensao significativa da vida de prateleira das
algas para consumo, chegando a 180 dias, especialmente em termos das suas
caracterfsticas de odor [245]. Apesar de ndo estender a vida de prateleira de C.
tomentosum, o impacto do HPP sobre os volateis foi bastante limitado, ficando restrito
apenas aos VOCs benzaldeido e a-ionona. Uma degustagdo das algas processadas,
num contexto informal, mostrou um impacto quase impercetivel sobre o sabor da alga
marinha.
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Tabela 4.6 Principais VOCs responsaveis pela variagdo nas amostras de O. pinnatifida

de acordo com o PC- 2 da PCA.

Osmundea pinnatifida

VOCs Dias
CTRL HPP
Dia 0 0,011% +0,016% -
Dia 7 4,033% =+ 0,208% -
. Dia 15 4,291% =+ 0,008% 6,36% +0,367%
Desconhecido_417 i
Dia 30 4,586% =+ 0,829% 7,816% +0,147%
Dia 60 4,362% + 0,16% 9,231% + 0,802%
Dia 90 3,635% +1,754% 6,84% +0,76%
Dia 0 3,457% + 0,567% 8,262% + 0,448%
Dia 7 - 7,934% + 0,606%
. Dia 15 0,023% + 0,033% -
Desconhecido_420
Dia 30 0,034% + 0,048% -
Dia 60 - -
Dia 90 - -
Dia 0 - -
Dia 7 3,945% + 0,218% -
Dia 15 4,479% + 0,041 6,586% + 0,423
Desconhecido _429 “ % % % %
Dia 30 4,848% +1,182% 8,259% + 0,287%
Dia 60 4,83% +0,209% 9,685% + 0,981%
Dia 90 7,607% +0,714%
Dia 0 3,437% +1,834% 8,64% + 0,689%
Dia 7 3,804% + 0,478% 8,405% + 1,069%
. Dia 15 - -
Desconhecido_433 )
Dia 30 - -
Dia 60 - -
Dia 90 - -

Os resultados sdo expressos como a percentagem (%) da respetiva drea do pico em relagdo a
area total do pico. Os limiares de odor na dgua foram calculados usando a mediana dos valores

compilados por Gemert [93].

No estudo de Loépez-Pérez et al. referido, ao longo do armazenamento

refrigerado das algas submetidas ao HPP, houve um aumento nos niveis de alcoois,

dcidos e compostos azotados, enquanto os niveis de aldeidos, cetonas e furanos

apresentaram uma diminui¢do. Uma andlise mais detalhada do trabalho, com
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destaque para a alga C. fragile, revelou uma série de resultados semelhantes ao que foi
observado nas amostras de C. tomentosum do presente estudo:

*  Deuma forma geral, os VOCs mais abundantes para as algas estudadas foram os
hidrocarbonetos pentadecano, 8-heptadeceno e heptadecano, o aldeido 2-octenal
(entre outros) e o benzaldeido, na categoria dos compostos aromdticos, a cetona
1-octen-ona (entre outras), a-ionona juntamente com a 3 -ionona no contexto das
iononas, além do sulfureto de dimetilo e do sulféxido de dimetilo no grupo dos
compostos sulfurados.

*  Em termos de nimero de compostos por grupos funcionais, destaca-se uma
diminuigdo nos aldeidos para o controlo e nas amostras tratadas por HPP de
C. fragile; enquanto os hidrocarbonetos ndo se alteraram, os dlcoois e os
compostos sulfurados diminuiram no controlo ao longo do tempo de
armazenagem.

. Em termos de participacdo relativa, os dlcoois mantiveram-se relativamente
constantes no controlo e aumentaram, juntamente com os acidos, nas amostras
tratadas por HPP de C. fragile.

. Verificou-se, ainda, uma aumento da participacdo de compostos aromaticos (por
exemplo, benzaldeido) imediatamente ap6s o tratamento por HPP e ao longo do
periodo de armazenagem do controlo.

O aumento de muitos compostos, imediatamente apds o processamento, parece
relacionar-se com a rutura da estrutura celular das algas devido as altas pressdes,
considerando que na literatura hd muitas referéncias ao aumento na
biodisponibilidade de nutrientes e na eficicia da extracdo de compostos bioativos,
mediante tratamentos que envolvem o uso de pressdo [267], [298].

O benzaldeido é um composto comumente associado a aromas a de améndoas
amargas e é amplamente utilizado em inddtstrias de aromas e fragrancias. Conforme
foi discutido no Capitulo 3, o processo mais comum para a sua produgao em alimentos
parece ser a degradagdo de Strecker do aminodcido fenilalanina [238]. Um aspeto
notdvel, para este composto em C. tomentosum, foi a variagao significativa, em dire¢des
contrdrias, na sua concentracdo ao longo do tempo para as amostras do CTRL
(aumento) e tratadas com HPP (diminui¢do), ao passo que em O. pinnatifida foi
observado um aumento para ambas as amostras, tratadas e ndo-tradas. Para as algas
do CTRL, o comportamento consistente pode ser relacionado com uma evolugao da
carga microbiana, que muitas vezes é provida de enzimas proteoliticas capazes de
degradar proteinas e aumentar a quantidade de aminodcidos livres, fornecendo, assim
substrato para producdo de benzaldeido [299]. No entanto, o comportamento
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inconsistente do tratamento por HPP em C. tomentosum permanece uma questdo em
aberto.

O heptadecano é um hidrocarboneto saturado, com uma estrutura quimica
bastante estdvel, devido a presenca de ligagdes simples entre os d&tomos de carbono,
que, apesar de abundante, ndo parece impactar significativamente no perfil sensorial
das algas marinhas [93]. As variacdes deste composto nas amostras parecem
relacionar-se com mudangas no metabolismo da alga, devido ao tratamento ou
condi¢des de armazenagem. Estd estabelecido que os hidrocarbonetos possuem
funcdes nas algas marinhas de componente estrutural, mecanismo defensivo (contra
microrganismos, parasitas, herbivoros, etc.), flutuabilidade e protegdo (contra raios
UV e o stress oxidativo), comunicagdes quimicas (por exemplo, através de feromonas
sexuais), armazenamento de energia e adapta¢do ao meio ambiente [140], [300], [301].

A a-ionona, um composto voldtil frequentemente presente em algas marinhas,
tem origem na clivagem oxidativa de pigmentos carotenoides. Por essa razdo, elevados
niveis de carotenoides geralmente correlacionam-se com uma alta presenca de
iononas, que se formam em resposta as reagdes envolvendo a instdvel estrutura de
ligagdes duplas alternadas caracteristica dos carotenoides. Este composto caracteriza-
se por seu aroma adocicado, floral e frutado, sendo reconhecido como um elemento
significativo no perfil de sabor das algas marinhas devido ao seu baixo limiar de odor
[128], [302]. Na literatura, é possivel encontrar referéncias a capacidade do HPP em
promover a rutura de células, cromoplastos e do complexo carotenoide-proteina em
alimentos, aumentando a liberacdo e extracdo desses compostos [303]. Somado a isso,
tém-se ainda a formacdo de ROS nas algas em condicdes de stress (mecanico, no caso
do HPP), que sdo capazes de degradar carotenoides e, por conseguinte, formar VOCs
como a a-ionona [304]. Apesar de haver enzimas capazes de converter os carotenoides
em outros compostos, tal como a oxigenase de clivagem de carotenoides (CCO), ndo
se sabe ao certo o impacto do HPP sobre elas, levando em consideragdo que o efeito
das altas pressdes sobre as enzimas é bastante varidvel [305].

Kajiwara, Kodama & Hatanaka [306] identificaram que os compostos 1,3,5- e
2,4,6-octatrienos desempenham um papel de hormona sexual, que atrai gametas do
sexo masculino para os recetdculos femininos contendo ovos de Sargassum horneri
(Phaeophyceae). O 2,4,6-octatrieno sintético provocou o mesmo comportamento
verificado para os espermatozoides na presenca de ovos maduros e do fucosserrateno
— sendo o (1,3E,5Z)-octatrieno uma hormona sexual importante para as algas do
género Fucus sp. Aparentemente, os estereoisémeros desse composto sdo produzidos
a partir da autometdtese de 2,4-hexadieno e da isomerizac¢do térmica do octatrieno
[307], [308].
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O 1-pentadeceno é um alceno relativamente comum em algumas espécies de
algas marinhas, inclusivamente em O. pinnatifida, e que, devido ao seu alto limiar de
odor, ndo parece impactar significativamente no aroma da macroalga [75], [244], [245].
No entanto, ndo foi encontrada nenhuma referéncia que explicasse o seu aumento em
algas marinhas submetidas a armazenagem refrigerada e, muito menos, tratadas por
HPP. Amostras congeladas de peixe branco (Coregonus clupeaformis, Actinopterygii),
espécie da familia do salméao, igualmente rica em gorduras, foram mantidas por um
ano a aproximadamente -10°C, de maneira que houvesse uma considerdvel
degradacdo dos lipidios presentes. Os resultados desse estudo indicam que o
1-pentadeceno é um dos subprodutos da oxidagdo de acidos gordos no peixe branco,
considerando que ele nado foi detetado nas amostras frescas. No entanto, a origem exata
desse composto ndo foi completamente determinada [309]. Tendo em vista que o
1-pentadeceno demonstrou uma tendéncia para aumentar nas amostras nao tratadas
do controlo de O. pinnatifida, pode-se considerar que o seu crescimento pode estar
relacionado com a sua libertagdo gradual da matriz celular, além de que ndo se pode
descartar a ocorréncia de reagdes de oxidacgao lipidica.

De igual modo, verificou-se ainda um grande crescimento do 1-pentadeceno nas
amostras, imediatamente apdés o tratamento por HPP, mas os seus niveis
permaneceram relativamente estdveis ao longo do periodo de armazenagem. Sabe-se
que a técnica de HPP € capaz de acelerar a cinética das reagdes de oxidagdo lipidica,
mas ndo necessariamente causa-las, o que permite descartar esta possibilidade [310].
O aparecimento de 1l-pentadeceno em alimentos ja foi identificado como sendo
resultante da degradacdo de embalagens contendo polietileno, dentre outros
polimeros [311]-[313]. Assim sendo, uma hipétese mais provével é a de que as altas
pressdes influenciaram nido somente na libertagdo do composto, como também podem
ter ajudado na migragdo dele do material pldstico usado na embalagem das amostras.

Devido a escassez de estudos sobre O. pinnatifida, a informagdo que se encontra
disponivel é bastante limitada. Sabe-se que as algas do “complexo” Laurencia (género
ao qual esta alga pertenceu, antes de ser reclassificada) sdo capazes de produzir uma
grande variedade de VOCs, em particular, halogenados [314], [315]. Até recentemente,
mais de 5.000 produtos naturais contendo halogénios foram identificados, e cerca de
10% deles sdo derivados das espécies de Laurencia spp. A maioria dos compostos
halogenados deste género séo caracterizados como acetogeninas C;s, sesquiterpenos e
diterpenos. No entanto, muitas outras classes estruturais contendo halogénios também
foram documentadas na literatura cientifica [316]. No caso de O. pinnatifida
(anteriormente Laurencia pinnatifida), a situagdo é semelhante. Uma andlise no banco
de dados japonés “Laurencia Database” revelou 25 registos de metabdlitos
secunddrios associados a esta espécie, dos quais 24 sdo halogenados [317].
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B 1virid —
[ A]Viridiflorol (CAS# 552-02-3) [ B ] Viridianol (CAS# 158204-40-1)

Nome IUPAC: (1aR,4S,4aS,7R,7aS,7bS)-
1,1,4,7-tetramethyldecahydro-1H-
cyclopropale]azulen-4-ol

Nome IUPAC: (2R,2aS,5aR,6S,8aR)-2,4,4,6-
tetramethyldecahydrocyclobuta[d]inden-2-ol

Formula: C;5H,O / MW: 222,37

Formula: C;5H,O / MW: 222,37

OH
OH

[ C15p,7BH,10a-Eudesm-11-en-1a-ol [D] Cicloeudesmol

(CAS# 25826_85_1) Nome IUPAC: 2'(3&,7-

' dimethylhexahydro-1H-

Nome IUPAC: 4,8a-dimethyl-6-(prop-1- cyclopropalclinden-1a(2H)-yl)propan-
en-2-yl)decahydronaphthalen-1-ol 2-0l

Formula: C;5H,O / MW: 222,37

Formula: C;5H,O / MW: 222,37

Figura 4.14 Compostos retornados pela biblioteca NIST de espectros de massa, [ A ]
Viridiflorol e [ C ] 58,7BH,10a-Eudesm-11-en-1a-ol, além dos possiveis candidatos para os
respetivos compostos ndo identificados [ B | Viridianol e [ D ] Cicloeudesmol

Nao foi possivel comparar com espectros obtidos com os dos compostos
identificados em Laurencia sp., ja que os poucos espectros de massa disponiveis foram
obtidos por ioniza¢do por electrospray (ESI) ao invés de ionizacgdo eletrénica (EI) a
70 eV. Na pesquisa realizada usando a biblioteca da NIST, os espectros de massa mais
préximos dos compostos ndo identificados n® 417 e n° 413 eram os do Viridiflorol e do
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58,7pH,10a-Eudesm-11-en-1a-ol (Figuras 4.14A e C), respetivamente. O viridianol
(Figura 4.14B) é um forte candidato, visto que possui a mesma massa molecular e
fragmentos em comum com o VOC desconhecido n° 417, juntamente com
cicloeudesmol (Figura 4.14D) para o VOC desconhecido n° 433. Dessa forma, fica para
um trabalho futuro a purificagdo e identificacdo desses compostos por ressondncia
magnética nuclear (RMN 1H ou 13C), espectroscopia de infravermelho (IR) e/ou
cristalografia por difracdo de raios-X (XRD).

4.3.4 Considerag¢oes Finais

Nas duas espécies de algas estudadas, as evidéncias sugerem que o tratamento
HPP é superior na preservagao dos parametros de cor, quando comparado ao CTRL.
Contudo, paraaalga O. pinnatifida, nota-se uma variagdo mais expressiva nas amostras
submetidas ao HPP, isto é estas apresentam valores mais altos para AE,
comparativamente com o que se verifica em C. tomentosum. Como resultado,
observam-se tonalidades mais claras em ambas as algas, mais esverdeadas em
CT-HPP, mais avermelhadas em OP-CTRL e mais amareladas para ambas as algas,
sobretudo nos controlos (excetuando-se OP-HPP que ndo possui diferencas
estatisticamente significativas relativamente ao CTRL). No caso especifico de
CT-CTRL, a combinagdo de cores mais pdlidas com um incremento do amarelo e a
transigdo do verde para tons mais vermelhos resultam numa colora¢do mais alaranjada
ap6s os 90 dias de armazenagem. As principais alteracdes observadas decorrem da
alteragdo nos pigmentos presentes, devido as condi¢des de processamento e
armazenagem, com destaque para a iluminacdo e temperatura, além da auséncia de
nutrientes.

As andlises microbiolégicas comprovaram a eficdcia da pasteurizagdo por HPP
como método de conservagdo ndo térmico em macroalgas com fins alimenticios.
Observou-se uma diferenca significativa na resposta microbiolégica entre as
macroalgas O. pinnatifida e C. tomentosum. Nas amostras de O. pinnatifida tratadas com
altas pressoes, houve um controlo eficiente dos microrganismos, mantendo as
contagens préximas ao limite de detegdo de 2,00 log UFC-g". Contudo, nas amostras
de C. tomentosum, tanto tratadas (HPP) quanto ndo tratadas (CTRL), registou-se uma
maior presen¢a microbiana apds os 60 dias de armazenamento, especialmente nos
grupos TAM, HMB e YM, embora o tratamento HPP, em geral, tenha apresentado
menores contagens microbianas.

E importante salientar que o tratamento HPP parece alterar de maneira
expressiva a composi¢ao bacteriana e mais estudos sao necessdrios, para identificar se
hd presenca de microrganismos que possam representar um risco a sadde dos

177



consumidores. Além disso, foram detetados agentes patégenos nas amostras antes e
depois do processamento, algo que acende o “sinal de alerta”. Consequentemente,
algumas profilaxias podem ser usadas, de maneira a minimizar os possiveis riscos,
sendo essas: métodos de preservacdo que combinem altas pressoes e temperaturas (ou
outra estratégia dos “obstdculos”) para a eliminacado de esporos bacterianos e fliingicos;
reducdo do tempo de prateleira de forma a garantir uma carga bacteriana baixa;
monitorizagdo das condi¢des da dgua no local de colheita, com destaque para o cultivo
em IMTA, onde a exposigdo aos agentes de contaminacdo pode ser limitada; controlo
da higiene e dos procedimentos de manipula¢do no local de processamento (por
exemplo, através da implementacdo de protocolos do tipo HACCP*).

Para a alga C. tomentosum, a andlise dos volateis mostrou que o tratamento HPP
influencia a evolucao dos VOCs de maneira diferente da do CTRL, com o benzaldeido
e a a-ionona apresentando as mudangas mais significativas. Enquanto o benzaldeido
diminui no tratamento HPP, a a-ionona aumenta com o tempo, o que deve ocorrer
devido as diferencas na estabilidade dos compostos ou nas vias de degradacao
induzidas pelo tempo de armazenagem e/ou pelo tratamento de alta pressdo. No
entanto, foram também observadas variagdes significativas e em sentidos opostos,
para ambos os compostos, nas amostras do controlo, devido a agentes que,
possivelmente, relacionam-se com a atividade microbiana. O heptadecano, por outro
lado, permaneceu relativamente estdvel em ambos os tratamentos, indicando que sua
presenga ndo é tdo afetada pelo tratamento HPP ou pelo tempo de armazenagem,
comparativamente aos outros dois compostos examinados.

Para O. pinnatifida, parece que o tratamento por HPP inicialmente induziu a um
aumento na concentragdo de alguns VOCs, provavelmente como consequéncia de
danos na estrutura celular, que liberaram mais destes compostos ou forneceram o
substrato para que eles pudessem ser sintetizados. No entanto, esse efeito ndo foi
consistente ao longo do tempo para todos os compostos, com alguns VOCs
apresentando diminuicdo significativa apés o tratamento HPP. Além disso, ndo se
pode negligenciar as respostas da alga marinha as condi¢Ges de stress abidtico
(iluminagdo, temperatura, pressdo, etc.), ao qual ela foi submetida, bem como o
comportamento da microbiota presente. O benzaldeido, em particular, mostra um
aumento constante da concentracdo nas amostras HPP, o que pode afetar
positivamente a percecdo sensorial da alga. A variabilidade das respostas ao HPP

** Do inglés, Hazard Analysis and Critical Control Point ou “Andlise de Perigos e Controlo de Pontos
Criticos”. Ele é um sistema preventivo de gestdo da seguranga alimentar que identifica, avalia e controla
perigos significativos para a seguranga dos alimentos em todas as etapas de produgdo, processamento,
embalagem e distribui¢do. O objetivo é minimizar riscos de contaminagdo, garantindo assim a
seguranca dos alimentos para os consumidores [391].
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sugere que este tratamento pode ter impactos complexos na composi¢do de VOCs da
alga, afetando potencialmente seu aroma e sabor.

Para a alga Codium tomentosum, foi constatada uma melhor preservacgdo das
caracteristicas de cor e organoléticas (menor variagdo nos VOCs em ndmero e
concentrac¢do), enquanto que, para Osmundea pinnatifida, o tratamento foi mais eficaz
ao manter a carga microbiana baixa, resultando numa maior vida de prateleira em
termos de seguranca alimentar.

Com base no que foi discutido, pode-se concluir que o processamento por altas
pressdes hidrostdticas afeta de maneira distinta algas marinhas de géneros e espécies
diferentes, sendo necessdrios mais estudos para elucidar melhor os seus mecanismos
complexos de acdo, além de examinar os seus potenciais beneficios sobre outras algas
marinhas.
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O uso de Embalagens com Atmosferas
Protetoras para Conservacao de Algas
Marinhas

Revisao Bibliografica

5.1.1 Embalamento (Packaging)

Evidéncias de ceramica ou vidro, usados para armazenamento de alimentos,
podem ser rastreadas até cerca de 3.000 a.C., durante a época do antigo Egito. Os
egipcios também aprenderam a selar recipientes, usando cera de abelha ou piche,
protegendo assim os alimentos de vetores, bactérias e ar. Por volta de 600 a.C,,
romanos e gregos jd usavam cortica para fechar recipientes contendo vinho ou
alimentos [318].

Melhorias na fabricagdo de madeira, papel, metal, ceramica e vidro facilitaram o
uso desses materiais no embalamento e na conservagao de alimentos. Por exemplo, a
folha de flandres foi inventada por volta de 1200 e ainda é usada hoje para preservagdo
de alimentos em latas (apertizacdo). Nos anos 50, com o advento da industria
petrolifera, polimeros laminados comegaram a ganhar espago como materiais para
embalamento de alimentos [318].

A embalagem dos alimentos possui 4 fung¢des essenciais: contengdo, protecao,
conveniéncia e comunicagdo. Entre essas func¢des, pode dizer-se que, no caso dos
alimentos, se destaca a funcdo de prote¢do contra danos e contaminagdo exterior
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(fisicos, quimicos, microbianos, etc.), e preservacdo das propriedades organoléticas e
nutricionais, de maneira a aumentar a vida de prateleira dos mesmos [319].

Os materiais das embalagens devem ser compativeis com o tipo de
processamento aplicado. Metais e vidro sdo as embalagens mais comuns em alimentos
que sofrem tratamento térmico, sendo materiais resistentes e rigidos. Porém, metais
podem sofrer corrosdo ou oxidagdo com tempo, e o vidro possui a desvantagem de ser
pesado e fragil. O papel possui a vantagem de ser barato e leve, e a desvantagem de
absorver humidade e ndo proteger tdo bem contra o meio exterior. A maior vantagem
do uso dos polimeros em embalagens deriva da sua permeabilidade a moléculas
pequenas (por exemplo, gases e vapor de d4gua) em maior ou menor grau. Os materiais
poliméricos sdo bastante variados e versateis, podendo ser usados numa grande gama
de aplicagdes [319].

Nos dltimos anos, o surgimento de polimeros com propriedades de
permeabilidade especificas e misturas de gases que permitem aumentar a vida de
prateleira de determinados alimentos, deram origem a um novo método de
preservagdo de alimento minimamente processados conhecido “embalamento em
atmosfera modificada”. Por fim, foram desenvolvidos materiais para a embalagem
contendo substancias conservantes, dando origem a uma nova e promissora area
conhecida como “embalagem ativa” [319].

5.1.1.1 Embalamento em Vacuo

O embalamento em vécuo consiste numa técnica de processamento minimo onde
o ar de dentro de uma embalagem é removido, antes da vedagao hermética, de maneira
a preservar melhor os alimentos. O seu principal objetivo é o de eliminar o oxigénio,
fazendo com que o material da embalagem adira ao produto. Essa técnica permite
prevenir reagdes de oxidacdo (por exemplo, oxidagdo lipidica), escurecimento
enzimadtico oxidativo (por exemplo, pela PPO), perda de certas vitaminas e pigmentos,
etc. [319], [320].

O vacuo também previne a deterioracdo por microrganismos aerdbicos e,
particularmente, por mofo. Contudo, muitos organismos patogénicos, como Salmonella
spp., Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes e Escherichia coli sdo anaerdbios ou
anaerdbios facultativos e, portanto, o embalamento em vdcuo fornece defesa
insuficiente, sendo preciso usar outros recursos [320].

Os materiais de embalagem tipicos para vacuo consistem em filmes co-
extrudados ou laminados com baixa permeabilidade ao oxigénio e a humidade. Uma
vantagem significativa da embalagem para vdcuo é que o volume é praticamente o
mesmo que o do produto, sem “espago a cabeca” (headspace) dentro da embalagem. No
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entanto, a remocao total do oxigénio pode ter efeitos indesejados, como é o caso das
carnes vermelhas, que adquirem uma coloragdo purpura devido a transformagdo das
mioglobinas na sua forma reduzida (desoximioglobina). Além disso, alguns produtos
muito frageis, macios ou quebradicos, ndo sdo adequados para a aplicacdo deste tipo
de técnica devido a compressao realizada pela embalagem. Por fim, produtos grandes
e irregulares vdo ocasionar embalagens com tamanhos desiguais, sendo comum
colocd-los numa embalagem secunddria como, por exemplo, caixas de papeldo [320],
[321].

A “embalamento em vdcuo moderado” (MVP) é uma variagdo do embalamento
em vacuo “tradicional”, aplicada em produtos com alta taxa de respiracdo como frutas
e vegetais. A técnica consiste em embalar o produto num recipiente rigido e hermético,
ou numa bolsa, onde este permanece cercado por ar ambiente, mas a uma pressao
reduzida de cerca de um terco da pressdo atmosférica normal (1 atm). Esse
procedimento retarda o metabolismo do produto e ainda previne o crescimento de
organismos deteriorantes [320].

O conceito de “embalamento por pelicula a vdcuo” (VSP) baseia-se na aplicagdo
de laminado pléstico altamente ductil, que é suavemente colocado sobre um produto
alimenticio e, de seguida, submetido ao vacuo, moldando-se assim a forma produto,
de maneira a criar uma segunda pele. A forma, a cor e a textura naturais do produto
sdo realcadas e, como ndo é aplicada nenhuma grande pressdo mecanica durante a
extracdo do vacuo, os produtos macios ou delicados ndo sdo esmagados ou
deformados [321].

5.1.1.2 Embalamento em Atmosfera Modificada

Alterar ou controlar os gases que envolvem o alimento podem ser recursos tteis
para prolongar a vida de prateleira de alimentos frescos ou minimamente processados.
O embalamento em atmosfera modificada (MAP) ou a armazenagem em atmosfera
controlada (CAS) sdo técnicas de processamento minimo, usadas para mudar o
ambiente de armazenamento de um produto, aumentando a vida de prateleira [173].

A CAS visa controlar a composicdo ideal do gas numa sala de armazenamento
de acordo com pardmetros especificos, de forma a controlar a atividade respiratéria e
o crescimento de microrganismos. E normalmente usado um gerador de gés para criar
a atmosfera modificada no armazém refrigerado, onde os produtos, ndo embalados,
sdo armazenados. Dessa forma, é preciso reequilibrar a atmosfera do cdmara com o
tempo, o que é feito pela adi¢cdo ou remogado constante de gases durante o periodo de
armazenamento dos alimentos [322].
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O MAP é uma técnica onde o ar que envolve o alimento na embalagem é
substituido por outro gds, ou mistura de gases com outra composi¢do. A mistura de
gases para o embalamento depende do tipo de produto, materiais de embalagem e
condi¢des de armazenamento. Essa nova atmosfera atua inibindo a respiragdo, a
atividade microbiana ou rea¢ées de oxidagdo. Porém, este tratamento costuma manter
as células vivas e, consequentemente, o seu metabolismo. Dessa maneira, as
caracteristicas originais do produto — em particular, sabor, textura e nutrientes —
conseguem ser mantidas por um periodo maior, assim como a seguranca alimentar do
mesmo [319].

As principais vantagens do MAP sdo que o produto consegue conservar em
grande parte as suas propriedades organoléticas originais, dada a natureza nao
térmica do processo, fazendo ainda um uso minimo (ou até mesmo nulo) de
conservantes. As embalagens, sendo em geral transparentes, permitem ao comprador
avaliar as caracteristicas do produto e, caso seja conveniente, consumi-lo
imediatamente. Por fim, é a capacidade do MAP de reduzir o desperdicio de alimentos
altamente pereciveis — tais como carne, peixe, produtos frescos e refei¢des prontas —
que faz com que fabricantes e retalhistas de produtos alimenticios adiram a tecnologia
[320].

Contudo, a técnica possui algumas desvantagens, nomeadamente, é preciso
realizar uma série de ensaios de maneira a se determinar a mistura ideal de gases; os
custos operacionais costumam ser elevados devido as exigéncias da legislacdao
sanitdria, da linha de producdo e da méao-de-obra especializadas; as embalagens
costumam possuir um alto ratio entre o volume do headspace e o dos alimentos (dado
o volume de gases), precisando ainda ser assegurada uma cadeia de frio, desde o
embalamento até o consumidor final [320].

Os principais gases utilizados no MAP sdo azoto (N,), oxigénio (O,) e diéxido de
carbono (CO,); hd também algum uso de mondéxido de carbono (CO) e drgon (Ar), além
de diéxido de enxofre (SO,), hidrogénio (H,) e 6xido nitroso (N,O), entre outros [320],
[323].

O azoto, gds inerte mais abundante no ar ambiente, possui a funcdo de inibir as
reagOes de oxidagdo, o crescimento de microrganismos aerébicos e minimizar a taxa
de respiragdo, sobretudo em frutas e vegetais. E também utilizado como gds de
preenchimento, que ajuda a evitar o colapso das embalagens durante o
armazenamento, como € o caso das batatas chips. O oxigénio é normalmente o gas que
se deseja eliminar ao recorrer ao MAP, porém, em niveis de 2 a 3%, ele pode ser
especialmente 1til para aplicacdo em produtos que “respiram”, onde a sua auséncia
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completa pode resultar em fermentacdo e no surgimento de odores e sabores
desagradaveis (por exemplo, em vegetais folhosos) [320], [323].

O diéxido de carbono é o gds mais utilizado em MAP e possui usos especificos
na preservacao de produtos que “néo respiram”, tais como laticinios, carnes, peixes e
frutos do mar. O diéxido de carbono tem propriedades fungistaticas e bacteriostéaticas,
ou seja, ajuda a retardar o crescimento de fungos e bactérias aerébicas. No entanto, o
CO; apresenta algumas restri¢cdes: em excesso, pode diminuir a capacidade de reter
agua de carnes e danificar tecidos de frutas e vegetais, possui efeito limitado sobre
leveduras e pode até mesmo ajudar a promover o crescimento de bactérias dcido-
l4cticas [320], [323].

O monoxido de carbono, gds que possui alguma toxidade, ajuda a inibir, ou até
mesmo reduzir a carga de diferentes bactérias deteriorantes e patogénicas, além de
fixar o pigmento vermelho das carnes. H4d muitos paises que limitam ou proibem o
emprego do CO em MAP, como ¢é o caso da Unido Europeia. O diéxido de enxofre é
muito eficaz impedir o escurecimento enzimdtico de frutas e vegetais [320], [323].

O drgon possui as mesmas propriedades do azoto e pode ser usado como
substituto, apesar do seu maior custo. A sua principal mais-valia estaria relacionada a
capacidade de inibir diversas rea¢des enzimadticas. No entanto, ainda faltam evidéncias
experimentais conclusivas de que a substituigdo parcial ou total de N, por Ar tenha
efeitos comercialmente benéficos, em termos de extensdo da vida util e qualidade
[320], [323].

O MAP é muitas vezes referenciada na literatura como “embalamento em
atmosfera controlada” (CAP) quando se faz uso de “embalagens ativas”, assunto que
serd discutido a seguir.

5.1.1.3 Embalagens Passivas, Ativas e Inteligentes

As “embalagens passivas” — também denominadas por “atmosfera modificada
passiva”’, quando se refere a técnica de embalamento — sdo normalmente constituidas
por polimeros com propriedades de permeabilidade capazes de compensar a taxa de
respiracdo do produto alimenticio de maneira a gerar, passivamente, uma atmosfera
de equilibrio [323]. A “embalagem passiva” é comumente usada para MAP de frutas
e vegetais frescos, onde a permeabilidade ao gds do filme da embalagem ¢ tal que
suficiente O, consegue entrar na embalagem para evitar condi¢des anodxicas e,
consequentemente, a ocorréncia de respiracdo anaerdbica. J4 o excesso de CO, pode
ser difundindo através do polimero de forma a evitar niveis indesejados desse gds no
interior da embalagem [324].
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H4 muitas defini¢des para o que seriam as “embalagens ativas”, dentre as quais
aquela enunciada por Robertson [324]: “embalagem na qual constituintes subsididrios
foram deliberadamente incluidos no material ou no headspace da mesma para melhorar
o desempenho do sistema de embalamento”. Na maioria dos casos, trata-se da
incorporacdo de certos componentes nos filmes, ou recipientes de embalagem, com o
objetivo de manter e prolongar a vida ttil do produto, dos quais se destacam: sistemas
capazes de absorver compostos indesejdveis (etileno, a hormona do amadurecimento),
ou libertar desejdveis (1-metilciclopropeno, um poderoso antagonista do etileno),
adicdo de antioxidantes e/ou outros conservantes, além de filmes poliméricos capazes
de manter ou compensar as mudangas de temperatura [323].

As “embalagens inteligentes” sdo um sistema em que a prépria embalagem
monitora a condi¢do do alimento empacotado e fornece informagdes sobre mudangas
desses parametros durante o periodo de armazenamento. Comumente, tais sistemas
incluem indicadores baseados em cores aderidos ao material da embalagem ou ao
proprio alimento e facilmente identificados pelo consumidor. As varidveis
monitoradas podem ser tempo-temperatura, pH, composicdo dos gases na
embalagem, vazamento, presenca de substancias indicadoras de deterioracdo
microbiana, etc. [319].

5.1.2 Embalagens com Atmosferas Protetoras para Conservacdo de
Algas Marinhas

Conforme mencionado acima, o MAP e o embalamento em viacuo — também
conhecidas genericamente como “atmosferas protetoras” — sdo técnicas utilizadas para
aumentar a vida util de alimentos in natura ou minimamente processados. As
atmosferas protetoras permitem que as caracteristicas originais dos produtos sejam
mantidas por um tempo superior aquele onde ndo houve quaisquer tratamentos [45].

Apesar de amplamente utilizado em hortaligas, carnes e outros alimentos, até o
momento, foi publicado por outros autores apenas um artigo sobre a conservagdo de
algas marinhas empregando embalagens com atmosferas protetoras, no qual se tentou
utilizar o embalamento em védcuo em Gracilaria salicornia (Rhodophyta). As principais
observagdes de Paull & Chen [284] foram que a redugdo do teor de humidade do
recipiente de armazenamento levou a descoloracdo das algas e perda de contetido
intracelular. Da mesma forma, o armazenamento em vacuo nao resultou em maior
vida util pés-colheita para G. salicornia. Recipientes e invélucros com altas taxas de
troca gasosa tampouco foram eficazes em prolongar a vida til. No entanto, as algas
que foram totalmente imersas em dgua do mar, e mantidas no escuro a temperatura
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de 17 °C permaneceram vidveis em termos organoléticos, apesar de apresentarem um
aumento relevante na carga microbiolégica [284].

5.2 Ensaio MAP | Materiais e Métodos

O presente ensaio tem como objetivo estudar o impacto do MAP na preservagao
das caracteristicas fisico-quimicas e na seguranga alimentar de duas espécies de algas
marinhas: “erva-patinha” (Porphyra umbilicalis, Rhodophyta) e “alface-do-mar” (Ulva
lactuca, Chlorophyta). Para isso, foi utilizada uma mistura de gases — composta por
80% de argon (Ar) e 20% de diéxido de carbono (CO,) — em paralelo com embalagens
a vacuo. O CO; foi selecionado devido as suas propriedades antimicrobianas e ao seu
papel como fonte de carbono para o metabolismo das algas marinhas. O drgon, por
outro lado, foi escolhido por suas propriedades semelhantes as do azoto, juntamente
com a sua solubilidade superior em dgua e capacidade de inibir reacdes enzimaticas
especificas. Foram avaliados parametros fisicos, microbiolégicos e quimicos:
composi¢do dos gases do headspace (taxa respiratéria), cor, textura (dureza), contagens
de bactérias patogénicas e de bactérias heterotréficas marinhas e compostos organicos
voléteis usando um GC-TOF-MS.

5.2.1 Processamento das Matérias-Primas

As matérias-primas usadas no ensaio foram processadas consoante o protocolo
descrito na Secgao 2.2.1, sendo selecionadas para o presente ensaio as algas “erva-
patinha” (P. umbilicalis) e “alface-do-mar” (U. lactuca). As mesmas foram pesadas
(30 +1 g) e acondicionadas em sacos com 300 x 400 mm de dimensdo, fabricados a
partir de extrudados de poliamida e polietileno (PA/PE) com 90 um de espessura
[Sammic, Espanha], sendo o procedimento feito em triplicado para cada dia e
tratamento (réplicas verdadeiras).

Utilizando uma mdquina de vdcuo SU-316 [Sammic, Espanha], com entrada para
gases inertes, as amostras foram submetidas a trés tratamentos. As amostras do
controlo (CTRL) foram preparadas apenas selando as embalagens e mantendo o ar
ambiente no interior das mesmas. As amostras embaladas em vacuo (VAC), foram
preparadas retirando-se o ar até que a pressdo atingisse 5 mbar dentro da camara
(VAC). Nas amostras em “embalagem com atmosfera modificada” (MAP), todo o ar
foi removido e 80% do headspace foi preenchido com a mistura de gases ALIGAL® 62
(80% Ar +20% CO,) [AirLiquide, Franca].
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Para simular as condi¢des mais comuns de armazenamento no comércio de
retalho, as amostras foram armazenadas a 6 + 2 °C, usando um frigorifico [Modelo
GSL360ICEV, LG, Coreia do Sul], onde foi instalado sistema de ilumina¢do LED,
regulado para fornecer uma média de 1,5+0,2 W-m? em ciclos de 12h de luz e
escuridao (Figura 5.1) [325], [326]. A iluminagéo foi cuidadosamente controlada, com
um temporizador que fornecia luz das 9 h as 21h, o que estd de acordo com os hordrios
de funcionamento da maioria dos supermercados em Portugal. Também foi registada
a intensidade da luz em frigorificos (saladas conservadas com MAP) em cinco lojas
diferentes e calculada a intensidade média para replicar as condi¢des em laboratoério.

Os testes tiveram duracdo de 15 dias, sendo que nos dias 3, 6, 9, 12 e 15 as
amostras foram retiradas do frigorifico e processadas conforme protocolos de andlise
pré-definidos. Antes da abertura das embalagens, foi analisada a composicdo dos
gases do headspace. Em seguida, 12 talos de algas marinhas foram selecionados
aleatoriamente para medigdo de cor e textura. As amostras para andlise microbiol6gica
foram esvaziadas dentro da mdquina de vdcuo, sendo imediatamente seladas para
evitar contaminacdo do ambiente. O material ndo analisado no mesmo dia foi
imediatamente congelado e mantido a -45°C até posterior andlise.

Figura 5.1 Algas marinhas ap6s processamento: controlos e amostras conservadas com MAP

Fonte: Bruno Moreira-Leite
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5.2.2 Caracterizagao Fisica

5.2.2.1 Colorimetria

A andlise de cor foi realizada, usando o mesmo protocolo descrito na Sec¢ao
4.2.2.1, considerando-se que os tratamentos sdo t = CTRL, MAP ou VAC e a duragdo
doensaiod =3, 6,9, 12 ou 15 dias.

5.2.2.2 Analise de Textura

Para avaliar a textura das algas, devido a sua morfologia caracterizada pela
presenca de frondes laminares que lembram um filme, optou-se por um teste de
rutura, onde foi registada a for¢a mdxima para romper a matriz celular da amostra. A
firmeza da espécie foi medida, usando um analisador de textura CT3 com uma célula
de carga de 45N [Brookfield, EUA]. As amostras foram escolhidas aleatoriamente e
cortadas em circulos (2 35 mm) usando um cortador de metal, que foram colocados
em placas de Petri contendo dgua do mar. Numa mesa de base (Modelo TA-BT-KIT),
foi colocado um suporte de fixagdo em acrilico (200 x 200 x 10 mm; com um furo com
2 7,65 mm), que foi utilizado para assentar as amostras que foram perfuradas com uma

sonda metélica cilindrica com 2 4 mm (Modelo TA-44).

Os testes foram realizados a temperatura ambiente (20 + 2 °C), tendo sido as
amostras retiradas da dgua do mar 5 min antes das andlises, sendo colocadas entre
duas folhas de papel para remover o excesso de humidade.

A aquisigao de dados foi realizada a uma taxa de 10 pontos /s com uma carga de
trigger (disparo) de 20 mN e uma corregdo de 200 mN (descarga), usando o Software
TexturePro CT [Brookfield, EUA].

A velocidade de pré-teste foi ajustada para 2 mm/s, a velocidade de teste para 0,1
mm/s e a velocidade de pds-teste para 4,5 mm/s. A forca méxima foi medida fazendo
uma pungdo em cada alga fresca, realizando 10 leituras para cada tratamento por dia
de amostragem. Os valores médios foram entdo calculados, e os resultados expressos
em N [327], [328].

5.2.3 Caracterizacao Bioldgica

5.2.3.1 Composicao dos Gases do Headspace das Embalagens

Devido as atividades de fotossintese e respiragdo das algas marinhas, a
composicdo interna de O, e CO, das embalagens contendo a mistura de gases (MAP),
assim como o ar ambiente (CTRL) foram monitoradas nos dias 3, 6,9, 12 e 15 do estudo
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usando um analisador de gases Dansensor CheckPoint [AMETEK-Mocon, EUA] para
examinar 10 mL do headspace de trés réplicas verdadeiras [329]. Como ndo havia
headspace para a amostra embalada a vacuo (VAC), a andlise ndo foi realizada para este
tratamento.

5.2.3.2 Analise Microbioldgica

Para evitar contaminacédo, as amostras foram preparadas dentro de uma cabine
de fluxo laminar horizontal [Aeolus H, Telstar®, Espanha]. Foram pesadas 10 g de cada
amostra, sendo as mesmas colocadas assepticamente em um saco asséptico para
homogeneizacdo [BagLight PolySilk, Interscience, Fran¢a] em 90 mL de solugdo de
Ringer, com um quarto de forca [Biokar Diagnostics, Franga] em temperatura
ambiente (20 +2 °C). Apé6s 90 s no homogeneizador Stomacher [BagMixer® 400 P,
Interscience, Franca], dilui¢des seriadas foram feitas, sendo estas espalhadas ou
dispersas pelo método de pour plate, de acordo com o protocolo, em placas de Petri de
2 90 mm [Frilabo, Portugal]. Somente as placas contendo no minimo 10 UFC e até 300
UFC, caracteristicas e/ou ndo-caracteristicas, foram consideradas para cada diluicao.
Caso os valores estivessem abaixo ou acima desse intervalo, seriam relatados como <
LOQ (limite de quantificagdo) ou > 3,0x10° (log 5,4771) UFC-g", respetivamente.

Os microrganismos Escherichia coli, Estafilococos coagulase-positiva e Vibrio spp.
foram quantificados de acordo com os métodos descritos na ISSO 16649-2, ISO 6888-2
e ISO 21872, respetivamente [330]-[332]. Os patégenos Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes tentaram ser detetados de acordo com os métodos descritos na ISO 6579
e ISO 11290-2, respetivamente [275], [333].

H4 uma auséncia de regulamentos europeus abrangentes que abordem
especificamente as algas marinhas. No entanto, a Franga é um dos poucos paises que
estabeleceu uma regulamentagdo nesse sentido, definindo um limite de 10° UFC-g"
(log 5 UFC-g') para meséfilos aerdbios (30 °C), em produtos contendo algas marinhas
secas [334]. Além disso, a legislagdo portuguesa estabelece o limite para produtos
frescos “minimamente processados” em 10° UFC-g* (log 6 UFC-g*) [290]. Portanto,
adotou-se o valor intermedidrio de 3,0x10° (log 5,4771) UFC-g* como limite para um
consumo seguro das algas estudadas.

Nas subsecOes a seguir, serdo descritas as andlises que foram realizadas usando
um método interno descrito nos protocolos dos meios de cultura.

190



5.2.3.2.1 Coliformes Totais

Os coliformes totais foram quantificados de acordo com um método interno,
baseado na ficha técnica do Compass® Ecc Agar [Biokar Diagnostics, Frangal:
primeiramente, o meio (40,8 g/L) foi preparado, esterilizado em autoclave (121 °C,
durante 15 min), e deixado arrefecer (44-47 °C). Em seguida, 1 mL de amostra,
previamente preparada conforme descrito na secgdo anterior (5.2.3.2), foi colocada em
cada placa de Petri e 15 mL do meio de cultura foram adicionados pelo método de pour
plate. Em seguida, as placas foram postas para incubar a 37 +1°C por 21+3h
[MIR-154-PE, Panasonic, Japdo]. Em caso de presenca, as colonias caracteristicas de
coliformes, que possuem coloragdo rosada, foram contadas [335].

5.2.3.2.2 Bactérias Marinhas Heterotroficas

As bactérias marinhas heterotréficas (HMB) foram quantificadas de acordo com
um método interno, baseado nas instru¢bes da ficha técnica do Marine Agar
[Condalab, Espanha]: primeiramente, o meio foi preparado (55,2 g/L), esterilizado em
autoclave (121 °C, durante 15 min), distribuido em placas de Petri (15 mL a 50 °C) e
posto para esfriar (42°C). De seguida, 100 uL de amostra, previamente preparada
conforme descrito na Sec¢do 5.2.3.2, foram espalhados sobre o meio de cultura, sendo
a placa incubada a 20-25 °C por 72 h.

5.2.4 Caracterizacao Quimica

5.2.4.1 Analise dos Compostos Organicos Volateis (GC-TOF-MS)

A preparagdo das amostras e andlises foram realizadas usando o mesmo
protocolo descrito na Secgao 3.2.3.

5.2.5 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usando os mesmos programas e testes
empregados na Secgao 4.2.5.
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5.3 Ensaio MAP | Apresentacao e Discussao dos Resultados

5.3.1 Caracterizagao Fisica

Embora nenhum dos tratamentos parecesse ser eficiente na manutengdo da cor
original das algas, foi observada uma descoloracdo de ambas as algas em todos os
tratamentos, o oposto parecia ser verdadeiro para a textura, que estava bem
preservada, especialmente com o tratamento MAP.

5.3.1.1 Colorimetria

Como mostrado nas Figuras 5.2A e 5.2B, a coordenada L* tornou-se ligeiramente
mais clara para ambas as algas marinhas ao longo dos dias de armazenamento.
Embora nenhum efeito significativo dos tratamentos tenha sido observado em
P. umbilicalis (PU), o clareamento pareceu ser mais pronunciado em U. lactuca (UL) nas
amostras CIRL e VAC.

N

Em relagdo a coordenada a * (Figura 5.2C), foi observada diferenca para os
tratamentos MAP e VAC para PU, em relagdo ao CTRL nos dias 12 e 15. A partir do
dia 9, os valores pareciam caminhar no sentido de um aumento nos valores para
vermelho, principalmente para o tratamento VAC que duplicou (de 6,72 para 13,25).
Para UL (Figura 5.2D), cujas coordenadas estavam no lado negativo (verde) do eixo
a*, os tratamentos MAP e VAC foram estatisticamente diferentes, em comparac¢ao com
CTRL, a partir do dia 6. Os valores dos tratamentos CTRL, MAP e VAC cresceram em
padrdes diferentes e, no dia 15, foi observado um aumento de -14,73 no dia 0 para -
10,58, -9,17 e -8,43, respetivamente.

Para a coordenada b* de PU (Figura 5.2E), uma diferenca, em relagdo ao CTRL,
pode ser observada para os tratamentos MAP e VAC a partir dos dias 12 e 9,
respetivamente. Embora os valores ndo tenham mudado significativamente para o
CTRL ao longo dos dias de armazenamento, os valores para o tratamento MAP
variaram de 27,74 no dia 0 a 19,31 no dia 15. Para o tratamento VAC, foi observada
uma mediana de 1,68 para o dltimo dia (6 % do valor inicial), o0 que demonstra uma
quase inversdo de valores positivos para valores negativos — ou seja, uma mudanca da
componente amarela para a azul. Para UL (Figura 5.2F), foi notada uma grande
variacdo dos valores em diversas dire¢des, dificultando a detecdo de uma tendéncia.
Porém, no ultimo dia, pdde-se observar uma diminuigdo nos valores dos tratamentos
CTRL e VAC, enquanto o tratamento MAP pareceu manter o valor de referéncia.

192



median

median

median

Figura 5.2 Mudancas de cor ao longo dos dias de armazenamento para P. umbilicalis e
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Para ambas as algas, os valores para o controlo [@§R de estdo em em PRETO, do tratamento
estdo em VERMELHO e tratamento estdo em AZUL.

Os resultados sdo expressos como as coordenadas CIELAB para L* a* b* e AE.

Notas: Medianas (Q,) e intervalo interquartil (IQR) das determina¢des do duodécuplo em cada experimento.
Medianas seguidas por letra mintscula diferente séo significativamente diferentes (P < 0,05) ao longo dos dias de
armazenamento. Medianas seguidas por letra maitscula diferente sdo significativamente diferentes (P < 0,05) entre
os tratamentos.

Em outras palavras, uma mudanga positiva do valor a* no eixo vermelho
juntamente com uma mudanca negativa do valor b* no eixo amarelo, no espago de
cores CIELAB indicou uma mudanga na cor para uma cor marrom (vermelho
acastanhado escuro) para PU. Para o tratamento VAC no dia 15, dada a mudanca de
amarelo para azul, em combina¢do com um tom mais vermelho em relagdo a cor
original, era percebida uma cor violeta resultante. Para UL, uma mudangca positiva no
valor a* no eixo verde juntamente com uma mudanca negativa no valor b* no eixo
amarelo indicou uma mudanca na cor para um tom mais verde oliva.

Os valores de AE para PU (Figura 5.2G) apresentaram maior desvio de cor para
VAC, principalmente nos dias 12 e 15. CTRL apresentou os melhores resultados para
PU no ultimo dia do experimento, mas a cor ndo diferiu estatisticamente do tratamento
MAP. Para UL (Figura 5.2H), foram observadas grandes varia¢des nos valores do
CTRL, principalmente no dia 15. Portanto, o tratamento MAP pareceu ser a técnica
que melhor preservou a cor de ambas as algas.

Lee et al. [286] investigaram o efeito das condi¢des de super-arrefecimento (super-
chilling) na conservagdo de Pyropia yezoensis. Este foi o tinico estudo encontrado sobre
o efeito das condi¢des de armazenamento na cor desta alga marinha fresca. As
principais observagdes foram que os valores L* a* e b* das amostras frescas
refrigeradas (armazenadas a 5°C), foram afetados pela temperatura de
armazenamento, com os valores CIELAB aumentando mais do que os das outras
amostras armazenadas em temperatura constante e escalonada. resfriado (-2 °C) ou
congelado (-18 °C), durante o periodo de armazenamento de 15 dias.

Isto, contudo, nédo estd de acordo com nossos resultados nos quais houve uma
pequena diminui¢do em a* e nenhuma diferenca significativa em b* para PU-CTRL
ap6s 15 dias de armazenamento. E possivel que as diferencas entre os resultados
obtidos por Lee et al. e nossos resultados para PU-CTRL sejam devidas as diferentes
configuragdes experimentais, como iluminacdo [336], [337]. Devido as diferencas nas
quais as amostras MAP e VAC foram tratadas, ndo é razodvel estabelecer correlagdes
entre os estudos.

Olmo et al. [43] ndo encontraram diferencas significativas para L* em Ulva lactuca
nos primeiros 30 dias de armazenamento, para as amostras ndo tratadas (controlos)
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refrigeradas a 4 °C. Nao foi encontrada diferenga significativa para os parametros a* e
b* no controlo, porém, a semelhanca do nosso estudo, pode-se observar uma tendéncia
de aumento de a* no lado negativo (verde) do eixo, e de diminui¢do de b* no lado
positivo (amarelo) do eixo.

Segundo os autores, as principais alteragdes nos parametros de cor para o
controlo poderiam ser atribuidas, em parte, & amplificagio dos pigmentos do
complexo antena, sob condi¢des de pouca luz. Pinheiro et al. [31] avaliaram o impacto
do tempo de armazenamento nas coordenadas CIELAB para a alga Ulva rigida, tratada
sob diferentes condigdes (seca ao ar, salgada, salgada com 28% de NaCl e salgada com
40% de NaCl). Apesar das diferencas nas condi¢des experimentais, as conclusdes
foram semelhantes as observadas no presente estudo para as coordenadas L* e a*, ou
seja, houve tendéncia de ambos os valores aumentarem, com a* estando no lado
negativo (verde) do eixo.

Sanchez-Garcia et al. [338] estudaram o impacto do periodo de armazenamento
(12 dias) e duas temperaturas diferentes (4 °C e 16 °C) sobre o perfil de cor de Ulva. Os
resultados estavam de acordo com nossos resultados: um aumento em a* no lado
negativo (verde) do eixo, uma diminui¢do em b* no lado positivo (amarelo) do eixo,
além de valores ambiguos para L*, que diminuiram em amostras armazenadas a 4 °C
e aumentaram naquelas armazenadas a 16 °C).

As principais conclusGes foram que a temperatura parece ter um impacto
significativo na cor, especialmente quando a alga U. rigida foi armazenada a
temperaturas mais elevadas. Além disso, a partir do sexto dia de armazenamento, foi
observado um escurecimento mais acentuado das algas. O escurecimento nas algas
marinhas estd relacionado a destrui¢do do seu tecido, a quebra dos pigmentos
clorofilinos (em feofitina e feoforbideo), a alteragdo causada pela atividade enzimatica
e ndo enzimdtica, bem como ao crescimento microbiano [100], [338].

Aparentemente, os tratamentos ndo pareceram afetar significativamente a
luminosidade em PU e afetaram apenas UL-VAC no dia 3 e UL-MAP no dia 15.
Contudo, os resultados mostraram que o tempo de armazenamento teve um impacto
positivo nos valores de L* (branqueamento) para PU-VAC, UL-CTRL e UL-VAC.

Harrysson et al. [115] estudaram a cor de Porphyra umbilicalis e Ulva fenestrata apés
secagem em estufa a 40 °C e durante armazenamento subsequente por =370 dias, sob
condi¢bes de luz, luz parcial e escuriddo. A principal conclusdo em relacdo as
condic¢Oes de iluminacdo e tempo de armazenamento foi que quanto mais intensa a luz
utilizada e o tempo de armazenamento, maior o aumento nos valores de L*. Além
disso, as evidéncias disponiveis sugerem que uma elevacdo nos valores de L* pode

N

ocorrer devido a degradagdo do pigmento, como resultado da oxidacdo pela luz,
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autoxidagdo (principalmente, devido a presenca de ROS) e até mesmo reacdes
enzimadticas [115], [133], [339].

As alteragdes nas coordenadas a* e b* para PU e UL foram afetadas pelos
tratamentos e pelo tempo de armazenamento. Para PU, foi observada uma pequena
diminuic¢do seguida de um aumento nos valores de a* refletido em alteragdes nos tons
vermelhos, para os tratamentos MAP e VAC, provavelmente devido a mudangas nas
ficobiliproteinas, em particular as ficoeritrinas que apresentam coloragdo avermelhada
[336], [337].

Deve-se notar que o aumento observado a partir do dia 9 parece ser devido a um
exsudado vermelho (libertacdo de ficoeritrina), observado principalmente em PU-
VAC, de forma semelhante ao que foi testemunhado na alga Gracilaria salicornia
(Rhodophyta), preservada sob vacuo [284].

As clorofilas parecem desempenhar um papel menor na alteragdo dos valores de
a* para algas “erva-patinha”, como resultado de sua baixa concentracdo nessas
espécies [340]. Com relacdo ao b* a diminuigdo significativa para ambos os
tratamentos (com maior intensidade no PU-VAC) parece ocorrer devido a altera¢des
na composigdo dos carotenoides e das ficobilinas do tipo ficocianina (de coloragao
azulada) [115], [341]. As ficocianinas sdo mais estdveis que os carotenoides, e a
proporgdo ficocianina/ carotenoides parece aumentar com o tempo, promovendo uma
diminuicdo nos tons amarelados e um aumento nos tons azulados nas algas vermelhas
[341].

Para UL, todos os tratamentos envolveram um aumento de a* (menor
intensidade verde) ao longo do tempo de armazenamento, o que possivelmente
ocorreu devido a degradacdo ou adaptagdo das clorofilas as condigdes experimentais
[31], [43], [338]. Tal como PU, os valores de b* para UL também diminuiram com o
tempo, exceto para UL-MAP, que néo foi significativamente diferente do dia 0. Essas
varia¢des nos valores de b* podem ser causadas, exclusivamente, por alteragdes na
composi¢do dos carotenoides [31], [338]. O contetido de carotenoides em algas

marinhas é diretamente afetado pelas ROS através da atividade quelante e,
indiretamente, pela indugdo da via biossintética dos carotenoides [342].

Como os tratamentos VAC e MAP envolvem a eliminagdo de oxigénio, é possivel
que a auséncia de O, juntamente com a presenca de Ar, e uma alta concentracdo de
CO, nas amostras de MAP, tenham ajudado na manutencdo dos carotenoides,
suprimindo as rea¢des de oxidagdo e/ou atividades enzimdticas [342], [343]. Uma
coloragdo mais amarelada pdde ser observada a olho nu nas amostras processadas
pelos tratamentos MAP e VAC no dia 9 em relagdo ao CTRL, conforme mostrado na
Figura 5.3A.
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[B]

Figura 5.3 [ A ] Diferengas de cor para U. lactuca entre tratamentos no Dia 9: Controlo
(esquerda), MAP (centro) e Vacuo (direita); [ B ] Cor das algas U. lactuca (esquerda) e
P. umbilicalis (direita) no Dia 0.

Fonte: Bruno Moreira-Leite

A adaptacdo ou degradacdo dos pigmentos devido a luz, tempo de armazenagem
e outras condig¢Oes, juntamente com respostas metabdlicas a diversas fontes de stress,
tais como o esgotamento de nutrientes e danos causados pelo frio, sdo as hipéteses
mais plausiveis para o aumento dos valores de L*, e as mudangas observadas em a* e
b* para algas marinhas PU e UL [31], [43], [285], [338], [344]-[346]. Deve-se levar em
consideragdo ainda que algumas das variagdes observadas ao longo dos dias de
armazenamento, podem decorrer da heterogeneidade das amostras, como pode ser
observado nos diferentes tons de verde para UL e de roxo-escuro com bordas
descoloridas para PU apresentados na Figura 5.3B.

5.3.1.2 Analise de Textura

Tal como mostrado na Figura 5.4, ndo foram encontradas diferengas
significativas entre o CTRL e o tratamento MAP na maioria dos dias. A excecdo foi o
tratamento VAC, que foi significativamente diferente do CRTL nos dias 12 e 15 para
PU e nos dias 3, 9 e 12 para UL.

Para PU, os valores de dureza para o tratamento CTRL e MAP foram
relativamente estdveis durante todo o periodo de armazenamento, enquanto o
tratamento VAC apresentou uma diminuicdo significativa na dureza no dia 15 (de
3,917 N para 2,819 N). No caso do UL, os valores de dureza para os tratamentos CTRL,
MAP e VAC também se mantiveram estdaveis durante o armazenamento. No dia 15,
nenhuma das amostras foi significativamente diferente em termos de textura do CTRL
no dia 0.
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Figura 5.4 Dureza medida, ao longo dos dias de armazenamento, para P. umbilicalis e
U. lactuca, preservadas por diferentes tratamentos

Os resultados sdo expressos em newtons (N).

Notas: Médias + desvio-padrdo das determina¢des em decupl,a em cada experimento. Médias nas colunas da
mesma cor, seguidas por uma letra mintscula, diferente, sdo significativamente diferentes (p < 0,05) ao longo dos
dias de armazenamento. Médias no mesmo grupo de barras, para cada dia de armazenamento e algas seguidas de
letra maitiscula diferente, sdo significativamente diferentes (p < 0,05) entre os tratamentos.

Os estudos encontrados na literatura sobre andlise de textura de algas frescas,
submetidas a diferentes condi¢des de armazenamento ou tratamentos sdo escassos, e
as metodologias utilizadas variam muito entre os ensaios. Nao foi possivel encontrar
andlises para P. umbilicalis fresca (ou qualquer outra alga do mesmo género), durante
um periodo de armazenamento. Portanto, resultados para outras algas vermelhas, ou
com talos laminares, foram utilizados como referéncia.

Na andlise do perfil de textura (TPA) de Nayyar & Skonberg [282], Palmaria
palmata (Rhodophyta) mostra que os valores de dureza foram notavelmente
impactados pelo tempo (2 semanas) e pela temperatura (2 °C e 7 °C), com valores
diminuindo gradualmente ao longo do tempo, e mais intensamente para temperaturas
de armazenamento mais altas. Para Gracilaria salicornia, a maior parte dos talos tinha
perdido a sua firmeza no final do periodo de armazenamento de 6 dias, a 16°C e 21°C,
em condi¢des de luz ou escuriddo. No entanto, este declinio ndo pode ser
correlacionado, nem com as temperaturas de armazenamento nem com as condicdes
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de luz, devido a variabilidade considerdvel nos valores de textura [284]. Estes
resultados ndo estdo de acordo com os nossos achados para PU-CTRL, embora deva
ser considerado que a P.umbilicalis possui morfologia e caracteristicas texturais
diferentes de P. palmata e G. salicornia.

Pesquisas sobre o uso de processamento por altas pressdes (HPP) para U. lactuca
ndo encontraram diferengas significativas de textura para o controlo no 30° dia de
armazenamento a 4 °C assim como ocorreu com UL-CTRL em nossa pesquisa. O
mesmo nao se verificou para a mesma alga tratada com 400 MPa, que pareceu perder
dureza somente apds 30 dias de armazenamento.

A rutura celular e a atividade da liase (bacteriana ou enddgena) parecem ser a
razdo para tal deterioracdo [43]. O TPA, nas caracteristicas sensoriais de U. rigida
indicou que os valores de dureza foram influenciados pelo tempo de armazenamento
(12 dias) e pela temperatura (4 °C e 16 °C), com diminui¢do gradual, observada ao
longo do tempo em ambas as temperaturas. Esse enfraquecimento da estrutura celular
pode ocorrer devido a reagdes quimicas e enzimdticas, e até mesmo a atividade
microbiana, tornando o tecido mais fragil e suscetivel a quebra [338].

Com base no que foi discutido anteriormente, verifica-se que as algas marinhas
podem apresentar comportamentos diferentes, dependendo da espécie avaliada ou
das condig¢des experimentais [43], [282], [338]. Além disso, uma mesma espécie pode
apresentar alta variabilidade em suas propriedades texturais, relacionadas ao local de
coleta, fragmentagdo irregular ou tecidos analisados [284], [327], [347]. Essas razdes
explicam os diversos padrdes de comportamento observados nas obras abordadas.

Nossos resultados mostraram que os valores de dureza para o tratamento CTRL
e MAP foram geralmente compardveis, enquanto o tratamento VAC exibiu algum
grau de variabilidade coma alga P. umbilicalis, propensa a se tornar menos resistente
no dia 15.

Embora muitos estudos tenham surgido no sentido de que o declinio na dureza
das algas marinhas possa ser atribuido a fatores quimicos ou biolégicos, ndo hd
evidéncias no presente estudo que apoiem a deterioragdo das algas marinhas por
microrganismos, uma vez que PU-VAC exibiu, no dia 15, a contagem microbiana mais
baixa. Muito provavelmente as varia¢des no tratamento VAC podem resultar da
compressdo das algas pela embalagem a vadcuo, que pode ter causado alguma quebra
desigual na matriz celular, de forma semelhante ao que aconteceu com as algas
tratadas com HPP. A rutura da estrutura celular e o envelhecimento, juntamente com
a perda de conteddo intracelular, poderiam ter promovido reagdes de autdlise nas
amostras [43].
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A principal conclusao foi a de que o tratamento MAP pode ser um método de

preservagdo mais eficaz na manutencdo das propriedades texturais das algas frescas

em comparagao com o VAC.

5.3.2 Caracterizacao Bioldgica

5.3.2.1 Composicao dos Gases no Headspace das Embalagens

Conforme mostrado na Figura 5.5, a concentragdo de oxigénio (O.) para o CTRL
e a concentracdo de diéxido de carbono (CO,) no tratamento MAP, para ambas as algas

marinhas, tendem a diminuir ao longo do tempo. No entanto, ndo foram encontradas
diferencas significativas nas concentragdes de O, e CO, (padrao respiratério,) ao longo

do tempo para o tratamento MAP para ambas as algas marinhas (Figuras 5.5C e 5.5D).

Para o CTRL, a composicdo do headspace para cada alga difere significativamente apds

o dia 0 para ambos os gases.

Porphyra umbilicalis Control (PU-CTRL)

Ulva lactuca Control (UL-CTRL)
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Figura 5.5 Composicdo dos gases headspace: concentracao de O, e CO; ao longo dos dias de
armazenamento para P. umbilicalis [ A, C ] (coluna da esquerda) e U. lactuca [ B, D | (coluna
da direita), Controlos [ A, B ] (linha superior) e algas tratadas com MAP [ C, D ] (linha

inferior)
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Notas: Os resultados sdo expressos como % da composicado do headspace. Médias + desvio padrado de determinagdes
em triplicado em cada experimento. Médias seguidas por letra mintiscula diferente sdo significativamente
diferentes (p < 0,05) ao longo dos dias de armazenamento. Médias seguidas por letra maitiscula diferente sdo
significativamente diferentes (p < 0,05) entre espécies de algas marinhas (mesmo tratamento e gés).

Conforme mostrado na Figura 5.5A, para PU-CTRL, entre os dias 0 e 15, a
concentrag¢do de O, diminuiu cerca de 10% (metade do valor inicial, variando de
20,00% a 10,60%), e a concentragdo de CO,aumentou em proporcao semelhante (cerca

de 9%, variando entre 0,20% e 9,13%).

Como mostrado na Figura 5.5B, para UL-CTRL, a concentracdo de O, diminuiu
cerca de 4% (de 20,00% para 15,83%), e a concentragdo de CO, aumentou na mesma
extensdo (de 0,20% para 4,50%), sem diferencgas significativas para O,entre os dias 3 e
15 e para CO, entre os dias 3 e 12. Deve-se ressaltar também que a concentragdo de
CO;no dia 15 para o UL-CTRL néo foi significativamente diferente dos dias 0, 9 e 12.

A maioria das algas marinhas ndo sofre fotorrespiragdo (isto €, respiracdo na
presenca de luz), a menos que em circunstancias especiais, quais sejam, alta
concentracdo de O, em combinag¢do com baixos niveis de CO, durante a reproducao,
reparacao de tecidos ou crescimento, e em resposta a uma mudanga no pH do meio.
Se a fotorrespiragdo é insignificante no caso das algas marinhas, o mesmo néo acontece
com a respiracdo no escuro, que esta relacionada a biossintese, ao balango de carbono
e a manutengdo da satide celular e fung¢des relacionadas com a fotossintese [348].

Os resultados obtidos indicam que o tratamento MAP e as condi¢bes de
armazenamento foram capazes de manter baixas as taxas de fotossintese e respiracao,
uma vez que os niveis de O, foram mantidos préximos de 0%, e os de CO, diminuiram
lentamente ao longo dos dias de armazenamento. Deve-se considerar que uma
pequena parte do CO, se dissolve na dgua e que, caso seja necessdrio, a absorcao de
carbono pelas algas marinhas pode advir principalmente dos ides bicarbonato (HCO;),
através de uma reacdo catalisada pela enzima anidrase carbdnica presente na sua
superficie [349]. A baixa permeabilidade dos polimeros PA /PE usados para preservar
as amostras também deve ser mencionada, porque estas peliculas provavelmente
desempenharam um papel na redugdo efetiva das trocas gasosas com o ambiente
externo [350]. O drgon pode ter contribuido, devido a sua capacidade de interromper
a ligacdo do oxigénio aos locais recetores enzimadticos [351].

Em relacdo aos controlos, foi observado um aumento na concentragao de CO,no
headspace, seguido de uma diminui¢do semelhante no O,. Isso ocorreu em taxas
varidveis para as algas PU e UL, sendo observada maior atividade na primeira.

A relagdo entre a libertagdo de CO, e o consumo de O, foi préxima a 1 em ambas
as algas marinhas, o que é consistente com o quociente respiratério médio (RQ) para
as macroalgas [352]. No entanto, esperava-se que o O, produzido pela fotossintese
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pudesse compensar, em algumas ordens de grandeza, o seu consumo pela respiracao
(também conhecida como “fotossintese liquida”) [353].

Os resultados sugerem que, muito provavelmente, ndo houve atividade
fotossintética significativa, devido ao baixo teor de HCO; ou nutrientes no meio (ou
CO,no espago a cabeca das amostras VAC), uma vez que as embalagens foram seladas
sem dgua do mar [348], [354], [355].

Para que as algas atinjam um crescimento equilibrado, elas devem obter
nutrientes nas proporg¢des corretas [356], [357]. Caso contrdrio, o carbono fixado
através da fotossintese ndo pode ser efetivamente utilizado para produzir nova
biomassa, sendo excretado como carbono organico dissolvido ou armazenado como
polissacarideos [358].

Outra hipétese baseia-se no facto de que, sob stress abiético, as algas marinhas
sdo propensas a produzir ROS, que podem danificar as clorofilas no cloroplasto,
reduzindo assim a atividade fotossintética [359]-[361]. Portanto, pode-se supor que a
mudanca na composigao dos gases do headspace foi principalmente devida a respiragao
no escuro (talvez fotorrespiragdo induzida por stress ou reprodugio), combinada com
uma supressdo da fotossintese [362]

5.3.2.2 Analise Microbioldgica

Os resultados revelaram que as contagens microbianas iniciais de bactérias
heterotréficas marinhas (HMB), para P. umbilicalis e U. lactuca foram relativamente
altas, variando de 3,335 £ 0,275 log UFC-g* para UL a 4,775 £ 0,148 log UFC-g* para
PU, conforme mostrado na Figura 5.6. Ao longo do periodo de armazenamento, as
contagens microbianas variaram dependendo do tratamento de preservagao e do tipo
de alga marinha.

Para PU (Figura 5.6A), os tratamentos MAP e VAC resultaram em diminuig¢do da
contagem microbiana de HMB ao longo do periodo de armazenamento, enquanto o
oposto ocorreu para o CTRL. No dia 6, a contagem microbiana para o CTRL atingiu o
valor de 5.477 log UFC-g™, o que tornaria a alga imprépria para consumo, e os valores
foram ainda maiores (acima do limite de quantificacdo) no dia 9. A partir do dia 9 em
diante, foi possivel notar uma queda acentuada na carga microbiana tanto para os
tratamentos MAP quanto para VAC, principalmente neste segundo tratamento. No
dia 15, a carga microbiana das HMB estava abaixo do limite de detegdo para ambos os
tratamentos MAP e VAC.
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Figura 5.6 Contagens de bactérias marinhas heterotréficas ao longo dos dias de
armazenamento para [ A | P. umbilicalis e [ B | U. lactuca, preservadas por diferentes
tratamentos

Os resultados sdo expressos como o logaritmo da contagem
de unidades formadora de colonia por grama de amostra (log UFC-g™).

Notas: Dias 0, 3, 6,9, 12 e 15 (n = 2 placas de Petri x 2 dilui¢des x 1 repeti¢do = 4, para cada tratamento); LOQ: limite
de quantificagdo; LOQ < 1 log UFC-g™ para bactérias marinhas heterotréficas.

Para UL-CTRL (Figura 5.6B), as contagens microbianas de HMB foram
geralmente inferiores as de PU. O tratamento VAC apresentou as menores contagens
microbianas durante todo o periodo de armazenamento (com valores variando de
3,176 log UFC-g' no dia 0 a 3,699 log UFC-g"' no dia 15), enquanto para o tratamento
MAP, as contagens microbianas apresentaram as maiores contagens microbianas,
variando durante o periodo de armazenamento (de 3,176 log UFC-g"' no dia 0 a 4,124
log UFC-g! no dia 6). No entanto, as contagens microbianas no dia 15 foram
notavelmente semelhantes para CTRL e ambos os tratamentos. Portanto, pode-se
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deduzir que as contagens microbianas para UL permaneceram relativamente
constantes durante o periodo de armazenamento para todos os tratamentos.

As amostras também foram analisadas para bactérias patogénicas, como
Coliformes, Escherichia coli, Estafilococos coagulase-positivos e Vibrio spp.
(quantificagdo), Salmonella spp. e Listeria monocytogenes (identificagdo). Em todas as
andlises estas bactérias estavam abaixo dos limites de detecdo (< LOD), ou ndo foram
detetadas (N/D), exceto para Estafilococos coagulase-positiva, onde colénias pretas
ndo caracteristicas sem halo cresceram no meio de incubagio de PU (vide Anexo.A3).
Estes resultados sugerem que as algas coletadas eram adequadas para consumo
humano.

Alguns dos estudos descritos na literatura referiram uma presenca insignificante
de leveduras e bolores em algas marinhas frescas [283], [363], [364]. Da mesma forma,
as bactérias dcido-ldcticas halofilicas, presentes nas algas marinhas, ndo parecem
crescer nos meios de cultura disponiveis [365]. Além disso, a carga microbiana no dgar
marinho (bactérias marinhas heterotréficas) excede consistentemente a do dgar para
contagem de placas, que avalia o crescimento bacteriano total ou vidvel numa amostra
[43], [44]. Consequentemente, o foco foi colocado na avaliagdo dos agentes patogénicos
primdrios, no inicio e no final do teste, e na determinagdo da carga total de bactérias
marinhas ao longo do tempo de armazenamento, para saber se as amostras cumpriam
com os pardmetros regulamentares, definidos pelas diretrizes locais da Unido
Europeia (EU) (vide Anexo.A4).

Para PU, houve um declinio de bactérias marinhas heterotréficas (HMB), ao
longo do tempo, nas algas tratadas com MAP e VAC. Os tratamentos pareceram ter
afetado as bactérias aerdbicas, pois elas continuaram a crescer em CIRL, que tinha
aproximadamente 20% de oxigénio [320].

Deve-se ressaltar que muitas das bactérias que habitam a superficie das
macroalgas marinhas vermelhas sdo aerdbias obrigatdrias ou facultativas, como o
Bacillus spp. e Virgibacillus spp. [366], [367].

Numerosas algas marinhas libertam metabolitos secundérios com atividades
antimicrobianas e anti-incrustantes, as quais, sdo capazes de regular o crescimento
bacteriano e prevenir ou inibir a fixagdo de organismos indesejados na sua superficie
[145], [363], [368]. Isto é particularmente vdlido para algas vermelhas que, sob certas
circunstancias, podem libertar uma variedade de compostos com propriedades
antibiéticas contra bactérias Gram-positivas e negativas [369]. Portanto, os tratamentos
devem ter reduzido a carga bacteriana aerdbia total e, possivelmente, desencadeado
alguma atividade em PU, que, por sua vez, deve ter libertado metabdlitos secunddrios
que afetaram a populagdo microbiana.
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Lee et al. [286], em seu estudo, enfatizaram a importancia do armazenamento em
baixa temperatura para minimizar o crescimento microbiano. Notavelmente, os
autores utilizaram dgar para contagem de placas, em vez de d4gar marinho, para avaliar
a contagem aerdbica total (TAC). Seus resultados mostraram que o TAC inicial, para
as amostras frescas de Pyropia yezoensis foi de 3,28 log UFC-g'. Apds 6 dias de
armazenamento, o TAC para amostras refrigeradas subiu para 4,25 log UFC-g™, valor
significativamente maior em comparacdo com amostras armazenadas sob outras
condi¢des, como congelamento e super-arrefecimento. Este estudo também mostrou
um crescimento significativo para o controlo de P. yezoensis durante o periodo de
armazenamento, enquanto os demais tratamentos exibiram uma carga microbiana
consistente, com uma leve diminuicdo observada a partir do dia 6. Esses resultados
sdo consistentes com 0s nossos.

Para UL, a carga microbiana permaneceu relativamente estdvel em todos os
tratamentos durante os dias de armazenamento, e nem os tratamentos MAP nem VAC
parecem ter tido qualquer efeito significativo na reducdo de TAC.

Liot et al. [283] estudaram a microbiologia de Ulva lactuca e Palmaria palmata, que
foram submetidas a diferentes procedimentos de lavagem, sendo armazenadas a 4 °C
por 14 dias. Os autores notaram que os meséfilos aerébios mantiveram niveis
relativamente estdveis ao longo dos dias de armazenamento, particularmente, em
amostras de U. rigida e P. palmata ndo lavadas e passadas por dgua do mar, para as
quais a popula¢do microbiana inicial variou de 10° a 10° UFC-g !, resultado que é
semelhante do no nosso estudo com UL.

Olmo et al. [145], em um estudo sobre a diversidade microbiana das algas
marinhas, observaram uma diminui¢do na diversidade bacteriana ao nivel do género
e das espécies, para todas as algas marinhas no final do periodo de armazenamento
[145]. Em outro estudo de Olmo et al. sobre a diversidade bacteriana em algas marinhas
secas (incluindo U. lactuca e P.umbilicalis), observou-se uma menor diversidade
bacteriana em compara¢do com as macroalgas marinhas frescas (com maior
intensidade no caso de U. lactuca), havendo uma prevaléncia de bactérias da familia
Bacillaceae para ambas as algas marinhas. Apesar do estudo ter sido realizado em
amostras secas, pode-se deduzir que U. lactuca provavelmente possui uma maior
diversidade bacteriana, em comparacdo com P.umbilicalis. Devido as restri¢des
impostas pelas técnicas tradicionais baseadas em cultura, em comparagdo com os
métodos moleculares (por exemplo, sequenciamento dos genes 165 rRNA), ndo foi
possivel determinar a diversidade da microflora em relacdo a sua classificagdo
biolégica [370]. Dessa forma, apesar da carga microbiana permanecer relativamente
estdvel, ndo foi possivel saber até que ponto ocorreram variagdes ao nivel taxonémico.
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Para concluir, as condi¢des anaerdbicas dos tratamentos MAP e VAC, juntamente
com o efeito bactericida dos metabolitos secunddrios libertados pelas algas marinhas,
parecem ser responsaveis pela reducdo da carga microbiana global, abaixo dos limites
de detecdo, observada nas amostras de PU. Embora a carga microbiana de UL tenha
permanecido estdvel para CTRL e ambos os tratamentos MAP e VAC, existe a
possibilidade de que tenham ocorrido modificagdes na composicdo bacteriana das
amostras. No final do periodo de armazenamento, ambas as algas tratadas com MAP
e VAC cumpriam com os critérios microbiolégicos primarios definidos pela legislagéao.
Como resultado, estes tratamentos garantiram o consumo das algas estudadas por um
periodo minimo de 15 dias em termos de seguranca alimentar.

5.3.3 Caracterizacao Quimica

5.3.3.1 Analise dos Compostos Organicos Volateis

Os desafios comuns enfrentados pelos alimentos minimamente processados
incluem a ocorréncia de decomposi¢do e/ou senescéncia, surgimento de odores
desagraddveis, descoloracdo e amolecimento do tecido [371].

Apos a colheita e, sobretudo, durante o periodo de armazenamento, as algas
libertam VOCs que, resumidamente, podem advir de 3 fontes primdrias: compostos
derivados do seu metabolismo, resultantes da atividade microbiana, e substancias
presentes na dgua do mar que aderem a sua superficie (incluindo contaminantes) [234],
[245], [372].

A andlise aqui descrita permitiu detetar 126 VOCs para P. umbilicalis e 148 para
U. lactuca. Esses compostos podem ser divididos em agregados, caracterizados pela
presenca dos seguintes grupos funcionais: dlcoois, aldeidos, acidos carboxilicos,
ésteres (de dcidos gordos e lactonas), hidrocarbonetos (incluindo terpenos) e cetonas
(incluindo aciloinas). Uma categoria “diversos” foi usada para reunir agregados
menores de VOCs.

Conforme mostrado na Figura 5.7, a maioria dos VOCs em ambas as algas
pertenciam ao grupo dos aldeidos, dos quais 36 VOCs foram identificados em PU e 37
VOCs em UL. A categoria seguinte mais bem representada foi a dos dlcoois, dos quais
foram identificados 23 VOCs em PU e 27 VOCs em UL. O terceiro grupo funcional
mais abundante foi o da categoria dos hidrocarbonetos para PU (20 VOCs) e das
cetonas para UL (22 VOC). Na categoria “diversos”, os VOCs incluidos sdo diferentes
para cada uma das algas, assim como o niimero de compostos em cada categoria.
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VOC'S de Porphyra umbilicalis VOC'S de Ulva lactuca

Cetonas . Cetonas
17 Alcoois 24

25

Alcoois
28

Hidrocarbonetos
20

Hidrocarbonetos
16

Esteres
Aldeidos 12

36

Aldeidos

Esteres 37

9

Diversos Acidos Carboxilicos Diversos Acidos Carboxilicos

[A] [B]

Figura 5.7 Numero de VOCs por categorias de grupos funcionais identificados por
GC-TOF-MS para as algas marinhas: [ A | P. umbilicalis e [ B | U. lactuca

Os seguintes VOCs foram identificados em PU: 3 azotados, 1 sulfurado, 6
furanos, 2 fendis, 1 epéxido, 1 indano e 1 piridina. Em UL, foram identificados os
seguintes VOCs: 4 halogenados (2 bromados, 1 clorado e 1 iodado), 4 sulfurados, 1
azotado, 8 furanos, 4 fendis, 3 indanos, 1 epéxido, 1 benzotiazol e 1 naftol.

Em relacdo a categorizacdo dos grupos funcionais ao longo dos dias de
armazenamento, ndo houve grande variagdo em termos do ndmero de compostos
identificados para a maioria das amostras, com algumas exce¢des. Para PU, houve
aumento dos compostos da categoria “diversos” em VAC, enquanto o nimero de
hidrocarbonetos, que foi relativamente menor em relacdo ao CTRL e ao tratamento
MAP.

Para UL, em todas as amostras, o nimero cetonas praticamente dobrou em
relagdo ao dia 0. Os dlcoois aumentaram cerca de 50%, porém, apenas nas amostras de
CTRL. Os ésteres pareceram diminuir com o tempo de armazenamento para todos os
tratamentos, o que talvez implique na ocorréncia de reaces de hidrdlise . E importante
notar que algum acido acético foi encontrado em VAC durante todo o armazenamento
e em MAP foi possivel identificd-los em quantidades vestigiais, enquanto nao foi
possivel detetd-lo em CTRL.
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Compostos

[126] Isofitol

[125] Homossalato

[124] Dihidroactinidiolida

[123] Salicilato de 2-etilhexila
[122] Etilmetilmaleimida

[121] 9-Hexadecenal (isomero)
[120] Hexadecanal

[119] Caprolactama

[118] Acido nonanéico

[117] a-Hidroxi-y-butirolactona
[116] 2-Hexadecanona

[115] Dihidroxiacetona

[114] 4-Heptanona, 3,5-dimetil
[113] Acido octansico

[112] Cinamaldeido

[111] Miristato de isopropila
[110] Pentadecanal

[109] d-Octenolactona

[108] Fenol

[107) Epéxido de f-ionona (isomero)
[106] 2,5-Furandicarboxaldeido
[105] 1-Dodecanol

[104] p-lonona, (E)-

[103] Tetradecanal

[102] 1-Nonadeceno

[101] a-Tonona

[100] Geranilacetona (isomero)
[099] Fenol, 4-(1-metilpropil)-
[098)] Tridecanal

[097) 2,4-Decadienal, (EE)-

[096] 4-Decen-1-ol (isomero)
[095] 3,4-Dimetilciclohexanol
[094] Formamida, N,N-dibutil-
[093] 4-Deceno, 2,2-dimetil- (isomero)
[092] 2,4-Decadienal (isomero)
[091] 2,6-Nonadien-1-ol (isomero)
[090] 9-Decen-1-ol

[089] 3,6-Nonadien-1-ol (isémero)
[088] 1-Heptadeceno

[087] 8-Heptadeceno (isomero 2)
[086] 8-Heptadeceno (isomero 1)
[085] Benzaldeido, 4-ctil-

[084] 6-Nonen-1-ol (isémero)
[083] Dodecanal

[082] 2,4-Nonadienal, (E,E)-

[081] Heptadecano

[080] 2-octin-1-ol

[079] 1-Indanol

[078] 2,7-Octadien-1-ol (isomero)
[077] Hexanoato de vinila

[076] 2,4-Nonadienal (isomero)
[075] 1-Nonanol

[074] 2-Furanometanol

[073] 1-Nonen-4-ol

[072] 2-Decenal, (E)-

[071] p-Ciclocitral

[070] Benzaldeido, 2-metil-

[069] 1,3-Ciclohexadieno, 5-etil-
[068] 2-Octen-1-ol, (E)-

[067) 2-Octen-1-ol, (Z)-

[066] Undecanal

[065] Hexadecano

[064] 2,4-Octadienal, (E,E)-

[063] 2,6-Nonadienal, (E,Z)-
[062] 2,6-Nonadienal (isomero)
[061] 5-Metilfurfural

[060] 3,5-Octadien-2-ona (isomero 2)
[059] 2,4-Octadienal (isomero)
[058] 1-Octanol

[057] 2-Nonenal, (E)-

[056] Benzaldeido

[055] 3,5-Octadien-2-ona (isomero 1)
[054] 3-nonen-2-ona (isémero)
[053] Acetato de 3-heptenila (isomero)
[052] Decanal

[051) 2,4-Heptadienal, (EE)-
[050] Pentadecano

[049] 1-Hexanol, 2-etil-

[048] 2-Hexeno, 3,5,5-trimetil- (isémero)
[047] 2,4-Heptadienal (isémero)
[046) Furfural

[045] Acido acético, metoxi-

[044] Acido acético

[043] 1-Heptanol

[042] 1-Octen-3-ol

[041] 1-Tetradeceno

[040] 2-Octenal, (E)-

[039] 1,3-Hexadieno, 3-til-2-metil-
[038] 3-Octen-2-ona

[037] 2,4-Hexadienal (isomero)
[036] Tetradecano

[035] Nonanal

[034] Etanol, pentametil-

[033] 3-Octanol

[032] Trissulfeto de dimetila
[031] 1-Octen-3-il-acetato

[030] Piridina, 2-propil-

[029] 1-Hexanol

[028] Sulcatona

[027] 2-Heptenal, (E)-

[026] 2,3-Octanodiona

[025] 2-Penten-1-ol (isomero)
[024] 1-Octen-3-ona

[023] 2-(2-Pentenil)furano (isémero)
[022] Octanal

[021] Acetato de 2-metoxietila
[020] Acetoina

[019] 3-Octanona

[018] 1-Pentanol

[017] 2,6-Octadieno, 4,5-dimetil- (isémero)
[016] 4-Heptenal, (E)-

[015] 4-Heptenal, (2)-

[014] Furano, 2-pentil-

[013] 2-Hexenal, (E)-

[012] 2,4,6-Octatrieno (isomero 4)
[011] 2,4,6-Octatrieno (isomero 3)
[010] Heptanal

[009] 2,4,6-Octatrieno (isémero 2)
[008] 2,4,6-Octatrieno (isomero 1)
[007] 1-Penten-3-ol

[006] 2-Pentenal (isémero)

[005] 1,3,5-Octatrieno (isomero 2)
[004] 1,3,5-Octatrieno (isomero 1)
[003] Hexanal

[002] 2-Butenal (isomero)

[001] 1-Penten-3-ona
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Figura 5.8 Heatmap da andlise GC-TOF-MS para caracterizagdo dos VOCs de P. umbilicalis no
controlo e nos tratamentos MAP e VAC ao longo do tempo de armazenagem de 15 dias

Para visualizar o heatmap em maiores detalhes, acesse a figura externamente clicando aqui!
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[148] p-isopropenilfenol
[147] DSudmacumdmllda
[1461 I’entademnoato de etila
[145] Caprolactama
[144] Acido nonanéico
[143] Etanol, 2-fenoxi-
[142] 2-Hexadecanona
[141] Acido octanéico
[140] Tetradecanoato de etila
[139] Cinamaldefdo (isomero)
[138] Mu-mato de |sol>ropxla
-Nonalactona
[1 5 Penladecanal

[135] Benzenopropanal, B-mef
3 Fenol

[133] Epéxido de B ionona (i
32] Fenol,

[131] 2,41 Decadlen-l ol (isomero;
[13( 0] 1-Dodecanol

[129] Benzotiazol

[128] 4- Heplanona, 3,5-dimetil
-Tonona, (E)-

[126] 2- Mem 1-indanona

125] 1-Naftol

[124] Tetradecanal

[123] 1,4-Butanodiol

[122] Alcool feniletilico

[121] Dimetilsulfona

[120] Alcool benzilico

[119] 1-Octanol, 2-butil-

[118] lemmoacetaldeldo

[117] a-lonona

[116] Geramlacemna (isémero)
113/ Fenol, &-(1-metilpropil)
114] Dodecanoato de etila

[ rano, 3-fenil-

[112] Tridecanal

[111] 2,4-Decadienal, (E,E)-

[110] 4-Decen-1-ol (isémeéro)

[109] 3,4- D|met|lcxcl(\hexano|
-1-0

[104] 1-Propanona, 1-fenil-
[103] 8-Heptadeceno (isomero 2)
[102] 8-Heptadeceno (isomero 1)
1101 Bensalderdo, 4-etl-
100] Dodecanal
[099] 2,4-Nonadienal, (E,E)-
[098] 2 Hexanona, 6-bromo-
97] Cetoisoforona
[ 6] eptadecano
[095] 1-Penten-3-ona, 2,4-dim

2-] Dodemnona
[093] Benzaldeido, 2,5-dimetil-
[092] 2,7-Octadien-1-ol (isdmero)
091] Hexanoato de vinil
[090] 2,4-Nonadienal (isomero)
[089] Octanoato de isoamila
0! cetofenona
087] l—NonanDl

[086] 1-Octeno, 3,7-dimeti:
[085] 2-Decenal, (E)-
[084] 5-Etilfurfural
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6 10
[070]
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[068] Benzeno, 1,4-dietenil-
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066] ctanol
[065] 3,5-Octanodiona, 4,6-dimetil-
[064] 1-Pentadeceno
[063] 2-Nonenal, (E)-
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Figura 5.9 Heatmap da andlise GC-TOF-MS para caracterizagdo dos VOCs de U. lactuca no controlo
e nos tratamentos MAP e VAC ao longo do tempo de armazenagem de 15 dias

Para visualizar o heatmap em maiores detalhes, acesse a figura externamente clicando aqui!
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Para PU (Figura 5.10A), o primeiro componente principal (PC-1) explicou 50%
da variancia das amostras, enquanto o segundo componente principal (PC-2) explicou
35%, exprimindo conjuntamente 85% da variancia total. Para UL (Figura 5.10B), o PC-
1 foi responsdvel por explicar 43% da varidncia das amostras, enquanto o PC-2
explicou 27%, e o terceiro componente principal (PC-3) explicou 12%, exprimindo
conjuntamente 82% da varidncia total.

[A]

[B]

Figura 5.10 Gréficos da PCA contendo os scores de PC-1 vs. PC-2 para [ A | P. umbilicalis e
[ B]U. lactuca

Examinando a Figura 5.10A, observa-se que o PCA conseguiu agrupar as
amostras de PU por tipo de tratamento, jd que estavam em zonas diferentes do “gréfico
de pontuacdes” (scores plot) da PCA, exceto para o tratamento VAC no dia 15.
Enquanto o PC-1 foi capaz de separar o CTRL, especificamente no 1° quadrante, dos
agrupamentos dos tratamentos, o PC-2 permitiu a separacdo dos tratamentos VAC e
MAP principalmente nos 3° e 4° quadrantes, respetivamente.
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Em relacdo as amostras de UL (Figura 5.10B), o PCA nao foi capaz de discriminar
entre os tratamentos MAP e VAC, estando ambos localizados préximos a origem e, em
sua maioria, no eixo positivo do PC-1, enquanto as amostras CIRL estavam
localizadas no eixo negativo do PC1 — exceto CTRL no dia 0 - que foi positivamente
associado aos padrdes subjacentes capturados pelo PC-1.

Conforme mostrado na Figura 5.11A, os compostos 8-heptadeceno (isémero 2)
(c6digo 2579-04-6) e heptadecano (cédigo 629-78-7), localizados no 3° quadrante, e
pentadecanal (cédigo 2765-11-9), localizado no 4° quadrante, pareceram ser as
varidveis mais importantes para explicar as alteracdes nas amostras de PU ao longo
dos dias de armazenamento.

[ A]P. umbilicalis PC-1 vs. PC-2 Bi-Plot [ B] U. lactuca PC-1 vs. PC-2 Bi-Plot

[ C1U. lactuca PC-1 vs. PC-3 Bi-Plot [ D] U. lactuca PC-2 vs. PC-3 Bi-Plot

Figura 5.11 Gréficos bi-plot da PCA contendo as pontuagdes (scores) e cargas (loadings) de:
[ A ]PC-1vs. PC-2 para P. umbilicalis, [ B ] PC-1 vs. PC-2 para U. lactuca, [ C ] PC-1 vs. PC-3
para U. lactuca, e [ D | PC-2 vs. PC-3 para U. lactuca.

Examinando as Figuras 5.11BaD, pode-se notar que o0s compostos
(2E,4AE)-decadienal (cédigo 25152-84-5), no 1° quadrante, 2,4-decadienal (isémero)
(c6digo 2363-88-4), no 2° quadrante, 1-hexanol (c6digo 111-27-3), no 3° quadrante, e
benzaldeido (cédigo 100-52-7), no 4° quadrante, de PC-1 vs. PC-2 foram responsaveis
pela variagdo nas amostras UL. Analisando PC-2 vs. PC-3, 8-heptadeceno (isémero 1)
(cédigo 16369-12-3), no 3° quadrante, foi identificado como outra varidvel relevante do
modelo.

211



No caso de PU (Tabela 5.1), a concentragdo de 8-heptadeceno (isémero 2)
aumentou ao longo do periodo de armazenamento para o tratamento MAP. No dia 15,
o tratamento MAP exibiu uma concentracdo aproximadamente duas vezes maior que
ado CTRL, com valores de 27,679% e 14,501% respetivamente. Para o tratamento VAC,
a concentracdo no dia 15 apresentou o nivel mais baixo registado de 5,527%. O
heptadecano apresentou comportamento semelhante: no dia 15, por um lado, a
concentragdo de heptadecano no MAP era aproximadamente cinco vezes maior que a
do CTRL (com valores de 10,283% e 2,037% respetivamente), enquanto, por outro lado,
o nivel mais baixo de 1,143% foi registado para o tratamento VAC.

Tabela 5.1 Principais VOCs responsaveis pela variacao nas amostras de P. umbilicalis de
acordo com a PCA.

Porphyra umbilicalis

VOC Dias

CTRL MAP VAC
Dia0  10,878% +4,982%* 10,878% +4,982%° 10,878% + 4,982%*
8-Heptadeceno (isomero 2)  Djz3  7,346% +0,801%° 19,952% +1,836% * 28,141% + 2,848%"
CAS# N/D Dia6  12,577% +1,852%* 24,026% + 3,459%" 29,272% +1,133%"
AN~ Dia 9 10,939% +1,969% 2 23,277% +2,356% *  22,992% + 1,849%°
Limite: N/D Dia 12 12,219% +0,368%° 25,666% +1,829%"° 32,619% + 3,041%"
Dia15 14,501% +1,913%° 27,679% +3,405%"®  5,527% +1,823%°
Dia0  3,037% +1,524%*  3,037% +1,524%2  3,037% + 1,524%°
Heptadecano Dia3  0,924% +0,024%°  7,098% +0,955%"°  6,817% + 0,667% "
CAS# 629-78-7 Dia6  1,109% +0,058% *  7,920% +1,481%*  8,552% + 0,732%"
e~~~ Dia 9 0,961% +0,290%°  6,770% +0,710%"  6,648% + 0,185%"
Limite: N/D Dia12  1,192% +0,048%°  7,410% +0,338%  7,271% + 0,559%"®
Dia15 2,037% +0,262%* 10,283% +0,975%* 1,143% + 0,418%°
Dia0  1,826% +0,464%° 1,826% +0,464%° 1,826% + 0,464%
Pentadecanal Dia3  17,544% +0,702%" 8747% +0,709%"°  0,695% + 0,011%°
CAS# 2765-11-9 Dia6  10,309% +0,124%9  25,939% +3,018%° 1,529% + 0,689%
PN Din 9 12,627% +3,127% 54 25,229% +2,091% < 1,993% +0,531%

Limiar: 715 pg/kg

Dia 12 23,097% +0,329% ©

19,565% +1,615% ©
11,103% + 0,539% "

2,827% +0,132%"
1,732% + 0,549% *

Dia 15 12,968% +1,836% "™

Os resultados sdo expressos como a percentagem (%) da respetiva drea do pico em relagdo a drea total
do pico. Os limites de odor na dgua foram calculados usando a mediana dos valores compilados por
Gemert [93].

Em relagdo ao pentadecanal, houve um aumento significativo na concentragdo
tanto para CTRL, como para MAP no dia 3, com valores de 17,544% e 8,747%
respetivamente. No dia 6, o pentadecanal diminuiu no CTRL, enquanto aumentou em
MAP, apresentando uma pequena oscilacdo no dia 9 e possuindo concentra¢ées muito
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préoximas nos dias 12 e 15. Para o tratamento VAC, a concentragdo permaneceu
relativamente estdvel durante o armazenamento, com média em torno de 1,755%.

No caso da alga marinha UL (Tabela 5.2), tanto o (2E,4E)-decadienal quanto o
seu isomero exibiram comportamento semelhante no CTRL ao longo do periodo de
armazenamento. Inicialmente contribuiram com maior participacdo de volateis no dia
0 (12,425% e 27,565%, respetivamente) e, em menor proporc¢do, no dia 3 (4,018% e
9,401%, respetivamente). No entanto, os valores continuaram caindo a partir do dia 6.

Em relacdo ao tratamento MAP, apés uma queda inicial no dia 3, as
concentragdes dos isémeros de 2,4-decadienal continuaram aumentando para ambos
os compostos até o dia 12, com maior intensidade para o (2E,4E)-decadienal, onde
foram encontradas diferencas significativas. No final do periodo de armazenamento,
registou-se ainda outra diminuigdo acentuada.

Em relacdo ao tratamento VAC, os valores de ambos os isémeros de 2,4-
decadienal também apresentaram alguma variagdo, embora tenham apresentado
comportamento semelhante: os valores continuaram caindo, com maior intensidade
no 2,4-decadienal (isémero), atingindo a concentra¢do mais baixa no dia 9. No dia 12,
eles aumentaram novamente, apresentando pequenas alteracdes no dia 15.

No caso do 1-hexanol, sua concentra¢do aumentou no CTRL até o dia 12, com
valores variando de 0,133% a 24,474%, e, no dia 15, diminuiu para o valor de 4,760%.
Nos demais tratamentos, os seus valores apresentaram um leve aumento em relagdo
ao CTRL no dia 0, mas permaneceram relativamente estaveis até o final do periodo de
armazenamento.

Em relagdo ao benzaldeido, houve um aumento considerdvel na concentragio
tanto para o CTRL quanto para os tratamentos MAP e VAC, com destaque para as
amostras tratadas por MAP (de 2,287% para 33,800%).

Quanto ao 8-heptadeceno (isémero 1), esse composto demonstrou um
comportamento semelhante em todas as amostras. Verificou-se uma tendéncia para a
sua concentracdo aumentar até o dia 9 e depois diminuir, embora permanecendo
relativamente acima do valor inicial de 6,000%. No entanto, devido a alta variabilidade
nos dados, ndo foram verificadas diferencas significativas para este composto no
tratamento VAC.
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Tabela 5.2 Principais VOCs responsaveis pela variacdo nas amostras de U. lactuca de acordo

com a PCA.
. Ulva lactuca
VOC Dias
CTRL MAP VAC

DiaO  27,565% +0,082%° 27,565% + 0,082%°  27,565% + 0,082%°
24-Decadienal (isémero) .03 94019, 10,596% > 8748% +0,206%"  10,866% + 1,603%"
CAS# 25152-84-5 (?) Dia6  2,166% +0,003% <  9,163% +0,299%"  9,387% +1,902%"®
AN Dia9  0,695% +0,105% ¢  9,796% + 0,081%"®  2,521% + 0,002% ©
Limiar: 0,13 p1g /kg Dia12 0,506% +0,021% ¢ 8731% + 0,827%"  6,464% + 0,024% ¢

Dia15 0,810% +0,163% ¢  4,250% +0,712%°  6,128% + 0,142% ¢

Dia0  12,425% +0,412% * 12,425% + 0,412%°  12,425% + 0,412%°
2,4-Decadienal, (E,E)- Dia3  4018%+0248%"°  8110% +1208%°  6,853% + 0,463%
CAS# 2363-88-4 Dia6  1,775% +0,022% < 12,590% + 0,687%°  8,237% + 0,381%"
0NN Dia9  0,701% +0,118% ¢  12,584% +0,104%*  5,377% + 0,004% °
Limiar: 0,3 pg/kg Dia12 0,950% +0,027% < 20,548% +1,950%"°  10,449% + 0,038% *

Dia15 1,210% +0,253% < 12,312% +1,823%*  11,744% +1,109%

Dia0  0,133% +0,025%*  0,133% +0,025%°  0,133% + 0,025%
1-Hexanol Dia3  6,025% +0,050%°  0,856% +0,053% ">  0,504% + 0,029% *
CAS# 111-27-3 Dia6  14,377% +1,316% <  1,074% +0,070%"  0,611% + 0,011% b
N S N Dia9 17,684% +0,261% ¢  0,443% +0,004%°  0,879% + 0,001% ©
Limiar: 1210 pg/kg Dia 12 24,474% +0,584% ¢  1,102% +0,103%<  0,850% =+ 0,003% ©

Dial5 4,670% +0,477%"°  0,828% +0,03%°  1,594% +0,176% ¢

) Dia0  2,287% +0,027%°  2,287% +0,027%°  2,287% + 0,027%

Benzaldeido

Dia3  2,939% +0,571%°  4,004% + 0,207%"°  5,146% + 0,094% "
CAS# 100-5-27 a 7o % % 7o % 7o

Dia6  5586% +2,27%®  4136% +0,325%"°  3,371% + 1,052% *
°v© Dia9  3,804% +0,431%°  8,441% +0,070%°  15,221% + 0,010% ©

Dia12 6,023% +1,384% ®  11,037% +0,812%°<  17,494% + 0,064% ©
Limiar: 550 pg/kg )

Dial5 9,642% +0,367%"° 33,800% +9,784% ¢  11,800% + 2,147%

Dia0  6,000% +1,107%*  6,000% +1,107%°  6,000% + 1,107%
8-Heptadeceno (isomero1) Dijz3  13,026% +0,003% "> 12,674% +1,198%"  13,193% + 2,260% *
CAS# N/D Dia6 15353% +1,827%" 16,715% + 0,625% >  15,777% + 4,864% *
oS~~~ Din9  16,710% +0,912% °  19,334% +0,160%°  16,086% + 0,011%*
Limiar: N/D Dia12  6,424% +0,752% *  12,419% +1,177%"°  8,505% + 0,031%

Dial5 8,799% +0,376%°  7,026% +2,471%°  9,521% + 0,38%°

Os resultados sdo expressos como a percentagem (%) da respetiva drea do pico em relagdo a drea total
do pico. Os limiares de odor na dgua foram calculados usando a mediana dos valores compilados por

Gemert [93].
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Apesar de serem abundantes, os hidrocarbonetos nao parecem contribuir
significativamente para o seu aroma, e os compostos halogenados, comumente
encontrados em vdrias espécies de algas marinhas vermelhas, ndo prosperam nestas
macroalgas em particular (exceto o tricloroetileno) [37], [373], [374]. Esses resultados
sdo consistentes com nossos achados.

Em relagdo a UL, os aldeidos ndo apenas prevalecem como os VOCs mais
abundantes em termos de diversidade, mas também exibem a maior concentracdo em
relagdo a drea do cromatograma. Essas descobertas estdo alinhadas com a descrigdo
fornecida por Fujimura & Kawai [37] sobre os constituintes do sabor distinto da Ulva
australis (anteriormente Ulva pertusa).

PU apresentou uma alta concentragdo de 8-heptadeceno (isémero 2) e
heptadecano, que aparentemente ndo influenciam o aroma das amostras, devido aos
seus altos limiares de odor [93]. A presenca destes hidrocarbonetos pode resultar de
respostas a tratamentos e atividade biol6gica das macroalgas marinhas e
microrganismos associados [37], [374].

Nas algas marinhas, o 8-heptadeceno estd envolvido em um mecanismo de
protecdo contra danos mecanicos, funcionando como molécula quimiorrecetiva e
feromona biolégica durante o processo de cicatrizacdo de feridas. Algumas algas
marinhas possuem um sistema enzimdtico, capaz de catalisar o d&cido
eicosapentaendico para produzir este alceno [148]. A maior ocorréncia de
8-heptadeceno nas amostras VAC parece estar relacionada ao dano causado pela
compressdo do UL durante o embalamento.

Numerosos estudos relataram a presenca de heptadecano ou heptadeceno em
algas tipo “nori” ou “erva-patinha”, incluindo heptadecano em P. umbilicalis [159] e 8-
heptadeceno em Pyropia spp. [148], [244]. De acordo com Kamenarska et al., o
heptadecano e o heptadeceno foram os hidrocarbonetos predominantes encontrados
em algas vermelhas coletadas no Mar Negro.

O pentadecanal parece ter um efeito relevante na caracterizacdo do perfil
aromatico de PU tratado com CTRL e MAP, devido a sua alta abundancia e limiares
de odor mais baixos (715 pg/kg). O pentadecanal exibe um aroma refrescante de cera
com notas florais [94], [135]. A formagdo de pentadecanal em algas marinhas parece
estar relacionada a oxidagdo a do dcido palmitico (PA) pelas lipoxigenases [375]. Por
alguma causa ainda desconhecida, parece que o tratamento VAC mostrou uma maior
eficdcia na inibigdo da producdo de pentadecanal.

Para UL, o (2E,4E)-decadienal e um de seus isémeros foram os compostos com
maior concentracdo, principalmente no controlo no dia 0. O 2,4-decadienal é conhecido
por seu aroma gorduroso, acompanhado de notas verdes, frescas e nuances citricas.
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Quando presente em grandes quantidades, seu sabor lembra o do frango frito, com
um sabor rangoso subjacente [94]. Dado o baixo limiar de dete¢do (aproximadamente
0,3-0,13 pg/ kg), e a alta concentragdo inicial dos isémeros de 2,4-decadienal, pode-se
deduzir que estes compostos contribuem significativamente para a caracterizagdo do
odor do UL.

Em Ulva conglobata, foi demonstrado que os isémeros de 2,4-decadienal foram
produzidos via 4cidos hidroxieicosatetraendicos (HETEs), derivados do 4cido
araquidénico (AA), por meio de extrato enzimdtico bruto, que foi isolado dessa alga
marinha [376]. E notério que a atividade microbiana pode diminuir a presenga destes
compostos, associados a um aroma a “peixe”, em algas marinhas fermentadas [159],
[172]. Da mesma forma, a exposigdo a luz também parece contribuir para o seu declinio
[377]. A diminuigdo significativa dos isomeros de 2,4-decadienal em CTRL parece ser
influenciada, principalmente, pela presenca de microrganismos, e ndo pelo nivel de
exposicdo a luz que foi semelhante em todas as amostras.

O 1-hexanol carrega um aroma verde e herbéceo distinto, com um leve toque
alcodlico, que lembra o cheiro de relva recém cortada [94]. Apesar do seu limiar de
odor médio (121 ug/kg), foi referido que a sua contribui¢do no odor da alga marinha
Ulva australis era baixa [93], [135]. O 1-hexanol pode ser gerado através da peroxidagédo
de &cidos gordos insaturados. Além disso, os aldeidos podem ser convertidos em seus
alcoois correspondentes, através de uma reagdo catalisada por aldeido desidrogenases
(ALDHs) [131]. No caso das algas fermentadas, foi observado que o 1-hexanal sofre
uma transformacdo em 1-hexanol, através da acdo de enzimas liberadas pelos
microrganismos inoculados [156]. Em UL-CTRL, o 1-hexanol atingiu seu méximo no
dia 12, superando outros compostos abundantes, como os isémeros de 2,4-decadienal
e 8-heptadeceno (isémero 1), enquanto na alga UL, tratada com MAP e VAC, sua
presenca permaneceu relativamente baixa. Portanto, sua ocorréncia parece estar
relacionada a atividade aerdbica do microbioma presente nas algas marinhas.

O benzaldeido apresenta um aroma doce e frutado, com sabor muito
caracteristico que lembra as améndoas amargas e cerejas [94]. Embora esse composto
possua um limiar de odor moderado (550 pg/kg) e parega contribuir para o aroma de
certas espécies de Ulva spp., sua influéncia é menos percetivel, em comparagao com os
outros aldeidos presentes [93], [135]. Em nosso estudo, o benzaldeido pareceu ter
impacto no perfil aromatico da alga UL, processada especificamente com MAP,
embora essa influéncia pareca ser benéfica, considerando os atributos organoléticos
positivos associados ao composto.

Existem muitas hipéteses sobre a via metabdlica para a produgdo de benzaldeido
em macroalgas marinhas, tais como: produzido termicamente e derivado da
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degradagdo de aminodcidos por Strecker [378]; originado a partir de compostos
aromadticos, através de peroxidagdo enzimdtica por haloperoxidases, na auséncia de
halogenetos [379]; e ainda derivada de aminodcidos por rotas quimicas como
consequéncia da oxidacdo lipidica. Isso pode ocorrer diretamente através de radicais
livres derivados de hidroperéxidos lipidicos, ou indiretamente através de carbonilos
reativos derivados de lipidos [239]. Semelhante aos estudos de Lépez-Pérez et al. [245],
nossos resultados identificaram o benzaldeido como o composto aromdtico mais
abundante em U. lactuca. Sua concentracdo pareceu ser influenciada pelo tempo de
armazenamento para todos os tratamentos, com destaque para as amostras
preservadas por MAP.

Nao foi encontrada literatura sobre o limiar de detecdo do 8-heptadeceno, que
possui aroma “terroso, semelhante ao de musgos” [147], e sua presenca ndo parece
impactar significativamente no aroma das algas marinhas do género Ulva spp. Alguns
estudos indicaram o 8-heptadeceno como o hidrocarboneto primério em macroalgas
verdes marinhas [158], [159], [165]. O composto foi isolado da alga marinha Bryopsis
maxima (Chlorophyta), sendo identificado como o estereoisémero (8Z)-heptadeceno
[140].

A literatura existente é muito limitada, no que diz respeito as alteragdes nos
VOCs das algas marinhas, influenciadas pela duragdo do armazenamento. Stévant et
al. [128] conduziram um estudo para examinar o impacto do armazenamento seco (6%
de humidade) e semi-seco (20% de humidade) na alga vermelha Palmaria palmata por
126 dias. Semelhante as observag¢des em PU, o heptadecano inicialmente diminuiu até
aproximadamente a metade do periodo de armazenamento, apés o qual exibiu uma
tendéncia ascendente, enquanto tanto o (2E4E)-heptadienal quanto o
(2E,6Z)-nonadienal pareceram aumentar nas algas processadas. Além disso, o
1-octen-30l, componente relevante na caracterizagdo de PU, demonstrou um aumento
ao longo do periodo de armazenamento, o que no nosso caso sé foi observado na alga
armazenada sob condic¢des de vacuo.

Num estudo realizado por Sdnchez-Garcia et al. com o objetivo de investigar as
altera¢des nos VOCs em Ulva rigida durante um periodo de armazenamento de 12 dias,
a 4 °C ou 16 °C. Foi observado que o 1-octen-3-ol aumentou ao longo do periodo de
armazenamento, enquanto o 2,4-heptadienal exibiu inicialmente um aumento, mas
posteriormente mostrou uma tendéncia decrescente no final do armazenamento, o que
também é consistente com os nossos resultados.

Em contraste com o nosso estudo, onde o benzaldeido, o hexanal e o 2-heptenal
exibiram um aumento, a andlise feita pelos autores indicou que estes compostos
diminuiram durante o armazenamento. Porém, em nosso caso, o hexanal apresentou
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alguma oscilagdo, com uma diminui¢do observada apenas no tratamento MAP. Além
disso, compostos relevantes, tais como 2,4-decadienal ou 8-heptadeceno, estavam
ausentes na sua caracterizacdo de U. rigida.

As diferencas nos resultados entre nossa pesquisa e a de Sdnchez-Garcia et al.
podem ser atribuidas ao facto das algas marinhas do estudo mencionado terem sido
submetidas a liofilizagdo durante a amostragem, o que pode ter promovido a perda de
VOCs importantes. Embora tenha havido algumas varia¢des nos VOCs, é importante
enfatizar que nenhuma alteragéo significativa no aroma caracteristico das algas parece
ter ocorrido.

Mirzayeva et al. [232] em seu estudo sobre a caracterizacdo e diferenciacao de
algas marinhas, com base em sua composig¢do volatil, concluiram que as mudangas nos
VOCs tendem a ser mais pronunciadas em relacdo a fatores como local de coleta,
variagdes sazonais e diferencas de espécies, em vez de mudangas resultantes de pré-
tratamentos (técnicas de preservacdo). Além disso, os VOC normalmente associados
ao aroma de “peixe”, que muitas vezes leva a rejeicdo da amostra pelos painéis de
avaliagdo, diminuiram com o tempo de armazenamento [160]. Inclusive, os compostos
associados a aromas agraddveis (por exemplo, benzaldeido e pentadecanal)
aumentaram. Estas alteracdes podem ser interpretadas como um indicativo de uma
melhoria nas propriedades organoléticas das algas tratadas.

Para confirmar os principais componentes odoriferos que contribuem para o
aroma tipico de P.umbilicalis e U. lactuca, sdo necessdrias pesquisas adicionais,
empregando técnicas como cromatografia gasosa, acoplada a olfatometria (GC-O) e
analise sensorial. Estes métodos ajudariam a selecionar e determinar os compostos
essenciais, responsdveis pelas fragrancias distintas associadas a estas espécies de algas
marinhas, bem como pelas mudangas notdveis ao longo do periodo de
armazenamento.

Os resultados permitiram concluir que os tratamentos MAP e VAC sugerem ser
mais eficientes na manutengdo das propriedades organoléticas de UL em comparagdo
com PU, sem diferencas significativas ao longo dos dias de armazenamento. Apesar
da grande variedade de VOCs identificados, o PCA demonstrou que um ndmero
reduzido de compostos permitem explicar a maior parte da variacdo nas amostras de
ambas as algas marinhas. Alguns destes compostos ndo tiveram, necessariamente,
qualquer impacto relevante nas propriedades sensoriais do PU e UL, e a sua ocorréncia
esteve relacionada com os processos de cicatrizacdo de feridas e, possivelmente, com
o microbioma presente nas algas marinhas.
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5.3.4 Considerag¢oes Finais

Os resultados obtidos sobre o impacto do MAP nas algas “erva-patinha”
(Porphyra umbilicalis) e “alface” (Ulva lactuca) mostraram que estas permitiam um
consumo seguro por um periodo minimo de 15 dias. A composi¢do dos gases do
headspace indica que o tratamento e as condi¢des de armazenamento do MAP foram
capazes de manter baixas as taxas de fotossintese e respiracao.

A degradacdo dos pigmentos causou a descoloracdo em ambas as algas. No
entanto, a técnica de preservacdo do MAP pareceu ser a mais eficaz na manutencdo da
cor de ambas as algas marinhas. Em relagdo a textura, os resultados indicam que o
MAP pode ser superior ao VAC na preservacdo das propriedades texturais das algas
frescas.

Ao final do periodo de armazenamento, ambas as algas tratadas com MAP e VAC
atenderam aos critérios microbiolégicos primadrios especificados pelos regulamentos.
Notavelmente, ambos os tratamentos produziram melhorias significativas em
P. umbilicalis com contagens microbianas abaixo dos limites de detecdo no dia 15,
enquanto para U. lactuca, nenhum dos tratamentos pareceu ter um efeito substancial
na reducdo da carga microbiana.

Apesar de algumas variagdes nos VOCs, ndo houve mudanca notdvel no aroma
caracteristico das algas estudadas. Entretanto, tanto o tratamento MAP, quanto o VAC
demonstraram maior eficdcia na preservagdo das caracteristicas sensoriais do U.
lactuca em comparagao ao P. umbilicalis, ndo sendo observadas mudangas expressivas
durante o armazenamento.

Foram observados sinais de respostas metabdlicas a diversas fontes de stress
abiético, como temperatura (danos causados pelo frio), luz e outros parametros
relacionados as condi¢des de armazenamento (por exemplo, falta de nutrientes ou
danos causadas pelo manuseio e embalagem), juntamente com atividades metabdlicas
ao nivel da microbiota que parecem ter sido responsdveis pela maior parte das
mudangas observadas através dos métodos analiticos.

O estudo apresentou algumas limitagdes, que ja foram discutidas anteriormente.
Para melhorar a compreensdo dos principais compostos que contribuem para o aroma
distinto das algas marinhas sob investigacdo, o emprego de técnicas como GC-O e
analise sensorial seria de grande valor. Idealmente, em conjunto com métodos de
cultivo convencionais, metodologias como o sequenciamento do gene 165 rRNA
poderiam auxiliar na identificacdo da composi¢do taxonémica da microbiota presente.
Além disso, expandir o tamanho da amostra com réplicas verdadeiras e realizar
repetigdes adicionais ajudaria a minimizar a variabilidade dos dados.
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Este trabalho representa um primeiro passo no estudo de técnicas de
processamento minimo com o objetivo de melhor preservar as caracteristicas
organolépticas das algas marinhas. E necessdria mais investigagdo nesta drea, em
particular o estudo do impacto de outras misturas de gases MAP, temperaturas de
armazenamento ou configuragdes de iluminagdo. Além disso, também devem ser
consideradas melhorias nas condi¢des de embalagem: por exemplo, incorporando
uma fonte de nutrientes como dgua do mar esterilizada ou explorando a criacdo de
uma membrana protetora para evitar que as algas marinhas sofram dessecacdo. Mais
pesquisas para demonstrar o impacto dessas técnicas nas caracteristicas nutricionais,
na diversidade microbiana ou na aceitagdo pelo mercado consumidor também sao
importantes.

O uso do MAP mostrou-se um método promissor para preservacdo de algas
minimamente processadas, superando a eficdcia do envasamento em vdcuo na maioria
dos ensaios. Ressalta-se que os resultados obtidos com as algas marinhas analisadas
fornecem evidéncias de que diferentes espécies apresentam comportamentos variados
com base nos tratamentos aplicados, ressaltando a necessidade de exploracdo desta
técnica de preservacdo em outros tipos de macroalgas.
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Conclusao

A humanidade ao longo dos séculos sempre buscou formas alternativas de
produgdo, conservagdo e armazenagem de alimentos para fazer frente as suas
necessidades bésicas.

Num mundo cada vez mais populoso e com grandes problemas climdticos, que
impactam na producdo agricola e alimentar, é essencial buscar fontes nutricionais
alternativas e expandir o conhecimento sobre essas. Tal esfor¢o representa uma
contribuicdo valiosa, mesmo que modesta, para a sociedade. Além disso, fomenta o
desenvolvimento de culturas de alimentagdo, que possam minimizar a inseguranca
alimentar, bem como garantir os nutrientes essenciais a satde.

As algas sdo amplamente reconhecidas pelo seu elevado valor nutricional e
sustentabilidade, posicionando-se como alternativa vidvel para complementar a
procura por fontes proteicas.

No campo académico, a ficologia tem conquistado espaco, mas a compreensao
completa dos compostos quimicos das macroalgas e seus impactos na satde ainda é
um campo aberto para pesquisa. H4d uma caréncia de estudos que possam confirmar,
em humanos, os efeitos positivos observados em pesquisas in vitro ou em modelos
animais. A genética e a aquicultura representam dreas de oportunidade para
padronizar e melhorar a qualidade das algas cultivadas, diminuindo a suscetibilidade
aos fatores externos.

Além disso, a ciéncia e tecnologia dos alimentos fornece as ferramentas para
compreender melhor os fenémenos fisico-quimicos e bioquimicos subjacentes ao
processamento de alimentos, permitindo desenvolver novos produtos alimentares e
processos que garantam a seguranca, a qualidade e a nutri¢do advindas das algas
marinhas.
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A introdugdo bem-sucedida de alimentos a base de algas no mercado ocidental
dependera de uma estratégia que considere as propriedades sensoriais das algas, em
conjunto com as preferéncias culturais dos consumidores.

As técnicas de conservagdo sdo essenciais para preservar a qualidade dos
alimentos desde a produgdo até ao consumo, prevenindo o crescimento de
microrganismos e alteragdes indesejadas. Elas ndo s6 ajudam a estender a vida de
prateleira dos alimentos, mas também permitem superar a sazonalidade e manter uma
dieta variada. No entanto, as técnicas convencionais de preservagdo aplicadas as algas
marinhas, tais como a secagem e a salga, ndo conseguem preservar completamente as
suas qualidades organoléticas e nutricionais.

N

As algas tém um elevado teor de humidade, o que as torna propensas a
deterioracdo por microrganismos. No presente trabalho para as algas marinhas
C. crispus, U. pinnatifida, P. umbilicalis, S. polyschides, F. vesiculosus, C. tomentosum,
C. teedei var. lusitanicus, Ulva spp. e G. gracilis, observaram-se varia¢des no teor de
cinzas e de proteinas entre as espécies analisadas, com P. umbilicalis apresentando
baixo teor de cinzas e alto contetido proteico, enquanto C. tomentosum se destacou pelo
seu teor elevado de minerais. Os lipidos variaram de 1% a 7%, com U. pinnatifida
apresentando o maior contetdo lipidico, seguida por C. tomentosum.

As algas sdo consideradas um alimento de baixo aporte calérico e rico em
proteinas e minerais, além de lipidos de excelente qualidade, o que as torna boas
candidatas para consumo humano e uso em aplicagdes alimentares. Adicionalmente,
elas possuem compostos sdpidos, como o dcido glutdmico, que permitem melhorar o
sabor dos alimentos. Esses resultados ajudam a ressaltar a importancia de se estudar
essas algas para encontrar novas maneiras de incorporé-las na dieta para incentivar a
sua aceitacao.

As algas vermelhas foram aquelas que apresentaram maior conteddo de VOCs,
o0 que demostra a riqueza do seu aroma que remete ao ambiente marinho, as sardinhas,
aos crustdceos, aos cogumelos, etc. As algas verdes e castanhas, caracterizadas pela
predominancia de aldeidos, podem permitir a incorporagao nos alimentos de aromas
verdes, vegetais e gordurosos, com notas de relva-cortada, pepino, chéa-verde, ostras,
berbigbes, percebes, dentre outras. A andlise por GC-MS conseguiu destacar os
compostos volateis de maior importancia para a caracterizagdo das algas, assim como
o impacto promovido por diferentes técnicas de processamento tais como: secagem,
salga, liofilizacdo, processamento por altas pressdes e embalamento em atmosferas
protetoras.

Os métodos de conservagdo convencionais afetaram significativamente o perfil
de compostos voldteis das algas, com diferencas notdveis, ao nivel sensorial, entre as
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amostras frescas e processadas. A liofilizagdo aumentou a concentracdo de VOCs em
algumas algas, enquanto a secagem por convecc¢do reduziu uma gama compostos
volateis. Nao houve um método de preservacgdo superior para todas as espécies de
algas. A liofilizagdo preservou melhor os perfis de aroma de U. pinnatifida, C. teedei var.
lusitanicus e G. gracilis; a salga foi eficaz em C. tomentosum; e a secagem se destacou em
F. vesiculosus.

A complexidade dos processos que afetam os voldteis em algas marinhas inclui
nao so fatores fisicos como a perda por evaporagdo ou a concentracdo, mas também
mecanismos bioquimicos ainda ndo totalmente compreendidos. Estudos fisico-
quimicos e microbiolégicos adicionais poderiam contribuir para uma melhor
compreensdo destes mecanismos e para o aprimoramento de métodos de
processamento com objetivos culindrios ou de conservagdo. Além disso, uma
investigacdo, jd iniciada, tem como objetivo entender melhor as transformacées
resultantes do emprego de técnicas culindrias (branqueamento, fervura, cozedura a
vapor e em sous-vide) num contexto de restauragdo ou doméstico. A andlise por GC-MS
foi escolhida devido a capacidade de correlacionar os seus resultados com aqueles
obtidos por andlise sensorial, trazendo contributos para a ficogastronomia.

No estudo sobre o processamento por altas pressdes hidrostdticas (HPP), nas
espécies de algas “chordo-do-mar” (C. tomentosum) e “erva-malagueta” (O. pinnatifida),
este mostrou-se mais eficiente em manter os pigmentos das algas em comparagdo com
o controlo, especialmente em C. tomentosum, que exibiu menor varia¢do. As mudangcas
de pigmentacdo, influenciadas pelo processamento e armazenamento, resultaram em
tonalidades mais claras e alteragdes na coloracdo das algas. As anadlises
microbioldgicas validaram a pasteurizagdo por HPP como uma conservacao eficaz,
observando-se controles microbianos mais efetivos em O. pinnatifida que permaneceu
com cargas microbianas abaixo dos limites de quantificacdo até o final do periodo de
armazenagem refrigerada de 90 dias. Por outro lado, C. tomentosum mostrou maior
contagem microbiana, mesmo apds o processamento.

O estudo alertou para a necessidade de mais pesquisas sobre a composigao
bacteriana pés-tratamento por HPP e a detecdo de agentes patogénicos em algas.
Devido ao indicio de contaminag¢do no local de colheita ou durante o tratamento das
amostras, recomenda-se ainda medidas profildticas, de forma a minimizar riscos para
a saude e garantir a seguranca alimentar.

Quanto aos volateis, o HPP afetou a evolugdo destes em C. tomentosum, onde
foram observados os melhores resultados, porém, com variagdes significativas no teor
de benzaldeido e a-ionona. Em O. pinnatifida, o HPP inicialmente aumentou alguns
VOCs, mas os efeitos variaram com o tempo. A pesquisa sugere que o HPP pode ter
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impactos complexos na composi¢do de VOCs e, consequentemente, no aroma e sabor
das algas. Dessa forma, sdo necessdrios novos estudos com o objetivo de caracterizar
compostos que ndo puderam ser identificados, além de um reforgo dos resultados do
GC-MS utilizando ferramentas de andlise sensorial.

O ensaio que investigou a eficdcia da embalagem em atmosfera modificada
(MAP) na conservagdo das algas "erva-patinha" (P. umbilicalis) e "alface-do-mar"
(U. lactuca), mostrou que ambas podem ser consumidas com seguranga por até um
periodo de 15 dias. O MAP mostrou-se eficaz em manter a coloragdo e textura das
algas, atendendo também aos padrdes microbiolégicos impostos pela legislacado.
U. lactuca respondeu melhor ao tratamento em termos de preservagdo das
propriedades sensoriais, enquanto P. umbilicalis apresentou contagens microbianas
abaixo do limite de quantificagdo ao término do periodo de armazenagem de 15 dias.
Respostas metabdlicas a estressores abidticos e atividades do microbioma foram
identificadas como causas de grande parte das alteragdes observadas. O MAP foi
superior a embalagem a vdcuo para preservacdo, indicando a necessidade de testar
esta técnica em outras macroalgas.

O estudo sugeriu ainda o uso de técnicas analiticas adicionais para entender
melhor os compostos que definem o aroma das algas e propdem-se futuras pesquisas
sobre outras misturas de gases MAP, condi¢Ges de armazenamento e embalagem, de.
modo a otimizar a preservacdo das propriedades organolépticas das algas marinhas.

A principal conclusdo extraida dos resultados é que as algas constituem
organismos de grande complexidade e que ndo hd um tratamento tinico que se mostre
superior em todos os atributos organoléticos. Além disso, o campo da ficologia,
incluindo a ficogastronomia, ainda € relativamente menos explorado em comparagao
com as outras disciplinas cientificas, necessitando de esforgos que ampliem o
entendimento sobre os "vegetais do mar" e suas possiveis aplica¢des tecnolégicas.

Registe-se, por oportuno, a originalidade do presente trabalho que aplicou pela
primeira vez, num estudo cientifico, técnicas de MAP em algas marinhas, sendo ainda
um dos pioneiros no uso de HPP. Até mesmo em relagdo as técnicas convencionais,
nota-se uma lacuna na literatura existente sobre o efeito destas no perfil aroma e outros
atributos organoléticos das algas marinhas, bem como de sua alteragdo ao longo do
armazenamento.

Destaca-se ainda que, durante a fase experimental, foram desenvolvidos diversos
produtos alimentares que chegaram a ser avaliados por diferentes métodos analiticos.
No entanto, devido a limitacdo de tempo e a necessidade de andlises complementares,
serdo objeto de pesquisas futuras, visando a producao de novos artigos cientificos.
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Espera-se, com este trabalho, dar um pequeno contributo para drea da ciéncia
dos alimentos e da ficogastronomia, rumo a consciencializacdo sobre a importancia
das algas marinhas como recurso nutricional, num mundo carente de novas fontes de
alimentacdo. Vivemos um momento histérico em que os efeitos deletérios das
mudangas climaticas e da inseguranca alimentar convergem para uma possivel crise
global, sem precedentes, no futuro iminente. Ressalte-se, por tltimo, que o estudo
atual traz em si a possibilidade de espargir-se para além das fronteiras académicas,
como forma de colaboragdo, mesmo que insuficiente, para mitigar a severa crise que
enfrentamos. Antecipa-se, dessa forma, que as algas marinhas emergirdo como uma
solugdo promissora e eficaz.
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Anexos

Sumario

* Anexo 1. Heatmaps das algas marinhas tratadas por diferentes técnicas de
conservacdo convencionais: controlo/fresco (FRESH), secagem (DRY),
liofilizagdo (LYO) e salga (SALT):

1. Figura A.1 Heatmap da andlise GC-MS para caracterizagdo de
U. pinnatifida (UP) processado por diferentes técnicas de conservagao

2. Figura A.2 Heatmap da andlise GC-MS para caracterizagdo de
F. vesiculosus (FV) processado por diferentes técnicas de conservagao

3. Figura A.3 Heatmap da andlise GC-MS para caracterizagdo de
C. tomentosum (CT) processado por diferentes técnicas de conservagao

4. Figura A.4 Heatmap da andlise GC-MS para caracterizagdo de C. teedei
var. lusitanicus (LU) processado por diferentes técnicas de conservagdo

5. Figura A.5 Heatmap da andlise GC-MS para caracterizagdo de
G. Gracilis (GG) processado por diferentes técnicas de conservagao

* Anexo 2: Tabela A.1 Presenca ou auséncia em 25g de amostra dos
microrganismos patogénicos: E. coli, Salmonella spp. e L. monocytogenes em
O. pinnatifida e C. tomentosum

* Anexo 3: Tabela A.2 Contagens microbianas para Coliformes, E. coli,
Staphylococcus coagulase-positiva, Vibrio spp., Salmonella spp., e
L. monocytogenes nos dias 0 e 15 de armazenamento para P.umbilicalis e
U. lactuca preservadas por diferentes tratamentos.

* Anexo 4: Tabela A.3 Diretrizes francesas que se aplicam aos produtos de

algas secas e diretrizes portuguesas que se aplicam a produtos alimentares
"minimamente processados"

259



[080] Isofitol

[079] Dihidroactinidiolida
[078] Caprolactama

[077] 2-Fenoxil etanol

[076] 2-Hexadecanona

[075] Triacetina

[074] Miristato de isopropila
[073] Pentadecanal

[072] 5,6-Ep6xi-B-ionona

[071] 1-Dodecanol

[070] B-Ionona, (E)-

[069] Geranilacetona, (E)-
[068] Acido hexanéico

[067] Tridecanal

[066] 2,4-Decadienal, (E,E)-
[065] 4-Deceno, 2,2-dimetil-, (Z)-
[064] 2,4-Decadienal

[063] 2,6-Nonadien-1-ol, (E,Z)-
[062] 3,6-Nonadieno-1-ol, (E,Z)-
[061] Benzaldeido, 2,4-dimetil-
[060] 1-Heptadeceno

[059] Benzaldeido, 4-etil-

[058] Dodecanal

[057] 2,4-Nonadienal, (E,E)-
[056] Heptadecano

[055] 3-Nonen-1-ol, (Z)-

[054] 2,7-Octadieno-1-ol

[053] 1-Nonanol

[052] 2-Decenal, (E)-

[051] B-Ciclocitral

[050] 2-Octen-1-ol, (Z)-

[049] 2-Octen-1-ol, (E)-

[048] Hexadecano

[047] 2,4-Octadienal, (E,E)-
[046] 2,6-Nonadienal, (E,Z)-
[045] 2,6-Nonadienal (isémero)

[044] 3,5-Octadien-2-ona, (E,E)- Valores (%)

7 [043] 1-Octanol 60

[=}

= [042] 2-Nonenal, (E)-

& ) [041] Ben-zaldeldo 40

E [040] 3,5-Octadieno-2-ona (isémero)

(=] 039] Pentadecano

S [039] 2

[038] 2,4-Heptadienal, (E,E)-
[037] 1-Hexanol, 2-etil-

[036] 2-Hexeno, 3,5,5-trimetil-
[035] Diacetato de propileno
[034] 2,4-Heptadienal (isémero)
[033] 1-Octen-3-ol

[032] 2-Octenal, (E)-

[031] 1,3-Hexadieno, 3-etil-2-metil-
[030] 3-Octen-2-ona, (E)-

[029] 5-Hexen-1-ol

[028] 2,4-Hexadienal, (E,E)-
[027] 1-Penten-3-ol, 2-metil-
[026] Nonanal

[025] Trissulfureto de dimetilo
[024] 3-Hexen-1-ol

[023] 1-Hexanol

[022] Sulcatona

[021] 2-Heptenal, (E)-

[020] 2,3-Octanodiona

[019] 2-Penten-1-ol, (Z)-

[018] 1-Octen-3-ona

[017] 2-(2-Pentenil)furano, (Z)-
[016] Capronitrilo

[015] Octanal

[014] Acetato de hexila

[013] 1-Pentanol

[012] 4-Heptenal, (Z)-

[011] Furano, 2-pentil-

[010] 2-Hexenal, (E)-

[009] D-Limoneno

[008] L-Limoneno

[007] Heptanal

[006] 1-Penten-3-ol

[005] 5-Hexenal

[004] 2-Pentenal, (E)-

[003] Hexanal

[002] 1-Penten-3-ona

[001] Furano, 2-etil-

T =
n > o 1
1
g DI SI %
| ~ ~ o/
% DI DI >
_ o~ ) '
Tratamentos

Figura A.1 Heatmap da andlise GC-MS para caracterizacdo de U. pinnatifida (UP) processado
por diferentes técnicas de conservagao: [1] controlo, [2] secagem, [3] liofilizacdo e [4] salga

Para visualizar o heatmap em maiores detalhes, acesse a figura externamente clicando aqui!
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Figura A.2 Heatmap da andlise GC-MS para caracterizacdo de F. vesiculosus (FV) processado
por diferentes técnicas de conservagao: [1] controlo, [2] secagem, [3] liofilizacdo e [4] salga

Para visualizar o heatmap em maiores detalhes, acesse a figura externamente clicando aqui!
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Figura A.3 Heatmap da andlise GC-MS para caracterizac¢do de C. tomentosum (CT) processado
por diferentes técnicas de conservacdo: [1] controlo, [2] secagem, [3] liofilizacdo e [4] salga

Para visualizar o heatmap em maiores detalhes, acesse a figura externamente clicando aqui!
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Figura A.4 Heatmap da andlise GC-MS para caracterizacgao de C. teedei var. lusitanicus (LU)
processado por diferentes técnicas de conservagdo: [1] controlo, [2] secagem, [3] liofilizagdo e
[4] salga

Para visualizar o heatmap em maiores detalhes, acesse a figura externamente clicando aqui!
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Figura A.5 Heatmap da andlise GC-MS para caracterizagdo de G. gracilis (GG) processado por
diferentes técnicas de conservagdo: [1] controlo, [2] secagem, [3] liofiliza¢do e [4] salga

Para visualizar o heatmap em maiores detalhes, acesse a figura externamente clicando aqui!
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Tabela A.1 Presenca ou auséncia em 25g de amostra dos microrganismos patogénicos:
E. coli, Salmonella spp. e L. monocytogenes em O. pinnatifida e C. tomentosum

(Osmundea pinnatifida)

Erva Malagueta

Chorao-do-mar

(Codium tomentosum)

C(0.1MPa) P (600 MPa,5min) | C (0.1 MPa) P (600 MPa, 5 min)
E. coli A, A A P, A A AP, A P, A, A,
Salmonella spp. A AP P, A A A AP P, A, A
L. monocytogenes P,P, P P,P,P P,P, P P,P, P

* Notas:

1. A= Ausente;
2. P =Presente.

Tabela A.2 Contagens microbianas para Coliformes, E. coli, Staphylococcus
coagulase-positiva, Vibrio spp., Salmonella spp., e L. monocytogenes nos dias 0 e 15 de
armazenamento para P. umbilicalis e U. lactuca preservadas por diferentes tratamentos.

Resultados da

Porphyra umbilicalis (PU)

Ulva lactuca (UL)

Anilise Dia0 Dial5 Dial5 Dial5 DiaO Dial5 Dial5 Dial5
CTRL CTRL MAP VAC CTRL CTRL MAP VAC

Coliformes <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Escherichia coli <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Staphylococeus 5 7537 96505 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
coagulase-positiva

Vibrio spp. <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Salmonella spp. N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D

Listeria monocytogenes

N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D

* Notas:

1. Osresultados sdo expressos como o logaritmo da unidade formadora de colonias por grama de amostra

(log CFU-g ™).

OO R WD

Dia 0 (n =2 placas de Petri x 2 dilui¢des x 4 repeti¢des = 16);

LOD < 1log UFC-g! para coliformes e Escherichia coli;

Dia 15 (n = 2 placas de Petri x 2 dilui¢es x 1 repetigdo = 4, para cada tratamento);

LOD < 2 log UFC-g! para estafilococos coagulase positivos e Vibrio spp.

Observacao: Colénias negras e sem halo, ndo caracteristicas de Staphylococcus coagulase-positiva.
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Tabela A.3 Diretrizes francesas que se aplicam aos produtos contendo algas secas e
diretrizes portuguesas que se aplicam a produtos alimentares

"minimamente processados” [290], [334]

Diretrizes Diretrizes
Microrganismos / Patégenos francesas Portuguesas
Limites (UFC.g") | Limites (UFC.g")
Mesoéfilos aerébios (30 °C) <10° < 10°
Leveduras — <10°
Bolores — < 5x10?
Enterobacteriaceae (37 °C) — <10°
Coliformes (fecais) / E. coli <10 <10 (N/D)
Anaerdbios Sulfito-Redutores < 10? —
Staphylococcus coagulase-positiva <10 210 (N/D)
/ S. aureus
Bacillus spp. — <10*
Bacillus cereus — <103
Clostridium perfringens <1 <102
Listeria spp. — <10 (N/D)
Listeri ; o Nao detetado
isteria monocytogenes (por 25 g)
Sal i Naéo detetado Nao detetado
AHIONENa Spp- (por 25 g) (por 25 g)
Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, Nio detetado
Campylobacter spp., Cronobacter spp., N/D
. . . (por 25 g)
Shigella spp., Yersinia enterocolitica
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