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Resumo

O cha é a bebida mais consumida no mundo depois da &gua, no entanto, é no
continente Asiatico que € mais consumido. Existem varios tipos diferentes de cha
“descendentes” da planta Camellia sinensis. E uma bebida multifacetada e benéfica
para o proprio consumidor, devido as suas propriedades organoléticas e propriedades
benéficas para a salde (presenca de antioxidantes). Hoje em dia existe uma crescente
procura por produtos inovadores, de elevada qualidade nutricional, nomeadamente
produtos alimentares com propriedades diuréticas ou dietéticas.

Por outro lado, os organismos marinhos tém-se revelado como fonte de compostos
bioativos com elevado potencial. Nomeadamente as algas que tém demonstrado
produzir moléculas, pelo seu metabolismo secundario, com aplicacdo alimentar,
farmacoldgica, entre outras.

Desta forma, o principal objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade da alga Fucus
Spiralis, uma alga edivel com elevado poder antioxidante, na transferéncia de
antioxidantes durante a preparacdo de uma tisana, para o desenvolvimento de uma
bebida inovadora “cha de alga”. Por outro lado, este trabalho teve também como
objetivo fazer uma nova tisana “variante” do cha verde alga Fucus Spiralis.

De modo a estudar o melhor processo para a secagem da alga, esta foi seca através
de trés métodos: liofilizagdo, em estufa e no secador Tray-drier. Para os trés métodos
foram avaliados varios parametros quimicos, como a quantificagéo de polifendis totais,
cor, aW e teor de humidade. As andlises foram realizadas logo apés a secagem. Ao
longo do tempo (60 dias), foi também medido a quantificacao de polifendis com a alga
embalada a vacuo e sem estar embalada a vacuo. Finalmente, adicionando a alga, o
cha verde e aditivos alimentares, procederam-se a trés diferentes processos de
conservacao: esterilizacdo, pasteurizacdo e filtracdo (filtro 0,22um). Apds estes
tratamentos foi realizado um estudo microbioldgico, a variacdo de cor e a quantificacéo
de polifendis totais ao longo de 30 dias.

O menor valor obtido de aW foi observado para a alga liofilizada. Por outro lado os
menores valores de humidade foram obtidos pela secagem por liofilizagdo e pela
utilizacdo da estufa ventilada. A realizacdo da tisana de Fucus spiralis revelou a
libertacdo de antioxidantes em todos 0s processos de secagem e para todas as
concentragdes testadas (0,19; 0,5g e 1g/300mL). No entanto, a libertagdo de polifendis
revelou-se apenas dependente do processo de secagem para a concentracdo de 0,5
0/300 mL, onde a quantificagdo total de polifendis foi superior para 0 processo de
liofilizagdo (0,246 + 0,049 mg equivalentes de acido galico/mL). Este valor nao
apresentou diferencas estatisticamente significativas com os polifendis quantificados
para a concentracdo de 1g/300mL. O armazenamento da alga Fucus spiralis ao longo

de 60 dias em vacuo ou na auséncia de vacuo ndo provocaram alteracbes na
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guantificacéo total de polifendis e foi independente do processo de secagem. Durante
0s 60 dias ocorreu uma diminuicdo dependente do tempo dos polifendis libertados
para a tisana de alga. Esta diminuicao foi particularmente acentuada até aos 15 dias.

A formulacdo de uma tisana com 0,5g da alga Fucus spiralis e 0,59 de cha verde
revelou-se, tendencialmente, com maior concentragéo de polifendis de que uma tisana
com 1 g de cha verde ou 1 g. Para a tisana com 0,5g da alga Fucus spiralis e 0,5g de
cha verde o processo de esterilizagdo e pasteurizacdo ndo impediram o crescimento
de microrganismo ao final de 30 dias de armazenamento da tisana. Contrariamente, o
processo de filtracdo garantiu auséncia de carga bacteriana durante os 30 dias de
armazenamento. Por outro lado os niveis de polifendis diminuiram ligeiramente ao
longo do tempo de armazenamento, mas de um modo independente do processo de

conservacao.

Desta forma, as tisanas de alga (Fucus spiralis) e cha verde desenvolvidas no
presente trabalho, quando liofilizadas e filtradas, apresentaram um elevado potencial

antioxidante, apresentando-se como um produto inovador para a industria alimentar.

Palavras-chave: Algas castanhas; Antioxidantes; Cha; Processos térmicos; Secagem.
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Abstract

Tea is the most consumed beverage in the world after water and it is most consumed
on the Asian continent. There are several different types of tea, descendants of the
plant Camellia sinensis. It is multifaceted and beneficial drink for the consumer himself
due to its organoleptic properties and beneficial properties for health (presence of
antioxidants). Today there is a growing interest for innovation, high quality nutritional
products with highlight applications for dietetics or diuretic.

Marine organisms have been one of the main sources of bioactive compounds with
high potential. Specifically, algae have been linked to the production of secondary
metabolism molecules with application in food science, pharmacology, among others.
Therefore, the main objective of this project was to evaluate the ability of the algae
Fucus Spiralis, an edible alga with high antioxidant power to transfer antioxidants
during preparation of an infusion to develop a novel drink "Algae-tea". Moreover, this
project also aimed to make an optimization of a new drink green tea based adding the
alga Fucus Spiralis.

In order to study the best procedure for drying the algae, it was dried by three methods:
freeze drying, in kiln and finally, the tray-drier. For these three methods it was
evaluated numerous chemical parameters, like the quantification of total polyphenol
contents, colour, aW and moisture content analyses were conducted after drying. Over
time (60 days) was also measured the polyphenol contents in the presence or in the
absence of vacuum packaging. Finally, the infusion of alga, green tea and the food
additives was processed by sterilization, pasteurization and also the filtration (filter
0,22um). After these treatments a microbiological study, changes in color, and
quantification of total polyphenols over 30 days was carried out.

The lowest aW value was obtained for the freeze dry alga. On the other hand the low
moisture was obtained for both in kiln and freeze dry processes. The Fucus spiralis
infusion resulted in the extraction of antioxidants in all the three dry methods used for
all the alga concentration tested (0.1, 0.5 and 1g/300mL). However, the polyphenol
quantification only was dry process dependent for the concentration of 0.59/300mL with
high values for the freeze dry process (0.246 + 0.049 mg of acid gallic equivalents/mL).
Moreover, this polyphenol concentration was similar to those obtained for the high alga
concentration tested (1g/300mL).

The storage of dry Fucus spiralis during 60 day in the presence or in the absence of
vacuum did not change the polyphenol contents and was dry process independent.
During the 60 days it was observed a time dependent decrease of the polyphenol
contents. However, the main drop occurred in the first 15 days.

The new infusion of 0.5g Fucus spiralis and 0.5g green tea revealed, tendencially, high

polyphenol contents when compared with the 1g Fucus spiralis or 1g green tea
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Abstract

infusion. It was observed high microorganism growth after 30 day of store for the new
infusion of 0.5g Fucus spiralis and 0.5g green tea treated by pasteurization or
sterilization processes. By contrast, the filtration process blunt the microorganism
growth during the 30 days of storage. On the other hand, the polyphenol contents
slightly drop during the 30 day of storage in a conservation independent manner.

The filtered infusions of the freeze dry alga (Fucus spiralis) and green tea developed in
this study showed a high antioxidant potential, presenting itself as an innovative
product for the food industry.

Keywords: Brown algae; Antioxidants; Tea; Thermal processes; Drying.
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Introducao

1.1-Ocha

O cha é uma bebida amplamente conhecida em todo o mundo. A seguir & agua, € a
bebida mais consumida no mundo, apesar de no mundo asidtico ser muito mais
popular do que na Europa (Awasom, 2011). E uma bebida multifacetada, pois pode ser
servida quente, fria ou até mesmo gelada. Por cada ano sé@o produzidos cerca de trés
bilides de toneladas de cha, sendo que 78% corresponde a cha preto, 20% a cha
verde e apenas 2% ao restante tipo de cha (Lima & Mazzafera, 2009).

O crescimento do ch& € impulsionado pela crescente consciéncia para a saude entre
0s consumidores. Estudos nos EUA, Reino Unido e Japéo indicam que determinados
chas contém antioxidantes, que ajudam a prevenir 0 cancro, doencas cardiacas e
doencas neurolégicas (Jombart & Kim, 2013). Para além disso, o cha é considerado
um relaxante para o ritmo de vida acelerado como o actual. O desenvolvimento de
novas formulagbes de cha estdo cada vez mais inovadores e criativas existindo uma
grande abundancia de novos produtos.

As maiorias dos paises desenvolvidos deparam-se com um elevado envelhecimento
da populagdo, o que torna as popula¢cdes mais preocupadas com as questdes de
saude, estando cada vez mais conscientes do bem-estar em geral. Por todas estas
razbes verifica-se uma mudanca no consumo de refrigerantes e café, para o consumo
de ch& (Ghosh, Misra, Bhattacharya, & Triveda, 2012).

Cada vez mais os consumidores procuram produtos relacionados com a cultura e
tradicbes antigas. Ha também um desejo, de garantir que as bebidas sao cada vez
mais limpas e saudaveis, o que acelerou o movimento para substituir bebidas a base
de acucar, por bebidas mais tradicionais e naturais (Lloret & Schmalko, 2012).

N&o restam duvidas de que o cha vai-se tornar um estilo de vida para muitos, ja que
para alguns, se tornou um ritual, pois € conhecida por ter uma rica historia

sociocultural (Awasom, 2011)

1.1.1- Camellia sinensis

A Camellia sinensis é uma das principais plantas utlizadas atualmente no
desenvolvimento de chés, e pertence a familia Theaceae, género Camelli e espécie
Sinensis (Albuquerque, A. P. 2014).

Camellia sinensis € a planta base do ch& verde, do ch& preto e do chd Oolong. A Unica
e grande diferenca é o grau de fermentacéo que a planta sofre no final do processo de
preparacgdo. Isto &, a planta que é fermentada é o chéa preto, o que ndo é fermentado é
0 cha verde e o0 Oolong é um cha semi-fermentado (Lima & Mazzafera, 2009). Os chas

produzidos a partir de infusdes da planta Camellia sinensis movimentam milhdes e
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milhdes de euros anualmente, por possuirem propriedades medicinais bastante
conhecidas e serem considerados alimentos funcionais (Khan & Mukhtar, 2011).

Esta mesma planta é oriunda do mundo ocidental, mais propriamente da China, e tem
sido cultivada desde os tempos pré-histéricos (Taylor & Francis, 2011). Inicialmente
utilizou-se como um vegetal e, posteriormente comecou a ser utilizada como fonte de
uma bebida com inimeras qualidades benéficas. Atualmente j4 existem planta¢cdes em
diversos paises, como no Brasil, ou na Argentina. Em Portugal existem algumas
plantagbes no Arquipélago dos Agores, mais propriamente na llha de S&o Miguel,
considerada a plantagéo mais antiga da Europa.

Os constituintes mais importantes das folhas do chid de Camelia sinensis sao
compostos fendlicos, em especial taninas, que séo polimeros de polifenéis, como o
acido galico e flavendides como a quercetina, miricetina, canferol e catequinas (Tsai &
Hsu, 2013). As catequinas sao polifendis responsaveis pela cor e corpo do cha,
correspondentes a 26,7% dos compostos presentes na espécie Camelia Sinensis

(Morais, Cavalcanti, Costa, Aguiar & Costa, 2009).
1.1.2- Os Diferentes tipos de cha

Hoje em dia, existe uma enorme diversidade de marcas de cha, bem como a uma
existéncia de inameros chas diferentes. Tal facto € devido as misturas eficientes dos
mesmos. A semelhanga do tabaco e do café, também existem misturas de chas. Uma
mistura bem pensada e organizada de tipos diferentes de chas podera assegurar uma
confiavel experiéncia de sabor. Consoante o objetivo, o tipo de cha a consumir devera
ser diferente, pois cada cha tem o seu proprio beneficio.

E através da planta Camellia sinenses que se obtém os chas mais consumidos no
mundo inteiro, nomeadamente o cha preto, o verde, o Oolong (Nishiyama & Costa,
2010).

O Cha Preto algumas vezes referido como o Ché Inglés, € o chd que passa por um
maior processo, que inclui a oxidacao e por isso é considerado um cha fermentado.
Este processo faz com que a tonalidade das folhas fique avermelhada escura e com
um cheiro doce. O Darjeeling, English Breakfast e Assam, sdo alguns dos chas pretos
mais conhecidos.

Para o desenvolvimento do cha Verde as folhas sdo recém-colhidas e cozinhadas
imediatamente no vapor para prevenir a oxidacdo. Assim sendo, € um chd néo-
fermentado e o seu processo permite que as folhas figuem verdes. Tem um sabor

delicado e um cheiro caracteristico.
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Cha Oolong € um ch& pouco conhecido para a populacdo Portuguesa, pois é
principalmente produzido na China. Para a sua preparagdo as folhas sdo secas
diretamente sob a luz solar e sacudidas em cestos de bambu. E um cha semi-
fermentado, que estd entre o verde e 0 preto, mas mais préximo do verde (Taylor &
Francis, 2011).

1.2- Ch& aromaético e cha engarrafado

O ch& aromatico é criado através da mistura de aromas adicionais as proprias folhas
do cha, antes de este ser empacotado. Como exemplo, o cha de jasmim é criado com
a adicao das flores de jasmim aos chéas verdes ou chas Oolongs.

O cha engarrafado entrou repentinamente no mercado, sendo que atualmente esti em
boa cotagdo perante os consumidores. Tratou-se de uma grande inovagdo que
consegue conciliar um étimo sabor com as suas benéficas propriedades, sem qualquer
trabalho para o consumidor final.

Existem hoje em Portugal, duas grandes marcas que comercializam este tipo de cha.
Séo elas, a Lipton através da marca Lipton Linea e o Pleno Tisanas. Tanto as tisanas,
como as infusbes sdo bebidas preparadas com outras ervas que ndo a Camellia
sinenses. Por exemplo, o tdo conhecido chd de camomila € uma infusdo feita com
flores de camomila, e a planta Camellia sinensis.

Uma tisana e uma infusdo sao diferentes. Uma tisana acontece quando colocamos a
planta num recipiente com agua a ferver e depois deixamos repousar algum tempo
antes de beber. A infusdo é feita quando deitamos a agua a ferver sobre as ervas
dentro de um recipiente e deixamos repousar. O tempo de repouso difere consoante o
tipo de planta. A tisana é mais forte em sabor, aroma, cor e principios ativos do que

uma simples infusdo da mesma planta.
1.3- Cha verde e saude

O cha verde é uma bebida tradicional em muitos paises asiaticos. Os beneficios de
saude do cha verde foram comprovados pela ciéncia ao longo das ultimas décadas,
levando a sua promoc¢ao em todo o mundo.

A expansao do consumo de cha verde nos paises ocidentais parece ser viavel e essa
viabilidade tem estimulado a industria de cha, com vista ao esclarecimento, percegéo e
preferéncia em diferentes culturas dos consumidores. Como referido anteriormente, o
cha verde é obtido a partir das folhas Camellia sinensis, para além da sua atividade

antibacteriana e anticancerigena (Borrelli, Capasso, Russo, & Ernst, 2004), ajuda
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também na reducao do colesterol, sendo uma enorme fonte de antioxidantes (Freitas,
H. C. P., & Navarro, F., 2012).

Um dos beneficios do ch&d verde passa pela propriedade facilitadora do
emagrecimento, se usada corretamente. Tal facto constitui um dos motivos pelos quais
ficou tdo conhecida no Ocidente. O cha verde atua na diminuicdo da retencdo de
liquidos, estimula o funcionamento do figado e combate a prisdo de ventre (Nishiyama
& Costa, 2010). No entanto a sua ingestdo de deve ser usado apenas como
complemento alimentar (Carter & Drewnowski, 2012).

Trata-se de um antioxidante natural e o consumo destes antioxidantes, como 0s
compostos fendlicos que estdo presentes na maioria das plantas, inibem a formacao
de radicais livres. Os antioxidantes tém sido associados a uma menor incidéncia de
doencas relacionadas com o stress oxidativo (Scheibmeir & Christensen, 2005). Os
antioxidantes sdo substancias que possuem propriedades capazes de proteger as
células do corpo dos efeitos causados por radicais livres, que sdo moléculas ou
atomos altamente reativos que acabam por causar efeitos adversos a nivel celular. O
efeito dos antioxidantes evita, ou minimiza, esses danos causados pelos radicais livres
e assim acabam por atuar na prevencgdo do envelhecimento celular, podendo mesmo
ser eficientes no tratamento de algumas patologias (Lambert & Yang, 2003).

Outro dos beneficios do cha verde diz respeito as substancias que contém, como as
taninas. Tratam-se de compostos que estdo associados a diminuicdo dos niveis de
LDL, lipoproteinas de baixa densidade, que transporta o colesterol até as células, que
comumente é denominada por muitos de "mau colesterol". Esta denominacao esta
associada a formacao de placas de gordura nas paredes arteriais que, posteriormente,
calcificam-se, formando as placas ateroscleréticas. Sobre tais placas formam-se
coagulos sanguineos que provocam o bloqueio dos vasos, impedindo o fluxo
sanguineo normal. Minimizando os niveis das LDL, o cha verde acaba por atuar na
prevencdo de doencas cardiovasculares (Thielecke & Boschmann, 2009).

Além de todos beneficios do cha verde para a saude, na sua composi¢do encontram-
se, em quantidade razoavel, algumas vitaminas e sais minerais essenciais para o ser
humano, como a Vitamina B1l, B2 e B9, Vitamina C, Vitamina K, Manganésio e
Potassio (Harbowy & Balentine, 1997).

As mesmas taninas, substancias referidas anteriormente, que estdo associadas a
diminuicdo de colesterol no organismo, podem causar gastrites no estdbmago,
principalmente em doentes reincidentes. As taninas agem no sistema digestivo inteiro,
podendo causar ainda problemas adicionais noutros 6rgdos, como por exemplo no
figado (Panel & Nda, 2011).
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1.3.1- Cha e ingestéo alimentar

O papel da fibra dietética na saciedade e as suas implicacdes para a perder peso tem
sido intensamente pesquisado (Van Kleef, Van Trijp, Van Den Borne, & Zondervan,
2012).

Além da dose de fibra, ha outros fatores que interferem, como por exemplo a forma
como é consumida. Isto €, em alimentos integrais ou em forma de liquido pode
desempenhar um papel importante na saciedade (Baldissera, A. C. 2011). . Alguns
estudos demonstram que consumir a fruta inteira sacia mais do que consumir
quantidades semelhantes de fibras sob a forma de sumos de fruta. Mas, estudos
recentes demostraram que a presenca de fibras sollveis em bebidas pode reduzir o
consumo de energia durante uma refeicdo (Mattar, H., 2004).

Para além da fibra, os constituintes do cha verde podem contribuir para a saciedade
(Ledesma, 2009). Apesar de ter havido apenas alguns estudos realizados em seres
humanos sobre o efeito que epigalocatequina galato (EGCG) ou da cafeina, duas
substancias existentes no cha verde, na fome ou saciedade, os pontos de investigacéo
existentes apontam para um efeito saciante de ambos. Quando a EGCG foi
administrado nos participantes do estudo, em combinagdo com outros ingredientes
bioativos, e ficou demonstrado que cria a sensacao de saciedade (Reinbach, Smeets,
Martinussen, Mgller, & Westerterp-Plantenga, 2009). Além disso, a cafeina sozinha
demonstrou diminuir apetite e também tem sido demonstrado que se trata de um

supressor do apetite, em combina¢cdo com outros ingredientes naturais.
1.4- Algas na “nova” alimentagéo

O uso de algas como alimento remonta ao século IV no Japédo e na China. Atualmente,
estes dois paises, juntamente com a Republica da Coreia sdo 0s maiores
consumidores de algas na forma de alimento, sendo o Japdo o que mais consome.
Existem varios estudos recentes que dizem que esta também é a populacdo que vive
mais tempo e que é mais saudavel (Morita, Niwa, & Fujimoto, 2010). Por estas razdes
verifica-se um aumento da procura de algas para a alimentagédo ao longo dos ultimos
cinquenta anos, um pouco por todo o mundo.

Nos ultimos tempos a sociedade viu-se confrontada com transformagdes nas suas
condi¢cdes econdmicas, demograficas e socioculturais, bem como, o crescimento de
segmentos populacionais e variacdo dos habitos alimentares, levando a que,
atualmente, os consumidores prefiram alimentos diferenciados, sendo essa procura
motivada por fatores econémicos, atitudes, preferéncias ou percec¢fes (Bureau, 2010).

Na area alimentar, nos Ultimos tempos, as algas tém vindo a ser alvo de estudos, pelo
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facto de interferirem de forma benéfica nas reacdes oxidativas, retardando-as e
aumentando a estabilidade dos 6leos e gorduras.

A constituicdo das algas apresentam varios compostos bioativos e com um enorme
potencial benéfico para a saude. Com isso, 0 seu uso como ingrediente na industria
alimentar estd a aumentar, 0 que € muitissimo importante para a saude do ser
humano. Tém sido bastantes os estudos efetuados a varios tipos de algas, algumas ja
se sabe que sao comestiveis, essas contém niveis aceitdveis de proteinas e a sua
composi¢cdo em aminoacidos é de grande interesse nutricional. A fragdo lipidica das
algas apresentam uma proporcdo elevada em acidos gordos essenciais,
particularmente em &cidos gordos polinsaturados e sdo também uma fonte de
minerais, como calcio, sédio, magnésio, potassio, iodo, ferro e zinco. Sao igualmente
consideradas uma fonte de fibra alimentar, visto que 0s seus componentes principais
sdo polissacarideos ndo digestiveis (Lépez-Lopez , |; Bastida, 2009). Para além de
tudo o referido anteriormente, as algas possuem atividade antioxidante devido ao seu
conteudo em carotendides, compostos fendlicos, alfa-tocoferol, flavendides, entre
outros com componentes antioxidantes (Denny e Gaines, 2007) e (Steele et al., 2009).
Devido a todas estas qualidades, as algas tém sido cada vez mais inseridas nas dietas
da populagdo mundial como aditivo alimentar, pois a sua elevada capacidade como
antioxidante natural tem também a vantagem de prevenir a oxidacdo dos alimentos,
preservando a sua qualidade e assim aumentando o tempo de prateleira dos mesmos
(Power, Wang, Kang, Pan, & Wu, 2011). Os compostos antioxidantes das algas atuam
contra uma série de doencas, apresentando potencial anti-inflamatorio, antibacteriano
ou antifungico (Cornish & Garbary, 2010), (Chew et al., 2008) e (Diaz-Rubio et al.,
2008) .

1.4.1- Algas castanhas

Muitos dos organismos marinhos, normalmente através do seu metabolismo
secundario, produzem moléculas bioativas, de modo a responderem a pressfes
ecolégicas como por exemplo a competicdo pelo espaco ou a defesa contra
predadores, demonstrando estas moléculas atividade bioldgica, como atividade
antimicrobiana, antifangica, anticoagulante, antitumoral e antioxidante. A utilizagdo dos
antioxidantes como protetores dos alimentos e o seu consumo previne 0 organismo e
os alimentos de condi¢cdes oxidantes. De entre os VAarios organismos marinhos,
podem-se destacar as algas como um dos maiores produtores de moléculas bioativas,
com elevado potencial antioxidante e antimicrobiano (Lee & Jeon, 2013).

As algas, por possuirem moléculas com capacidade antioxidante, antimicrobiana, mas

também com capacidade antitumoral, tém uma aplicabilidade enorme, quer na
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indastria farmacéutica, quer na industria alimentar e, obviamente, na é&rea da
restauracdo, enquanto alimento saudavel. A suportar esta ideia alguns estudos
epidemiol6gicos demonstraram que individuos asiaticos possuem uma baixa
incidéncia em patologias cronicas como o cancro. Esta observagdo foi diretamente
relacionada com o facto da dieta tradicional dos asiaticos conter uma fonte enorme de
plantas comestiveis, principalmente as algas (Kwabi-Addo, 2011).

Existem milhares de variedades de algas marinhas, sendo classificadas a partir da sua
coloracéo, podendo ser designadas algas verdes, vermelhas ou castanhas. Cada alga
€ unica na sua forma, sabor e textura. Embora nem todas as algas marinhas
existentes sejam consumidas, uma parte é ja incluida na alimentacdo humana. As
algas sdo alimentos riquissimos em micronutrientes (vitaminas, minerais), mas
também possuem proteinas com aminoacidos essenciais, hidratos de carbono e pouca
gordura, apesar de polinsaturada do tipo 6mega-3. O povo portugués ndo tem o habito
de consumir algas, contudo ingere os subprodutos das algas. No entanto, diante
tantas vantagens associadas a ingestdo de algas, seria muito importante que a

populacéo portuguesa introduzisse este alimento na dieta.

1.4.2- A alga Fucus Spiralis

A alga Fucus spiralis pertence ao filo Heterokontophyta (algas castanhas) e a ordem
Fucales. E uma espécie comum no patamar médio litoral formando faixas nitidas
nalgumas zonas rochosas costeiras, como é exemplo a costa de Peniche.

Esta alga possui talos com 10 a 50 cm de comprimento, de estrutura cartilaginosa, fixa
a um substrato por um pequeno disco a partir do qual se desenvolve uma lamina com
nervura central que se divide dicotomicamente. Nas zonas apicais encontram-se 0s
6rgaos reprodutores denominados conceptaculos, que sdo de contorno circular,
rodeados por uma estreito rebordo da fronde estéril. Esta espécie pode tolerar um alto
nivel de dessecacgédo, passando 90 por cento do tempo fora de agua, sendo capaz de
sobreviver a perda de 70-80 por cento de agua (Rodrigues, |. 2011).

A alga Fucus Spiralis tem um potencial antioxidante enorme, isto porque esta
relacionada tanto com elevado teor de polifenéis, como com a alta capacidade de
eliminacao de radicais (Pintéus & Alves, 2009).

No presente trabalho, a alga escolhida foi a Fucus Spiralis, ndo s6 por ser uma alga
edivel, mas também por estudos anteriores do nosso grupo de investigacao
demonstrou que, de todas as algas estudadas, a Fucus spiralis foi a alga com maior
capacidade antioxidante (Pintéus, 2011). Por outro lado, o facto de existir na costa

Portuguesa, incluindo em Peniche, também foi um fator importante.
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1.5- Inovacgdes na Industria alimentar

A evolucdo do consumidor, no sentido de adotar uma postura mais consciente em
relacdo aos produtos que adquire é evidente. Na area de alimentos, esta evolucao foi
ainda mais nitida pois, em funcdo do conceito de qualidade de vida, cada vez mais
difundido por todo o mundo, foi agregado a dieta o atributo de saude, fundamental
para manter ou promover a qualidade de vida (Balduino, 2012).

Hoje em dia, a indUstria alimentar procura cada vez mais alimentos funcionais. Esta
nova classe de produtos tem tido sucesso nos mercados devido a crescente procura
por alimentos saudaveis (Plaza & Santoyo, 2010). Os alimentos funcionais possuem
ingredientes que por si s6 podem conferir beneficios a saude, para além dos aspetos
nutricionais que todos os alimentos devem conter. Existe uma vasta gama de
compostos que podem ser utilizados como ingredientes funcionais, tais como
carotendides ou outros pigmentos fotossintéticos, acidos gordos, polifendis, entre
outros. Neste sentido, a procura por compostos naturais com atividades funcionais,
como por exemplo, antioxidantes, faz cada vez mais sentido. Para além disto, no
contexto da industria alimentar, a pesquisa de antioxidantes de origem natural podera
ter uma aplicagdo muito pratica na preservacdo dos alimentos, aumentando o tempo
de vida destes. Os alimentos ricos em gorduras sdo normalmente alimentos com um
tempo de prateleira pequeno, pois estéo sujeitos a uma intensa atividade de enzimas
gue atuam nos lipidos, provocando a sua deterioragédo (Heo, Park, Lee, & Jeon, 2005).
Existe também outro tipo de antioxidantes utilizados na inddstria alimentar, os
chamados antioxidantes sintéticos. Apesar da sua elevada capacidade antioxidante, a
sua utilizacdo tem sido muito controversa, nomeadamente por suspeita de efeitos
cancerigenos, estando alguns proibidos por falta de dados toxicol6gicos conclusivos.
O antioxidante ideal devera ser seguro sob o ponto de vista alimentar, ndo alterar o
sabor, 0 aroma ou a cor do alimento, ser eficiente a baixas concentracbes e a
temperaturas de fritura e cozedura, ser facilmente incorporavel, de facil obtencéo e
barato (Bernardo-Gil, M. G, 2001).

Neste contexto, a adicdo de antioxidantes resultantes de fontes naturais podera
contribuir significativamente para o aumento do tempo de vida dos alimentos (Mageid
& Salama, 2009). Na realidade, a descoberta de compostos bioativos marinhos que,
simultaneamente, possuam uma elevada capacidade antioxidante e antimicrobiana,
poderdo aumentar substancialmente o tempo de vida dos alimentos podendo ser a
resposta para a atual falta de compostos naturais na industria alimentar.

Como referido anteriormente, na industria alimentar o uso de antioxidantes e os seus

mecanismos funcionais tém vindo a ser amplamente estudados ao longo dos anos. Os
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antioxidantes sdo compostos, formados por vitaminas, minerais, pigmentos naturais,
compostos fendlicos e ainda enzimas, que retardam e/ou impedem as reacdes de
oxidacgdo pelo bloqueio dos radicais livres e pela doacéo de eletrbes e hidrogénio. Nos
alimentos, os antioxidantes sdo moléculas que protegem macromoléculas,
neutralizando o processo de oxidacdo, através da protecdo de lipidos e proteinas do
contacto com precursores do processo oxidativo e atuando como agentes que
previnem a oxidagéo, suspendendo a etapa de propagacdo da auto-oxidagdo, facto
gue acontece particularmente no processo de peroxidagéo lipidica em acidos gordos
polinsaturados (Lidon, 2007).

Os antioxidantes sintéticos sdo mais utlizados em produtos alimentares. No entanto,
nas Ultimas décadas, o seu uso tem vindo a ser ultrapassado pelos antioxidantes
naturais, visto que existem estudos que indicam um efeito de toxicidade na salde do
consumidor, com o risco acrescido de alergias, aumento dos niveis de colesterol ou a
acumulacdo de tecidos adiposos. Por este facto, ndo sdo permitidos na producdo de
alimentos para criangas e bebés (Lidon, 2007).

Os antioxidantes tém a capacidade de retardar a oxidagao lipidica através, ndo s6 da
ligagdo competitiva ao oxigénio, como também através da ligacdo aos radicais livres,
estabilizando os hidroperoxidos. Podem “sequestrar” as formas ativas do oxigénio,
envolvidas nas primeiras etapas do processo de oxidacdo, quebrando todo o
processo, formando uma ligacdo estavel antioxidante-radical que nao podera entrar
nos passos seguintes do processo de peroxidagdo lipidica, impedindo assim a
formacdo de produtos indesejaveis e como tal a degradacdo das propriedades
benéficas do produto (Basu, 1999).

Os polifendis sdo antioxidantes com elevado potencial, amplamente presentes nas
plantas e nas algas (Onofrejova, Kopecky, & Vacek, 2010). Os compostos fendlicos
sdo resultado da biossintese da hidroxicinamoil coenzima A e podem ser
guimicamente definidos como substancias que possuem um anel aroméatico, contendo
um ou mais grupos hidroxilicos, incluindo os seus derivados funcionais.

Outra das caracteristicas dos polifendis mais complexos relaciona-se com o extensivo
sistema de duplas ligacdes existentes que permite a absor¢do de luz na parte visivel
do espectro, ou seja possuem cor. Todas estas propriedades dos compostos fendlicos
conferem-lhes propriedades moleculares funcionais Unicas (Manach, Scalbert, &
Morand, 2004).

Os polifenois tém sido descritos como possuindo elevada atividade antioxidante in
vitro, por medicdo da sua capacidade para aprisionar radicais livres e reduzir outros

compostos, conseguindo ser mais eficazes que a vitamina C e E (Michalak, 2006).
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Varios estudos em animais demonstraram que o consumo de polifenéis limita o
desenvolvimento de lesdes ateromatosas e pode inibir a oxidagéo de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), contribuindo para a prevencdo de doengas cardiovasculares
(Scalbert, Manach, & Morand, 2005). O maior e mais importante grupo de fendis € o
dos flavendides (Tringali, C. 2003).

Estes compostos tém sido reconhecidos na atividade, anti-inflamatoria, anti-alergénica,
anti osteoporotica, anti-carcinogénica, nas doencas cardiovasculares e nas doencas
neurodegenerativas. Varios estudos clarificam a acdo dos flavendides como agentes
antioxidantes. O mecanismo de acdo tem por base a modulacdo de sinal de vias
intracelulares importantes para a funcédo celular. A sua baixa toxicidade e elevada
acessibilidade tem demonstrado que o0 seu consumo podera ser um dos caminhos
mais favoraveis para prevenir e tratar danos causados pelo stress oxidativo (Gomes,
Fernandes & Lima, 2008).

Dentro deste grupo dos flavendides encontramos as catequinas, que estédo presentes

em grande quantidade no cha verde.

1.5.1- Novas dietas

Todos os alimentos tém a sua funcdo nutricional, fornecendo nutrientes essenciais.
Conforme as culturas, sdo mais ou menos consumidos, pois as condi¢cdes
socioeconomicas, as diferentes religibes e a localizacdo geogréfica influenciam de
certa forma as preferéncias dos consumidores (Willett & Manson, 1990). Em Portugal,
como no resto da Europa do Sul e Norte de Africa a alimentacio baseia-se na Dieta
Mediterranea. A dieta tradicional mediterranea é caracterizada pela abundancia em
fruta, vegetais, cereais e legumes, sendo o0 azeite a principal fonte de gordura

(Carrasco-Pancorbo & Gémez-Caravaca, 2006).

1.5.2- Cha verde e exercicio fisico

Estudos recentes defendem que, o uso do cha verde auxilia na perda de peso
corporal, na perda de gordura corporal e manutengdo da massa magra, porém o0s
valores ndo foram muito significantes (Cardoso, 2011).

O exercicio fisico contribui para o aumento da massa muscular, aumento significativo
da taxa metabolica de repouso, para a diminui¢cdo do perimetro abdominal, diminuicao
nos niveis de triglicerideos e diminuicdo da gordura corporal. De real¢car que, esta
dltima varidvel diminui em nivel inferior ao que o consumo isolado de cha verde
proporcionou (Nagao, T.; Hase, T & Tokimitsu,l. 2007).

O consumo de ch& verde aliado ao exercicio fisico de resisténcia apresentou ser a

melhor opcao para a mudanca significativa na composi¢do corporal, maior diminuicdo
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do perimetro abdominal, maior diminuicdo de gordura corporal, maior aumento de
massa magra, maior diminuicdo do percentual de gordura e maior diminuicdo nos
niveis de triglicerideos na corrente sanguinea.

O ché& verde proporciona ao individuo uma mudanga na composi¢cdo corporal, com
diminuicdo da gordura e consequente perda de peso, e manutencdo da massa magra.
O consumo do produto a base de cha verde aliado a pratica de exercicio fisico
(musculacédo) auxilia em um ganho de massa magra maior que o proporcionado pelo
exercicio fisico isolado e favorece uma maior perda de massa gorda, por mobilizar
esta como fonte de energia (Mahan, L. & Escott-Stump, S. 2005).

Aliado ao treino fisico de resisténcia, o cha verde auxilia nha perda maior de gordura e
maior ganho de massa magra, a médio e longo prazo favorece a perda de peso, com
qualidade de vida (Cardoso, 2011).

1.6- Secagem e preservacao de alimentos

7

A secagem das algas marinhas é realizada atualmente por métodos solares
(convecgédo natural), mas o aumento das taxas desta producdo exige a aplicacdo de
métodos de secagem industrial (Rahman, 2006). A otimizacdo dos processos de
secagem € uma importante ferramenta para melhorar os mesmos, com vista a otimizar
a qualidade final dos produtos, o consumo de energia e rendimentos de operagao (Di
Scala & Crapiste, 2008). A secagem por conveccao de ar € amplamente utilizado para
a sua reducdo de equipamento e custo de operacdo, embora a manutencdo da
gualidade dos alimentos através deste processo tenha apresentado alguns problemas
graves no passado (Ortiz & Lemus-Mondaca, 2013). As caracteristicas de qualidade
de alimentos secos podem ser agrupadas como fisica, quimica e nutricional.
Dependendo dos valores destes parametros, o valor de mercado pode mudar e além
disso, eles podem afetar a aceitabilidade de produtos secos, por parte do consumidor
(Marinos-kouris & Maroulis, 2006).

Existem diversos tipos de secadores que podem ser adaptados para a secagem de
algas. Os principais cuidados a ter em conta nestas adaptacdes sédo em relacdo ao
controlo da temperatura do ar de secagem e, ao fumo em caso de sobreaguecimento
da camara de secagem. A Estufa € um aparelho elétrico utilizado para dessecagéo ou
secagem de substancias sélidas ou evaporacgfes lentas de liquidos, com sistema de
convecgao natural de ar e sistema de aquecimento localizado nas laterais.

O secador Tray drier € um secador de tabuleiros que consiste numa secagem por
ventilacdo, uma vez que a alga é inserida nos tabuleiros e 0 ar quente passa no

mesmo local onde esté a alga.

13



Introducao

s

A liofilizacdo € um tipo de secagem diferente das duas anteriores, pois € uma
secagem a baixa temperatura. O material € colocado congelado e assim se conserva
enquanto esta a ser desidratado por sublimagdo sob véacuo, induzido pela baixa
temperatura do liofilizador.

1.7- Conservacao de alimentos

s

A preservacdo, o0 processamento e a distribuicAo de alimentos é um campo
multidisciplinar, requerendo competente conhecimento em muitas &reas,
nomeadamente as propriedades biolégicas dos alimentos, tais como a microbiologia
ou as reacbes bioquimicas, as propriedades fisicas de biomateriais, tais como
termofisica, a ligacdo da agua e as propriedades estruturais. De salientar também os
conceitos no campo da engenharia, como a transferéncia de calor e massa (Emerick,
2007).

Um processo térmico tem como principal objetivo reduzir a atividade de materiais
biolégicos indesejaveis, como 0s microrganismos e enzimas. Em alguns processos, a
mudancga nas propriedades fisicas € desejada. Noutros casos, a destruicdo de
nutrientes essenciais e outras mudancas indesejaveis tomam lugar. A utilizacdo de
altas temperaturas € um dos métodos mais utilizados para a preservacdo de
alimentos. Alimentos de grande consumo sdo submetidos a um tratamento térmico
destinado a reduc¢do da carga microbiana o que permite um aumento do tempo de vida
do alimento.

A pasteurizagdo € o tratamento térmico que destréi algumas, mas néo todas as formas
vegetativas presentes. O seu objetivo principal é eliminar bactérias patogénicas, mas
ndo deterioradoras. Se o objetivo € prevenir deterioracdo, a pasteurizacdo deve ser
seguida por outros tratamentos, nomeadamente, a refrigeracéo, os aditivos quimicos,
as embalagens ou a fermentacao.

A esterilizagdo procura a inexisténcia de microrganismos viaveis no alimento. Assim, o
alimento poderia ser armazenado indefinidamente e nenhuma deterioracdo microbiana
deveria ocorrer. E possivel produzir um recipiente selado absolutamente estéril pelo
aguecimento a temperatura suficientemente alta por um longo periodo tempo.

Os sistemas de assepsia e filtragdo, ndo sdo um processo térmico como a
pasteurizacdo ou a esterilizacdo, mas € utilizado nas industrias alimentares, pois sao
bastante eficazes. Ha varios tipos de filtragdo, ou melhor, a filtragcdo esta dividida em
vérias categorias, isto conforme o tamanho do poro da membrana, existe entdo a

microfiltracado, ultrafiltracdo e a nanofiltracéo.
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A tecnologia de filtragdo tem vindo a ganhar uma maior aceitacdo no mercado
internacional, por permitir a concentracdo e separacdo de constituintes de alimentos
sem 0 uso do calor e consequentemente sem alteragcdo organolética, as particulas sdo
separadas em funcdo do seu peso molecular e forma, com o0 uso de pressdo e

membranas semipermedveis (Gava, A, 2008).
1.8- Aditivos alimentares

Os aditivos alimentares sdo adicionados aos alimentos com o objetivo de melhorar o
seu aspeto, aroma, ou prolongar a sua conserva¢do. De um dodo geral sédo utilizados
para, direta ou indiretamente, aumentarem o valor de mercado dos produtos
alimentares.

Os aditivos alimentares séo classificados em diferentes grupos, de acordo com a sua
finalidade, podem ser corantes, aromatizantes, conservantes, espessantes,
edulcorantes, entre outros. A ter em especial atengéo aos edulcorantes, pois estes ndo
sdo calo6ricos e vém a apresentar um aumento de consumo significativo, pois estdo
relacionados com o controlo da obesidade e sdo consumidos tanto por questdes de
saude como por questfes estéticas. Alguns dos aditivos alimentares mais utilizados
sdo o Acessulfame potassio, Aspartamo, Acido citrico, Frutose e o Sorbato de
potassio.

1.8.1- Os edulcorantes

Atualmente utilizam-se substitutos do agucar, nomeadamente os edulcorantes ou
adocantes que, como o proprio nome indica, substituem o aglcar na composicao de
alimentos. O uso deste tipo de aditivo alimentar comegou a ser popularizado na
década de 60, principalmente nos Estados Unidos. Desde entdo, tém sido objeto de
muitas polémicas, em especial no que respeita a seguranca para 0 organismo
humano.

Os adocantes ou edulcorantes sdo aditivos alimentares que sdo adicionados
intencionalmente com finalidade tecnolégica ou organolética em qualquer fase de
processamento alimentar e podem ou nao contribuir para o valor energético do género
alimenticio resultante. Os edulcorantes s6é podem ser usados na alimentacao apoés
rigorosa avaliacao por instituicdes cientificas competentes (ASAE, 2006).

A frutose é um edulcorante natural e nutritivo, ou seja, € obtido a partir de plantas ou
eventualmente podem estar presentes em alimentos de origem animal e além de

adocar o alimento, fornece calorias ao organismo, e por isso é denominado calorico.
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Varios estudos posteriores reforcaram a ideia de que a frutose, assim como o sorbitol,
seriam benéficos na dieta de diabéticos (Barreiros, R, Bossolan, G & Trindade,CEP,
2005).

Acessulfame K é um edulcorante sintético e ndo nutritivo, pois este ao contrario da
frutose é obtido por reagBes quimicas apropriadas de produtos naturais. E além do
sabor doce que tem, n&o fornece calorias ao organismo.

Foi descoberto em 1967 por investigadores aleméaes que também descobriram que as
variagfes do posicionamento dos substituintes no anel causavam forte influéncia na
docura, concluindo-se que o sal de potassio era 0 mais adequado para aplicar em
alimentos. E o edulcorante sintético com maior resisténcia ao armazenamento
prolongado e a diferentes temperaturas, tem também um poder adocante de 200
vezes superior a sacarose.

Segundo o Decreto-Lei n° 394/98, a quantidade maxima em bebidas aromatizadas a
base de a&gua com baixo valor energético ou sem adicdo de agucares para este
edulcorante (Acessulfame K) é de 350 mg/l.

O Aspartamo esta na mesma categoria do acessulfame k, é um edulcorante sintético e
n&o nutritivo. E um dipeptideo branco, cristalino, inodoro sem calorias e tem também
um poder adogante 180-200 vezes superior a sacarose.

Este € relativamente estavel até 150°C, mas sob certas condi¢cbes, como a
temperatura, humidade e pH, este edulcorante pode ser hidrolisado formando novos
COMpOostos.

Segundo o Decreto-Lei n°® 394/98, a quantidade maxima em bebidas aromatizadas a
base de agua com baixo valor energético ou sem adicdo de acuUcares para este

edulcorante (Aspartamo) é de 600 mg/I.

1.8.2- Os conservantes

O principio basico da conservacdo quimica reside na inibicdo da reacdo de oxidacao
dos componentes alimentares que sdo passiveis dessa reacdo na presenca de
oxigénio. Claro que o método mais eficaz € a remocgdo do oxigénio do alimento, mas
como nem sempre é possivel os conservantes sdo bastante utilizados na industria
alimentar. Existem varios tipos de conservantes, como 0S conservantes naturais e 0s
conservantes sintéticos.

O Sorbato de potassio é 6timo para uso em diversos produtos alimentares. Tem a
forma de granulos esféricos, e portanto, reduz a formacdo de poeira (Stanojevic,
Stefanovic, & Solujic, 2010).

Segundo o Decreto-Lei n® 365/98, para os vinhos brancos e tintos: até 27g/hL. Aviso:

27g/hL de sorbato de potassio aporta cerca de 200mg/L de &cido sorbico (limite legal
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atual), e cerca de 70mg/L de potéssio. Para os vinhos brancos e tintos: até 27g/hL.
Aviso: 27g/hL de sorbato de potassio aporta cerca de 200mg/L de acido sorbico (limite
legal atual), e cerca de 70mg/L de potassio.

O Acido citrico € um conservante natural. Produto utilizado em alimentos em geral
como bebidas, bebidas alcodlicas, aromas, frutas e vegetais frescos, congelados e
enlatados, conservas, temperos, sobremesas, doces.

O &cido citrico tem vérias qualidades, para além da sua utilizacdo na inddstria
alimentar humana, pode ser usado na industria de produtos de limpeza, tratamento de
agua, fertilizantes, alimentos para animais, tornando o alimento mais agradavel ao
paladar, mascarando alguns gostos, e intensificando outros. Como acidulantes, ajusta
o pH dos alimentos agindo como agente tamp&o. E utilizado como conservante
(agente bacteriostatico) prevenindo o crescimento de microrganismos ou do
desenvolvimento de esporos de bactérias patogénicas. Atuam em sinergia com
antioxidantes na preservacdo de gorduras e do escurecimento ndo enzimatico de
produtos. Retiram e sequestram metais que provocam a formacgdo de complexos que
aceleram a deteriorag&o da cor, do sabor.

Neste caso especifico é utilizado como regulador de acidez (ASAE, 2011)
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Objetivos

2.1- Enquadramento

A industria alimentar € uma &rea que se encontra em constante desenvolvimento, que
combina a inovagao tecnoldgica com a inovagao cultural e social.

A procura dos consumidores por produtos diatéticos, diuréticos ou até mesmo 0s
chamados produtos “light” tem subido em flecha pois, cada vez mais, o consumidor
procura produtos saudaveis ou produtos cada vez mais naturais. O produto que se
desenvolveu neste trabalho, sendo um cha de algas e cha verde, enquadra-se neste
parametro, permitindo considerar que reune as condigbes adequadas para ser um
produto desejado pelo consumidor.

O aumento deste tipo de produtos, cada vez mais saudaveis, esta relacionado com a
procura por conveniéncia na vida atual, o que conduz a producdo em larga escala de
produtos alimentares de consumo imediato, onde o cha engarrafado se insere, pois
simultaneamente é saudavel e conveniente.

As algas sdo um dos produtos que, ao serem adicionados a diversos alimentos
permitem aumentar a sua validade e, simultaneamente pelo seu alto valor nutritivo e
atividade antioxidante, os beneficios para a salde sdo reconhecidos mundialmente,
estas sdo consumidas desde a antiguidade e hoje um pouco por toda a populacdo
mundial (McHugh, 2007).

2.2- Objetivo

O objetivo geral que sustentou a realizacéo deste trabalho foi avaliar a capacidade de
transferéncia de antioxidantes da alga Fucus Spiralis utilizada no cha tisana, bem
como a sua adicdo ao cha verde. Deste modo, obter uma bebida saudavel com
enquadramento nos produtos diatéticos, com alta capacidade antioxidante e inovador
para o mercado, constituiu o seu objetivo principal. O cha de algas com elevado poder
antioxidante podera ser futuramente comercializado na forma seca ou como bebida
preparada apés a tisana.

As algas ediveis sdo, em Portugal, um mercado pouco explorado, apesar das suas
caracteristicas nutricionais Unicas e pela sua associacdo, quer ao bem-estar, quer a
dietas nutricionalmente de exceléncia. Neste projeto pretendeu-se desenvolver um
novo produto, um cha de algas, analisa-lo quimica e microbiologicamente e fazer
ensaios ao consumidor, de modo a aumentar a utilizacdo das algas ediveis enquanto

alimento de exceléncia nutricional.

Para a concretizagcdo deste objetivo, foram delineados os seguintes objetivos

especificos:

21



Objetivos

Sendo que a primeira necessidade é verificar se os polifenois ficam retidos na agua

ap6s 10min de fervura.

Estudar o aW e Teor de humidade da alga, quando acabada de apanhar e
depois de seca: Liofilizada, Secador Tray-drier e Estufa ventilada.

Verificar se os polifenéis eram extraidos e ficavam retidos na agua apoés
processo de tisana (10min de fervura).

Observar o efeito do embalamento a vacuo na quantificacdo de polifendis, ao
longo do tempo (60 dias) para diferentes concentracdes de alga (0,1; 0,5 e 1g).

Ao longo desses 60 dias também a cor foi avaliada.

Avaliar o efeito de trés processos de conservacdo alimentar diferentes:
Esterilizacdo, Pasteurizagdo e Filtragcdo na estabilidade microbioldgica,
capacidade antioxidante e cor da tisana de algas com cha verde ao longo de 1

més de armazenamento a temperatura ambiente.

2.3- Desenho Experimental

12 Fase — Tratamento da alga:

Apanhou-se a alga no terreno, procedeu-se a uma lavagem e corte. Em seguida,

secou-se a alga por trés diferentes processos de secagem: Secador Tray-drier,

Liofilizador e Estufa ventilada.

22 Fase — Otimizacao da secagem da alga:

1.

Para cada tipo de secagem foi medido o aW, o teor de humidade e
gquantificaram-se os polifendis na agua apo6s fervura de 10 minutos.

Para cada tipo de secagem testou-se diferentes concentragcfes de alga em 300
ml (0,1g, 0,59 e 19).

32 Fase — Escolha da embalagem

1.

Realizou-se 0 mesmo procedimento que na fase anterior, mas apenas com o
processo de secagem escolhido, mas com alga embalada a vacuo e embalada

sem vacuo.

Escolheu-se o melhor método de secagem e a concentracdo, através dos

resultados obtidos.

42 Fase — Desenvolvimento das tisanas com Fucus spiralis e cha verde:

1. Adicionou-se cha verde a concentracao de alga escolhida;
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2. Escolha sensorial da concentragdo de cha verde;
3. Escolha dos aditivos (acessulfame K, aspartamo, Acido citrico, frutose, sorbato

de potassio e sumo de lim&o) sensorialmente.
52 Fase — Engarrafamento e avaliacdo da estabilidade ao longo de um més

1. Depois de escolher todos os aditivos e concentracdes a utilizar, o ch& foi
sujeito a trés processos de conservacao diferentes, a Esterilizacdo (Autoclave),
a Pasteurizacdo (Banho-Maria) e Filtracdo (Filtros 0,22um).
Engarrafamento em garrafas estéreis sem tiossulfato.

3. Avaliagdo da cor, a capacidade antioxidante e os microrganismos totais ao

tempo 0, 15 e 30 dias para os trés processos de conservacao utilizados.
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3.1- Equipamentos

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento do presente trabalho foram:

e Arca congeladora a -80°C Thermo, Electron Corporation;
e Secador, Tray-drier;

e Liofilizador, ScanVac Coolsafe 55-4;

o Estufa de secagem, WTB Binder 7200;

¢ Balanca de precisdo +0,0001g BL 120S, da Sartorius;
¢ Placas de agitacdo magnética e aquecimento, da VELPR Scientifica;
e Vortex, Velp Scientifica;

e Banho termostatizado, Julabo SW22,;

e Colorimetro Chroma Meter CR-400/410, da KONICA MINOLTA;
¢ Medidor de aW, Pidac Rotronic Hygropaln;

e Analisador de humidade, Metller Toledo, HB 43;

e Autoclave, Trade Raypa;

e Camara de fluxo, Telstar pv 30/70;

e Bomba de membrana para vacuo;

e Material de vidro diverso;

¢ Micropipetas de 20 pL, de 200 pyL e de 1 mL, da VWR,;
e Filtros, TPP 500ml 0,22 pm;

o Papel de filtro n°1 da Whatman;

o Papel de filtro n°4 da Top Budget;

e Papel de filtro da Fioroni n°4;

e Sonda, Ebro;

e Reagente de Folin-Ciocalteu, Panreac;

e NaCOj; Panreac;

e Acido Galico, Sigma;

e Garrafas, Deltalab 500ml, estéreis e sem tiosulfalto;

e Placas de Petri esterilizadas Normax;

e Triptona sal, Merck;

e PCA, Merck;

¢ Bico de bunsen, Camping Gaz;

e Magquina de fazer vacuo, Busch — HenkoVac;

e Diverso material de cozinha;

e Estufa no LBO, Binder;
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e Frigorifico, Beko;

e Leitor de placas, BioTek — Synergy H;.

3.2- Recolha de amostras

As algas foram recolhidas na praia Marcos Neves, em Peniche, Portugal, sendo um
local onde existe uma enorme fonte da mesma (Fucus Spiralis).

O cha utilizado no presente estudo foi da Camellia sinensis, com origem na Asia e a
sua empresa em Portugal é a Cha Hunos, Lda. A sua apresentacao € em folhas e tem
como carateristica principal serem plantas completamente de uso tradicional, sem
qualquer tipo de aditivo. Porém estdo sujeitas a alteracdes quando as regras de
conservacdo ndo sdo as mais adequadas. Deve-se conservar num local seco e
arejado, sem ser sujeito a exposi¢éo do sol.

Os reagentes utilizados no presente trabalho para as varias andlises laboratoriais
possuiam grau de pureza para alimentos e foram obtidos de diversas fontes externas:
Himedia, India; Merck, Alemanha; Panreac, Espanha; Scharlau, Espanha e Sigma-
Aldrich, EUA.

3.3- Processos de secagem

Os processos de secagem utilizados foram a liofilizacdo, a secagem através de
secador tray-drier e a secagem em estufa ventilada.

Na liofilizacdo o processo foi feito a -60° no liofilizador ScanVac Coolsafe 55-4,
deixando a alga no seu interior aproximadamente 48h. No que diz respeito a estufa
ventilada, o processo foi feito na estufa WTB Binder 7200 a 60°C. Até percebemos se
a alga estava definitivamente seca, foi medido varias vezes o peso de uma pequena
amostra na balanca de precisdo (+ 0,0001g BL 120S, Sartorius), até ao seu peso
estabilizar.

No secador tray-drier, a alga foi inserida nos tabuleiros que o secador contém no seu
interior e tanto a velocidade como a temperatura a que o ar sai foi controlada.

Devido a um problema técnico existente no secador, a temperatura maxima atingida
foi de 44°C, demorando assim um pouco mais de tempo em relacéo a estufa. A forma
de avaliar se a alga estava definitivamente seca foi igual ao processo anterior, isto é,

recolhendo o peso varias vezes até que fique constante.

3.4- Preparacdo da amostra.

A preparacao da amostra implicou varios processos. O primeiro consistiu na lavagem

em laboratério com agua do mar, de modo a remover organismos invertebrados,
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areias e detritos. Apoés a lavagem, as algas foram pesadas, embaladas e congeladas a
-80°C (Thermo, Electron Corporation). Depois de congeladas, foram para o liofilizador
para posteriormente serem trituradas e embaladas.

Relativamente aos processos de secagem, através da estufa e do secador, o0 processo
foi semelhante, retirando apenas a congelacdo, ou seja, iniciou-se com a lavagem em
laboratério com agua do mar, de modo a remover organismos invertebrados, areias e
detritos. Uma amostra foi para a estufa, outra para o secador. Depois do processo de
secagem, foram trituradas e pesadas, para depois serem também embaladas.

3.5- Aditivos alimentares

Os aditivos alimentares utilizados no presente trabalho para os varios testes sensoriais

foram:

e Sorbato de potéassio, Scharlau S.L;

e Sumo de liméo 0,5%, Paquito Sirop receita da William;
e Aspartame, Canderel o adogante normal;

e Acessulfame K, Sigma-Aldrich analises em alimentos;
e Acido citrico, Panreac uso alimentar;

e Frutose, marca Ignoramus produtos naturais.

3.6- Preparacao do cha de algas

Os estudos realizados para diferentes situagbes, comecando com o objetivo de
observar se os polifendis da alga ficavam retidos na a&gua ap0s a fervura e em
diferentes concentragbes da mesma, 0,1; 0,5 e 1g/300 mL. Depois de se observar esta
situacdo, os restantes testes (pH, Cor e Polifendis) foram feitos s6 para a alga, tanto
embalada a vacuo como nao. Este procedimento também foi realizado para o cha
verde e para o veiculo (agua).

A humidade e o aW foram realizados na alga acabada de apanhar como também na
alga apds a secagem, para os trés diferentes tipos de secagem utilizados.

A preparacdo do cha de algas iniciou-se com o0 aquecimento da agua até aos 100°C.
Obtendo esta temperatura, adicionou-se a agua a alga Fucus spiralis, deixando 10min
a ferver, retirou-se para posteriormente seguirmos com a filtragdo com um filtro n.° 4
(Filtres Fioroni), de modo a obter um liquido isento de particulas em suspensao.

O descrito refere-se a primeira fase de testes. Na segunda fase, o modo de
preparacdo foi idéntico, sendo a Unica diferenca a adicdo também de cha verde

quando se adiciona a alga Fucus spiralis.
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3.7- Estudos de Caracterizacédo do Chéa de Algas
3.7.1- Humidade

O teor de humidade foi um dos parametros fisicos analisados, tanto para a alga
acabada de apanhar como para a alga ja seca pelos trés diferentes métodos, tendo
sido realizada com o auxilio de um analisador de humidade (Metller Toledo, HB 43), de
acordo com as instrucbes descritas pelo fabricante (Santos, J. 2008). As medicbes

foram todas efetuadas em triplicado.

3.7.2- aW

A atividade da agua ou aw, definida como a razdo entre a pressdo do vapor de agua
de um alimento e a pressdo do vapor da agua pura, € a medida da quantidade de
agua disponivel no alimento e que pode ser utilizada pelos microrganismos.

Estudos anteriores puderam inclusive comprovar que o conteddo de agua no sistema
reacional pode ser melhor quantificado em termos de atividade da agua, assim, o aW
foi medido com o auxilio de um medidor de aw, Pidac (Rotronic Hygropaln) calibrado
seguindo todas as instru¢des de trabalho que acompanham o mesmo.

As amostras das algas ja trituradas foram introduzidas, cobrindo toda a &rea da caixa
para melhorar os resultados obtidos. Este método foi utilizado depois da secagem
pelos trés diferentes tipos como para a alga fresca. Todos os ensaios foram feitos em
triplicado.

3.7.3- Avaliagédo Instrumental da Cor

A medicao da cor foi realizada diretamente pela leitura das coordenadas Cielab (L*,a*
e b*) nas amostras, utilizando um colorimetro, que consiste num aparelho de medicéo,
com uma area de didmetro de 8 milimetros de medi¢do e um processador de dados.
Antes da medicdo, o colorimetro foi calibrado por uma ceramica branca. O valor de L*
representa a luminosidade variando de 0 (preto) a 100 (branco), o valor a* varia entre -
60 (verde) e +60 (vermelho) e o valor b* varia entre -60 (azul) e +60 (amarelo)
(Sampaio & Correia, 2010).

Como para a medicdo do pH, as amostras foram guardadas no frigorifico a 4°C
durante cerca de 24h. As medicdes foram realizadas numa célula para liquidos, onde
foram colocadas as amostras e foram lidas em triplicado as coordenadas Cielab, a

temperatura ambiente e a um angulo de 0°.
Para o produto final foi calculado a variagao total de cor, o AE, através da formula:

AE = J(AL)? + (da)? + (4b)?
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AE, significa diferenca de cor entre duas medidas espectrofotométricas.

3.7.4- Polifenodis Totais

A Quantificagdo Total de Polifendis (QTP) foi realizada através do método de Follin-
Ciocalteu em placas de 96 pocos. O método consiste em adicionar 158ul de agua
destilada, 2ul de amostra e 10ul de reagente de Folin-Ciocalteu com posterior
homogeneizacdo numa placa de 96 pocos protegida da luz. Apés 2 minutos de
repouso, adiciona-se 30ul de Na2CO3 a 20% (p/v), homogeneizando-se novamente,
isto em cada poco da placa. A reacao foi incubada por um periodo de 1 hora, em local
protegido da luz, ap6s o qual foi medida a absorvancia a 755nm, num leitor de placas,
BioTek — Synergy H1. Para a quantificacdo total de polifendis foram ainda realizadas
trés solugbes de acido galico preparadas a partir de uma solucdo de acido galico 0,3
mg/ml (Vf = 5 ml), tendo sido analisadas no espetrofotdmetro Thermo HeAios a com o
mesmo comprimento de onda, para a posterior realizagdo de uma curva padrdo. Com
a reta de regressao linear da curva padrdo e com as absorvancias das amostras, foi

possivel retirar-se as concentracdes de polifendis totais.

3.7.5- Provas sensoriais

A avaliagdo sensorial foi efetuada no laboratorio de analise sensorial da ESTM. Este
laboratério de analise sensorial esta equipado com 10 cabines, todas elas cumprem as
normas 1SO 6658:1985; ISO 11035:1994; 1SO 11036:1994 e a ISO 4121:1987. Os
provadores sédo professores da escola e elementos do GIRM. Sao individuos com
idades compreendidas entre os 20 e os 40 anos. Foi proposta a andlise a um grupo
reduzido de pessoas, para apenas se decidir algumas concentragdes.

Os atributos observados na andlise sensorial foram a cor, o brilho, o odor e claro, o
sabor. As amostras foram codificadas com um conjunto de 3 digitos e, em cada
andlise, eram apresentados cédigos distintos. A ordem de apresentacao das amostras
no tabuleiro entregue ao provador também era alterada e de acordo com a ordem que
se encontrava na folha de prova. A codificacdo das amostras ocorreu para que a
avaliagdo dos provadores nao fosse influenciada e para que ndo se fizessem
comparacfes com anteriores analises.

As provas sensoriais efetuadas foram de forma simples e em pequena escala. Foram
20 provas de tentativa erro, com todos os aditivos alimentares com diferentes

concentracdes, para encontramos a melhor receita possivel.
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3.7.6- Processos de conservagao

Os processos térmicos usados na esterilizacéo foram realizadas num autoclave (Trade
Raypa), que efetua os registos do tempo, da temperatura e da pressao, no seu interior
durante a esterilizacdo. No frasco de schott foram registados os mesmos parametros,
mas pela sonda introduzida no interior desta.

Foram estudados vérios binbmios t - T°, com uma sonda (Ebro), até atingirmos o
objetivo, isto é, o produto estar a 121° durante 15mim. Assim, utilizamos uma T° de
123° durante 25min. Registaram-se 0s valores de tempo, temperatura e pressao do
interior da autoclave (Trade Raypa) e do interior do frasco de schott (produto), no
ponto de menor letalidade.

A razdo da utilizac@o desta temperatura deve-se ao facto de que, segundo o principio
HTST (high temperature short time), os produtos submetidos a processos equivalentes
(em termos de eliminagdo de microrganismos), com temperaturas mais elevadas e
tempos mais curtos, tém melhor qualidade final.

A pasteurizagéo foi efetuada em banho termostatizado (Julabo SW22). Trata-se de um
processo muito parecido com a esterilizagcdo, mas menos agressivo uma vez que
opera a temperaturas mais reduzidas sendo usado para inativar as enzimas e destruir
microrganismos patogénicos sensiveis ao calor que causam estragos com minimas
mudangas nas propriedades do produto. Sendo um processo pouco severo, utiliza
temperaturas sempre abaixo dos 100°C. Neste caso foram usados no binébmio t-T°, a
pasteurizacao lenta, 65° durante 30mim. Foi escolhida esta opgéo devido a dificuldade
em conseguir controlar o tempo de 15 a 20seg em banho-maria, usados no tipo de
pasteurizacao rapida que é a 72° a 75°.

A assepsia e filtracdo definem-se como o conjunto de medidas que permitem manter
algo isento de micrébios bem como da sua entrada, de onde resulta o prolongamento
da qualidade dos produtos. A filtragdo utiliza-se sobretudo em produtos liquidos
através do uso de filtros com um tamanho ndo superior a 0,45 micrometros que
ajudam a remover e a evitar a multiplicagédo de microrganismos (Val, 2013).

Neste caso usou-se filtros (TPP 500ml 0,22 um) e o processo foi efetuado com o
auxilio de uma bomba de membrana para vacuo, numa camara de fluxo (Telstar pv

30/70) para que ndo houvesse nenhuma contaminagéo cruzada.

3.7.7- Microbiologia

Na parte microbiolégica, apenas foram medidos 0s microrganismos totais.
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Sendo que o produto (tisana) é considerado a solugao “mae”, pois esta € uma amostra
liguida, mediu-se 1 ml diretamente da amostra homogénea para tubo com 9 ml de
triptona sal (Merck).

As amostras de microrganismos totais foram preparadas em condi¢cdes de assepsia,
segundo as Normas ISO 6887-2011, ISO 16649-2 (2001) e ISO 4833:2003.
Prepararam-se as diluicdes decimais até a diluicéio 10°®.

Todas as diluicbes decimais, bem como as inoculagdes foram preparadas e realizadas
em ambiente estéril assegurado por um bico de bunsen (Camping Gaz). Todas as
incorporacdes foram realizadas em duplicado.

De acordo com as normas ISO 4833 (2003), ISO 6887 (1999 e 2003) e ISO 7218
(1996) semeou-se, por incorporacao, 1ml de indculo das diluicbes adequadas, dos
grupos de amostras analisado e verteu-se cerca de 12 a 15 ml de PCA (Merck) em
placas de Petri esterilizadas (Normax) e devidamente identificadas. Misturou-se
cuidadosamente o in6culo com cerca de 10-12 ml de PCA derretido de modo a obter
uma reparticdo homogénea dos microrganismos e deixou-se solidificar a temperatura
ambiente. Apds o arrefecimento, incubaram-se as placas nhuma estufa (Binder) a
temperatura de 30 + 1°C, durante 72h + 3h, ndo empilhando mais de 6 placas.
Determinou-se o nimero de microrganismos por contagem direta das colonias. Os
resultados foram expressos em log UFC/g, relativamente ao cha.

Procedeu-se a contagem das colénias em cada placa de petri de 2 diluicbes
sucessivas que apresentem entre 25 e no maximo 250 col6nias. Registou-se 0 n° total
de colonias.

Para calcular o n°® N de microrganismos por mL, efetuando a média ponderada, com a

ajuda da equacao seguinte:

N = Somade C /(nl1 + 0,1n2)d
Em que:
Soma de C - soma das coldnias contadas nas 2 placas consideradas;
nl — n° de placas consideradas na 12 diluigéo;
n2 — n° de placas consideradas na 22 diluigéo;
d - fator de diluicdo correspondente a 12 diluicao considerada.

Se a placa correspondente a amostra liquida ou a solugdo-mae contiver menos de 25
coldnias, o n° estimado (NE) é:

NE = c/d
Em que:

C - n° de coldnias contadas;
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d - fator diluicdo da solugdo-mae.
Se a placa semeada a partir da solucdo-m&e ndo contiver qualquer colbénia, o
resultado devera ser apresentado sob a seguinte forma:

Inferior alx 1/d colénias por grama
Em que:

d - corresponde ao fator de diluicdo da solucdo-mae.

Apresentacao do resultado:
O resultado expressa-se por um n°® compreendido entre 1,0 e 9,9, multiplicado por 10n
sendo n o expoente de poténcia de 10 apropriado.

3.8- Produto final: cha de algas + ché& verde

O produto final foi elaborado como o produto para testes (sO alga), a preparacdo do
produto, iniciou-se com o aquecimento da agua até aos 100°C. Atingindo a esta
temperatura, adicionou-se a agua o cha verde e a alga, deixando 10min a ferver.
Retirar para posteriormente se seguir a filtragdo com um filtro n.° 4 (Filtres Fioroni) de
modo a obter um liquido com menos algumas particulas. Segue-se outra filtracdo, com
filtros n°4 (Top Budget) e com o auxilio de material de cozinha e por ultimo a filtracéo
mais rigorosa com filtros n°1 (Whatman).

Apos estes processos de filtragdo foram adicionados os aditivos alimentares, para
posteriormente levar para 0 processo térmico e embalar o produto na camara de fluxo
(Telstar pv 30/70), para ndo haver qualquer contaminacdo cruzada para as garrafas
(Deltalab 500ml), estéreis e sem tiosulfalto. Depois de embalado o produto final foi
guardado em ambiente fresco e protegido da luz solar. O produto final foi também

caracterizado como descrito anteriormente (cor, polifenéis e microbiologia).

3.9- Andlise Estatistica

Com o objetivo de avaliar as diferencas para os valores médios do pH, da humidade,
do aW, da cor, quer ao longo do tempo, quer entre diferentes embalagens ou também
para o produto final e dos polifendis totais, quer ao longo do tempo, quer entre
diferentes embalagens, utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA), com dois fatores
(Zar, 2009). De referir que todos o0s pressupostos inerentes a realizagcdo da ANOVA
(nomeadamente, normalidade dos dados e homogeneidade de variancias) foram
devidamente validados. Adicionalmente, sempre que foram detetadas diferencas
significativas, realizaram-se 0s respetivos testes de comparacdes mdltiplas,

nomeadamente, o teste de Tukey HSD (Honestly Significant Difference) (Zar, 2009).
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Os resultados foram considerados estatisticamente significativos ao nivel de

significancia (a) de 5%, 1% ou 0,01% (ou seja, sempre que p-value < 0,05, p-value <
0,01 e p-value < 0,001)

Todos os calculos foram efetuados com recurso ao software GraphPad InStat 3 (Trial).
Todos os resultados s@o expressos como médias + desvio padrdo (SD).
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4.1- Secagem
4.1.1- Secador Tray-drier

O método utilizado na secagem da alga Fucus Spilaris no secador tray-drier passou
pela introducéo da alga nos tabuleiros interiores do secador, controlando manualmente
a temperatura e a velocidade do ar. A temperatura maxima atingida foi de 44°C e alga
esteve aproximadamente 4h no secador até o seu peso ficar constante. Tratou-se do

método mais rapido devido a circulacao do ar.
4.1.2- Estufa ventilada

O método utilizado na secagem da alga Fucus Spilaris na estufa foi similar ao utilizado
no secador tray-drair, pois a alga foi inserida na estufa ventilada a 60°C, e sé foi
retirada quando o seu peso ficou constante, ou seja, quando perdeu quase toda a sua
quantidade de agua.

Neste caso, apesar da alga, durante nas primeiras horas perder bastante peso, a

amostra so6 atingiu peso constante ao fim de 19h.

4.1.3- Liofilizador

O método utilizado na secagem da alga Fucus Spilaris no liofilizador foi um pouco
diferente do utilizado nos anteriores dois processos, pois este processo requer que a
amostra esteja congelada antes de ser liofilizada. Deste modo a alga, depois de limpa
foi congelada a -80°C para, no dia seguinte ser colocada no liofilizador.

Este processo foi realizado em temperaturas negativas, -60°C e durou cerca de 48

horas.

4.2- Caracterizacao da alga Fucus spiralis
4.2.1- aW

O aW é a atividade da agua livre na amostra. Define-se como a relacdo que existe
entre a pressao de vapor de um alimento em relacdo com a pressao do vapor de agua
pura a mesma temperatura e varia de 0 a 1. A atividade aquosa € um parametro
inteiramente ligado & humidade do alimento, permitindo determinar a sua capacidade
de conservacdo, ou seja, da propagagdo microbiana no interior do alimento
(Domingues, 2008).

A atividade aquosa de um alimento pode ser reduzida, aumentando a concentragéo de
solutos na fase aquosa dos alimentos mediante a extragcdo da &gua (processo de

secagem) ou mediante a adicdo de novos solutos. A atividade aquosa em conjunto
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com a temperatura, o pH e o oxigénio, sdo os fatores que mais influenciam na
estabilidade dos produtos alimentares.

Pela analise da figura 1, pode-se constatar que entre a alga fresca e os diferentes
métodos existem diferencas estatisticamente significativamente na aw (p<0,001).
Verifica-se ainda que o método de secagem por liofilizagdo apresentou um menor
valor de aw (0,169 + 0,005), com diferencas estatisticamente significativas p(<0,001)
entre todos os métodos de secagem. O método de secagem através da estufa
ventilada apresentou ainda um valor de aW inferior ao método de secagem por
secador tray-drier, 0,366 + 0,024 e 0,479 + 0,001, respetivamente.
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Figura 1 - aW da alga Fucus spiralis fresca e depois de seca, pelos trés métodos de secagem.
Os valores sdo a média + SD de 5 experiéncias independentes. Os simbolos indicam
diferencgas significativas (p<0,001): *** — quando comparado com a situacado da alga fresca, 660
— quando comparado com a situacdo do secador, ddd — quando comparado com a situagéo

da estufa.

4.2.2- Humidade

A humidade relativa interfere diretamente na atividade de &agua do alimento. Se
armazenarmos um alimento de baixo aWw em ambiente com alta humidade relativa, a
atividade da &gua do alimento aumentard, podendo sofrer deterioracdo pelo
crescimento de microrganismos.

O bindmio humidade relativa/temperatura ndo pode ser desprezado, sendo que, no

geral, quanto mais elevada a temperatura de secagem, menor devera ser a humidade
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relativa, sendo o inverso também verdadeiro. Na figura 2 encontram-se representados
os resultados da humidade da alga Fucus spiralis nas diferentes condicfes testadas. A
alga fresca tem, em média, 73% de teor de 4gua, verificando-se assim que todos os
métodos de secagem sdo efetivos, mas, ainda assim, o secador tem diferencas
estatisticamente significativas entre a secagem no liofilizador (p<0,001) e entre a
secagem na estufa ventilada (p<0,01).

A liofilizagdo e a secagem em estufa resultam em valores idénticos de humidade, néao
existindo diferencas significativas entre ambas.

Pode-se verificar que o método de secagem através da liofilizagdo obteve um valor de
humidade de 4,016 + 0,515, inferior ao valor do método de secagem através da estufa
ventilada 4,282 + 0,024 e também inferior ao valor de secagem através do secador
tray-drier, 8,260 + 0,865.

Humidade
(%)

Figura 2 — Humidade da alga alga Fucus spiralis fresca e depois de seca, pelos trés métodos
de secagem. O s valores apresentados sdo a média + SD de 5 experieéncias independentes.
Os simbolos indicam diferengas significativas (p<0,001): *** — quando comparado com a
situacdo da alga fresca, ### — quando comparado com a situacdo do secador. Os simbolos

indicam diferencgas significativas (p<0,01): ## — quando comparado com a situac¢édo do secador.
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4.3 - Capacidade antioxidante das tisanas da alga Fucus spiralis
4.3.1- Quantificacao total de polifendis (QTP)

A Quantificagéo total de polifendis (QTP) da alga Fucus Spilaris foi realizada através
do método de Folin-Ciocalteu, tal como descrito na seccdo anterior, obtendo-se 0s

resultados em miligramas de equivalentes de acido galico por ml (mg EAG/ml).

Como se pode observar na figura 3, ocorreu transferéncia de polifendis da alga Fucus
Spiralis para a agua, apés fervura de 10min. Quando a alga foi seca por liofilizacao,
ocorreu maior libertacdo de polifendis para a tisana do que com o processo de
secagem realizado com secador tray-drier e a estufa ventilada. As concentracdes de
polifendis libertados para a dgua durante a realizacdo da tisana foram de 0,093 +
0,017 mg EAG/mI, de 0,246 + 0,049 mg EAG/mI e de 0,298 + 0,048 mg EAG/mI, para
as concentracdes de alga apos liofilizagéo de 0,1, 0,5 e 1,0 g, respetivamente. Existem
diferencas estatisticamente significativas (p<0,001) entre a concentracdo de 0,1g de
alga liofilizada e as restantes concentragdes de alga liofilizada. Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os métodos de secagem para a
concentragao de alga 0,1g.

Para o método de secagem através do secador tray-drier observa-se um
comportamento na libertacdo de polifendis inferior, quando comparado com o
processo de secagem pelo liofilizador. Nesta situacdo, para a concentracdo a 0,19
(0,066 + 0,012 mg EAG/mI), s6 existem diferencas estatisticamente significativas
(p<0,001) para a concentracdo de alga de 1g (0,236 = 0,035 mg EAG/mI), ndo
existindo diferenca entre as concentracdes de 0,1g e 0,59 (0,145 + 0,024 mg EAG/m).
Para o processo de secagem da alga Fucus spiralis com a estufa ventilada, os
resultados obtidos foram semelhante aos do liofilizador, pois a concentragédo de 0,1g
(0,069 = 0,008 mg EAG/ml), tem diferengas estatisticamente significativas para as
restantes concentragdes, ou seja, para 0,59 (0,165 + 0,034 mg EAG/mI) e 1g (0,250 +
0,033 mg EAG/mI). Pela andlise da mesma figura pode-se ainda observar que, entre
0s métodos de secagem, para a concentracdo de 0,5g, existe diferencas significativas
(p<0,01) entre a secagem no liofilizador e o secador tray-drier, bem como diferencas
significativas (p<0,05) entre a secagem no liofilizador e a estufa ventilada. Deste modo
€ possivel afirmar que existe uma maior libertacdo de polifendis através da alga que é
seca pelo processo de liofilizacao.

Para os resultados obtidos nas concentracfes mais altas utilizadas de alga, ou seja,

das concentracbes de 1g, os resultados foram iguais aos obtidos para as
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concentracdes mais reduzidas, apesar de existir uma tendéncia para um aumento para
as algas secas no liofilizador, estatisticamente, nao existe diferencas entre os métodos

de secagem.

0.4-
] Secador
Liofilizador
0.34 WM Estufa

0.2

Polifendis
(mg eq.ac. galico/ml)

[Alga] g/300ml

Figura 3 — Quantificacao de polifendis (mg de equivalentes de &cido galico/ml) nas tisanas da
alga Fucus spiralis para trés métodos de secagem (secador; liofilizador, estufa) com diferentes
concentracdes de alga (0,1; 0,5 e 1 g/300ml). Os valores representam valores médios + SD de
5 experiéncias independentes. Os simbolos indicam diferengas significativas (p<0,001): *** —
quando comparado com a situagdo do liofilizador para a concentragao 0,19/300ml, ®dd —
quando comparado com a situag¢éo do secador para a concentragédo 0,1g/300ml, ¢ — quando
comparado com a situagdo da estufa para a concentragdo 0,1g/300ml. Os simbolos indicam
diferencas significativas (p<0,01): 86 — quando comparado com a situagéo do liofilizador para a
concentracdo 0,59/300ml, ¢¢ — quando comparado com a situacdo da estufa para a
concentracdo 0,59/300ml. Os simbolos indicam diferengas significativas (p<0,05): # — quando
comparado com a situacdo do secador para a concentracdo 0,59/300ml, w — quando

comparado com a situacao do liofilifador para a concentragéo 0,59/300ml.

4.4- Embalagem da alga a vacuo

Com esta etapa queria-se observar se existiriam diferencas significativas entre a alga

embalada a vacuo ou ndo.

4.4.1- Quantificacéo total de polifendis (QTP) com embalagem em vacuo e sem
embalar a vacuo

Na figura 4 pode-se observar que as diferencas até aos 60 dias, da alga seca e

embalada a vacuo e sem embalar a vacuo. Verifica-se que para a concentracdo de
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0,19/300mL de alga quando seca pelo processo de liofilizacdo, a quantidade de
polifendis quantificados, ao fim dos 60 dias embalado a vacuo foi de 0,025 + 0,009 mg
EAG/ml e sem embalar a vacuo foi de 0,016 = 0,002 mg EAG/mI, ndo existindo
diferencas estatisticamente significativas.

Pode-se também verificar na figura 4, que existe uma pequena diminuicdo entre os
resultados aos 0 e os 15 dias. A alga embalada a vacuo nos 15 dias teve uma
concentracdo de polifen6is de 0,050 + 0,011 mg EAG/mI, enquanto que ao ser
embalada a vacuo o resultado obtido ao fim de 15 dias foi de 0,027 + 0,003 mg
EAG/mI, ou seja, diminui quase para metade. Para esta concentracdo de alga
(0,19/300mL) apenas existem diferencas substancias entre embalar a vacuo ou ndo

apenas entre os primeiros dias.
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Figura 4 — Quantificacédo de polifendis (mg de equivalentes de acido gélico/ml) nas tisanas da
alga Fucus spiralis durante 60 dias, pelos trés métodos de secagem, para a concentragdo
0,19/300mL de alga embalada a vacuo (a) e sem ser embalada a vacuo (b). Os valores
representam valores médios + SD de 3 experiéncias independentes. Os simbolos indicam
diferencgas significativas (p<0,001): *** — quando comparado com a situagéo do liofilizador nos 0
dias para o restante dos dias, ### — quando comparado com a situacdo da estufa nos 0 dias
para o restante dos dias, PPd — quando comparado com a situagéo do liofilizador nos 0 dias
com o restante dos dias. Os simbolos indicam diferengas significativas (p<0,01): ** — quando
comparado com a situagéo do liofilizador no dia 0, ## — quando comparado com a situacéo da
estufa nos 0 dias para o restante dos dias. Os simbolos indicam diferengas significativas
(p<0,01): # — quando comparado com a situacédo da estufa no dia O.

Na figura 5 pode-se observar que a diferenca até aos 60 dias, da alga seca e
embalada a vacuo e sem embalar a vacuo para a concentracédo de 0,5 g/300 mL. Para
0 processo de liofilizacdo da alga (0,59/300mL), a concentracdo de polifenéis ao fim
dos 60 dias embalado a vacuo foi de 0,061 + 0,009 mg EAG/ml e sem embalar a
vacuo foi de 0,053 + 0,008 mg EAG/mIl. Como na concentracédo de 0,1g embalando a
vacuo, para 0,59 o resultado foi ligeiramente superior, no entanto ndo existem

diferencas significativas.
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Pode-se também observar na figura 5 que a alga embalada a vacuo apés 15 dias teve
um valor de 0,116 = 0,015 mg EAG/mI. A alga ndo embalada a vacuo a concentracao
de polifenéis apds 15 dias foi de 0,075 + 0,007 mg EAG/mI, aqui ao contrario do
resultado para a concentracédo de 0,1g, a diferenca ja é notéria entre alga embalada a

vacuo para os dias inicias.
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Figura 5 — Quantificacdo de polifendis (mg de equivalentes de &cido galico/ml) nas tisanas da
alga Fucus spiralis durante 60 dias, pelos trés métodos de secagem, para a concentragdo
0,59/300mL de alga embalada a vacuo (a) e sem ser embalada a vacuo (b). Os valores
representam valores médios + SD de 3 experiéncias independentes. Os simbolos indicam
diferengas significativas (p<0,001): *** — quando comparado com a situacgéo do liofilizador nos 0
dias para o restante dos dias, ### — quando comparado com a situacéo da estufa nos 0 dias
para o restante dos dias, PPd — quando comparado com a situacdo do secador nos 0 dias
com o restante dos dias. Os simbolos indicam diferengas significativas (p<0,01): ## — quando
comparado com a situacao da estufa nos 0 dias, d® — quando comparado com a situacao do
secador nos 0 dias. Os simbolos indicam diferengas significativas (p<0,01): ® — quando
comparado com a situacao do secador nos 0 dias.
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Figura 6 — Quantificacdo de polifendis (mg de equivalentes de acido galico/ml) nas tisanas da
alga Fucus spiralis durante 60 dias, pelos trés métodos de secagem, para a concentragdo
0,5g/300mL de alga embalada a vacuo (a) e sem ser embalada a vacuo (b). Os valores
representam valores médios + SD de 3 experiéncias independentes. Os simbolos indicam
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diferencgas significativas (p<0,001): *** — quando comparado com a situac&o do liofilizador nos 0
dias para o restante dos dias, ### — quando comparado com a situacdo da estufa nos 0 dias
para o restante dos dias, PP — quando comparado com a situagdo do secador nos O dias
para o restante dos dias. Os simbolos indicam diferencgas significativas (p<0,01): ** — quando
comparado com a situagdo do liofilizador nos 0 dias para o restante dos dias, ## — quando
comparado com a situacéo da estufa nos 0 dias para o restante dos dias. Os simbolos indicam
diferencgas significativas (p<0,01): # — quando comparado com a situagdo da estufa nos 0 dias
para o restante dos dias.

Na figura 6 observa-se que para a concentracdo de 1g/300mL de alga liofilizada, ao
fim dos 60 dias embalado a vacuo, a concentragédo de polifendis foi de 0,117 + 0,014
mg EAG/ml e sem embalar a vacuo foi de 0,106 + 0,004 mg EAG/mI, ndo existindo
diferencas significativas.

Como ja foi referido anteriormente, os resultados obtidos sdo bastante positivos,
conseguindo diferenciar os dois métodos de embalar, o que faz todo o sentido, pois
retirando o oxigénio (vacuo), a deterioragdo serd menor, obtendo resultados
superiores com este método, embora que estatisticamente este diferenca ndo seja
significativa ao fim dos 60 dias.

Um dos objetivos do presente estudo foi concluido com sucesso, verificando-se que a
perda de antioxidantes ocorre essencialmente durante os primeiros 15 dias,
mantendo-se relativamente constante até aos 60 dias, facto que é interessante na
perspetiva futura da comercializacdo da alga em saquetas de ch& para que o

consumidor possa fazer a sua infusédo em casa.

4.5- Tisana de Fucus spiralis com chéa verde

Como referido anteriormente, o objetivo foi produzir um cha de algas com chéa verde
para obter um poder antioxidante superior. Dessa forma realizou-se a quantificacéo de
polifendis com diferentes concentragbes de cha verde e alga. O resultado para a
mistura entre o cha verde e a alga (0,59 + 0,5g) foi de 0,375 + 0,012 mg EAG/m,
seguindo-se o resultado mais proximo para 1g de cha verde (0,323 = 0,031 mg
EAG/ml), ndo existindo diferencas estatisticamente significativas entre os valores
referidos. J& para a concentragdo de alga a 1g (0,277 = 0,041 mg EAG/ml)
relativamente a mistura, existem diferencgas significativas (p<0,01).

Também foram encontradas diferencas significativas (p<0,05), comparando a
concentracdo de 0,59 de ché verde cujo resultado obtido foi de 0,295 + 0,018 mg
EAG/ml, com a mistura de 50% entre chid verde e alga. Para o resultado da
concentracdo de 0,59 de alga (0,225 % 0,012 mg EAG/mI), existem diferencas
significativas (p<0,001) com a mistura de 50% entre cha verde e alga, também com

diferencas significativas (p<0,01) quando comparado com a situacdo do chéa verde a
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19, e com diferencas significativas (p<0,05) quando comparado com a situa¢do do cha

verde a 0,5g.
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Figura 7 - Quantificacdo de polifendis (mg de equivalentes de acido galico/ml) em tisanas com
diferentes concentragbes de cha verde, alga e mistura de ché verde e alga em 300 mL de
agua. Os valores representam valores médios + SD de 3 experiéncias independentes. Os
simbolos indicam diferengas significativas (p<0,001): *** — quando comparado com a mistura
de 50% de cada com a alga de 0,5g. Os simbolos indicam diferengas significativas (p<0,01): **
— quando comparado com a mistura de 50% de cada com a alga de 1g, ®® — quando
comparado com a situacdo de alga a 0,59 com o cha verde a 1g. Os simbolos indicam
diferencgas significativas (p<0,05): * — quando comparado com a mistura de 50% de cada com o
chéa verde de 0,5g, # — quando comparado com a situacdo do ch& verde a 0,5g com a alga a
0,5g.

4 .6- Provas sensoriais realizadas

A andlise sensorial permite determinar diferencas, caracterizar e medir atributos
sensoriais dos produtos e ainda determinar se o consumidor deteta diferencas nos
produtos e se os mesmos sdo aceites ou ndo pelo consumidor. E de salientar que
neste estudo especifico as provas sensoriais foram reduzidas a um namero pequeno
de provadores, apenas para decidir a concentracéo de alga a utilizar, 0,1g, 0,59 ou 1g.
Em relagdo a concentragdo a utilizar de aditivos alimentares, procedeu-se do mesmo
modo, também com um numero pequeno de provadores. Foram produzidas 20
diferentes amostras de tisanas, variando as concentracdes dos aditivos alimentares,

até chegar a concentragéo tida como mais adequada.
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Depois de todas as andlises efetuadas a preferéncia do painel foi para a formulacéo
constituida por:

e Acessulfame K —0,05¢g/L

o Aspartamo — 0,135g/L

e Frutose — 0,5¢/L

e Acido citrico — 0,008g/L

e Sorbato de potassio — 0,05g/L
Apoés a inclusdo da “receita” aprovada pelo painel, foram testados trés diferentes

métodos de conservacao (figura 8).

Figura 8 — Tisanas depois de todos os processos térmicos (Filtracdo, Esterilizacdo e
Pasteurizacdo) e depois de embalado.

4.7. Produto final — processos de conservacéao
4.7.1- Microbiologia

Em relagdo a microbiologia no presente estudo, decidiu-se realizar apenas contagem
de microrganismos totais para o cha ja embalado e pronto para consumo. Para esta

analise decidiu-se fazer a contagem no tempo de 0, 15 e 30 dias.

Tabela 1 — Contagem de microrganismos totais apds o processo de conservagéo (0 dias). Para
todas as contagens foram realizadas duas replicas e sempre em duplicado. A bebida foi a
solucdo mae, utilizada para as diluicdes sucessivas.

Bebida
Esterilizacdo <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Pasteurizacéo <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Filtracéo <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
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Como ilustra a tabela 1, os valores relativos a analise microbiol6gica do cha apds os
diferentes processos térmicos e a embalagem, revelaram que as contagens de
microrganismos totais foram todos <1, ou seja, 0,0x10° UFC/ml para ambos 0s casos.
Apbs 15 dias realizou-se a segunda contagem, encontrando-se os resultados na
tabela 2. Os valores maximos obtidos nas contagens de microrganismos totais foram
registados para o processo de pasteurizagéo, 1,3x10°UFC/ml, tendo as contagens
mais baixas sido registadas para a esterilizac&o e filtracdo, 0,0x10°UFC/m.

Tabela 2 — Contagem de microrganismos totais apés o processo de conservacao (15 dias).

Para todas as contagens foram realizadas duas replicas e sempre em duplicado. A bebida foi a

solucdo mae, utilizada para as diluicdes sucessivas.

Bebida -1
Esterilizacdo <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Pasteurizacéo 172 124 22 4 12 4 1
Filtrac&o <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Passados 30 dias, os resultados obtidos foram substancialmente diferentes (tabela 3).
O processo de filtragdo continuou a ter os valores mais baixos, 0,0x10°UFC/m, ja no
caso da esterilizagdo, que nos 15 dias também tinha 0,0x10°UFC/ml, o resultado dos
30 dias foi bastante superior, 9,3x10*UFC/ml, na pasteurizacao foi impossivel obter o

valor, pois as placas estavam incontaveis até a diluicdo -5, todas elas com um “tapete

de microrganismos.

Tabela 3 — Contagem de microrganismos totais apos o processo de conservagédo (15 dias).

Para todas as contagens foram realizadas duas replicas e sempre em duplicado. A bebida foi a

solucdo mae, utilizada para as diluicdes sucessivas.

Bebida
Esterilizagao +300 +300 +300 184 29 2 <1
Pasteurizagdo | +300 +300 +300 +300 +300 +300 <1
Filtracéo <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
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Depois de incubadas as placas, relativas a contagem de microrganismos totais,
registaram-se o crescimento de dois tipos de colénias. A maioria das coldnias
detetadas eram muito pequenas, mas em bastante nimero e com uma coloracdo um
pouco cor-de-laranja (pasteurizacdo), em menor namero foram observadas colénias
com coloragcdo bege e com aspeto gelatinoso. A observacdo ao microscopio ndo se
revelou esclarecedora. Os dois tipos de coldnias obtidas desenvolveram-se nos dois
diferentes métodos de conservagdo. No que diz respeito a pasteurizacéo no dia 30, ja

foi diferente, observando-se um “tapete” desde a solugdo mae até a placa -5.

4.7.2- Polifendis
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Figura 9 - Quantificacdo de polifentis (mg de equivalentes de acido gélico/ml) nas tisanas da
alga Fucus spiralis para trés métodos de conservacdo (esterilizacdo; pasteurizagéao, filtracao)
desde os 0 aos 30 dias. Os valores representam valores médios £+ SD de 5 experiéncias
independentes. Os simbolos indicam diferengas significativas (p<0,001): *** — quando
comparado com a situagéo da esterilizacdo nos 0 dias para o restante dos dias, ### — quando
comparado com a situacdo da pasteurizacdo nos O dias para o restante dos dias, e —
quando comparado com a situagao da filtragdo nos 0 dias, www — quando comparado com a
situagdo da pasteurizagdo nos 15 dias para o restante dos dias, ¢¢¢ — quando comparado com
a situacdo da filtragdo nos 15 dias, 866 — quando comparado com a situagdo entre a
esterilizacdo e a pasteurizagdo nos 0 dias, www — quando comparado com a situacao entre a
pasteurizacédo e a filtragdo nos 0 dias, caa — quando comparado com a situacdo entre a
esterilizagdo e a pasteurizagdo nos 15 dias. Os simbolos indicam diferencas significativas
(p<0,01): ®d — quando comparado com a situacéo da esterilizacdo nos 15 dias para o restante
dos dias, BB — quando comparado com a situagdo entre a pasteurizacdo e a filtragdo nos 15
dias. Os simbolos indicam diferengas significativas (p<0,05): \ — quando comparado com a
situacao entre a esterilizacdo e a pasteurizacao nos 30 dias.
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Pode-se observar pela analise da figura 9 que o processo térmico de conservacao por
esterilizacdo esta associado ao maior valor de polifenéis tanto no tempo 0 (0,293 +
0,015 mg EAG/mI), como no tempo 30 (0,125 £ 0,018 mg EAG/mI).

No tempo 0, as diferencas entre 0s processos sdo visiveis, tanto na esterilizacdo
(0,293 £+ 0,015 mg EAG/ml) como na filtracdo (0,271 + 0,002 mg EAG/ml) tém
diferencas (p<0,001) para com o processo de pasteurizacdo (0,213 = 0,007 mg
EAG/mI). Entre a esterilizacdo e a filtragdo ndo existem diferengas estatisticamente
significativas.

Verificou-se ainda que aos 15 dias, existe diferenca estatisticamente significativa
(p<0,001) entre o processo de esterilizacdo (0,195 + 0,008 mg EAG/ml) e a
pasteurizacao (0,154 + 0,006 mg EAG/ml), também existem diferenca estatisticamente
significativas (p<0,01) entre os processos de pasteurizacdo e de filtracdo (0,168 *
0,005 mg EAG/m).

Contudo ap6s os 30 dias, ndo existem diferencas significativas entre o processo de
esterilizacdo (0,125 + 0,018 mg EAG/m) e filtragdo (0,115 + 0,002 mg EAG/mI), mas

entre a esterilizacdo e a pasteurizagéo (0,095 = 0,004 mg EAG/mI).

4.7.3- Cor

Macroscopicamente foi possivel verificar alteragbes de cor entre 0s trés processos
conservagao, esterilizagéo, filtragdo e pasteurizagéo, tal como pode ser verificado pela

analise da figura 10, 11 e 12.

Figura 10 — Garrafa de tisanas Esterilizado com 0,59/300mL de alga e 0,5g/300mL de ch&
verde.
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Figura 11 - Garrafa de tisanas Filtrado com 0,5g/300mL de alga e 0,5g/300mL de cha verde.

Figura 12 - Garrafa de tisanas Pasteurizado com 0,5¢g/300mL de alga e 0,5g/300mL de cha
verde.

Macroscopicamente, consegue-se observar essas diferencas, sendo que a tisana que
foi esterilizada (figura 10) apresenta uma coloracdo mais escura que 0S outros
processos, filtracdo e pasteurizacdo. Este foi o processo que eleva a tisana a maior
temperatura, cerca de 123°C durante 25min, isto para que se consiga que o produto
(tisanas) esteja a 121°C durante 15min.

A pasteurizacdo, contrariamente a esterilizacdo € a que apresenta uma cor mais clara
(figura 12). A filtracdo ao contrario dos outros dois processos, em vez de sofrer um
processo térmico sofre uma filtragcdo realizada com um filtro de 0,22 um na camara de
fluxo, para que a assepsia seja a maior possivel.

Depois de se observar as diferencas macroscopicamente, realizou-se uma avaliagéo
de cor através do método de Cielab (L*,a* e b*). Os resultados encontram-se
apresentados nas figuras 13, 14 e 15.

Foram determinados os valores de AE (diferenga de cor entre duas medidas
espectrofotométricas), tal como descrito nos métodos.
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Os valores de AE tiveram como base os valores de L*, a* e b* do produto final apds os
processos de esterilizacdo, pasteurizacao e filtracao.

Consegue-se observar pela andlise da figura 13, que o processo de esterilizacdo tem
um valor inferior de luminosidade quando comparado com 0s outros processos, logo a
sua cor é mais escura, tal como observado macroscopicamente (figura 10) (Sampaio &
Correia, 2010).

Os valores do AE (figura 16) foram semelhantes para todos ao longo do tempo, ndo
existindo diferencas estatisticamente. Para o processo de esterilizagdo, no tempo 0 o
valor de AE foi de 22,16, no tempo 15 foi de 22,03 e no tempo 30 foi de 21,98. Ja para
0 processo de filtracdo no tempo 0 o valor de AE foi de, 23,51, no tempo 15 foi 23,60 e
no tempo 30 foi 23,68, ja no terceiro processo, a pasteurizacao os valores de AE foram
0s mais altos, para o tempo 0 o valor obtido foi de 24,19, no tempo 15 foi 24,36 e no
tempo 30 foi de 24,40.
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Figura 13 — Quantificacdo do parédmetro de cor L* em tisanas com 0,5g/300mL de alga e
0,5g/300mL de cha verde para trés processos de conservacao, esterilizacdo, pasteurizagdo e
filtragdo. Os valores sdo a média + SD dos pardmetros de 3 experiéncias independentes. Os
simbolos indicam diferencgas significativas (p<0,001): ### — quando comparado com a situagéo
da filtracdo nos O dias. Os simbolos indicam diferengas significativas (p<0,01): ** — quando
comparado com a situagcdo da esterilizacdo nos 0 dias. Os simbolos indicam diferencas
significativas (p<0,05): # — quando comparado com a situagcdo da filtracdo nos O dias. * —
quando comparado com a situacdo da esterilizacdo nos 0 dias.
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Figura 14 - Quantificagdo do parametro de cor a* em tisanas com 0,5g/300mL de alga e
0,5g/300mL de cha verde para trés processos de conservacao, esterilizacdo, pasteurizagdo e
filtracdo. Os valores sdo a média + SD dos par&metros de 3 experiéncias independentes. Os
simbolos indicam diferengas significativas (p<0,001): *** — quando comparado com a situagéo
da esterilizacdo nos 0 dias. Os simbolos indicam diferengas significativas (p<0,01): ** — quando
comparado com a situagdo da esterilizagdo nos 0 dias e ## — quando comparado com a
situacao da filtracdo nos 0 dias.
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Figura 15 - Quantificacdo do pardmetro de cor L* em tisanas com 0,59/300mL de alga e
0,59/300mL de cha verde para trés processos de conservacdo, esterilizagdo, pasteurizacédo e
filtracdo. Os valores sdo a média + SD dos parametros de 3 experiéncias independentes. Os
simbolos indicam diferengas significativas (p<0,001): ### — quando comparado com a situagéo
da filtragdo nos 0 dias. Os simbolos indicam diferengas significativas (p<0,01): ** — quando
comparado com a situagdo da pasteurizacdo nos O dias. Os simbolos indicam diferencas
significativas (p<0,05): # — quando comparado com a situa¢éo da pasteurizac&o nos 0 dias.
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Figura 16 - Quantificagdo do AE em tisanas com 0,5g/300mL de alga e 0,5g/300mL de cha
verde para trés processos de conservacado, esterilizacao, pasteurizacéo e filtragdo. Os valores
sdo a média = SD dos parametros de 3 experiéncias independentes. Nao existem diferencas

estatisticamente significativas.

55






Discussao







Discussao

A exploracdo dos oceanos estd em rapido crescimento como € evidenciado pela
expansao as patentes para produtos marinhos, incluindo algas. O investimento em
esforcos de investigacdo sobre algas foi recentemente identificado como a principal
for¢a para o desenvolvimento de um mercado biotecnolégico de produtos derivados de
algas

(Mazarrasa, I., 2014).

As algas castanhas formam a classe das Phaeophyceae, que se acredita ter surgido
entre 200 e 150 anos atras. Esta classe é representada por 1.760 espécies diferentes
divididas em 18 ordens diferentes. As algas castanhas mostram uma enorme variacao
na forma e tamanho, variando de finos filamentos a complexas estruturas. S8o as
algas mais diversas e abundantes nos mares frios e também o grupo de macroalgas
para 0s quais esta disponivel o maior nimero de estudos sobre atividades bioldgicas
(Hayes, M. 2012).

A ordem Fucales (classe Phaeophyceae) atualmente inclui 520 espécies (Hayes, M.
2012) de algas castanhas encontradas a zona intertidal marinha em todo o mundo,
particularmente em regides frias e temperadas (Hayes, M. 2012).

Especificando, a Fucus spiralis, tem como habitat natural a zona intertidal marinha.
Esta passa 90% do tempo fora de agua esta sujeita a suportar condi¢cdes extremas de
seca, salinidade, radia¢des, herbivoros, bactérias patogénicas e epifitas (Salvador N.,
2007). Por estes motivos, esta alga adaptou uma forma de sobreviver a todos estes
fatores que sdo preponderantes na producdo de novas moléculas com atividade
antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, entre outras (Lambert, J, Yang, 2003).Tal
facto foi comprovado em trabalhos desenvolvidos anteriormente pelo nosso grupo de
investigacao (Pintéus, 2011), onde a quantificacao total de polifendis (QTP) através do
método Folin-Ciocalteu foi testado em trés fracGes de algas diferentes e a Fucus
spilaris, foi a alga que apresentou uma maior quantidade de polifendis (+ 41,54 mg
EAG/g de extrato total) (Pintéus, 2011). Estes resultados justificam a escolha desta
alga, uma alga comestivel, para o desenvolvimento do produto a que este trabalho se
propés.

No desenvolvimento de novos produtos uma das etapas mais cruciais é a
caraterizagdo e o processamento dos seus constituintes (Mital, A., 2011). Neste
sentido a utilizacdo da alga seca tornou-se crucial para o desenvolvimento do produto
em causa, no entanto diversas técnicas podem ser utilizadas para o efeito. Neste
trabalho, a desidratagcéo da alga foi realizada por trés métodos, o secador, o liofilizador
e a estufa. Embora nos trés métodos a secagem da alga tenha sido,
macroscopicamente, completa, a técnica de liofilizagdo foi a mais eficiente, isto porque

a amostra depois de liofilizada, comparativamente com as outras duas técnicas,
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apresentou um valor de aW inferior, 0 que torna a amostra mais estavel e menos
perecivel. Embora os resultados da percentagem de humidade nédo tenham sido téo
dispares comparativamente com a secagem através da estufa ventilada, o processo
de liofilizagdo apresentou diferengas estatisticamente significativas para o processo de
secagem através do secador. Marcando assim, uma vez mais, a vantagem da
utiliza¢ao do liofilizador no processo de secagem (Bhandari, B., 2013).

As algas castanhas tém sido amplamente estudadas, principalmente pela sua
capacidade antioxidante, por possuirem um grupo Unico de moléculas denominadas
florotaninas e por muitas delas serem ediveis. As florotaninas sdo o maior grupo de
polifendis presentes nas algas castanhas, que quando purificados demonstram possuir
uma forte capacidade antioxidante (Wang et al., 2009). Sabe-se que a producdo
destes compostos, constituintes da parede celular, nomeadamente da Fucus spiralis,
tem fungBes de regeneracgédo celular, bem como de defesa contra fungos e bactérias e
protecdo contra herbivoros, protecdo ultravioleta e s@o consideradas substancias
osmorreguladoras (Schoenwaelder e Wiencke, 2000). Para além destas
caracteristicas, demonstram possuir uma forte capacidade antioxidante e como tal,
tém sido alvo de diversos estudos para o tratamento profilatico de doengas como por
exemplo as doengas cardiovasculares, disfungéo eréctil e cancro (Kang et al., 2003).
Para além das florotaninas, ja foram identificados em algas castanhas outros
compostos fendlicos como fucdis, fluretdis, fucofluretéis, fucoxantina, entre outros
(Sadati et al., 2011).

Neste sentido, este trabalho propbs-se a desenvolver um produto com elevada
capacidade antioxidante recorrendo a utilizagcdo da alga Fucus spiralis. Contudo, uma
das desvantagens das moléculas bioativas produzidas por este tipo de organismos
marinhos é a pouca resisténcia a elevadas temperaturas (Fitzgerald, C., 2014). Pelo
gue existiu a necessidade de confirmar a capacidade de resiliéncia as elevadas
temperaturas por parte dos polifendis presentes na alga. Para tal, deixou-se a alga em
adgua a ferver durante 10 minutos e realizou-se a quantificagdo total de polifendis
(QTP). A medicéo de QTP das tisanas desenvolvidas com Fucus spiralis demonstrou
uma elevada capacidade antioxidante, contudo foi verificado uma quantidade inferior
de polifendis, comparativamente com a analise desenvolvida anteriormente no seio do
grupo de trabalho onde este estudo se incorporou (Rodrigues, 1., 2011). Esta diferenca
sustancial de QTP entre os dois trabalhos ndo se deve tanto ao facto das elevadas
temperaturas necessarias para desenvolver as tisanas, mas sim as diferentes
concentracdes de alga utilizadas, bem como ao método de extracdo utilizado,

principalmente em relacdo aos solventes. Pelo que a utilizacdo desta alga demonstrou
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ser indicada para desenvolver um produto tisanas com um elevado teor de
antioxidante.

Diversos trabalhos tém demonstrado que a secagem e embalamento a vacuo permite
uma melhor conservacéo do alimento, tanto a nivel microbiolégico como quimico. Isto
porque a auséncia de oxigénio na embalagem diminui a oxida¢éo do produto e inibe a
proliferacdo de microrganismos aerébios (Pavelkova, A., 2013).

O embalamento a vacuo da alga Fucus spiralis no presente trabalho ndo apresentou
vantagens significativas comparativamente com o embalamento comum. Ao longo de
60 dias de armazenamento, foi analisada a quantificacdo total de polifenois da alga,
onde se verificou uma relacdo direta com a concentragdo da mesma. O tipo de
embalamento ndo demonstrou ter influéncia no potencial antioxidante da alga. Uma
justificacdo para este resultado pode ser a elevada estabilidade que a alga e os seus
constituintes tém apds a sua desidratacdo. No produto em estudo constatou-se que o
processo de secagem influencia mais, comparativamente com o0 processo de

embalamento.

Comparativamente com o método de embalamento, a escolha do processo de
secagem tem uma maior influéncia no potencial antioxidante, pelo que num possivel
scale up industrial, devera ser dada maior atencdo ao método de secagem do que ao
método de embalamento.

Tal como referido anteriormente, um dos principais objetivos do trabalho foi
desenvolver um produto tisanas com Fucus spiralis com elevado poder antioxidante e,
apo6s a analise dos resultados respeitantes a quantidade total de polifendis, verificou-
se que as concentracfes de 0,59 e 1g foram as que obtiveram melhores resultados,
contudo a diferenca verificada entre as duas quantidades néo foi significativa para que
se optasse pela quantidade superior. Embora as tisanas desenvolvidas com 0,59 de
alga apresentasse um elevado poder antioxidante, relativamente a quantidade de alga,
tinha-se o intuito de desenvolver um produto com maior capacidade antioxidante, pelo
gue a adicdo de ch& verde mostrou ser uma boa opc¢éo tanto ao nivel sensorial como a
nivel quimico.

O ché verde tem sido introduzido na dieta ocidental na ultima década devido aos seus
beneficios. Este chi tem origem nas folhas de Camellia sinensis e tem sido alvo de
diversos estudos que tém demonstrado que o consumo deste chd esti associado a
importantes beneficios para a saude, nomeadamente a redugdo do colesterol,
combate na prisdo de ventre, também estimula o bom funcionamento do figado e

patologias relacionadas com o défice de antioxidantes e prevencdo de doencas

61



Discussao

tumorais ligadas ao pulméo, ao figado, ao estbmago, ao eséfago e a pele (Johnson, J.
J., 2010).

Dulce M.A. Gil e colaboradores (2011) avaliaram a quantidade de polifendis presentes
no cha verde, onde constataram que este apresenta para 100 ml de agua, 110 mg
EAG/g de chd, o que vai de encontro com os resultados do presente no estudo, onde a
guantidade total de polifenéis se apresentada nas mesmas unidades teria 107,7 mg
EAG/g de cha. Esta elevada quantidade de polifendis deve-se sobretudo as
catequinas, um grupo de fendis muito caracteristico e presente em grandes
quantidades no cha verde (Lloret, M., & Schmalko, M. (2012).

Neste sentido, o ch&a verde demonstrou ser um excelente aditivo para as tisanas com
um elevado potencial antioxidante. A caracteristica de atividade antioxidante do ch&
verde foi também verificada neste trabalho, quando a sua adicdo nas tisanas
desenvolvidas com alga. O incremento de polifendis no produto final é claramente
visivel e estatisticamente superior comparativamente as tisanas produzidas apenas
com a alga Fucus spiralis. Embora o cha verde e a alga tenham por si s6 quantidades
apreciaveis de polifenéis, na mistura final ndo se verifica a soma da atividade
antioxidante das duas diferentes origens, mas sim um aumento da quantidade de
polifendis comparativamente com as duas diferentes origens.

Nas tisanas desenvolvidas neste trabalho existiu também a necessidade de adicionar
na sua formulagdo alguns aditivos alimentares com o objetivo de melhorar as
caracteristicas organoléticas do produto e também para efeitos de conservacao.
Embora a avaliacdo sensorial do produto tenha sido reduzida a um pequeno painel de
provadores constatou-se que a alga transferia um flavour e aroma muito intenso para a
tisana, sendo necesséria a adicdo de alguns aditivos como o acessulfame potassio,
aspartamo e frutose, de forma melhorar as caracteristicas organoléticas do produto
final. Para além destes, os aditivos sorbato de potassio e acido citrico foram
adicionados com a intencdo de aumentar o tempo de vida do produto. Por sua vez, o
acido citrico também tem a funcao de regular a acidez do mesmo.

A conservacédo dos alimentos nhuma fase de comercializacdo do produto torna-se uma
etapa importante. Isto porque um grande periodo de vida € sempre 0 mais desejado
pela industria e pelo consumidor final. Neste sentido, 0os processos térmicos tém um
papel predominante na industria, uma vez que sdo eficazes e economicamente
vidveis. A esterilizacdo € um método muito utilizado e com resultados garantidos uma
vez que este processo elimina os microrganismos vidveis no alimento. Sendo que
guando realizado num recipiente absolutamente selado e estéril, o periodo de validade

do produto aumenta consideravelmente. No presente trabalho a esterilizagcdo do
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produto final demonstrou ter bons resultados durante os primeiros 15 dias, onde se
verificou uma carga microbiana muito reduzida. No entanto, a contagem de
microrganismos totais aerdbios presentes no produto ao fim de 30 dias demonstrou
uma elevada carga microbiana respetiva a este processo térmico.

A pasteurizacdo, embora seja um processo menos agressivo, € um processo bastante
idéntico a esterilizagdo e também bastante utilizado na industria. Neste sentido
recorreu-se a sua utilizacdo para verificar se aumentaria o periodo de vida das tisanas
desenvolvidas. Onde se constatou, comparativamente com a esterilizacdo, que o
processo de pasteurizacdo apresentou uma carga microbiana superior ao fim dos
primeiros 15 dias. Este resultado seria expectdvel uma vez que o processo de
pasteurizacdo decorre durante um maior periodo de tempo, mas a temperaturas
inferiores. Pelo que a resisténcia de alguns microrganismos a temperaturas mais
baixas, dentro de uma gama de altas temperaturas, pode ser suficiente para resistir
ficando viaveis no fim do processo de pasteurizacao.

A conservacdo de alimentos pode também recorrer a processos fisicos, como a
filtracdo. Este processo recorre a filtros com um tamanho n&o superior a 0,45
micrometros que ajudam a remover e a evitar a multiplicagdo de microrganismos, sem
recorrer a elevadas temperaturas. A filtracdo tem sido alvo de estudo, isto porque as
carateristicas dos produtos mantém-se mais estaveis, no entanto torna-se um
processo bastante dispendioso e industrialmente ainda com pouca aceitacdo. No
presente trabalho a filtracdo foi o processo que demonstrou melhores resultados ao
nivel da conservacdo, comparativamente com a esterilizacdo e com a pasteurizacao.
Sendo que ao fim de 30 dias de conservacéo as tisanas ndo apresentaram quaisquer
unidades formadoras de colénias (UFC’s), mostrando assim que o produto conservado
por filtracdo apresenta um maior tempo de vida Util.

Como referido anteriormente, o principal objetivo deste trabalho foi desenvolver um
produto tisanas com elevada capacidade antioxidante recorrendo a algas. Desta forma
existiu a necessidade de avaliar qual seria o melhor tratamento de conservagdo que
mantivesse o potencial antioxidante desejado. Neste sentido foi quantificada a
quantidade total de polifen6is durante o0 mesmo periodo utilizado para os ensaios de
conservacao (30 dias). Nesta avaliagdo verificou-se que os tratamentos esterilizacdo e
filtracdo no inicio do referido periodo apresentaram uma quantidade de polifendis
consideravel e idéntica, ao contrario do processo de pasteurizagdo que apresentou
uma quantidade de polifendis bastante reduzida em comparacdo com o0s restantes
processos. Estes dados podem sugerir que os polifenéis conseguem resistir a
elevadas temperaturas, mas por curtos periodos de tempo, 0 que acontece com a

esterilizacdo. Ao contrario, na pasteurizacdo a temperatura mantem-se elevada
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durante grandes periodos de tempo, o que pode destabilizar os polifenéis. Embora a
esterilizacdo e a filtragdo tenham demonstrado melhores resultados, ao longo deste
periodo a quantidade total de polifendis foi decrescendo em todos os métodos de
conservacdo ao longo do tempo. Esta diminuicdo de polifendis pode também ser
observada quando se compara o produto antes e depois da adicdo dos aditivos de
melhoramento organolético e de conservacdo. Esta constatacdo leva a conclusao de
gue o decréscimo de polifendis pode estar associado a adicdo de moléculas e as
interacdes que estas podem ter com os polifendis.

Ronald L. Prior e colaboradores (2005) demonstraram que a avaliacdo do potencial
antioxidante de solucgdes ricas em polifen6is com a adicdo de outras moléculas (como
por exemplo, frutose, acido ascorbico) apenas pelo método Folin-Ciocalteu podera ser
uma analise redutora e imprecisa. As moléculas adicionadas podem reagir com 0s
polifendis presentes na solucdo e ocultam a sua presenca aquando da determinacao
de polifendis pelo método Folin-Ciocalteu. Estes resultados vao de encontro com 0s
obtidos neste trabalho, uma vez que antes da adicdo dos referidos aditivos a
quantidade total de polifenéis foi superior. Tal facto pode indicar que as tisanas
desenvolvidas podem ter ainda um maior potencial antioxidante devido & presenca da
alga Fucus spiralis e do cha verde, apresentando-se como um produto inovador e de

valor acrescentado para a inddstria alimentar.
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Como referido anteriormente, as algas fazem parte da dieta de varios povos ha varios
séculos e, atualmente, verifica-se um acentuado aumento da sua utilizacdo em outras

diferentes e variadas dietas.

As algas marinhas estdo também associadas cientificamente a altos valores nutritivos
devido ao seu baixo valor em calorias e gorduras. Com a evolu¢cédo dos tempos, cada
vez mais a saude e o bem-estar estdo no topo das preocupacdes da populacéo

mundial, tornando assim as algas um ingrediente alimentar essencial na dieta mundial.

Neste momento existem tendéncias de mercado para produtos light, dietéticos ou
diuréticos e o poder antioxidante € um parametro extraordinariamente importante para

que o produto seja realmente eficaz.

Pode-se afirmar que foram obtidas varias conclusbes positivas na realizagcdo do

presente trabalho.

A primeira conclusédo a destacar foi o facto de os polifen6is serem extraidos para a
agua das tisanas apés 10 minutos de fervura. Em segundo lugar, a alga seca através
do processo de liofilizacdo tem um rendimento superior aos processos realizados
através da estufa e do secador. Para cada um dos métodos de secagem foram usadas
trés diferentes concentragbes de alga, 0,19, 0,5g e 1g, permitindo-nos afirmar que o
resultado obtido para a concentracdo de 0,1g é muito inferior ao das outras duas
concentragdes. Contudo a diferenca entre a concentragcdo de 0,59 e de 1g néo é
significante na maioria dos casos, facto importante para a producgéo industrial. O poder
antioxidante (polifendis), a cor, o pH, o aW e o teor de humidade, foram os parametros

de estudo deste trabalho que permitiram validar as afirmacdes anteriores.

A atividade antioxidante e a cor foram medidos em diferentes circunstancias. O poder
antioxidante, tal como ja foi referido, era essencial no projeto por se considerar um
produto inovador na area da dietética e a cor, pois a primeira imagem que o0
consumidor tem é visual. No aW e no teor de humidade nao foi s6é a alga seca pelos
trés métodos de secagem, como também a alga fresca, acabada de apanhar. Também
os valores obtidos para a atividade da agua e para a humidade revelaram que o

processo de liofilizacdo acabou por ter um rendimento superior.

Ainda relativamente aos polifendis e a cor, estes parametros foram medidos também
ao longo de 60 dias com o intuito de observar se estes ndo se alteravam muito em
relacdo ao tempo 0. Foi possivel observar que existem diminuigcdo dos polifendis ao

longo do tempo.
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Tendo em conta que no mundo empresarial qualquer redugcdo de custo é muito
importante, decidiu-se também observar se existiiam diferencas no tipo de
embalamento da alga a vacuo ou ndo. Assim sendo, voltou-se a medir os polifendis e
a cor ao longo de 60 dias, permitindo concluir que o investimento para fazer o
embalamento a vacuo ndo seria necessario, pois 0s valores obtidos ndo apresentam

diferencas significativas.

Tendo em consideracédo todos os resultados obtidos até aqui, conclui-se que utilizando
a concentracdo de 0,5g de alga liofilizada, poder-se-ia comercializar saguetas com
0,5g para o consumidor final fazer a sua prépria infusédo. No entanto, outro do objetivo
do trabalho passou pela formulacdo de uma bebida embalada, onde também se
utilizou 0,59 de alga liofilizada. Nesta fase os estudos também foram efetuados com o
cha verde.

A concentracao de cha verde escolhida para os testes foi igual a de alga, ou seja,
0,5¢.

Realizou-se também uma pequena prova sensorial entre um grupo restrito de
elementos. Para que, por tentativa erro se decidisse a concentracdo dos aditivos

alimentares a utilizar no produto final. Os resultados foram unanimes.

Prosseguiu-se para os processos térmicos, tendo sido os utilizados a esterilizacdo, a

pasteurizacdo e também um processo de filtragem a 0,22um.

Nesta fase do estudo, foram também analisados os polifenéis, a cor e o0s

microrganismos totais.

Os trés parametros foram também medidos ao longo do tempo, mas desta vez em

apenas 30 dias.

Em relag&o aos polifendis, os resultados foram positivos. No processo de esterilizagéo,
onde se obteve os melhores resultados, ndo diferindo muito do processo de filtracao,
sendo o processo de pasteurizacdo 0 processo em que 0s resultados sdo menos

promissores.

Ao nivel da cor, os resultados também foram bastante diferentes, sendo que o produto
que foi esterilizado apresentava uma cor bastante mais escura que os outros dois

processos, a filtracdo e a pasteurizacao.

Em relacdo ao estudo da microbiologia, inicialmente, todos os métodos estavam como

0 esperado, ou seja, <1 de microrganismos encontrados. Com o passar do tempo e ao
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final dos 15 dias, o ch& que foi pasteurizado ja apresentou contaminagdo, ndo se

verificando tal facto no cha que foi esterilizado e filtrado.

Decorridos 30 dias, a contaminacdo permaneceu no cha pasteurizado, e surgiu
também no cha esterilizado, enquanto o cha filtrado continuou sem nenhuma
contaminacéo. De referir que todos eles foram bem “engarrafados”, pois tal processo
ocorreu numa camara de fluxo com garrafas estéreis. Os resultados obtidos ao fim de
30 dias na bebida sujeita a filtracdo demonstram a eficdcia do processo de

engarrafamento.

No final do estudo conseguiu-se obter uma conclusdo concreta, que consiste na
escolha da concentracdo de 0,5g de alga e de 0,5g de cha verde, bem como na
selecdo da filtracdo (0,22um) como o processo para a inibicdo do aparecimento de

microrganismos.

Perspetivando o futuro, considera-se essencial a continuacdo das andlises por um
periodo superior de tempo de modo a confirmar-se o prolongamento do tempo de

prateleira deste produto.

Seria também interessante proceder a uma analise microbiolégica mais especifica ao
produto, de forma a avaliar a estabilidade microbiana do mesmo, apesar de se estar a

trabalhar com o produto microbiologicamente estavel.

A nivel sensorial era muito interessante treinar um painel de provadores e tracar o
perfil sensorial do cha para se conseguir compreender onde se pode melhorar o
produto final obtido neste trabalho.
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