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Resumo 

 

Nos últimos anos, as exigências dos consumidores e da indústria têm vindo a alterar-se e as 

embalagens convencionais, caracterizadas por não interagirem com o seu conteúdo e ser 

provenientes de fontes não renováveis, não permitiram acompanhar as necessidades do 

mercado. Assim, surgiram as embalagens ativas, que interagem deliberadamente com o seu 

conteúdo, encontrando-se legisladas na União Europeia (Regulamento (CE) n.º 1935/2004 e 

Regulamento (CE) n.º 450/2009). Estas embalagens podem retardar ou mesmo inibir 

processos de deterioração dos alimentos, tais como a oxidação lipídica, ou o crescimento de 

microrganismos patogénicos, permitindo aumentar o tempo de vida útil dos alimentos. 

Na sua grande maioria, as embalagens convencionais são fabricadas a partir de materiais não 

biodegradáveis que, para além de representarem um grave problema ambiental, podem 

interagir de forma não intencional com a matriz alimentar que protegem, passando para os 

alimentos compostos potencialmente tóxicos para a Saúde Humana. Este fenómeno de 

transferência de massa é denominado migração. Quando aplicado às embalagens ativas 

emissoras é um processo desejado, já que se trata de substâncias destinadas a prolongar a vida 

útil do alimento. 

Uma das reações mais relevantes, relacionadas com a degradação dos alimentos, é a oxidação 

lipídica, que leva a uma alteração nutritiva e sensorial e diminui o prazo de validade dos 

produtos embalados. Assim, a indústria alimentar tem um grande interesse na prevenção de 

fenómenos de oxidação e esta é minimizada através da adição de antioxidantes sintéticos ou 

naturais ao alimento. Os antioxidantes naturais são uma alternativa segura aos antioxidantes 

sintéticos, pelo que o seu uso tem aumentado na conservação de alimentos. No presente 

trabalho, o extrato de chá verde foi escolhido para ser incorporado numa embalagem 

alimentar, uma vez que a sua eficácia como antioxidante é largamente reconhecida na 

literatura. 

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a eficácia de uma nova embalagem 

alimentar ativa biodegradável, baseada em ácido polilático (PLA), com capacidade antioxidante 

através da incorporação de extrato de chá verde em diferentes concentrações, 1% e 2%, a fim 

de evitar a oxidação lipídica de alimentos com alto teor lipídico. 

No âmbito deste trabalho foi, também, estudada a atividade antimicrobiana da embalagem ativa 

e do extrato de chá verde incorporado na embalagem. 

Inicialmente, foi avaliada e comparada a capacidade antioxidante de três extratos de chá verde 

preparados em laboratório com um extrato de chá verde comercial. A capacidade 
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antioxidante foi avaliada pelo sistema de inibição do radical DPPH e pelo teste do 

branqueamento do β-caroteno. Além disso, foram determinados, também, o conteúdo em 

fenólicos totais e em flavonoides totais. O extrato de chá verde comercial apresentou maior 

capacidade antioxidante e conteúdo superior em compostos fenólicos totais. 

Relativamente à atividade antimicrobiana, o extrato de chá verde demonstrou capacidade 

inibitória sobre as estirpes S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes e E. faecalis, no entanto, quando 

incorporado no filme de PLA, nas concentrações 1% e 2%, não apresentou atividade 

antimicrobiana em relação aos microrganismos testados.  

Posteriormente, foi avaliada a eficácia de um filme de PLA com o extrato de chá verde 

comercial incorporado em diferentes concentrações, 1% e 2%, na inibição da oxidação lipídica 

de um alimento modelo. O alimento escolhido foi o salmão fumado devido ao elevado teor 

de ácidos gordos polinsaturados presentes na sua composição, suscetíveis à oxidação lipídica. 

As fatias de salmão fumado foram embaladas com os filmes ativos (PLA/chá verde 1% e 

PLA/chá verde 2%) e o filme controlo (sem extrato) durante 7, 15, 30, 45 e 60 dias, à 

temperatura de 5 ᵒC, protegidas da luz. O estado de oxidação lipídica das fatias de salmão 

fumado foi avaliado através de quatro métodos: o índice de peróxidos, a determinação do 

valor da p-anisidina, o ensaio de TBARS - Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico e a 

determinação do hexanal. 

Os resultados demostraram que a incorporação de extrato de chá verde, em filmes PLA, 

protegeu o salmão fumado da oxidação lipídica, nos diferentes tempos de armazenamento 

testados. No entanto, devem ser realizados estudos adicionais a fim de compreender melhor 

o mecanismo de ação do extrato de chá verde, pois os resultados sugeriram um efeito pró-

oxidante do filme PLA/chá verde 2%, após os 60 dias de armazenamento. 

 

Palavras-Chave: Embalagem ativa; Ácido polilático; Extrato de chá verde; Capacidade 

antioxidante; Salmão fumado; Oxidação lipídica. 
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Abstract 

 

In recent years, consumers and industry demands have been changing and conventional 

packaging, characterized by absence of interaction with its content, could not accomplish the 

emerging market needs. However, active packaging, characterized by actively interacting with 

its content, emerged and is legislated in the European Union (Commission Regulation (EU) no. 

1935/2004 and Commission Regulation (EU) no. 450/2009). These packages may delay or 

inhibit the deterioration processes of foods, such as lipid oxidation, or the growth of 

pathogenic microorganisms, allowing to extend food shelf life. 

In its vast majority, conventional packages are manufactured from non-biodegradable materials 

which, in addition to represent a serious environmental concern, they may interact 

unintentionally with the food matrix they protect, transferring potentially toxic compounds to 

Human Health to foods. This mass transfer phenomenon is called migration. When applied to 

the releasing active packaging can be a desired process, since the substances are intended to 

extend food shelf life. 

There are several reactions that can cause food degradation. Lipid oxidation is one of the most 

relevant and it is capable of causing nutritional and sensory alterations, leading to shelf-life 

reduction. Therefore, the prevention of oxidation reactions is of great interest for the food 

industry. The addition of natural or synthetic antioxidants is used to counteract lipid oxidation 

of foodstuffs. Natural antioxidants are a safe alternative to synthetic antioxidants and its use 

in food preservation has been increasing. In the present work, green tea extracts (Camellia 

sinensis L.) were chosen to be incorporated in active films since its effectiveness as an 

antioxidant is extensively reported in the literature. 

The main objective of the present work was to evaluate the efficacy of a new biodegradable 

active food packaging, based on PLA, with antioxidant capacity through the incorporation of 

green tea extract in two different concentrations, 1% and 2%, in order to prevent lipid 

oxidation of foods with high lipid content. 

In this work the antimicrobial activity of the active packaging and of the green tea extract 

incorporated in the package was also studied. 

Initially, the antioxidant capacity of three of green tea extracts prepared in the laboratory was 

evaluated and compared with the one of an commercial green tea extract. The antioxidant 

capacity was evaluated by DPPH• radical scavenging method and β-carotene bleaching method. 

Moreover, the total phenolics content and total flavonoids content were also determined. The 
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commercial green tea extract presented greater antioxidant capacity, reflected in higher values 

of Trolox Equivalent, smallest EC50 and premium content in total phenolic compounds. 

Regarding the antimicrobial activity, the green tea extract inhibited the strains, S. aureus, B. 

cereus, L. monocytogenes and E. faecalis, however, when incorporated in the film of PLA, at 

concentrations of 1% and 2% did not show antimicrobial activity in relation to the tested 

microorganisms. 

Afterwards, the effectiveness of a film of PLA with commercial green tea extract was evaluated 

incorporating two different concentrations, 1% and 2%, in the inhibition of lipid oxidation of a 

food model. The food chosen to be packaged with the active film was smoked salmon, due to 

the high content of polyunsaturated fatty acids present in its composition, susceptible to lipid 

oxidation. Slices of smoked salmon were packaged with the active films (PLA/Green Tea 1% 

and PLA/Green Tea 2%) and the control film (without extract) for 7, 15, 30, 45 and 60 days 

at a temperature of 5 o C, protected from light. The lipid oxidation status of the smoked salmon 

slices was evaluated by four methods: peroxide value, p-anisidine value, TBARS test and 

monitoring of hexanal. 

The results showed that the incorporation of GTE in the PLA films protects the smoked 

salmon from lipid oxidation in the different storage times tested. However, additional studies 

should be performed to better understand the GTE mechanism of action as the results suggest 

a pro-oxidant effect of PLA/GTE 2% after 60 days of storage. 

 

Keywords: Active packaging; Polylactic acid; Green tea extract; Antioxidant capacity; Smoked 

salmon; Lipid oxidation. 
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I. INTRODUÇÃO 

Os alimentos estão expostos à ação de vários fatores (químicos, físicos e microbiológicos) que 

provocam reações capazes de modificar a composição e as características dos mesmos. A 

desnaturação de proteínas, as alterações microbiológicas, a oxidação lipídica, o escurecimento 

e a destruição de vitaminas são algumas das reações que levam a uma alteração nutritiva e 

sensorial e colocam em risco a segurança de um produto alimentar (Paseiro et al., 2007). 

A embalagem permite preservar a segurança e a qualidade dos alimentos durante o 

armazenamento e o transporte e, acima de tudo, prolongar a sua vida útil, evitando fatores ou 

condições desfavoráveis, como microrganismos em deterioração, contaminantes químicos, 

oxigénio, humidade, luz, entre outros (Yam et al., 2005; Marsh e Bugusu, 2007). A principal 

característica de segurança dos materiais de embalagem convencionais destinados a entrar em 

contato com os alimentos é serem tão inertes quanto possível, existindo o mínimo de 

interação entre a embalagem e o ambiente. No entanto, as mudanças na preferência dos 

consumidores, por alimentos mais seguros, levaram a inovações nas tecnologias de 

embalagem. Neste contexto, surgiu o conceito de embalagem ativa, com base na interação 

positiva entre a embalagem e o alimento ou o seu meio envolvente, de modo a proporcionar 

proteção ativa (Biji et al., 2015). De acordo com o Regulamento (CE) n.º 1935/2004 e o 

Regulamento (CE) n.º 450/2009, as embalagens ativas denominam-se “materiais e objetos 

ativos” e “destinam-se a prolongar a vida útil ou a manter ou melhorar a condição dos 

alimentos embalados".  

As embalagens ativas antioxidantes surgem como uma das tecnologias mais promissoras para 

a preservação de alimentos sensíveis à oxidação lipídica. O processo consiste na incorporação 

de substâncias antioxidantes em filmes plásticos de onde serão libertadas para proteger os 

alimentos da degradação oxidativa, inibindo as reações de oxidação ao reagirem com radicais 

livres e peróxidos e, consequentemente, aumentado a sua vida de prateleira (Soares et al., 

2009).  

Visando a satisfação das preocupações dos consumidores com os problemas de saúde e 

ambientais, a investigação sobre este tipo de embalagem está atualmente focada no uso de 

componentes naturais e materiais de embalagem biodegradáveis (Carrizo et al., 2014).  

Os extratos de plantas representam um dos meios mais relevantes para a obtenção de 

antioxidantes naturais, do ponto de vista da segurança alimentar (Yanishlieva et al., 2006). 

Algumas vitaminas, como o ácido ascórbico e o α-tocoferol, possuem capacidade antioxidante. 

Diversas plantas, como o chá, o alecrim, o tomilho, o orégão, a sálvia, a canela, bem como os 

seus extratos, contêm componentes antioxidantes (Brewer, 2011).  
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O chá verde é obtido das folhas da Camelia sinensis L. e é reconhecido pelas suas propriedades 

antioxidantes, antimicrobianas, anticancerígenas e anti-inflamatórias (Perumalla e 

Hettiarachchy, 2011). O chá verde apresenta uma composição complexa, contendo mais de 

2000 compostos, entre os quais encontram-se os compostos fenólicos, principalmente as 

catequinas (Dufresne e Farnworth, 2001). 

Na literatura constata-se que o extrato de chá verde já foi incorporado em diferentes matrizes 

poliméricas, como por exemplo, copolímero de etileno e álcool vinílico (López-de-Dicastillo 

et al., 2012), quitosano (Siripatrawan et al., 2010) e proteína (Yang et al., 2016).  

O uso de materiais biodegradáveis em embalagens alimentares é considerado uma alternativa 

ecológica, pois reduz o uso de plásticos poliolefínicos e a sua acumulação no meio ambiente 

(Jamshidian et al., 2010). Entre os materiais biodegradáveis disponíveis encontra-se o PLA, 

sendo a sua capacidade de biodegradação a sua principal caraterística (Paul et al., 2003). O PLA 

é produzido a partir de ácido L-láctico, que resulta da fermentação de milho ou beterraba. 

Neste contexto, surgiu o presente estudo, tendo como finalidade avaliar a eficácia de uma 

nova embalagem alimentar ativa biodegradável, baseada em PLA, com capacidade antioxidante 

através da incorporação de extrato de chá verde. Tendo em conta que a eficácia do extrato 

de chá verde como antioxidante é largamente reconhecida na literatura, optou-se por escolher 

o mesmo para ser incorporado na embalagem alimentar ativa. O novo filme será avaliado em 

relação à sua eficácia de inibição da oxidação lipídica de um alimento modelo. O salmão fumado 

foi selecionado por ser um alimento com elevado teor de gordura polinsaturada e com valor 

económico considerável no mercado. 

Pretende-se que a nova embalagem tenha uma capacidade antioxidante que permita conservar 

a qualidade do salmão fumado, produto altamente suscetível aos fenómenos de oxidação 

lipídica, de modo a prolongar o seu prazo de validade, garantindo simultaneamente a sua 

segurança alimentar. 
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1.1. Oxidação Lipídica em Alimentos 

A oxidação lipídica tem sido reconhecida desde a antiguidade como um problema na 

manutenção de produtos de natureza lipídica. Aspetos característicos associados à 

deterioração oxidativa de óleos vegetais e gorduras animais incluem o desenvolvimento de 

sabores e odores desagradáveis, bem como uma alteração na cor, viscosidade e solubilidade 

(Louli et al., 2004; Wei et al., 2006). 

Os lípidos desempenham um papel importante na qualidade de certos produtos alimentares, 

nomeadamente em relação às propriedades organoléticas (aroma, sabor e textura) que os 

tornam desejáveis. Por outro lado, conferem valor nutritivo aos alimentos, constituindo uma 

fonte rapidamente mobilizável, de vitaminas lipossolúveis (ex.: A, D, E e K) e de ácidos gordos 

essenciais (ex.: ácidos linoleico e linolénico) (St Angelo, 1996).  

Na constituição química dos lípidos podem estar presentes monoglicerídeos, diglicerídeos e 

triglicerídeos, ácidos gordos livres, glicolípidos, fosfolípidos, esteróis, entre outros. A maioria 

destes constituintes é oxidável em diferentes graus, no entanto os ácidos gordos insaturados 

são as estruturas mais suscetíveis ao processo oxidativo (Berset et al., 1996). 

A oxidação lipídica é um fenómeno espontâneo e inevitável, com uma implicação direta no 

valor comercial quer dos alimentos com elevado teor em gordura, quer de todos os produtos 

que a partir deles são formulados (ex.: alimentos, cosméticos, medicamentos) (Wei et al., 

2006).  

A oxidação lipídica ocorre durante o processamento, distribuição e armazenamento dos 

alimentos, representando a principal causa da deterioração de lípidos. Afastados do seu 

contexto de proteção natural, os lípidos sofrem, no decurso de processos de transformação 

e armazenamento, alterações do tipo oxidativo, as quais têm como principal consequência a 

modificação do sabor original e o aparecimento do odor e sabor característico do ranço, o 

qual representa para o consumidor, ou para o transformador industrial, uma importante causa 

de depreciação ou rejeição. Além de afetar a qualidade nutricional do alimento devido à 

degradação de ácidos gordos essenciais e de vitaminas lipossolúveis, a oxidação lipídica 

provoca também outras alterações no alimento, afetando a sua integridade e segurança 

alimentar, através da formação de compostos potencialmente tóxicos (Yanishlieva et al., 2006; 

Nerín et al., 2008). 

Os diferentes fenómenos de oxidação de lípidos dependem de mecanismos de reação diversos 

e extremamente complexos, os quais estão relacionados com o tipo de estrutura lipídica e o 

meio onde esta se encontra. Além disso, fatores como o número e a natureza das insaturações 

presentes, o tipo de interface entre os lípidos e o oxigénio, a exposição à luz e ao calor, a 
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presença de pró-oxidantes ou de antioxidantes são fatores determinantes para a estabilidade 

oxidativa dos lípidos (Berset et al., 1996). 

 

1.1.1. Auto-Oxidação 

A auto-oxidação é um processo dinâmico que evolui ao longo do tempo, sendo considerada 

o principal mecanismo de oxidação dos óleos e gorduras. Trata-se de um fenómeno químico 

bastante complexo, associado à reação do oxigénio com os ácidos gordos insaturados.  

O processo de auto-oxidação ocorre em três etapas ou fases: iniciação, propagação e 

terminação (Figura 1) (Hamilton et al., 1997). 

 

Figura 1. Nível de oxidação lipídica nas diferentes fases do processo (iniciação, propagação e terminação) 

(fonte: Koleva, 2007). 

 

• 1ª Fase - Fase de Iniciação 

A fase de iniciação ocorre quando, na presença de agentes iniciadores (IN) como a luz, o calor 

ou os iões metálicos, os ácidos gordos insaturados (RH) perdem um átomo de hidrogénio 

instável, formando radicais livres (R●) (Figura 2).  

 

      RH          R● + H● 

 

Figura 2. Fase de iniciação do processo de auto-oxidação. 

 

• 2ª Fase - Fase de Propagação 

Na fase de propagação, os radicais livres provenientes das reações da fase de iniciação, quando 

sujeitos à presença de oxigénio, são convertidos noutros radicais instáveis, os radicais 

peróxidos (ROO●). Estes de imediato interagem com um átomo de hidrogénio de outro ácido 

gordo insaturado, dando origem aos produtos primários da oxidação (peróxidos e 

hidroperóxidos) (ROOH) e outros radicais livres (Figura 3). Estes produtos primários não 

alteram o sabor do produto, mas possibilitam o surgimento de pigmentações castanhas ou 

amareladas nos tecidos (Hamilton et al., 1997; Shahidi e Wanasundara, 2002; Koleva, 2007).  

 

Terminação 
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        R● + O2    ROO● 

 

            ROO● + RH             ROOH + R● 

 

Figura 3. Fase de propagação do processo de auto-oxidação. 

 

• 3ª Fase – Fase de Terminação 

Durante a última fase, terminação, formam-se compostos estáveis das reações entre radicais, 

designados produtos secundários da oxidação (compostos voláteis e não voláteis) (Figura 4). 

São estes produtos secundários, os responsáveis por causar odores e sabores desagradáveis 

nos produtos, designado por ranço, e por vezes pigmentações de cor amarela (Hamilton et 

al., 1997; Shahidi e Wanasundara, 2002; Koleva, 2007).  

 

   R● + R●              RR 

  R● + ROO●                     ROOR            

     ROO● + ROO●            ROOR + O2 

 

Figura 4. Fase de terminação do processo de auto-oxidação. 

 

Nos últimos anos, a preocupação constante de proporcionar aos consumidores produtos de 

alta qualidade levou à adoção de medidas que permitem limitar o fenómeno de oxidação 

durante as fases de processamento e armazenamento dos produtos, como por exemplo, a 

escolha de processos que limitem as operações de arejamento e o tratamento térmico, a 

utilização de matérias-primas com baixos teores de água e isentas de pró-oxidantes, o 

armazenamento a baixas temperaturas e em atmosfera inerte, a adição de compostos 

antioxidantes, a utilização de embalagens estanques e opacas à radiação UV, entre outros. 

Deste conjunto de ações, a adição de compostos antioxidantes é, sem dúvida, uma prática 

corrente, razão pela qual se justifica o atual interesse pela pesquisa de novos compostos com 

capacidade antioxidante. O baixo custo de obtenção, facilidade de emprego, eficácia, 

termoresistência, características organoléticas agradáveis e ausência reconhecida de 

toxicidade, são premissas para a sua seleção e utilização a nível industrial. 

 

1.1.2. Efeitos da oxidação lipídica no pescado: Salmão Fumado 

O processo de oxidação lipídica causa nas matrizes alimentares alterações na sua textura e 

desenvolvimento de sabores e odores desagradáveis tornando os alimentos impróprios para 

consumo. Para além disso, causa degradação de vitaminas lipossolúveis e de ácidos gordos 
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essenciais (polinsaturados), que por consequência, diminui a qualidade nutricional do produto. 

Por outro lado, podem ser resultantes do processo de oxidação, compostos potencialmente 

tóxicos, comprometendo a integridade e segurança do produto (Ramalho e Jorge, 2006). 

Todos estes fatores diminuem a aceitabilidade do produto, por parte do consumidor. 

O salmão (Salmo salar L.) é um peixe que contém alto teor de ácidos gordos polinsaturados, 

que são suscetíveis à oxidação lipídica, conduzindo à deterioração dos alimentos durante o 

armazenamento (Bell et al., 2001). Como referido anteriormente, a oxidação lipídica altera o 

sabor e o odor do alimento o que reduz o prazo de validade.  

O salmão é um produto de alta qualidade com grande importância nutricional e económica, 

que deve manter as suas caraterísticas sensoriais, químicas, físicas, microbiológicas e funcionais 

(Sallam, 2007; Song et al., 2012). Nutricionalmente, o salmão é um peixe rico em ácidos gordos 

da família ómega-3, que são benéficos ao sistema cardiovascular, entre outros (Sallam, 2007). 

Além disso, apresenta um baixo nível de gordura saturada (característica comum do pescado), 

uma quantidade considerável de ferro e de outros minerais e ainda proteínas de boa qualidade 

e de fácil digestão.  

A quantidade de salmão comercializado mundialmente aumentou consideravelmente nas 

últimas décadas, no geral, a procura de salmão de aquacultura tem vindo a crescer de forma 

constante, de ano para ano (FAO, 2012). Grande parte do salmão fresco é comercializado 

inteiro, eviscerado e em filetes ou postas. 

Paralelamente ao crescimento da produção de salmão de aquacultura, há um aumento 

correspondente na produção comercial de salmão fumado. O salmão fumado é preparado a 

partir de filetes de salmão com baixos níveis de sal (< 6% na fase aquosa) que são submetidos 

ao fumo tradicional de madeira por períodos prolongados, mas não superior a 25-30 °C ou a 

fumo artificial mediante a aplicação de preparações de fumo liquefeito formuladas a partir de 

condensação de fumo de madeira e água, óleo ou emulsionantes como, por exemplo, 

polissorbato (Løvdal, 2015). O processo de fumagem melhora a qualidade do pescado, 

alterando as caraterísticas sensoriais como aroma, sabor, coloração e textura, bem como inibe 

o desenvolvimento de microrganismos, devido ao baixo teor de água presente no pescado 

após o processo (Sigurgisladottir et al., 2000). 

O salmão fumado é um produto refrigerado e tem uma vida útil entre 3 a 5 semanas (Leroi et 

al., 1996; Leroi et al., 2001). 
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Tabela 1. Composição nutricional do salmão fresco segundo a Tabela de Composição de Alimentos Portuguesa 

(TCAP, 2018), do salmão fumado segundo a Tabela de Composição de Alimentos Americana (USDA, 2016) e 

do salmão fumado segundo o rótulo de uma marca comercial (MC). 

 
Unidade 

Valor por 100 g 

TCAP USDA MC 

Valor Energético kcal 262 117 180 

Lípidos g 21,9 4,32 9,4 

Dos quais, 

     Ácidos gordos saturados 
g 4,2 0,929 2,0 

     Ácidos gordos monoinsaturados g 10 2,023 4,9 

     Ácidos gordos polinsaturados g 5,1 0.995 2,5 

     Dos quais, 

            Ómega-3 
g - 0,523 0,4 

Hidratos de Carbono g 0 0,00 0,8 

Dos quais, 

    Açúcares 
g 0 0,00 0,4 

Fibra g 0 0,0 0,0 

Proteína g 16,2 18,28 23,1 

Sal g 0,1 - 2,8 

Água g 60,5 72,00 - 

 

 

1.1.3. Antioxidantes e Oxidação lipídica 

Os antioxidantes são definidos como substâncias que, quando presentes em baixas 

concentrações, relativamente ao substrato oxidável, conseguem retardar ou impedir, 

significativamente, a oxidação desse mesmo substrato (Atoui et al., 2005). 

Nas matrizes alimentares, os antioxidantes são moléculas que protegem macromoléculas, 

neutralizando o processo de oxidação, conseguindo fazê-lo de diferentes maneiras como, 

protegendo os lípidos do contacto com os precursores do processo oxidativo ou agindo como 

agentes que previnem a oxidação lipídica, paralisando a fase de propagação (Lidon et al., 2007). 

Os antioxidantes podem ser classificados como primários, sinergistas, supressores de 

oxigénio, agentes quelantes, antioxidantes mistos e biológicos (Ramalho e Jorge, 2006; Koleva, 

2007).  

Os antioxidantes (AH) primários são os compostos fenólicos que ajudam na remoção ou 

inativação dos radicais livres provenientes do decorrer das fases de iniciação e propagação do 

processo de oxidação, através da cedência de átomos de hidrogénio, interrompendo o 
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processo de oxidação (Figura 5) com a formação de um radical inerte (A●). Os átomos de 

hidrogénio provenientes do antioxidante são sequestrados mais facilmente por radicais livres 

que pelos átomos de hidrogénio provenientes de lípidos insaturados (Ramalho e Jorge, 2006; 

Koleva, 2007). 

 

ROO● + AH             ROOH + A● 

  R● + AH            RH + A● 

 

Figura 5. Reação de um radical livre com um antioxidante. 

 
 

Os antioxidantes primários mais comuns são os sintéticos butil-hidroxitolueno (BHT), butil-

hidroxianisole (BHA), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e galato de propilo (PG) e os de origem 

natural, tocoferóis e polifenois provenientes de frutos, especiarias e plantas aromáticas 

(Ramalho e Jorge, 2006). 

Os antioxidantes sinergistas são compostos usados para aumentar a atividade dos 

antioxidantes primários quando combinados adequadamente. 

Os supressores de oxigénio, tal como o nome indica, são compostos que sequestram o 

oxigénio presente no meio, tornando este indisponível para o processo de auto-oxidação. 

Os antioxidantes biológicos são enzimas como a glutationa peroxidase e catalases, que neste 

caso específico conseguem remover o peróxido de hidrogénio. Existem outras defesas 

antioxidantes enzimáticas que têm capacidade para remover compostos altamente reativos da 

matriz do alimento. Os agentes quelantes, como por exemplo, o ácido 

etilenodiaminotetracetato (EDTA), ligam-se a iões metálicos, como cobre e ferro, que 

catalisam a oxidação lipídica. Por fim, os antioxidantes mistos incluem compostos de origem 

vegetal e animal, como ácido cafeico e flavonoides (Ramalho e Jorge, 2006). 

O desenvolvimento de compostos sintéticos capazes de capturar radicais livres teve um 

grande sucesso, tendo sido vastamente usados pela indústria alimentar (Koşar et al., 2005). No 

entanto, também foi sugerido que estas substâncias não seriam adequadas para um consumo 

a longo termo (Koşar et al., 2005). 

Apesar de diversos antioxidantes sintéticos serem aprovados como aditivos alimentares, os 

regulamentos internacionais estabelecem cada vez mais restrições ao seu uso. Atualmente, o 

uso de antioxidantes sintéticos como aditivos alimentares está limitado na União Europeia 

segundo o Regulamento (CE) n.º 1129/2011 da Comissão Europeia. 

Estes fatores levaram a um interesse crescente pela investigação, obtenção e utilização de 

antioxidantes provenientes de fontes naturais, como o ácido ascórbico, o α-tocoferol, e 

determinados extratos de plantas (Hraš et al., 2000; Koşar et al., 2005). 
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1.2. Antioxidantes na Indústria Alimentar 

1.2.1. Antioxidantes naturais 

A aparência dos alimentos é um dos aspetos determinantes no apelo aos consumidores e, 

consequentemente, reflete-se nas vendas do produto (Fernández-López et al., 2005).  

Atualmente, os consumidores são cada vez mais exigentes, dando preferência a alimentos com 

menos conservantes sintéticos, impulsionando o desenvolvimento de tratamentos mais 

naturais, de modo a aumentar a vida de prateleira e melhorar a qualidade dos alimentos, 

incluindo a sua segurança (Vigile et al., 2005). A redução de produtos químicos convencionais 

e a incorporação de extratos naturais de plantas poderá fornecer à indústria, uma alternativa 

atraente ao consumidor.  

Os antioxidantes sintéticos, BHA e BHT, têm sido amplamente utilizados na indústria 

alimentar, uma vez que são compostos estáveis e de baixo custo, no entanto, apesar destas 

vantagens, a sua utilização tem vindo a ser colocada em causa uma vez que a sua ação no 

organismo humano tem sido relacionada com a promoção da carcinogénese (Pereira de Abreu 

et al., 2010; Zheng e Wang, 2001). Diversos estudos demonstram que o uso excessivo destes 

antioxidantes sintéticos em alimentos pode causar perda de nutrientes, toxicidade e riscos 

para a saúde (Guan et al., 2006; Saad et al., 2007).  

Tendo em vista os problemas que podem ser provocados pelo consumo de antioxidantes 

sintéticos, têm sido realizados estudos no sentido de encontrar produtos naturais com 

atividade antioxidante, os quais permitirão substituir os sintéticos ou fazer associações entre 

eles, com intuito de diminuir a sua quantidade nos alimentos (Soares, 2002). 

Os extratos de plantas representam um dos meios mais relevantes para a obtenção de 

antioxidantes naturais, do ponto de vista da segurança alimentar (Yanishlieva et al., 2006). 

Algumas vitaminas, como o ácido ascórbico e o α-tocoferol, várias plantas, como o chá, plantas 

aromáticas e especiarias, como o alecrim, o tomilho, o orégão, a sálvia, a canela, bem como 

os seus extratos, contêm componentes antioxidantes. Os antioxidantes fenólicos naturais são 

capazes de, tal como os sintéticos, eliminar os radicais livres, absorver a luz ultravioleta e 

quelar metais, reduzindo ou mesmo parando a progressão de danos auto-oxidativos e a 

produção de maus odores e maus sabores (Brewer, 2011).  

A natureza não tóxica de compostos antioxidantes e antimicrobianos naturais, bem como a 

aceitabilidade dos produtos que contêm extratos de chá (com propriedades antioxidantes e 

antimicrobiana) pelos consumidores, tem sido bem demonstrada (Ahn et al., 2002; Bisha et al., 

2010). 
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A capacidade antioxidante dos extratos de origem natural é determinada por múltiplos fatores, 

entre os quais, a sua concentração. Os compostos que possuem capacidade antioxidante, 

desempenham essa capacidade em determinadas doses ideais de concentração. Exceder a 

concentração ótima pode resultar no efeito contrário e na ocorrência de efeitos pró-

oxidativos, regenerando os radicais peroxilo (Negi, 2012). 

O potencial antioxidante dos extratos de plantas é um resultado da presença, não só dos 

compostos fenólicos, mas também de outros componentes que podem ocorrer em 

quantidades menores, obtendo assim um efeito sinérgico (Negi, 2012). 

 

1.2.1.1. Chá (Camellia sinensis L.) 

O chá, a infusão preparada a partir das folhas secas da planta Camellia sinensis, é uma das 

bebidas mais antigas e mais amplamente consumida em todo o mundo (Baptista et al., 1998; 

Baptista et al., 1999). Segundo uma lenda chinesa, a descoberta das propriedades benéficas da 

planta do chá deve-se ao imperador chinês, Sheng Nong, no ano de 2737 a.C. Nessa época 

foram várias as epidemias que devastaram o seu império, tendo este decidido que toda a água 

deveria ser fervida antes do seu consumo. Num certo dia, enquanto o imperador descansava 

debaixo de uma árvore de Camellia sinensis, os seus servos ferviam água para ele beber, uma 

brisa fez com que algumas folhas caíssem na água, mudando a sua tonalidade. Sheng Nong 

surpreendido com tal acontecimento decidiu provar o preparado, ficando encantado com o 

agradável sabor (Wheeler e Wheeler, 2004; Moderno et al., 2009). 

Camellia sinensis é uma planta perene da família Theaceae, do tipo arbustiva. Apresenta duas 

grandes variedades classificadas botanicamente de acordo com o tamanho da folha: C. sinensis 

var. sinensis, a variedade de folhas pequenas que cresce extensivamente na China e Japão, e a 

C. sinensis var. assamica, a variedade das folhas grandes, que predomina na Índia (Moderno et 

al., 2009; Baptista et al., 2012). A planta apresenta folhas simples, alternas, inteiras, com 

margem serreada e textura coriácea (Duarte e Menarim, 2006). As flores são pequenas, 

brancas, geralmente com quatro a cinco pétalas e aparecem nas axilas das folhas em grupos 

de dois, três ou quatro. O fruto é uma cápsula com dois ou três centímetros de diâmetro. 

 

 
Figura 6. Flores e folhas de Camellia sinensis (fonte: William, 2007). 
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A planta do chá é cultivada preferencialmente em regiões que apresentam elevada humidade, 

temperaturas amenas e solos ácidos. No entanto, também pode ser cultivado em áreas ao 

nível do mar ou em altitudes de 2000 m acima do nível do mar (Dufresne e Farnworth, 2001; 

Moderno et al., 2009). Hoje em dia, é cultivada em mais de trinta países em todo o mundo, 

mas a China continua a ser o principal produtor, seguido da Índia, Quénia, Sri Lanka, Indonésia, 

Turquia e Vietnam (Wheeler e Wheeler, 2004; Moderno et al., 2009; Silva, 2012). Na Europa, 

um dos poucos locais onde se cultiva a planta do chá é na ilha de S. Miguel (arquipélago dos 

Açores, Portugal). 

O chá proveniente da Camellia sinensis pode ser classificado em três tipos, segundo o seu nível 

de fermentação ou oxidação (Lamarão e Fialho, 2009): 

• chá verde, que não sofre fermentação durante o processamento e deste modo retém 

a cor original das folhas; 

• chá oolong, que é parcialmente fermentado; 

• chá preto, cujo processo de fermentação é mais prolongado do que o do chá oolong, 

contribuindo assim para uma coloração escurecida, além de lhe conferir um sabor 

característico.  

Estes tipos de chá apresentam diferentes composições e diferentes propriedades organoléticas 

(cor e sabor), uma vez que são submetidos a diferentes processos de fabrico. Após a colheita, 

as folhas se não forem secas rapidamente começam a murchar e o processo de oxidação 

ocorre através de enzimas específicas, como a polifenoloxidase. Este processo de oxidação 

dos compostos fenólicos é geralmente seguido de polimerização, comumente chamado de 

“fermentação” e pode ser interrompido numa fase preliminar, por aquecimento, o qual vai 

inibir a polifenoloxidase (Moderno et al., 2009). 

 

1.2.1.1.1. Chá Verde: composição química 

A composição química das folhas de chá depende de vários fatores, incluindo o clima, a origem 

geográfica, estação do ano, as práticas de cultivo, a época de colheita e a idade da planta 

(Mukhtar e Ahmad, 2000; Dufresne e Farnworth, 2001; Pastore e Fratellone, 2006; Friedman, 

2007; Moderno et al., 2009).  

Na produção do chá verde, as folhas são submetidas a ar seco quente ou vapor para inativar 

a enzima polifenoloxidase, prevenindo assim a oxidação e polimerização das catequinas. De 

seguida as folhas são enroladas, secas e selecionadas. O resultado final é um produto seco e 

estável com a composição muito semelhante à das folhas frescas de Camellia sinensis (Mukhtar 

e Ahmad, 2000; Cabrera et al., 2006; Moderno et al., 2009; Silva, 2012).  
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O chá verde apresenta uma composição complexa, contendo mais de 2000 compostos, entre 

eles encontram-se os compostos fenólicos (catequinas e os seus derivados), metilxantinas 

(cafeína, teofilina e teobromina), elementos inorgânicos (flúor, manganês e alumínio), entre 

outros (Dufresne e Farnworth, 2001; Moderno et al., 2009; Sharangi, 2009; Silva, 2012).  

Os compostos fenólicos parecem ser o grupo mais importante, constituindo cerca de 30% de 

matéria seca do extrato aquoso (Mukhtar e Ahmad, 2000; Moderno et al., 2009; Silva, 2012). 

Este grupo além de ser o mais abundante nas folhas de chá parece ser o grupo responsável 

pelas propriedades bioativas associadas ao chá verde (Dufresne e Farnworth, 2001; Moderno 

et al., 2009; Silva, 2012). Dentro desta classe, o grupo mais representativo é o dos 3-flavanóis 

(catequinas). As catequinas são compostos monoméricos que possuem uma estrutura 

carbonada C6-C3-C6 e são constituídas por dois anéis aromáticos (A e B) (Mukhtar e Ahmad, 

2000; Dufresne e Farnworth, 2001; Moderno et al., 2009; Silva, 2012). 

As principais catequinas encontradas no chá verde são: (-)-epicatequina (EC), (-)-galato de 

epicatequina (ECG), (-)-epigalocatequina (EGC) e (-)-galato de epigalocatequina (EGCG). Este 

último composto é a catequina mais abundante no chá verde e as suas capacidades na 

promoção da saúde têm sido extensivamente estudadas por vários autores (Dufresne e 

Farnworth, 2001; Pastore e Fratellone, 2006; Moderno et al., 2009). 

Para além destes compostos, existe também o ácido gálico que, além de ser o composto 

polifenólico mais absorvido, tem a importante propriedade de originar as catequinas 

esterificadas do chá verde (Han et al., 2007). 

 

1.2.1.1.2. Compostos Fenólicos 

Os compostos fenólicos são originados pelo metabolismo secundário das plantas e são 

essenciais no seu crescimento e reprodução, contribuindo para a sua defesa contra a radiação 

ultravioleta e contra organismos patogénicos, parasitas e predadores. São também 

responsáveis pela coloração e pelas propriedades organoléticas das plantas (Naczk e Shahidi, 

2004). 

Os compostos fenólicos ou polifenóis são um vasto grupo de fitoquímicos que se caracterizam 

por possuírem, pelo menos, um anel aromático ao qual se encontra ligado, a um ou mais 

grupos hidroxilo. A sua estrutura pode variar entre uma simples molécula fenólica a polímeros 

complexos de elevado peso molecular (Sousa et al., 2007). Os compostos fenólicos têm a 

capacidade de se ligarem a iões metálicos, inativar radicais livres, prevenindo a conversão de 

hidroperóxidos em oxi-radicais reativos, estas funções biológicas tornam-nos importantes 
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constituintes dietéticos (Oliveira, A. C. De et al., 2009). Além disso, nos alimentos, são 

responsáveis pela cor, adstringência, aroma e estabilidade oxidativa (Naczk e Shahidi, 2004). 

Os compostos fenólicos podem ser divididos em dois grupos: os flavonoides e os não 

flavonoides. Os denominados de flavonoides são os que apresentam a estrutura química 

descrita como C6-C3-C6. Já os compostos fenólicos do tipo não flavonoide, incluem vários 

subgrupos, entre eles o grupo dos ácidos fenólicos. Os ácidos fenólicos podem ser 

subdivididos em derivados do ácido hidroxicinâmico (ex.: ácido rosmarínico) e derivados do 

ácido hidroxibenzóico. Os derivados do ácido hidroxicinâmico são compostos fenólicos de 

ocorrência natural que possuem um anel aromático com uma cadeia carbónica, constituída 

por 3 carbonos ligada ao anel. Os ácidos cumárico, ferúlico, cafeico e sináptico são os 

hidroxicinâmicos mais comuns na natureza (Durán e Padilla, 1993; Burns et al., 2000). 

A planta Camellia sinensis apresenta elevados níveis de flavonoides (Peron et al., 2008). Segundo 

Punyasiri et al. (2004) a presença de altas quantidades da enzima antocianidina redutase 

responsável por catalisar etapas chave na produção das catequinas pode explicar os 

significativos teores de flavonoides encontrados nesta planta. Os flavonoides constituem cerca 

de 10-25% da massa seca de folhas jovens e brotos. 

A estrutura química dos flavonoides consiste em dois anéis aromáticos, anel A e B, unidos por 

três carbonos que formam um anel heterocíclico, anel C. O anel aromático A é derivado do 

cicloacetato/ malonato, enquanto o anel B é derivado da fenilalanina. Variações no anel C 

resultam em importantes classes de flavonoides, como flavonóis, flavonas, flavanonas, flavanóis 

(ou catequinas), isoflavonas e antocianidinas. Substituições nos anéis A e B originam diferentes 

compostos dentro de cada classe de flavonoides (Hollman e Katan, 1999). 

A bibliografia refere, principalmente, oito catequinas divididas em duas classes: as catequinas 

livres, das quais fazem parte a (+)-catequina (C), a (-)-galocatequina (GC), a EC e a  EGC, e as 

catequinas esterificadas, que englobam a (-)-galato de catequina (CG), a ECG, a (-)-galato de 

galocatequina (GCG) e a EGCG (Wang et al., 2008). A sua estrutura química pode ser 

observada na Figura 7.  
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Figura 7. Estrutura química das catequinas do chá verde (fonte: Wang et al., 2008). 

 

As catequinas esterificadas são adstringentes, principalmente a EGCG e a ECG originando um 

forte “aftertaste”, enquanto que as catequinas livres, nomeadamente a EGC e a EC, apresentam 

uma menor adstringência, e por isso, um menor sabor residual. 

As catequinas estão presentes em toda a planta, sendo que, 15 a 30% estão concentradas nas 

folhas principais, existindo também uma grande concentração de catequinas nas segundas e 

terceiras folhas (Wang et al., 2000). 

As quatro catequinas mais abundantes do chá verde são a EGCG, a EGC, a ECG e a EC que 

representam, aproximadamente, 59%, 19% 13,6% e 6,4% do total das catequinas, 

respetivamente (Wang et al., 2000; McKay e Blumberg, 2002; Bunkova et al. 2005; Erba et al., 

2005; Cabrera et al., 2006). 

A EGCG é a catequina mais abundante no chá verde e apresenta uma estrutura com oito 

grupos hidroxilo, pelo que é altamente hidrofílica. A EGCG é um poderoso antioxidante, 

também conhecido por inibir a oxidação em vários sistemas alimentares, incluindo carne de 

porco, peixe e óleos de peixe marinhos altamente insaturados (Zhong e Shahidi, 2011). 

 

1.2.1.1.3. Propriedades Biológicas 

O chá desde sempre despertou curiosidade, sendo utilizado empiricamente, nas culturas 

antigas, para prevenir e tratar várias doenças, tais como doenças cardiovasculares, inflamações, 

diabetes, asma, diarreia, bem como pelo seu poder estimulante e pelo seu preço relativamente 

baixo (Baptista et al., 1998; Dufresne e Farnworth, 2001; Moderno et al., 2009). Contudo, só 

nos últimos anos é que a medicina convencional começou a explorar os benefícios do chá 
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verde para a saúde, sendo inúmeras as referências bibliográficas que citam as propriedades 

benéficas do chá verde e que referem estudos sobre essas propriedades. As propriedades 

benéficas do chá verde são muito vastas, passam pela sua atividade antioxidante ( Dufresne e 

Farnworth, 2001; Bunkova et al., 2005; Erba et al., 2005; Cabrera et al., 2006; Almajano et al., 

2008; Clement, 2009), anticancerígena (Yang et al., 2001; Yang et al., 2007; Clement, 2009), 

antimutagénica (Bunkova et al., 2005), antidiabética (Suzuki et al., 2012), antimicrobiana 

(Friedman, 2007; Almajano et al., 2008; Suzuki et al., 2012), bem como propriedades 

hipocolesterolémicas (Clement, 2009), anti-hipertensivas (Clement, 2009), de proteção da 

saúde oral (Cabrera et al., 2006) e proteção contra doenças cardiovasculares ( Erba et al., 

2005; Clement, 2009). 

A atividade antioxidante, como referido anteriormente, é a sua propriedade mais estudada e 

aparentemente a mais relevante e está relacionada com o seu elevado teor em compostos 

fenólicos, que por sua vez vão proteger as células do organismo dos efeitos nocivos dos 

radicais livres (Almajano et al., 2008; Clement, 2009). 

 

1.2.1.1.4. Atividade Antimicrobiana 

Além das propriedades antioxidantes, o chá verde apresenta atividade antimicrobiana. Na 

literatura, diversos autores investigaram o mecanismo de ação da atividade antibacteriana do 

chá verde. As catequinas apresentam um efeito de deterioração na bicamada lipídica da 

membrana celular, resultando na perda da estrutura celular e, eventualmente, da sua função, 

originando a morte celular (Tsuchiya et al., 1996; Cox, et al., 2001). A presença de ésteres de 

ácido gálico na EGCG são responsáveis pela sua elevada afinidade à camada lipídica afetando a 

estrutura da membrana (Hashimoto et al., 1999). Os principais componentes fenólicos como 

a epicatequina, o ácido cafeico e o ácido benzoico podem alterar a morfologia celular, 

influenciando a pressão osmótica da célula, interrompendo a membrana citoplasmática e 

causando o vazamento de constituintes celulares (Perumalla et al., 2011).  

A utilização do extrato de chá verde, em combinação com outros aditivos antimicrobianos ou 

métodos de estabilização de produtos alimentares, poderá representar uma forma alternativa 

de manter a segurança alimentar e uma boa qualidade organolética, sem recorrer a 

conservantes sintéticos. 
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1.2.1.2. Extrato de Chá Verde como antioxidante natural em alimentos 

Nos últimos anos, os investigadores revelaram grande interesse na utilização de extrato de 

chá verde, como antioxidante natural, em produtos alimentares.  

Em vários estudos científicos, os autores verificaram que a adição de extrato de chá verde a 

diversos alimentos, de forma a aumentar o seu prazo de validade, apresentou resultados 

positivos. Exemplos de produtos alimentares em que foi testada a adição do extrato de chá 

foram o pão (Wang et al., 2004), biscoitos, maçã desidratada (Lavelli et al., 2010) e vários 

produtos à base de carne, como salsichas (Bozkurt, 2006; Jongberg et al., 2013), almôndegas 

(Yeung et al., 2016), empadas de carne de porco (Jo et al., 2003) e de frango (Tang et al., 2001), 

salame (Lin et al., 2011), hambúrgueres de frango (Mitsumoto et al., 2005) e de porco (Lorenzo 

et al., 2014), nuggets de frango (O’Sullivan et al., 2004), patê de fígado de porco (Pateiro et al., 

2014) e costeletas de cordeiro (Bellés et al., 2017). 
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1.3. Embalagens Alimentares e Conservação dos Alimentos 

A embalagem desempenha um importante papel na indústria alimentar dada a sua grande 

importância na conservação, manutenção da qualidade e segurança dos alimentos, protegendo-

os de fatores responsáveis pela deterioração química, física e microbiológica (Paseiro et al., 

2007). 

A principal função que uma embalagem alimentar deve desempenhar é a função de barreira, 

ou seja, deve possuir a capacidade de proteger o alimento de influências ambientais como 

calor, luz, oxigénio, humidade, odores, enzimas, microrganismos, entre outros, que podem 

alterar as suas propriedades sensoriais, assim como a sua segurança. 

Outros aspetos importantes das embalagens são as funções de comodidade, marketing e 

comunicação. Esta última função é imprescindível para o consumidor, pois é a partir dos 

rótulos presentes nas embalagens que adquirem a informação sobre a proveniência, data de 

validade, ingredientes, valores nutricionais e todas as informações relativas ao uso do produto. 

Uma embalagem deve ainda ser segura, inerte, económica, fácil de produzir, leve, fácil de 

eliminar ou reutilizar, capaz de resistir a condições extremas durante as etapas de 

processamento, acondicionamento, armazenamento e transporte (Restuccia et al., 2010; 

Duncan, 2011). 

A globalização do mercado e os novos estilos de vida dos consumidores, com pouco tempo 

disponível para comprar alimentos frescos e maior consumo de produtos pronto-a-comer, 

tem-se refletido numa crescente necessidade de melhoria da qualidade, incluindo a segurança, 

e do tempo de vida do produto embalado. Neste sentido, nas últimas décadas tem-se assistido 

a uma grande dinâmica na investigação e desenvolvimento de sistemas de embalagens cada vez 

mais sofisticados e adequados às necessidades do produtor, distribuidor e consumidor final 

(Suppakul et al., 2003; Brody et al., 2008; Restuccia et al., 2010). 

Como resposta a estas novas exigências e necessidades, surgiu uma das maiores inovações das 

últimas décadas na área das embalagens alimentares, as embalagens ativas e inteligentes 

(Paseiro et al., 2007; Dainelli et al., 2008). As embalagens ativas são normalmente definidas 

como um sistema no qual o alimento, a embalagem e o ambiente interagem de uma forma 

positiva a fim de aumentar o tempo de vida ou melhorar a segurança dos produtos alimentares, 

enquanto mantêm a sua qualidade (Regulamento (CE) n.º 1935/2004; Regulamento (CE) n.º 

450/2006; Yam, 2009; Bastarrachea et al., 2011). A maior vantagem destas embalagens prende-

se com o fato de contribuírem significativamente para a redução da deterioração dos alimentos 

sem a utilização excessiva de aditivos e conservantes (Vermeiren et al., 2002). 
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1.3.1. Embalagens Convencionais versus Embalagens Biodegradáveis 

Atualmente, a maioria das embalagens são produzidas a partir de polímeros sintéticos 

provenientes de fontes não renováveis de energia, como o petróleo (Siracusa et al., 2008), 

representando, assim, um problema ambiental, devido não só à produção de resíduos 

alimentares como também dos materiais da embalagem após a sua utilização (Thogersen, 

1996). Os polímeros de origem petroquímica são largamente utilizados em embalagens 

alimentares, como o polietileno, polipropileno, poliestireno, policloreto de vinilo, 

politereftalato de etileno, poliésteres e poliamidas. A sua ampla utilização está relacionada com 

as vantagens que apresentam face a outros materiais, pois são química e mecanicamente 

resistentes, leves, possuem propriedades de barreira ao oxigénio e a compostos aromáticos, 

apresentam baixa permeabilidade ao vapor de água e podem ser termo soldados ou impressos. 

Contudo apesar de apresentarem baixo custo de produção, estes polímeros têm como 

inconveniente não serem biodegradáveis, uma vez que permanecem praticamente intactos ao 

longo dos anos, acarretando sérios problemas ecológicos e ambientais (Tharanathan, 2003; 

Mallikarjunan e Polytechnic, 2010).  

A dificuldade na reciclagem da maioria das embalagens convencionais tem incentivado a 

realização de investigação no sentido de incrementar e/ou desenvolver polímeros 

biodegradáveis e/ou provenientes de fontes renováveis com caraterísticas que permitam a sua 

utilização em embalagens alimentares (Mali et al., 2010).  

Os polímeros biodegradáveis para poderem ser aplicados como embalagem alimentar têm que 

apresentar uma performance semelhante à dos polímeros convencionais, por exemplo, em 

termos de resistência mecânica, mas contrariamente aos polímeros convencionais, após o seu 

uso são degradados a compostos de baixo peso molecular, como o H2O e o CO2, e a outros 

produtos desprovidos de toxicidade (Ikada et al., 2000). O maior problema que se coloca é o 

seu elevado custo de produção (Bhatia et al., 2007).  

A degradação dos biopolímeros pode ser efetuada por microrganismos (Flieger et al., 2003). 

Durante a compostagem, os biopolímeros podem ser degradados por fungos existentes no 

solo, como o Cryptococcus sp. (Ikada et al., 2000; Masaki et al., 2005). A sua utilização em grande 

escala permitiria reduzir o impacto ambiental das embalagens convencionais e a aplicação dos 

produtos de compostagem nos solos contribuiria para o aumento dos níveis de carbono nos 

mesmos, funcionando como fertilizantes (Flieger et al., 2003).  

Os biopolímeros são materiais derivados de fontes renováveis e/ou biodegradáveis e podem 

ser divididos em três categorias, dependendo da sua origem e produção: 

• derivados de fontes renováveis e biodegradáveis: 
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 polímeros extraídos diretamente da biomassa (polissacarídeos - amido, celulose, 

quitina/ quitosano, dextrano, entre outros, e proteínas - colágenio/ gelatina, 

caseína, albumina, seda, elastina, entre outros);  

 polímeros produzidos por síntese química clássica usando monómeros de fonte 

renovável (ex.: ácido polilático - PLA, um biopoliéster polimerizado a partir de 

ácido lático e monómeros, que podem ser produzidos pela fermentação de 

hidratos de carbono); 

 polímeros produzidos por microrganismos ou bactérias modificadas 

geneticamente (polihidroxialcanoatos - PHAs, polihidroxibutirato - PHB, entre 

outros) (Tuil et al., 2000). 

• provenientes de fontes renováveis de energia, mas que não são biodegradáveis (ex.: PE 

verde, PP verde, PET verde); 

• provenientes de fontes não renováveis, mas biodegradáveis (ex.: caprolactona). 

 

1.3.1.1. Ácido Polilático – PLA 

O ácido polilático (PLA) é um poliéster alifático, termoplástico, semicristalino ou amorfo, e é 

um dos polímeros de origem biotecnológica de grande interesse tecnológico devido às suas 

aplicações no campo ambiental, como plástico biodegradável, e na área biomédica, como 

material biocompatível e bioabsorvível (Melo et al., 2006; Brito et al., 2011). 

É considerado um “polímero verde”, uma vez que pode ser obtido a partir de recursos 

renováveis da agricultura, pela combinação de fermentação e polimerização e a sua produção 

requer menos recursos fósseis quando comparada aos plásticos à base de petróleo. 

O ácido polilático tem como monómero o ácido láctico, sintetizado por bactérias através da 

fermentação de dextrose de milho, beterraba, cana de açúcar ou batata ( Ikada et al., 2000; 

Flieger et al., 2003). 

O PLA apresenta propriedades mecânicas comparáveis às dos polímeros provenientes de 

fontes fósseis, especialmente, elevada elasticidade, rigidez, transparência, comportamento 

termoplástico, biocompatibilidade e boa capacidade de moldagem. O PLA é, também, de 

diversas formas similar ao politerefltalato de etileno (PET) e as suas propriedades térmicas e 

mecânicas são superiores à dos outros poliésteres alifáticos biodegradáveis, como o 

polibutileno succinato (PBS), o polihidroxibutirato (PHB) e a policaprolactona (PCL) (Brito et 

al., 2011). 

O PLA tem sido utilizado em aplicações que não requerem altas temperaturas de uso, tais 

como embalagens alimentares refrigeradas, contudo estão a ser efetuados estudos que visam 
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a melhoria da resistência à temperatura deste polímero. De acordo com a Nature Works, as 

fibras de celulose podem aumentar a resistência do PLA ao calor (Markarian, 2008). 

Nos últimos anos, o PLA tem atraído muita atenção por ser uma possível solução para os 

resíduos sólidos derivados dos plásticos (Bhatia et al., 2007). 

 

1.3.2. Embalagens Ativas 

As embalagens convencionais contribuíram largamente para o desenvolvimento do sistema de 

distribuição de alimentos, no entanto não são suficientes para satisfazer as novas exigências 

dos consumidores que preferem produtos “mais naturais”, com a adição mínima de 

conservantes e com elevada segurança (Yam et al., 2005). 

As embalagens ativas surgem com o objetivo de preservar a qualidade e garantir a segurança 

dos alimentos através da sua interação com o produto. Estas embalagens procuram retificar 

limitações da embalagem convencional (Soares et al., 2009).  

De acordo com Soares et al. (2009), as embalagens ativas são aquelas que interagem de 

maneira intencional com o alimento, visando melhorar algumas das suas características. 

Os sistemas de embalagem convencionais limitam-se a proteger os produtos alimentares das 

condições externas, enquanto que as embalagens ativas apresentam diversas funções 

adicionais, com o intuito de melhorar as condições do produto. Este tipo de embalagem 

permite aumentar, não só o prazo de validade, mas também a qualidade, segurança e 

integridade dos produtos alimentares (Vermeiren et al., 2002; Nerín et al, 2008). Na Europa, 

o uso de embalagens ativas está autorizado, desde 2004, com a criação do Regulamento (CE) 

n.º 1935/2004. Segundo este Regulamento, “materiais e objetos ativos” são definidos como 

“materiais e objetos que têm como função aumentar o prazo de validade, manter ou melhorar 

o estado dos alimentos embalados, e que são concebidos de forma a incorporar 

deliberadamente componentes que libertem substâncias para os alimentos embalados ou para 

o ambiente que os envolve, ou que absorvam substâncias dos alimentos ou ambiente 

envolvente”. Esses materiais e objetos ativos destinados a entrar em contacto com os 

alimentos só poderão provocar alterações na composição ou nas propriedades organoléticas 

dos alimentos se essas alterações estiverem em conformidade com as disposições 

comunitárias aplicáveis aos produtos alimentares (Regulamento (CE) n.º 450/2009). 

As embalagens ativas podem basear-se nas propriedades intrínsecas do polímero utilizado ou 

na inclusão de substâncias específicas no polímero. As propriedades intrínsecas do polímero, 

aliadas à introdução de um monómero ativo na cadeia polimérica podem originar a função 

ativa. A incorporação de um agente ativo no interior do material de embalagem, na sua 
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superfície, em estruturas multicamada ou em elementos associados à embalagem, tal como 

saquetas, rótulos ou tampas de garrafa é outra possibilidade (Paseiro et al., 2007; Dainelli et 

al., 2008). 

As embalagens ativas têm por objetivo modificar determinadas condições ou processos do 

produto alimentar com um papel determinante na vida útil do alimento, como processos 

químicos (fenómenos de oxidação, descoloração), processos físicos (endurecimento e 

desidratação do pão) ou processos microbiológicos (deterioração devido a microrganismos) 

(Paseiro et al., 2007). 

As embalagens ativas podem ser classificadas em duas categorias: embalagens ativas emissoras 

ou libertadoras e embalagens ativas absorvedoras. As embalagens ativas emissoras ou 

libertadoras adicionam ativamente compostos ao alimento ou à atmosfera que o envolve, 

através da libertação, de forma controlada, de compostos ativos. As embalagens ativas 

absorvedoras caraterizam-se por captarem compostos indesejáveis do alimento ou do meio 

envolvente (Nerín et al., 2008; Bolumar et al., 2011).  

 

1.3.2.1. Embalagens ativas com antioxidantes naturais 

As embalagens ativas antioxidantes são uma das tecnologias mais promissoras para preservar 

alimentos sensíveis à oxidação (Lee, C. H. et al., 2004). Esses sistemas consistem na 

incorporação de substâncias antioxidantes na matriz polimérica de onde serão libertadas para 

proteger os alimentos da degradação oxidativa, inibindo as reações de oxidação ao reagirem 

com radicais livres e peróxidos e, consequentemente, aumentando a vida de prateleira dos 

alimentos (Vermeiren et al., 2002; Brody et al., 2001; Soares et al., 2009). Como os 

antioxidantes vão sendo libertados da embalagem ao longo do tempo, a adição direta de 

antioxidantes aos alimentos é evitada (Bolumar et al., 2011).  

A adição de substâncias, como os antioxidantes, é proibida para uma grande variedade de 

alimentos, como alimentos frescos ou crus (Tovar et al., 2005; Regulamento (CE) n.º 

1129/2011), portanto as embalagens ativas com antioxidantes têm a vantagem de permitir 

aumentar o prazo de validade de alimentos aos quais não pode haver adição direta de 

antioxidantes. A diminuição da quantidade de substância ativa necessária, a localização da 

atividade à superfície e ainda a eliminação de etapas a nível do processamento industrial no 

que toca à adição de antioxidantes, como a mistura, a imersão e a pulverização são algumas 

das vantagens inerentes a este tipo de embalagem (Bolumar et al., 2011). 

Os agentes antioxidantes devem satisfazer os critérios de segurança alimentar, pois a difusão 

dos mesmos para os alimentos causa preocupações aos consumidores no que diz respeito à 
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sua segurança. Por esta razão há preferência pelo uso de substâncias naturais porque não estão 

associadas a efeitos nocivos para a saúde. Alguns dos antioxidantes naturais que têm vindo a 

ser utilizados são o α-tocoferol, ácido ascórbico e extratos de plantas (alecrim, chá verde, 

orégãos, entre outros) (Portes et al., 2009).  

 

1.3.2.2. Embalagens ativas com extrato de chá verde incorporado 

O uso tecnológico do extrato de chá verde não se limita à proteção de produtos alimentares 

como ingrediente funcional (antioxidante natural), a sua aplicação em embalagens ativas é outra 

possibilidade. A incorporação de extrato no filme apresenta vantagens, uma vez que não 

modifica a formulação do produto alimentar (Lorenzo et al., 2016). 

Estudos recentes relatam a possibilidade de incorporação do extrato de chá verde em 

diferentes polímeros (Tabela 2), sendo que na maioria se trata de polímeros comestíveis, como 

gelatina (Hong et al., 2009; Wu et al., 2013), quitosano (Siripatrawan et al., 2010; Siripatrawan 

et al., 2012), agar (Lacey et al., 2014) e filmes proteicos (Yang et al., 2016). 

O extrato de chá verde pode oferecer proteção contra a oxidação, reduzindo 

significativamente o ranço, prolongando a vida útil dos alimentos embalados. Adicionalmente, 

a análise sensorial demonstrou que o alimento embalado não foi afetado pelo extrato de chá 

verde (Carrizo et al., 2016). 

De acordo com o estudo realizado por Yang et al. (2016), a incorporação do extrato de chá 

verde, também, não alterou as propriedades físicas dos filmes. Siripatrawan et al. (2010) 

relataram que a incorporação do extrato melhorou as propriedades mecânicas e de barreira 

ao vapor de água. 
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Tabela 2. Aplicação do extrato de chá verde em embalagens alimentares ativas. 

Polímero 

Quantidade 

de extrato 

de chá 

verde 

incorporado 

Técnica de 

incorporação 
Resultados do estudo Referência 

Gelatina 

(Gelidium 

corneum) 

0,5%, 

1,4%,2,8% e 

4,2% 

Mistura na 

solução de 

gelatina 

Os resultados demonstraram que o 

aumento da concentração de extrato 

de chá verde no filme, aumentou a 

inibição do crescimento bacteriano 

das estirpes estudadas (Escherichia coli 

e Listeria monocytogenes), no entanto 

o filme ativo com 2,8% de extrato 

demonstrou possuir melhor atividade 

antimicrobiana. 

A aplicação do filme referido (com 

2,8% de extrato) a lombos de porco 

foi bem-sucedida na inibição do 

crescimento microbiano durante o 

seu armazenamento. 

Hong et al. 

(2009) 

Gelatina de 

pele de carpa 

prateada 

(Hypophthalmichthys 

molitrix) 

0,3% e 0,7% 

Mistura na 

solução de 

gelatina 

A incorporação de extrato de chá 

verde no filme de gelatina melhorou 

as propriedades mecânicas e de 

barreira, bem como de 

permeabilização ao vapor de água.  

A atividade antioxidante dos filmes de 

gelatina com extrato de chá verde 

incorporado aumentou 

consideravelmente, mas diminuiu 

durante o armazenamento. 

Wu et al. 

(2013) 

Quitosano 
2%, 5%, 10% 

e 20% 

Mistura na 

solução de 

quitosano 

Os resultados sugeriram que a 

incorporação de extrato de chá verde 

nos filmes de quitosano melhorou as 

propriedades mecânicas e de barreira 

ao vapor de água e aumentou o 

conteúdo polifenólico e a atividade 

antioxidante dos filmes. 

Siripatrawan 

et al. (2010) 

Quitosano 20% 

Mistura na 

solução de 

quitosano 

Verificou-se uma redução no estado 

de oxidação lipídica e no crescimento 

microbiano das amostras de salsichas 

de porco embaladas com o filme ativo 

em relação às amostras em contato 

com o filme controlo, prolongando a 

vida útil das salsichas de porco. 

Siripatrawan 

et al. (2012) 

Quitosano 
0,5%, 1% e 

2% 

Mistura na 

solução de 

quitosano 

Os resultados demonstraram que a 

adição de extrato de chá verde 

diminuiu significativamente a 

permeabilidade ao vapor de água e 

aumentou a capacidade antioxidante 

dos filmes. A capacidade de 

eliminação de radicais DPPH dos 

filmes com extrato de chá verde foi 

maior do que a dos filmes com 

extrato de chá preto para todos os 

simuladores de alimentos (0%, 20%, 

75% e 95% de etanol). 

Peng et al.   

(2013) 
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Copolímero 

de etileno e 

álcool vinílico 

5% Extrusão plana 

A exposição dos filmes a vários 

simuladores de alimentos mostrou 

que os simuladores líquidos 

aumentaram a capacidade de reduzir 

os radicais DPPH• e ABTS•. 

Os filmes desenvolvidos podem ser 

utilizados como embalagens ativas 

antioxidantes para todos os tipos de 

alimentos, desde produtos aquosos 

até alimentos com alto teor em 

gordura. 

Dicastillo et 

al. (2011) 

Copolímero 

de etileno e 

álcool vinílico 

5% Casting 

Verificou-se que a incorporação de 

extrato de chá verde no filme 

diminuiu a permeabilidade ao vapor 

de água.  

A exposição do filme a vários 

simuladores de alimentos mostrou 

que a libertação do extrato dependeu 

do tipo de simulador, apresentando 

melhor desempenho quando exposto 

ao simulador de alimentos com 

elevador teor em gordura.  

A eficácia do filme ativo foi testada 

sobre a oxidação lipídica de filetes de 

sardinha (Sardina pilchardus) em 

salmoura. A evolução do índice de 

peróxidos e o conteúdo em 

malonaldeído mostraram que o filme 

reduziu a oxidação lipídica do 

alimento em estudo. 

Dicastillo et 

al. (2012) 

Agar 
Sem 

informação 
Casting 

Os filmes com extratos de chá verde 

permitiram a diminuição da contagem 

de bactérias produtoras de sulfureto 

de hidrogénio e das bactérias totais 

durante o período de 

armazenamento de filetes de pescada 

(Merluccius capensis). 

Os filmes ativos prolongaram a vida 

útil dos filetes de pescada durante, 

pelo menos, uma semana. 

Lacey et al. 

(2014) 

Estrutura 

multicamada 
 (sem informação 

dos polímeros 

utilizados) 

Sem 

informação 

Sem 

informação 

A análise sensorial demonstrou que 

as caraterísticas sensoriais dos 

alimentos embalados (amendoim com 

cobertura de chocolate preto e 

chocolate de leite com cereais) não 

foram afetadas pela incorporação do 

extrato de chá verde na embalagem.  

O novo material multicamada 

demonstrou bom desempenho 

antioxidante, protegendo os 

alimentos em estudo da oxidação 

lipídica, prolongando a sua vida útil. 

Carrizo et 

al. (2016) 
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Proteína 

(Grãos secos de 

destilaria com 
solúveis, 

subproduto da 

produção de álcool 
a partir de milho) 

0,5% 

Mistura do 

extrato de chá 

verde na 

solução de 

proteína 

O filme proteico com extrato de chá 

verde incorporado apresentou 

capacidade antioxidante elevada. 

Os resultados indicam que filmes de 

proteína com extrato de chá verde 

podem ser utilizados como material 

de embalagem antioxidante no 

embalamento de carne de porco. 

Yang et al. 

(2016) 

 

 

1.4. Metodologias Analíticas 

1.4.1. Métodos para determinação in vitro da capacidade antioxidante 

A eficiência antioxidante de compostos bioativos tem vindo a ser investigada através de 

estudos de separação, identificação, quantificação e aplicação dos compostos fenólicos em 

produtos alimentares. Devido à grande diversidade química existente, em especial entre os 

compostos fenólicos, os diversos ensaios metodológicos diferem em relação ao mecanismo 

de reação, espécies-alvo, condições da reação e na forma de expressão dos resultados (Ângelo 

et al., 2007; Oliveira et al., 2009). 

Os métodos são influenciados por diversos fatores, tais como a natureza dos compostos, o 

método de extração, o tamanho da amostra, as condições de armazenamento, o padrão 

utilizado e a presença de interferências. Deste modo, não existe uma metodologia universal, 

pelo que é necessário avaliar a capacidade antioxidante através de diferentes métodos, com 

fundamentos e mecanismos de ação diferentes (Ângelo et al., 2007; Oliveira et al., 2009). 

Segundo Becker et al. (2004), para avaliar a capacidade antioxidante em alimentos, é necessário 

efetuar três passos fundamentais: 

• 1º Passo: quantificar os compostos fenólicos na amostra; 

• 2º Passo: quantificar a capacidade de captar radicais pelos compostos antioxidantes; 

• 3º Passo: avaliar a capacidade dos antioxidantes para reduzir ou inibir a oxidação 

lipídica. 

Os métodos para a determinação da atividade antioxidante, de acordo com Prior et al. (2005), 

baseiam-se, principalmente, em dois mecanismos de reação, a transferência de átomos de 

hidrogénio (HAT) e/ou a transferência de eletrões (ET). Segundo os autores, ambos os 

mecanismos de reação, determinam o potencial antioxidante das amostras, mas a cinética da 

reação e as reações colaterais são diferentes. 

Os métodos baseados na HAT avaliam a capacidade dos compostos antioxidantes 

bloquearem a ação dos radicais livres através da doação de átomos de hidrogénio. O 
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antioxidante inibe, por competição, a oxidação do substrato através da espécie reativa de 

oxigénio, independente do pH e do solvente. Os métodos ORAC (Capacidade de Absorção 

de Radicais Oxigénio), TRAP (Parâmetro Antioxidante de Radicais Totais), inibição do 

branqueamento do β-Caroteno e TBARS são métodos baseados na HAT (Prior et al., 2005; 

Magalhães et al., 2008; Ndhlala et al., 2010).  

Nos métodos baseados na ET estão envolvidos, no mecanismo de ação, apenas, dois 

componentes, os compostos antioxidantes e o agente oxidante, que pode ser um radical livre 

ou outro composto como metais ou grupos carbonilos, ocorrendo a transferência de eletrões 

do antioxidante para o agente oxidante (Prior et al., 2005; Magalhães et al., 2008). São exemplo 

de métodos baseados na transferência de eletrões, o método Folin-Ciocalteu, o sistema de 

inibição do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), o FRAP (Poder Antioxidante por 

Redução do ião Férrico) e o TEAC (Capacidade Antioxidante em Equivalente Trolox) (Prior 

et al., 2005; Magalhães et al., 2008; Ndhlala et al., 2010).  

 

1.4.1.1. Método Folin-Ciocalteu (Determinação dos compostos fenólicos 

totais) 

O método Folin-Ciocalteu é largamente utilizado em investigação para a determinação dos 

compostos fenólicos totais. É de conhecimento geral que o reagente Folin-Ciocalteu tem, na 

sua constituição, uma mistura de ácido fosfotúngstico e ácido fosfomolíbdico, no entanto, 

atualmente, a sua natureza química ainda não é bem conhecida (Magalhães et al., 2008). 

Este ensaio é baseado na reação dos compostos fenólicos com o reagente Folin-Ciocalteu 

através da transferência de eletrões, em meio alcalino, dos compostos fenólicos e de outros 

compostos redutores para o molidbénio, formando compostos azuis. O teor de fenóis totais 

é determinado espetrofotometricamente, a 725 nm, em que quanto maior for a absorvância 

maior é o teor de fenóis totais (Prior et al., 2005; Ndhlala et al., 2010). 

 

1.4.1.2.  Determinação de flavonoides totais 

O método para a determinação de flavonoides totais permite quantificar um grupo específico 

de compostos fenólicos, não avaliando diretamente a capacidade antioxidante. O mecanismo 

de reação deste método, baseia-se, num complexo formado pelos flavonoides, entre o ião 

alumínio Al(III) e os grupos carbonilo e hidroxilo dos flavonoides, dando origem a uma 

coloração amarela, passando a vermelha em meio alcalino (Alvarez-Suarez et al., 2009). A 

formação de cor permite determinar espetrofotometricamente, a 510 nm, a quantidade de 

flavonoides presentes na amostra (Palacios et al., 2011). 
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Tendo em conta que os derivados de isoflavona não originam cor na reação com o cloreto de 

alumínio, este método é altamente seletivo para a estrutura flavonoide (Palacios et al., 2011). 

 

1.4.1.3. Sistema de inibição do radical livre DPPH 

O método que utiliza o radical DPPH consiste na capacidade da amostra em captar este radical. 

Este método avalia a eficácia de um antioxidante à temperatura ambiente, eliminando o risco 

de degradação térmica das moléculas testadas, através da reação dos compostos antioxidantes 

com uma solução metanólica de DPPH•. A redução ou captação do radical é monitorizada, 

espectrofotometricamente, pela diminuição da absorvância a um comprimento de onda 

característico (515 nm) (Becker et al., 2004; Prior et al., 2005; Magalhães et al., 2008; Ndhlala 

et al., 2010). A atividade captadora de radicais DPPH dos compostos em análise é mais elevada,  

quanto maior e mais rápida  for a descoloração da solução (Amarowicz et al., 2004; Molyneux, 

2004). 

 

 

Figura 8. Mecanismo da reação da molécula DPPH• na presença de um antioxidante “A” (Fonte: Oliveira, 2015). 

 

 

 

1.4.1.4.  Teste do Branqueamento do β-Caroteno 

O ensaio da inibição do branqueamento do β-caroteno permite avaliar a capacidade de 

compostos antioxidantes em inibir a peroxidação lipídica.  

Este ensaio tem como mecanismo de reação a formação de radicais livres através da 

peroxidação do ácido linoleico, induzida pelo calor. Tendo em conta que os radicais livres 

formados são moléculas instáveis vão, inevitavelmente, captar átomos de hidrogénio do β-

caroteno, provocando a sua oxidação e, consequentemente a sua descoloração. A inibição ou 

redução da descoloração é possível através da adição de compostos antioxidantes à solução, 

uma vez que estes compostos vão reduzir os radicais livres formados, evitando assim a 

oxidação do β-caroteno. A capacidade antioxidante é determinada pelo estado de 
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descoloração do β-caroteno através da determinação da absorvância (Amarowicz et al., 2004; 

Mikami et al., 2009). 

 

1.4.2. Métodos de avaliação da oxidação lipídica em alimentos  

A avaliação do estado de oxidação dos alimentos é uma determinação importante para a 

indústria alimentar, uma vez que permite controlar e garantir a qualidade desde a matéria-

prima até ao produto final, bem como determinar a sua vida útil. 

Atualmente existem vários métodos para avaliar a oxidação lipídica em alimentos. As 

alterações nas propriedades químicas, físicas ou sensoriais de óleos e gorduras durante a 

oxidação podem ser monitorizadas para definir a extensão da oxidação lipídica. No entanto, 

não existe um método padrão para detetar todas as alterações oxidativas que ocorrem 

simultaneamente num alimento.  

Os métodos disponíveis para monitorizar a oxidação lipídica em alimentos e sistemas 

biológicos podem ser divididos em dois grupos:  

• o primeiro grupo avalia os produtos primários da oxidação lipídica, geralmente 

formados nas etapas de iniciação e propagação; 

• o segundo grupo determina os produtos secundários que se formam a partir da 

degradação dos hidroperóxidos (Shahidi et al., 2008). 

No presente trabalho, a fim de avaliar o estado oxidativo da gordura do alimento controlo, 

recorreram-se a quatro métodos, a saber, índice de Peróxidos, determinação do valor de p-

anisidina, ensaio TBARS e determinação do Hexanal. 

 

1.4.2.1. Determinação do Índice de Peróxidos 

O índice de peróxidos é o método mais utilizado para avaliar os componentes primários da 

oxidação de óleos e gorduras (Gray, 1978; Mehta et al., 2015). Este ensaio mede o total de 

peróxidos presentes numa amostra e exprime-se em miliequivalente de oxigénio ativo por 

quantidade de amostra (meq O2/kg de amostra) (Gray, 1978; Chen et al., 2016; Okpala et al., 

2016). 

A formação de peróxidos está relacionada com o processo de degradação/deterioração de 

gorduras por oxidação dos ácidos gordos insaturados. A formação de peróxidos não aumenta, 

paralelamente, com o processo de deterioração da gordura. Apresenta um máximo antes da 

gordura ser considerada rança pelo exame organolético e depois diminui novamente à medida 

que se formam os aldeídos e os ácidos gordos de cadeia curta, responsáveis por odores 

desagradáveis.  
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Assim, apesar de fornecer um valor indicativo do estado oxidativo dos lípidos, a utilização do 

índice de peróxidos para a determinação da oxidação lipídica é limitada aos estádios iniciais da 

oxidação, visto que os peróxidos são vulneráveis às reações químicas posteriores (Gray, 1978; 

Chen et al., 2016; Okpala et al., 2016).  

A variação do nível de peróxidos ao longo do tempo ocorre de uma forma gaussiana, pelo que 

um nível baixo de peróxidos não constitui uma garantia de boa estabilidade oxidativa, podendo, 

pelo contrário, ser sinónimo de alteração pronunciada (Berset et al., 1996). 

O método mais utilizado para a determinação do teor de peróxidos numa amostra é por 

iodometria. Este método está aprovado pela AOAC (Association for Official Analytical Chemists) 

e é baseado na libertação de iodo através das reações redox entre os peróxidos (dissolvidos 

em soluções orgânicas) e o iodeto de potássio (numa solução excessivamente saturada). O 

iodo libertado é titulado com tiossulfato, utilizando uma solução de amido como indicador. A 

iodometria é de fácil aplicação e é adequado a diversas matrizes alimentares, no entanto 

apresenta algumas desvantagens, tais como a absorção do iodo pelas duplas ligações dos ácidos 

gordos, a libertação do iodo a partir da solução saturada de iodeto de potássio, o pH e 

temperatura da solução e a agitação a que a solução da amostra é submetida (Gray, 1978; 

Chen et al., 2016). A Norma Portuguesa para a determinação do Índice de Peróxidos é a NP 

904 (1987). 

 

1.4.2.2. Determinação do valor de p-anisidina 

O valor de p-anisidina indica a presença de aldeídos (produtos de oxidação secundária), 

formados durante a decomposição dos peróxidos, numa amostra de gordura ou óleo. Assim, 

o valor de p-anisidina é um índice complementar ao índice de peróxidos, uma vez que este 

como referido está relacionado com produtos de oxidação primários. 

Na presença de ácido acético, a p-anisidina reage com os aldeídos presentes nas gorduras e 

óleos, produzindo compostos de cor amarelada. A intensidade da cor amarela da solução 

provocada pelos produtos de reação depende, não só, dos compostos aldeídicos, mas, 

também, da sua estrutura química. Assim, a presença de ligações duplas conjugadas com o 

grupo carbonilo presentes nestes produtos de reação, aumentam a absorvância em quatro a 

cinco vezes (Shahidi et al., 2005; Shahidi et al., 2008). A Norma Portuguesa para a determinação 

do valor da p-anisidina é a NP 1819 (1984). 
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1.4.2.3. Ensaio de Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) 

O ensaio TBARS baseia-se na quantificação do principal aldeído formado durante a oxidação 

lipídica de alimentos, o malonaldeído (MDA) que reage com o ácido tiobarbitúrico (TBA) 

formando um composto de cor vermelha que pode ser determinado 

espetrofotometricamente (Eldin, 2010). O MDA é um dos principais compostos da 

decomposição dos ácidos gordos polinsaturados em hidroperóxidos, formados durante o 

processo de oxidação lipídica (Osawa et al., 2005). Este método é dos mais utilizados na 

avaliação do estado da oxidação lipídica nos alimentos, principalmente em produtos de origem 

animal (Ross et al., 2006).  

Para pescado e produtos à base de peixe, o TBARS é um dos métodos mais adequados para 

a avaliação da oxidação lipídica, apesar da reação não ser especifica e estar sujeita à ação de 

interferentes (Osawa et al., 2005). 

A ocorrência de formação adicional de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico, durante a 

análise, devido ao aquecimento a que a amostra é submetida, à acidificação e ao facto de existir 

formação de MDA, por auto-oxidação das moléculas da amostra, são algumas das limitações 

apontadas a este método (Oakes et al., 2003; Ross et al., 2006). 

 

1.4.2.4. Determinação do Hexanal 

Os compostos voláteis, hidrocarbonetos (pentano, n-hexano, etano), aldeídos (pentanal, 

hexanal, hexenal, 2-octenal, 2-nonenal), cetonas (1,5-octadien-3-ona, 1-octen-3-ona) ou ácidos 

(ácido fórmico), resultam da decomposição dos produtos primários (peróxidos) do processo 

oxidativo. Aparecem numa fase bastante precoce do ciclo evolutivo e estão relacionados, 

principalmente, com as alterações nas caraterísticas sensoriais dos alimentos (St Angelo, 1996; 

Berset et al., 1996). 

Os aldeídos são os principais componentes voláteis formados no decorrer do processo de 

oxidação lipídica dos alimentos, pelo que são muito utilizados para medir o avanço da oxidação 

lipídica. O hexanal é o aldeído dominante formado no decurso da mesma, sendo considerado 

um indicador da oxidação lipídica. A sua produção ocorre a partir da degradação do ácido 

linoleico (Frankel, 2014). Dos hidroperóxidos formados, o 13-hidroperóxido (13-OOH) é o 

principal percursor do hexanal. É considerado o melhor componente volátil para a medição 

da oxidação lipídica (Nissen et al., 2004; Sanches-Silva et al., 2004; Ross e Smith, 2006).  

A concentração elevada de aldeídos nas matrizes alimentares é responsável pela rancidez dos 

alimentos, representando uma das principais causas de perda da qualidade nutricional e 

organolética dos alimentos (Veloso et al., 2001).  
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Devido às suas caraterísticas (volatilidade, instabilidade, elevada solubilidade em água e ao facto 

de carecerem de cromóforos e fluoróforos), a determinação de aldeídos é, geralmente, 

efetuada por cromatografia em fase gasosa. A cromatografia líquida também pode ser utilizada 

para a determinação de aldeídos, no entanto é necessário efetuar uma derivatização. No caso 

do hexanal, o agente de derivatização1 mais utilizado é a 2,4- dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH), 

podendo-se também recorrer-se ao o-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzilo) cloridrato de 

hidroxilamina (PFBHA) (Xu et al., 2010; Chen et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 A derivatização é uma técnica utilizada para transformar uma substância noutra, através de uma reação química, com a 

mesma estrutura, mas diferentes propriedades. A substância derivada vai ter diferentes propriedades químicas como 

solubilidade, pontos de fusão e ebulição, entre outros, que vão facilitar a separação, deteção e quantificação de um 

determinado composto (Marins, 2002). 
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II.   OBJETIVOS 

 

A presente dissertação tem como principal objetivo avaliar a eficácia de uma nova embalagem 

alimentar ativa biodegradável, baseada em PLA, com capacidade antioxidante através da 

incorporação de extrato de chá verde em diferentes concentrações, 1% e 2%, a fim de evitar 

a oxidação lipídica de alimentos com alto teor lipídico.  

Para alcançar este fim, pretende-se avaliar e comparar a capacidade antioxidante, através da 

determinação da capacidade de capturar eletrões pelo radical DPPH e da inibição do 

branqueamento do β-caroteno, e determinar o conteúdo em compostos fenólicos totais e 

flavonoides totais de três extratos de chá verde preparados em laboratório com um extrato 

de chá verde comercial, a fim de verificar a sua potencial aplicação em embalagens alimentares 

ativas. Pretende-se, também, comparar a capacidade antioxidante dos extratos referidos com 

o antioxidantes sintético terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e as catequinas, (-)-epicatequina 

(pureza ≥90%) e (-)-galato de epigalocatequina (pureza ≥80% e pureza ≥95%). Os extratos de 

chá verde serão, também, avaliados no que respeita à sua atividade antimicrobiana. 

A eficácia antioxidante dos novos filmes ativos será estudada embalando um alimento modelo 

com alto teor lipídico (salmão fumado) durante diferentes tempos de armazenamento e 

avaliando o estado da oxidação lipídica do alimento por diferentes métodos (índice de 

peróxidos, valor de p-anisidina, ensaio de Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 

(TBARS) e ensaio do hexanal).  

A eficácia antimicrobiana dos filmes ativos também será avaliada em relação a vários 

microrganismos (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, Bacillus 

cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Thyphimurium). 
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III. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os métodos descritos relativos ao estudo da capacidade antioxidante dos extratos de chá 

verde foram realizados no laboratório de Bromatologia, Hidrologia e Nutrição da Faculdade 

de Farmácia da Universidade de Coimbra, enquanto que os métodos descritos e utilizados no 

estudo da eficácia do filme ativo no controlo da oxidação lipídica, de um alimento modelo, 

foram realizados no Departamento de Alimentação e Nutrição do Instituto Nacional de Saúde 

Doutor Ricardo Jorge, I.P., em Lisboa.  

Os filmes ativos e a sua caracterização (propriedades mecânicas e de barreira ao vapor de 

água) foram desenvolvidos no âmbito da dissertação de mestrado de Américo Cunha (Cunha, 

2017), no Instituto de Polímeros e Compósitos/I3N da Universidade do Minho, polo de 

Guimarães.  

 

3.1. Amostras de Chá Verde 

No presente estudo foram utilizadas quatro amostras de chá verde, sendo que duas consistem 

em folhas secas de Camellia sinensis L., outra em pó integral criotriturado da folha do chá verde, 

apresentado sob a forma de cápsulas, e, por fim, a outra amostra diz respeito a um extrato de 

chá verde comercial. 

Foram obtidas duas variedades de chá verde em folhas secas (Hysson e Encosta de Bruma) da 

marca Gorreana (Açores, Portugal). O chá verde Hysson é produzido a partir das três 

primeiras folhas da planta do chá (C. sinensis) que são colhidas durante os meses de julho e 

agosto, enquanto que o chá verde Encosta de Bruma é produzido exclusivamente a partir do 

broto terminal e da primeira folha da planta do chá, cultivadas no cume mais alto da plantação 

de chá Gorreana e são colhidos no final de julho e início de agosto. Estas amostras foram 

adquiridas na loja online da empresa Plantações de Chá Gorreana, Lda.  

O chá verde em cápsulas foi adquirido numa superfície comercial na região de Coimbra, 

enquanto que o extrato comercial (MyProtein®, Batch L704906709) foi cedido pela 

Universidade do Minho. 

As amostras foram armazenadas à temperatura ambiente e ao abrigo da luz e da humidade. 
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3.2. Preparação e Extração da Amostra 

3.2.1. Reagentes e Solventes 

O solvente utilizado para a extração do chá verde foi o etanol absoluto proveniente da Merck 

(Darmstadt, Alemanha). 

 

3.2.2. Equipamentos 

Para a extração do chá verde utilizou-se uma trituradora A320R Moulinette da Moulinex 

(França), uma balança analítica AG285 Mettler Toledo (Lisboa, Portugal), um agitador 

horizontal HS 501D da IKA®-Labortechnik (Staufen, Alemanha), uma centrífuga SIGMA 

modelo 3-16K da SIGMA Laborzentrifugen GmbH (Osterode, Alemanha) e um evaporador 

rotativo RE-111 da BÜCHI (Flawil, Suíça) e bomba de vácuo V-700 da BÜCHI (Flawil, Suíça). 

 

3.2.3. Procedimento 

As amostras de chá verde em folhas secas foram sujeitas a um processo de trituração e 

homogeneização com recurso a uma trituradora, seguindo-se um processo de tamisação. A 

amostra de chá verde em pó, por apresentar essa característica, não foi sujeita aos processos 

mencionados. 

Procedeu-se à pesagem de 5 g de cada amostra, a qual foi submetida a uma extração sólido-

líquido com 50 mL de etanol absoluto, com agitação a 400 rpm durante 30 minutos à 

temperatura ambiente. Seguidamente, a mistura foi centrifugada a 15 °C, durante 15 minutos 

a 5000 g. O sobrenadante foi retirado para um balão piriforme e sujeito a evaporação completa 

do etanol a 35 °C através de um evaporador rotativo. Com a ajuda de uma espátula, o extrato 

foi retirado do balão e armazenado.  

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 9. Extratos de chá verde: 1) Hysson; 2) Encosta de Bruma; 3) Cápsulas; 4) Comercial. 

 

 

1) 4) 3) 2) 
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3.3. Determinação da Capacidade Antioxidante in vitro dos Extratos 

de Chá Verde 

O potencial antioxidante dos diferentes extratos de chá verde em estudo foi avaliado através 

de quatro métodos. Os métodos para a determinação do conteúdo em compostos fenólicos 

totais e do conteúdo em flavonoides totais permitem avaliar a presença de compostos com 

potencial antioxidante enquanto os métodos, sistema de inibição do radical livre DPPH e teste 

do branqueamento do β-caroteno, permitem avaliar a capacidade antioxidante. 

O ensaio do DPPH● foi ainda realizado para o antioxidante sintético TBHQ e para as 

catequinas: (-)-epicatequina (≥90%), (-)- galato de epigalocatequina (≥80%) e (-)- galato de 

epigalocatequina (≥95%).  

 

3.3.1. Determinação do conteúdo em compostos fenólicos totais 

3.3.1.1. Reagentes  

Utilizou-se o reagente Folin & Ciocalteu`s e ácido gálico da marca Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Alemanha), metanol de grau analítico da VWR Chemicals (Fontenay-sous-Bois, França) e 

carbonato de sódio fornecido pela Merck (Darmstadt, Alemanha). 

 

3.3.1.2. Equipamentos 

Para a realização deste ensaio, recorreu-se a uma balança analítica AG285 Mettler Toledo 

(Lisboa, Portugal), a um sistema de purificação da Milli-Q (Millipore Corp., Bedford, EUA) e a 

um espectrofotómetro U-3900 da Hitachi (Tóquio, Japão) com software U.V Solutions 3.0. 

 

3.3.1.3. Procedimento 

Este método foi efetuado segundo a metodologia de Erkan et al. (2008). 

Adicionou-se 7,5 mL de reagente Folin-Cioucalteu (previamente diluído com água ultrapura, 

1:10, v/v) a uma alíquota de 1 mL de amostra e deixou-se a repousar à temperatura ambiente. 

Após 5 minutos, foram adicionados 7,5 mL de solução aquosa de carbonato de sódio (Na2CO3) 

com uma concentração de 60 mg/mL (preparado com água ultrapura). As soluções foram 

mantidas em repouso ao abrigo da luz, durante 120 minutos.  Após este período, mediu-se a 

absorvância num espectrofotómetro a 725 nm, usando água como branco. Os resultados 

foram expressos em equivalentes de ácido gálico (GAE, Gallic Acid Equivalents). 
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A quantificação dos compostos fenólicos totais foi feita para os diferentes extratos de chá 

verde, em triplicado, numa concentração de 0,1 mg/mL. 

 

Preparação da curva padrão do ácido gálico 

Foi preparada uma solução stock de ácido gálico com concentração de 10 mg/mL a partir da 

qual se fizeram diluições, obtendo-se uma gama de concentrações de 0,015 a 0,15 mg/mL. 

Procedeu-se ao método, como descrito anteriormente, para as diferentes concentrações. A 

curva de calibração, absorvância versus concentração (mg/mL) de ácido gálico obtida permitiu 

calcular os mg GAE/g de extrato. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Determinação do conteúdo em compostos fenólicos totais. (A) Amostras com a solução de reagente 

Folin-Ciocalteu em tubos de ensaio; (B) Amostras ao fim de 120 minutos com formação da coloração 

característica da presença de compostos fenólicos. 

 

3.3.2. Determinação do conteúdo em flavonoides totais 

3.3.2.1. Reagentes  

Os reagentes utilizados foram o nitrito de sódio, a (-)-epicatequina (≥90%) de grau HPLC e o 

cloreto de alumínio provenientes da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), o metanol de grau 

analítico da marca VWR Chemicals (Fontenay-sous-Bois, França) e o hidróxido de sódio 

fornecido pela Merck (Darmstadt, Alemanha). 

 

3.3.2.2. Equipamentos 

Os equipamentos necessários para este ensaio foram uma balança analítica AG285 Mettler 

Toledo (Lisboa, Portugal), um sistema de purificação da Milli-Q (Millipore Corp., Bedford, 

EUA) e um espectrofotómetro U-3900 da Hitachi (Tóquio, Japão) com software U.V Solutions 

3.0. 

 

 

A) B) 
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3.3.2.3. Procedimento 

O conteúdo de flavonoides totais (TFC) foi determinado através da metodologia desenvolvida 

por Yoo et al. (2008). 

Tomou-se uma alíquota de 1 mL da amostra para um tubo de ensaio e adicionaram-se 4 mL 

de água ultrapura. De seguida, adicionou-se 0,3 mL de nitrito de sódio, NaNO2 (5%, p/v, 

preparado com água ultrapura) e homogeneizou-se. Após 5 minutos, juntou-se 0,6 mL de 

cloreto de alumínio, AlCl3 (10%, p/v, preparado com água ultrapura) e homogeneizou-se 

novamente. Ao fim de 6 minutos, foram adicionados 2 mL de hidróxido de sódio, NaOH (1 

M) e 2,1 mL de água destilada. A solução foi homogeneizada e, de seguida, procedeu-se à 

leitura da absorvância a 510 nm num espectrofotómetro, utilizando água como branco. Os 

resultados foram expressos em equivalentes de epicatequina por g de amostra (mg de ECE/g 

de amostra). 

A quantificação dos flavonoides totais foi feita para os todos os extratos de chá verde, em 

triplicado, e numa concentração de 0,5 mg/mL. 

 

Preparação da curva padrão da epicatequina 

A (-)-epicatequina foi utilizada para construir a curva padrão. Inicialmente foi preparada uma 

solução stock de (-)-epicatequina com uma concentração de 1 mg/mL. A partir desta fizeram-

se diluições de diferentes concentrações. Fez-se o ensaio dos flavonoides totais como descrito 

anteriormente, para as várias diluições, determinando-se cinco concentrações que dessem 

origem a absorvâncias no intervalo obtido para as amostras. 

Os ensaios foram realizados em triplicado. Para traçar a curva de calibração com a absorvância 

versus a concentração (mg/mL) utilizou-se a média dos replicados. 

Os resultados são expressos em mg de ECE por g de extrato. 

 

   

 

 

 

Figura 11. Determinação do conteúdo em flavonoides totais. A) solução de NaOH e amostras em tubos de 

ensaio durante a realização do ensaio; B) Amostras no final do ensaio. 

 

A) B) 
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3.3.3. Sistema de inibição do radical livre DPPH 

3.3.3.1. Reagentes  

O metanol de grau analítico foi fornecido pela VWR Chemicals (Fontenay-sous-Bois, França). 

O DPPH●, o TBHQ e a EGCG (≥95%) utilizados foram da marca Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Alemanha). 

A EC (≥90%) e a EGCG (≥80%) de grau HPLC foram adquiridas, também, à Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Alemanha). 

Para preparar a curva padrão foi utilizado o ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2 

carboxílico também designado Trolox (97%) proveniente da Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Alemanha). 

 

3.3.3.2. Equipamentos 

Utilizou-se uma balança analítica AG285 Mettler Toledo (Lisboa, Portugal) e um 

espectrofotómetro U-3900 da Hitachi (Tóquio, Japão) com software U.V Solutions 3.0. 

 

3.3.3.3. Procedimento 

O método utilizado foi adaptado do método descrito por Moure et al. (2001). 

Inicialmente, procedeu-se à preparação, num balão âmbar, de uma solução metanólica 

contendo radicais DPPH com uma concentração de 14,2 μg/mL. Prepararam-se soluções 

metanólicas dos diferentes extratos de chá verde de modo a que todos tivessem a mesma 

concentração (0,1 mg/mL). O método descrito por Moure et al. (2001) foi aplicado, com uma 

alteração no tempo de reação da amostra com o radical de 16 para 30 minutos. Ao abrigo da 

luz, fez-se reagir 50 μl de amostra com 2 mL da solução metanólica de DPPH•. Como controlo, 

utilizou-se 50 μl do solvente usado na preparação dos extratos. Mediu-se a absorvância no 

espectrofotómetro, a um comprimento de onda de 515 nm, após 30 minutos. A percentagem 

de inibição (IP%) do radical DPPH foi definida como a percentagem de redução na absorvância 

em relação ao valor inicial, através da fórmula: 

 

𝐼𝑃 (%) =
𝐴𝑐 − 𝐴𝐴30

𝐴𝑐
× 100 

Em que, 

IP (%) - Percentagem de inibição do radical DPPH; 

Ac - Absorvância do controlo; 

AA 30 - Absorvância da amostra após os 30 minutos. 
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Após o cálculo da percentagem de inibição do radical DPPH, procedeu-se à avaliação da 

capacidade antioxidante através do equivalente Trolox (ET). O Trolox é um antioxidante 

sintético hidrossolúvel, semelhante à vitamina E, usado para fazer comparações entre a 

capacidade antioxidante de uma dada substância com a capacidade antioxidante do Trolox. 

Para esta comparação foi preparada uma curva de calibração a partir de uma solução padrão 

de Trolox. 

 

Preparação da curva padrão do Trolox 

O Trolox foi utilizado para construir a curva padrão. Foi preparada uma solução stock de 

Trolox com concentração de 500 μg/mL a partir da qual se fizeram várias diluições, obtendo-

se uma gama de concentrações entre 10 e 180 μg/mL. Procedeu-se ao método, como descrito 

anteriormente, para as diferentes concentrações.  

Os ensaios foram realizados em triplicado. Para traçar a curva de calibração com a 

percentagem de inibição do radical DPPH (IP) versus concentração (μg/mL) de Trolox utilizou-

se a média dos replicados. Os resultados são expressos em mg de equivalentes Trolox (ET) 

por g de extrato. 

 

Padrões e antioxidantes sintéticos 

Foram preparadas soluções com uma concentração de 0,1 mg/mL do antioxidante sintético 

TBHQ e dos seguintes padrões: (-)-epicatequina (≥90%), (-)- galato de epigalocatequina (≥80%) 

e (-)- galato de epigalocatequina (≥95%). Procedeu-se à realização do ensaio do DPPH●, como 

descrito anteriormente, para os diferentes padrões. Os ensaios foram realizados em duplicado. 

 

Posteriormente, procedeu-se à determinação da concentração necessária de extrato para 

captar 50% da quantidade de radicais livres DPPH presentes na solução (concentração 

necessária de extrato para obter 50% do efeito antioxidante), ou seja, procedeu-se ao cálculo 

do EC50 (Effective concentration) para os extratos de chá verde.  

Para testar os diferentes extratos, prepararam-se soluções stock dos mesmos, a partir das 

quais se fizeram diluições, de forma a obter pelo menos cinco níveis de concentração 

diferentes para cada replicado. Calculou-se o IP (%) para cada concentração e construiu-se 

uma curva IP (%) versus concentração (mg/mL). Através do Método dos Mínimos Quadrados 

foi estabelecida uma equação linear para cada curva, sendo depois possível calcular as 

concentrações que originam um IP (%) igual a 50% por interpolação (Cruz et al., 2007). Deste 

modo, obtém-se o EC50 para cada extrato (Cruz et al., 2005). 
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3.3.4. Teste do Branqueamento do β-Caroteno 

3.3.4.1. Reagentes  

O metanol de grau analítico proveniente da VWR Chemicals (Fontenay-sous-Bois, França), o 

Tween®40, o ácido linoleico, o β-caroteno e o TBHQ foram fornecidos pela Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Alemanha). O clorofórmio utilizado foi da marca Fisher Scientific (Loughborough, 

Inlgaterra). 

 

3.3.4.2. Equipamentos 

Neste ensaio, utilizou-se uma balança analítica AG285 Mettler Toledo (Lisboa, Portugal), um 

sistema de purificação de água da Milli-Q (Millipore Corp., Belford, EUA), um evaporador 

rotativo RE-111 e bomba de vácuo V-700 da BÜCHI (Flawil, Suíça), uma placa de agitação 

magnética Agimatic 243 (Barcelona, Espanha), um bloco de aquecimento SHT 1 da Stuart 

Scientific (Burlington, USA) e um espectrofotómetro U-3900 da Hitachi (Tóquio, Japão) com 

software U.V Solutions 3.0. 

 

3.3.4.3. Procedimento 

Para a realização do ensaio seguiu-se a metodologia descrita por (Miller, H. E., 1971). 

Inicialmente, preparou-se uma solução de β-caroteno com uma concentração de 0,2 mg/mL, 

diluindo-se 2 mg de ß-caroteno em 10 mL de clorofórmio. Num balão de fundo redondo, fez-

se uma emulsão de 200 mg de Tween®40, 20 mg de ácido linoleico e 1 mL da solução de ß-

caroteno. De seguida, com recurso a um evaporador rotativo, a 40 °C e sob pressão reduzida, 

evaporou-se o clorofórmio. Ao resíduo resultante, adicionou-se 50 mL de água ultrapura 

oxigenada (através de agitação durante 30 minutos em placa de agitação magnética) e agitou-

se vigorosamente até formar uma emulsão estável.  

Em tubos de ensaio, fizeram-se reagir 0,2 mL de amostra com 5 mL da emulsão de β-caroteno. 

Os tubos foram agitados e colocados num bloco de aquecimento a 50 °C durante 120 minutos. 

Para os ensaios de controlo utilizaram-se 0,2 mL de metanol. A absorvância dos ensaios 

controlo foi medida num espetrofotómetro, a 470 nm, antes e após os 120 minutos de reação, 

enquanto que a absorvância das amostras foi medida, apenas, no final dos 120 minutos no 

mesmo comprimento de onda.  
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O Coeficiente da Atividade Antioxidante, AAC (Antioxidant Activity Coefficient), foi calculado 

através da seguinte equação (Koleva et al., 2002): 

 

𝐴𝐴𝐶 =
𝐴𝐴 120 − 𝐴𝑐 120

𝐴𝑐 0 − 𝐴𝑐 120
× 1000 

 

Em que, 

 AA 120 - Absorvância da amostra após 120 minutos de reação; 

Ac 120 - Absorvância dos ensaios de controlo após 120 minutos de reação; 

Ac 0 - Absorvância dos ensaios de controlo no tempo inicial. 

 

 
Figura 12. Emulsão utilizada no Teste do branqueamento do β-caroteno. 
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3.4. Análise da Atividade Antimicrobiana do Extrato 

A atividade antimicrobiana foi estudada testando a sensibilidade aos extratos das bactérias 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922); Listeria monocytogenes 

(ATCC 13932); Pseudomonas aeruginosa (NCTC 10662), Enterococcus faecalis (NCTC 775), 

Salmonella Typhimurium (NCTC 12023) e Bacillus cereus (ATCC 11778). 

As estirpes bacterianas utilizadas nos ensaios cresceram em meio TSA (Trypticase Soy Agar), 

em estufa a 37 °C, durante 24h. O meio TSA é um meio de cultura não seletivo, utilizado para 

isolamento e cultura de microrganismos exigentes e não exigentes, incluindo bactérias 

aeróbias e anaeróbias, apesar de não ser um meio de escolha para anaeróbios.  

Para a realização do ensaio, foi preparado um inóculo através de uma suspensão direta de 

colónias, provenientes da cultura fresca de cada microrganismo a testar, em meio Tryptone Sel 

(Triptona-sal) (BioKar Diagnostics). A suspensão foi ajustada até obter uma turvação 

equivalente a 0,5 McFarland (1-2x108 ufc/mL). A leitura da turvação foi efetuada com a ajuda 

de um densitómetro (Densimat bioMérieux). 

Placas de Agar Mueller Hinton foram inundadas com 1 mL da suspensão do microrganismo a 

testar. Após 5 minutos de contacto foi retirado o excesso de líquido das placas e as mesmas 

foram colocadas a secar durante 10 minutos. De seguida, com um tubo estéril, efetuou-se uma 

cavidade com, aproximadamente, 4 mm de diâmetro no agar, onde posteriormente se colocou 

o extrato de chá verde. Procedeu-se à incubação das placas em estufa a 37 °C durante 24 

horas.  

A atividade antimicrobiana foi estimada a partir dos halos de inibição total de crescimento 

microbiano. 
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3.5. Desenvolvimento e Caraterização da Embalagem Ativa 

Os filmes de PLA com extrato de chá verde incorporado, assim como a avaliação das suas 

propriedades mecânicas e de barreira ao vapor de água foram realizados no Instituto de 

Polímeros e Compósitos/I3N da Universidade do Minho. 

 

3.5.1. Preparação dos filmes de PLA com extrato de chá verde 

O processo de preparação envolveu duas fases: 

• 1ª. Preparação da mistura principal de PLA e extrato de chá verde 

Com o objetivo de obter uma melhor dispersão do extrato de chá verde no interior da matriz 

PLA durante a extrusão do filme soprado, foi produzida uma mistura principal de PLA com 

extrato de chá verde. 

Inicialmente, o PLA e o extrato de chá verde foram secos a 80 °C, durante 4 horas, no forno 

a vácuo. Posteriormente, foi produzida, a partir da mistura principal, outra mistura com 

aproximadamente 8% em peso de extrato de chá verde numa extrusora de parafuso duplo 

Leistritz AG LSM 34 6L com 8 zonas de aquecimento, a 190 °C, com uma velocidade de 

parafuso de 100 rpm, um caudal de 1,5 kg/h e 5 minutos de tempo de residência. Para 

minimizar a degradação do extrato de chá verde, o pó foi adicionado na parte dianteira da 

extrusora através de um sistema de alimentação secundário. A mistura foi extrudida como 

filamentos, arrefecida em água, seca e granulada. 

• 2ª. Extrusão do filme 

Os filmes PLA com extrato de chá verde foram produzidos numa extrusora soprada Periplast, 

com um único parafuso e as seguintes condições: 50 rpm, 170 °C na primeira zona de 

aquecimento e 175 °C nas zonas restantes. O PLA e a mistura PLA com extrato de chá verde 

foram secos antes da extrusão a 60 °C, no forno de vácuo, durante a noite. Foram adicionadas 

ao PLA diferentes quantidades da mistura com 8% (m/m) de extrato de chá verde para 

produzir filmes contendo 1% (m/m) e 2% (m/m) de extrato de chá verde. 
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Figura 13. A) Filme controlo. B) Filme PLA/chá verde 1%. C) Filme PLA/chá verde 2%. 

 

3.5.2. Avaliação das Propriedades Mecânicas dos Filmes Ativos 

As propriedades mecânicas dos filmes ativos foram avaliadas pelo teste de tração através do 

equipamento Zwick/Roell Z005, à temperatura ambiente e de acordo com a metodologia 

descrita na norma ASTM D 882-02. As propriedades mecânicas foram determinadas através 

do modelo longitudinal. 

Para realização do ensaio de tração, foram utilizados corpos de prova com 310 mm de 

comprimento e 20 mm de largura. Foram analisados cinco corpos de prova de cada filme em 

estudo. 

Os corpos de prova foram testados utilizando uma aderência inicial de separação de 250 mm 

e uma taxa de alongamento de 25 mm/min. As curvas de tensão-deformação foram utilizadas 

para determinar o limite de tensão ( tensão), limite de deformação ( deformação), 

resistência à tração ( tração), tensão de rutura ( rutura) e módulo de Young (E Young). 

 

3.5.3. Permeabilidade ao Vapor de Água dos Filmes Ativos 

As propriedades de barreira ao vapor de água dos filmes ativos foram determinadas de acordo 

com a norma ASTM E 96/E 96M-05. O método dessecante foi utilizado para determinar o 

valor de transmissão de vapor de água (WVT). Os filmes foram colocados em pratos de prova, 

com uma superfície de 69,5 mm de diâmetro, preenchidos com aproximadamente 25 g de 

cloreto de cálcio hexahidratado, CaCl2.6H2O, previamente seco a 150 ºC em forno a vácuo. 

O ensaio foi realizado em triplicado, à temperatura ambiente. 

 

 

 

A) B) C) 
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3.6. Análise da Atividade Antimicrobiana dos Filmes Ativos 

A atividade antimicrobiana dos filmes ativos foi avaliada utilizando as estirpes padrão das 

bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria monocytogenes (ATCC 

13932); Enterococcus faecalis (NCTC 775) e Bacillus cereus (ATCC 11778) e das bactérias 

Gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (NCTC 10662) e 

Salmonella Typhimurium (NCTC 12023).  

A partir do stock de trabalho da cultura de referência, conservado em caldo Brain Heart Infusion 

Broth (BHI), procedeu-se à inoculação, utilizando uma ansa, da superfície da placa de Tryptone 

Soya agar (TSA) com o microrganismo alvo. Após a inoculação, as placas foram a incubar em 

estufa a 37 °C, durante 24h. 

Para análise da atividade antimicrobiana de cada microrganismo, foram recortados quadrados 

de 1,5×1,5 cm do filme de PLA sem extrato de chá verde (filme controlo) e dos filmes de PLA 

com extrato de chá verde incorporado em diferentes concentrações, 1% e 2 % (filmes ativos). 

No total, foram recortados catorze quadrados de cada filme em estudo.  

Para a realização do ensaio, foi preparado um inóculo através de uma suspensão direta de 

colónias, provenientes da cultura fresca de cada microrganismo preparada anteriormente, em 

meio Tryptone Sel (Triptona-sal) (BioKar Diagnostics). A suspensão foi ajustada até obter uma 

turvação equivalente a 0,5 McFarland (1-2x108 ufc/mL). A leitura da turvação foi efetuada com 

a ajuda de um densitómetro (Densimat bioMérieux). Utilizou-se o meio Tryptone Sel (BioKar 

Diagnostics), um diluente genérico, em tubo de 9 mL, uma vez que, no densitómetro 

(Densimat bioMérieux), apresenta uma leitura de, aproximadamente, zero na escala 

McFarland. 

De seguida, utilizando uma zaragatoa estéril, procedeu-se à inoculação das placas de Agar 

Mueller Hinton. Toda a superfície do ágar da placa foi inoculada três vezes, rodando a placa 60° 

entre cada série de riscos, para obter uma inoculação uniforme. 

Após a inoculação das placas de Agar Mueller Hinton com o microrganismo alvo, os quadrados 

do filme controlo e dos filmes ativos foram colocados em contacto com a superfície de ágar. 

Em cada placa foram colocados dois quadrados de filme, um correspondente à face do filme 

em contato com o alimento (frente) e o outro correspondente à face exterior do filme (verso). 

Para cada microrganismo alvo foram preparadas 3 placas, uma para cada filme em estudo. 

Procedeu-se à incubação das placas em estufa a 37 °C durante 24 horas.  

A atividade antimicrobiana foi estimada a partir dos halos de inibição total de crescimento 

microbiano. 
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Figura 14. Análise da atividade antimicrobiana dos filmes ativos. A) Colocação do filme nas Placas de Agar; B) 

Placas de Agar após a colocação dos filmes PLA/chá verde 1% e PLA/chá verde 2%. 

 

3.7. Estudo da eficácia do filme ativo no controlo da oxidação 

lipídica de um alimento modelo 

3.7.1. Preparação das Amostras 

O alimento modelo selecionado para testar a eficácia do filme ativo no controlo da oxidação 

lipídica foi o salmão fumado, devido ao elevado teor de ácidos gordos polinsaturados presentes 

na sua constituição, suscetíveis à oxidação lipídica. 

O salmão do Atlântico fumado, (Salmo salar L.), foi adquirido, já fatiado, numa superfície 

comercial de Lisboa. 

 

3.7.1.1. Procedimento 

As fatias de salmão fumado com, aproximadamente 40 gramas, foram colocadas em contacto 

direto com filmes de PLA com extrato de chá verde incorporado (filmes ativos) com duas 

concentrações, 1% (m/m) e 2% (m/m) e com um filme de PLA sem extrato de chá verde (filme 

controlo). Posteriormente, foram embaladas a vácuo de modo a permitir um ótimo contato 

entre o filme e o alimento modelo.  

As fatias de salmão fumado estiveram em contacto com os filmes ativos e com o filme controlo 

durante diferentes tempos de armazenamento (0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias), em refrigeração (5 

°C) e ao abrigo da luz.  

Com o objetivo de perceber o ciclo natural de oxidação lipídica do salmão fumado, algumas 

fatias não foram embaladas. As fatias de salmão fumado não embaladas foram armazenadas em 

refrigeração (5 °C) e ao abrigo da luz durante diferentes tempos de armazenamento (0, 2, 4, 

7, 10, 14, 17, 25 e 29 dias). 

 

PLA 1% PLA 2% 

A) B) 
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Figura 15. Fatias de salmão fumado embaladas com o filme controlo (A), com o filme PLA/chá verde 1% (B) e 

com o filme PLA/chá verde 2% (C). 

 

3.7.2. Ensaios para determinar o estado de oxidação lipídica de 

um alimento modelo 

O estado de oxidação lipídica das fatias de salmão fumado foi determinado após cada período 

de armazenamento (0, 7, 15, 30, 45 e 60, no caso das fatias embaladas e 0, 2, 4, 7, 10, 14, 17, 

25 e 29 dias para as fatias não embaladas). Para o efeito, efetuaram-se quatro ensaios: o índice 

de peróxidos, a determinação do valor de p-anisidina, o ensaio de TBARS e o ensaio de 

determinação do hexanal. 

 

3.7.2.1. Amostras 

Após o término de cada período de armazenamento estipulado para a realização dos ensaios 

de oxidação lipídica, as fatias de salmão fumado foram trituradas, separadamente, num moinho 

granulador Grindomix GM200 (Haan, Alemanha) e conservadas, até à sua análise, a uma 

temperatura de – 80 °C e ao abrigo da luz. 

 

3.7.2.2. Processo de Extração de Gordura 

Os ensaios, índice de peróxidos e determinação do valor de p-anisidina, são efetuados com 

gordura, pelo que, foi necessário extrair a gordura das fatias de salmão fumado embaladas com 

os filmes ativos e o filme controlo. 

 

 

A) 

B) C) 
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3.7.2.2.1. Reagentes e Equipamentos 

Para a realização da extração da gordura utilizou-se o clorofórmio fornecido pela Merck 

(Darmstadt, Alemanha), o metanol de grau HPLC (J. T. Baker, EUA) e o sulfato de sódio anidro 

de gradiente analítico da marca Merck (Darmstadt, Alemanha). Os equipamentos necessários 

foram um sistema de purificação de água da Milli-Q (Millipore Corp., Bedford, EUA), um 

homogeneizador Ultra-Turrax IKA® DI 25basic (Staufen, Alemanha), uma placa de agitação 

magnética Agimatic 243 (Barcelona, Espanha) e um evaporador rotativo Büchi modelo R-210 

(Labortechnik, Suíça). 

 

3.7.2.2.2. Procedimento 

O método utilizado para a extração da gordura foi adaptado do método descrito por Bligh-

Dyer (1959). 

A 30 g de salmão fumado triturado adicionou-se 150 mL de clorofórmio, 300 mL de metanol 

e 120 mL de água ultrapura e homogeneizou-se a solução com o homogeneizador Ultra-

Turrax IKA®. De seguida, a solução ficou a agitar durante 30 minutos. Adicionou-se, 

novamente, 150 mL de clorofórmio e 150 mL da solução de sulfato de sódio anidro 1,5 % 

previamente preparada. Agitou-se durante 2 minutos e transferiu-se a solução para uma 

ampola de decantação. Após completa separação das duas fases, retirou-se a fase clorofórmica 

e filtrou-se para um balão evaporador com um filtro Whatman nº 4 ao qual se adicionou 1 g 

de sulfato de sódio anidro, para reter a água da amostra. Evaporou-se o clorofórmio a 40 °C. 

Até realização dos ensaios do índice de peróxidos e determinação do valor de p-anisidina, a 

gordura foi conservada, protegida da luz, a 5 °C. 

 

 

Figura 16. Gordura extraída das fatias de salmão fumado. 
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3.7.2.3. Determinação do Índice de Peróxidos 

3.7.2.3.1. Reagentes e Solventes 

Para o ensaio do índice de peróxidos foi utilizado iodeto de potássio fornecido pela Sigma-

Aldrich (Madrid, Espanha), amido solúvel da marca Sigma-Aldrich Labochemikalien GmbH 

(Alemanha), isooctano e ácido acético glacial, ambos de gradiente analítico provenientes da 

Merck (Darmstadt, Alemanha). 

 

3.7.2.3.2. Equipamentos 

Para a realização do ensaio recorreu-se a um sistema de purificação de água da Milli-Q 

(Millipore Corp., Belford, EUA), a uma placa de aquecimento e a uma placa de agitação. 

 

3.7.2.3.3. Procedimento 

A metodologia utilizada para determinar o índice de peróxidos foi adaptada do método Cd8-

53 descrito pela Sociedade Americana de Químicos de Óleos (AOCS, American Oil Chemists’ 

Society) (AOCS, 1989).  

Para a realização deste ensaio foram preparadas três soluções:  

• uma solução saturada de iodeto de potássio em água ultrapura; 

• uma solução de cozimento de amido; 

• uma solução de tiossulfato de sódio 0,01 N.  

Para preparar a solução de cozimento de amido, diluiu-se 0,5 g de amido em 10 mL de água 

ultrapura, aos quais se adicionaram 40 mL de água ultrapura quente. Levou-se a solução à 

fervura durante 3 minutos e arrefeceu-se rapidamente em gelo. 

A 0,1 g de gordura (extraída pelo procedimento descrito no ponto 3.7.2.2.) adicionaram-se 

10 mL de isooctano, 15 mL de ácido acético e 1 mL da solução saturada de iodeto de potássio. 

Agitou-se a solução durante um minuto e conservou-se à temperatura ambiente protegida da 

luz durante 5 minutos. Seguidamente, adicionaram-se 3 mL da solução de cozimento de amido 

e 75 mL de água ultrapura. Efetuou-se a titulação da solução com a solução de tiossulfato de 

sódio 0,01 N, até a solução ficar de cor branca. Para o teste controlo, seguiu-se o mesmo 

procedimento, no entanto não se utilizou a gordura. Os ensaios foram realizados em 

triplicado. 
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A determinação do Índice de Peróxidos (PV) é dada pela equação: 

 

    

         𝑃𝑉 (𝑚𝑒𝑞 𝑂2 ⁄𝑘𝑔 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑢𝑟𝑎) =   

 

 

Em que, 

S - Volume de tiossulfato de sódio 0,01 N gasto; 

B - Volume de tiossulfato de sódio 0,01 N gasto nos ensaios de controlo; 

N - Normalidade do tiossulfato de sódio; 

m - Massa (g) da gordura. 

 

3.7.2.4. Determinação do valor de p-anisidina 

3.7.2.4.1. Reagentes e Solventes 

Para a realização do ensaio utilizou-se p-anisidina da Sigma-Aldrich (Madrid, Espanha), ácido 

acético glacial de gradiente analítico da Merck (Darmstadt, Alemanha) e n-hexano de gradiente 

para espectroscopia da BDH Prolabo (Leuven, Bélgica). 

 

3.7.2.4.2. Equipamentos 

O banho de ultrassons Branson Bransonic 3510 (Dietznbach, Alemanha) e o 

espectrofotómetro U-2000 da Hitachi foram os equipamentos utilizados neste ensaio. 

 

3.7.2.4.3. Procedimento 

A determinação do valor de p-anisidina foi realizada segundo o British Standard method BS 

684-2.24-1998 (BSI, 1998). 

Em primeiro, foi necessário preparar uma solução de p-anisidina, pesando 50 mg de p-anisidina 

para um balão de 20 mL e perfazendo-se o volume com ácido acético. 

A 0,5 g de gordura (extraída, previamente, de acordo com o procedimento descrito no ponto 

3.7.2.2.), adicionou-se 25 mL de n-hexano e colocou-se a solução 5 a 10 minutos no banho de 

ultrassons à temperatura ambiente até a gordura se dissolver. Mediu-se a absorvância da 

solução a 350 nm contra n-hexano. Posteriormente, a 5 mL da solução da amostra, adicionou-

se 1 mL da solução de p-anisidina em ácido acético e conservou-se, ao abrigo da luz, durante 

10 minutos, à temperatura ambiente. Para o teste controlo adicionou-se 1 mL da solução de 

(𝑆 − 𝐵) × 𝑁 × 1000 
𝑚 
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p-anisidina a 5 ml de n-hexano. Por fim, mediu-se a absorvância das amostras contra o teste 

controlo. Todas as análises foram realizadas em triplicado. 

O valor de p-anisidina (AV) é calculado segundo a equação: 

 

𝐴𝑉 =         

 

Em que, 

Abs2 - Absorvância da amostra após os 10 minutos de reação; 

Abs1 - Absorvância inicial da amostra; 

m - Quantidade de gordura utilizada no ensaio (em g). 

 

3.7.2.5. Ensaio de TBARS 

3.7.2.5.1. Reagentes  

Utilizou-se o ácido tricloroacético e o ácido ortofosfórico, ambos de grau analítico 

provenientes da Merck (Darmstadt, Alemanha) e o TBA da marca Sigma-Aldrich (Madrid, 

Espanha). 

 

3.7.2.5.2. Equipamentos 

No decorrer do ensaio, recorreu-se ao sistema de purificação de água da Milli-Q (Millipore 

Corp., Belford, EUA), ao homogeneizador Ultra-Turrax IKA® DI 25basic (Staufen, Alemanha), 

a um banho de ultrassons Branson Bransonic 3510 (Dietznbach, Alemanha), ao bloco de 

aquecimento QBD2 da Grant Instruments (Cambridge, Inglaterra) e ao espetrofotómetro U-

2000 da Hitachi. 

 

3.7.2.5.3. Procedimento 

Este método foi realizado de acordo com a metodologia desenvolvida por Miller (1998). Para 

a sua realização, preparam-se, inicialmente, duas soluções: 

• uma solução de ácido tricloroacético (TCA) 10 % (m/v) em ácido ortofosfórico 0,02 

M:  para preparar esta solução, pesou-se 1,37 g de ácido ortofosfórico para um balão 

de 1000 mL, perfazendo-se o volume deste com água ultrapura. Para um balão de 100 

mL, pesou-se 10 g de TCA e perfez-se o volume com a solução aquosa do ácido 

ortofosfórico (0,02 M); 

25 × (1,2 𝐴𝑏𝑠2 − 𝐴𝑏𝑠1) 

m 
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• uma solução aquosa de TBA: para esta solução pesou-se 0,29 g de TBA para um balão 

de 100 mL e perfez-se o volume deste com água ultrapura. Para a total dissolução do 

TBA na água, a solução foi colocada num banho de ultrassons durante 30 minutos à 

temperatura ambiente. 

Pesaram-se 5 g de cada amostra (fatia de salmão fumado triturada e homogeneizada) para um 

copo de 100 mL, ao qual foi adicionado 50 mL da solução de TCA. Homogeneizou-se a solução 

durante 1 minuto a 8000 rpm e filtrou-se (filtro Whatman nº 1) a solução para um balão de 

50 mL. De seguida, a 5 mL do filtrado adicionaram-se 5 mL da solução de TBA. Para o teste 

controlo adicionaram-se 5 mL da solução de TBA a 5 mL de água ultrapura. Posteriormente, 

as amostras foram submetidas a 100 °C durante 40 minutos no bloco de aquecimento. Após 

os 40 minutos, colocaram-se as amostras em banho de gelo durante 15 minutos para 

arrefecerem totalmente. Por fim, mediu-se a absorvância das amostras no espectrómetro a 

530 nm, contra o teste controlo. Todos os ensaios foram realizados em triplicado. 

 

 

Figura 17. Amostras no final da realização do procedimento experimental do Ensaio de TBARS. 

 

 

3.7.2.6. Determinação do Hexanal 

3.7.2.6.1. Reagentes  

A 2,4-DNPH fornecida pela Sigma-Aldrich (Madrid, Espanha), o n-hexano para espectroscopia 

da marca BDH Prolabo (Leuven, Bélgica), o ácido sulfúrico e o metanol de grau HPLC, ambos 

fornecidos pela Merck (Darmstadt, Alemanha) foram utilizados neste ensaio. 

 

 

3.7.2.6.2. Materiais e Equipamentos 

Para o ensaio do hexanal utilizou-se um sistema de purificação de água da Milli-Q (Millipore 

Corp., Belford, EUA), um homogeneizador Ultra-Turrax IKA® DI 25basic (Staufen, 
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Alemanha), uma centrífuga Eppendorf AG modelo 5804R (Hamburgo, Alemanha), um 

evaporador rotativo Büchi modelo R-210 (Labortechnik, Suíça), seringas Terumo® de 5 mL, 

filtros de seringa PTFE (0,2 μm de tamanho de poro), viais cor âmbar 12 x 32 mm da Cronus 

(Maisemore Gloucester, UK), um banho de ultrassons Branson Bransonic 3510 (Dietzenbach, 

Alemanha), um sistema de filtração a vácuo com filtros de membrana com 0,22 μm de tamanho 

de poro (GH Polypro, Gelman Laboratoy, Canadá), um sistema cromatográfico UPLC® 

ACQUITY™ da Waters (Milford, MA, EUA) equipado com um detetor de díodos (DAD, 

Diode Array Detection), uma bomba binária, um injetor automático e um sistema de termostato 

para a coluna. A pré-coluna utilizada foi uma ACQUITY™ UPLC® BEH C18 (2,1 x 5,0 mm, 

1,7 μm de tamanho de partícula) e a coluna analítica foi uma ACQUITY UPLC® BEH C18 (2,1 

x 50 mm, 1,7 μm de tamanho de partícula). 

 

3.7.2.6.3. Procedimento 

Para a preparação da amostra seguiu-se a metodologia desenvolvida por Wen et al. (1997) e 

para a identificação e quantificação do hexanal adaptou-se o método desenvolvido por 

Sanches-Silva et al. (2004). 

Inicialmente, foi preparada uma solução de 2,4-DNPH. Para esta solução pesou-se 0,17 g de 

2,4-DNPH num balão de 100 mL e perfez-se o volume com uma solução aquosa de ácido 

sulfúrico 30 % (v/v). 

Para extrair o hexanal, pesou-se 1 g do salmão fumado para um copo de 50 mL. Adicionaram-

se 5 mL da solução de 2,4-DNPH e homogeneizou-se a solução a 8000 rpm durante 2 minutos, 

à temperatura ambiente. De seguida, a solução foi mantida durante 4 horas, ao abrigo da luz, 

à temperatura ambiente. 

Após este período de tempo, adicionaram-se 10 mL de n-hexano e centrifugou-se a solução a 

1914 g durante 10 minutos, à temperatura de 15 °C. Retirou-se o resíduo sobrenadante para 

um balão evaporador e repetiu-se o processo duas vezes. 

Seguidamente, evaporou-se o n-hexano a 35 °C e redissolveu-se o resíduo em 10 mL de 

metanol. Após filtração, a solução foi analisada no sistema UPLC®-DAD. 

Relativamente ao método cromatográfico utilizado para a identificação e quantificação do 

hexanal, as fases móveis utilizadas foram água ultrapura (Solvente A) e acetonitrilo (Solvente 

B) na proporção 25:75, em modo isocrático. As duas fases móveis foram filtradas e 

desgaseificadas (15 minutos). Neste método cromatográfico, a coluna foi mantida a 20 °C, o 

fluxo da fase móvel foi de 0,5 mL/min e o, volume de injeção foi de 10 μl. O hexanal foi 
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identificado e quantificado a 365 nm, e o tempo de retenção foi de 0,95 ± 0,1 min. Todas as 

análises foram realizadas em triplicado. 

 

3.8. Análise Estatística 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de pelo menos três repetições.  

As diferenças entre as amostras foram testadas usando o Teste de Kruskal Wallis seguido pelo 

Teste de Mann Whitney. Todas as análises estatísticas foram testadas em nível de probabilidade 

de 0,05, usando o programa de computador SPSS® (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). 
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IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Avaliação da capacidade antioxidante in vitro 

No presente trabalho, como descrito anteriormente, foram utilizados dois métodos distintos 

para avaliar o potencial antioxidante dos extratos de chá verde, o método do sistema de 

inibição do radical DPPH e o ensaio do branqueamento do β-caroteno. Foi também 

determinado o conteúdo em compostos fenólicos totais e o conteúdo em flavonoides totais. 

 

4.1.1. Determinação do conteúdo em compostos fenólicos totais 

e em flavonoides totais 

A determinação do conteúdo em compostos fenólicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau 

é um sistema que se caracteriza por uma mistura de ácidos (fosfotunguístico e fosfomolibídico, 

de coloração amarelada) em meio básico. Os compostos fenólicos contidos nas amostras são 

oxidados em meio básico, formando-se O2
-, o qual reage com os ácidos, formando-se uma 

solução de cor azulada com intensa absorvância (Rivelli, 2010). 

Este ensaio foi realizado para os quatros extratos de chá verde em estudo. De modo a 

apresentar os resultados sob a forma de equivalentes de ácido gálico (GAE), fez-se uma curva 

de calibração para este composto, obtendo-se uma curva com a equação y= 8,0578x + 0,0764 

e um coeficiente de determinação (r2) de 0,9993 (0,0125-0,1 mg/mL). 

Foram também determinados os flavonoides totais nos quatros extratos de chá verde. Os 

flavonoides são compostos antioxidantes, sendo potentes quelantes de metais e inibidores da 

lipoperoxidação (Gutiérrez et al., 2006). Os flavonoides, incluindo flavonas, flavanóis e taninos 

condensados, são metabolitos secundários de plantas, cuja atividade antioxidante depende da 

presença de grupos OH livres, especialmente 3-OH. Os flavonoides têm atividade antioxidante 

in vitro e também atuam como antioxidantes in vivo (Erkan et al., 2008). 

A determinação do conteúdo em flavonoides totais foi realizada através de um ensaio 

espectrofotométrico que se baseia na formação de um complexo entre o ião Al+3 e um grupo 

carbonilo, que origina soluções rosadas (Rivelli, 2010). 

Para construir a curva padrão utilizou-se a (-)-epicatequina, recorrendo-se a 6 pontos de 

calibração numa gama de 0,025 a 0,150 mg/mL. De modo a exprimir os resultados em mg de 

ECE/g de extrato, utilizou-se a equação linear da curva padrão (y=2,213x + 0,0105; r2=0,999). 

O ensaio foi efetuado para os quatro extratos de chá verde em estudo. 



 

56 
 

Os resultados obtidos para o extrato de chá verde comercial, assim como para os extratos 

de chá verde preparados em laboratório no que respeita ao conteúdo em compostos fenólicos 

totais e flavonoides totais encontram-se na Tabela 3.  

  

Tabela 3. Extratos de Chá Verde. Conteúdo em compostos fenólicos totais com resultados expressos em mg 

de equivalentes de ácido gálico por g de extrato (mg GAE/g extrato) e conteúdo em flavonoides totais com 

resultados expressos em mg de equivalente de epicatequina por g de extrato (mg ECE/g extrato). Todos os 

resultados apresentam média ± DP, n=6. Em cada coluna, letras diferentes representam diferenças significativas 

(p<0,05). 

 

Extratos de 

Chá Verde 

Conteúdo em compostos 

fenólicos totais 

(mg GAE/g extrato) 

Conteúdo em flavonoides 

totais 

(mg ECE/g extrato) 

Comercial 416 ± 9,95a 148 ± 0,21a 

Cápsulas 272 ± 2,34b 139 ± 9,59a 

Hysson 330 ± 4,68a 184 ± 0,64b 

Encosta de Bruma 361 ± 3,22a 165 ± 7,03b 

 

Analisando os resultados, verifica-se que o extrato comercial revelou maior conteúdo em 

compostos fenólicos totais (416 mg GAE/g extrato), enquanto que o extrato Hysson 

demonstrou possuir maior conteúdo em flavonoides totais (184 mg ECE/g extrato).  

Comparando os diferentes extratos, cujos resultados se encontram na Tabela 3, verifica-se 

que existem diferenças significativas (p<0,05) entre eles, em termos de conteúdo em 

compostos fenólicos totais e flavonoides totais.  

Relativamente ao conteúdo em flavonoides totais, os valores mais elevados, 184 mg ECE/g 

extrato e 165 mg ECE/g extrato, foram determinados nos extratos de chá verde provenientes 

de folhas soltas, Hysson e Encosta de Bruma, respetivamente.  

Na literatura, encontram-se diversos estudos nos quais foi determinado o conteúdo em 

compostos fenólicos totais e em flavonoides totais em extratos de chá verde.  

Em relação aos compostos fenólicos totais, os valores encontrados apresentam variações 

consoante a metodologia utilizada, as unidades em que os resultados são apresentados (mg 

GAE/g extrato, mg GAE/L ou mg GAE/porção), as fórmulas que permitiram calcular os GAE, 

o solvente de extração, bem como a própria amostra. 

A maioria dos estudos reportados na literatura utilizaram a água como solvente de extração 

(Atoui et al., 2005; Vinokur et al., 2006; Büyükbalci et al., 2008; Li et al., 2012; Yin et al., 2012; 

Jin et al., 2016; Rodrigues et al., 2016; Donlao et al., 2018). Os resultados variam de acordo 
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com as unidades em que são apresentados. Por exemplo, Yin et al. (2012) e Rodrigues et al. 

(2016) apresentaram os resultados em mg de GAE/g de extrato, obtendo valores muito 

semelhantes, 298 ± 4 e 290 ± 5 mg de GAE/g de extrato, respetivamente. Por outro lado, 

Atoui et al. (2005) encontraram valores de 1216 ± 32,0 mg GAE/taça e Jin et al. (2016) 

encontraram valores no intervalo entre 14.97 – 18.72 g GAE/100 g de chá de verde. Para 

extratos aquosos e subsequentemente liofilizados, Yang et al. (2016) encontraram valores de 

50,9 mg de GAE/g de extrato, enquanto que Nibir et al. (2017) reportaram 26,23 mg GAE/g 

de extrato.  

Lorenzo et al. (2014b) e Pateiro et al. (2014) determinaram o conteúdo em compostos 

fenólicos totais de um extrato de chá verde em etanol, obtendo como resultado 390 mg de 

GAE/g de extrato, o que está de acordo com os valores obtidos no presente estudo.  

Kmiecik et al. (2018) calcularam o teor em compostos fenólicos totais de um extrato etanólico 

de chá verde, referindo como resultado 198,14 ± 3,09 mg GAE/g de extrato, valor inferior 

aos obtidos para os extratos de chá verde em estudo. 

Oh et al. (2013) avaliaram a capacidade antioxidante de vários extratos de plantas, 

nomeadamente chá verde, chá preto, alecrim, folha de lótus, hortelã, entre outros, no entanto, 

apresentaram os resultados em mg GAE/g de chá, o que impossibilita a comparação dos 

resultados obtidos para o extrato de chá verde com os resultados do presente estudo.  

 

O número de trabalhos em que foi realizada a determinação do conteúdo em flavonoides 

totais no chá verde é inferior ao encontrado para os compostos fenólicos totais. Tal como no 

ensaio referido, as metodologias utilizadas para a determinação dos flavonoides totais 

apresentam variações em termos das quantidades de reagentes e de extrato adicionadas e do 

padrão utilizado para a curva de calibração. Vários estudos reportados na literatura, utilizaram 

a catequina como padrão para elaborar a curva de calibração ( Oh et al., 2013; Cho et al., 2014; 

Nibir et al., 2017), o que não permite a comparação direta com os resultados do presente 

estudo. Por exemplo, Oh et al. (2013) e Nibir et al. (2017), para extratos etanólicos de chá 

verde, obtiveram 29,27 ± 1,35 mg de equivalente de catequina/g de extrato e 50,12 mg de 

equivalente de catequina/g de extrato, respetivamente, no que respeita ao conteúdo em 

flavonoides totais. 

Li et al. (2012) e Rodrigues et al. (2016), no ensaio dos flavonoides totais em extratos de chá 

verde, utilizaram como composto na curva de calibração a rutina, o que impossibilita a 

comparação com os resultados obtidos no presente estudo. 
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4.1.2. Sistema de inibição do radical DPPH e teste do branqueamento 

do β-Caroteno 

A capacidade antioxidante do extrato de chá verde comercial, assim como dos extratos de 

chá verde preparados no laboratório foi avaliada através do ensaio do sistema de inibição do 

DPPH● e posteriormente pelo teste do branqueamento do β-caroteno. 

No que diz respeito ao ensaio do sistema de inibição do DPPH•, após a determinação das 

percentagens de inibição dos extratos, procedeu-se ao cálculo dos equivalentes Trolox (ET) 

para cada extrato. Posteriormente, procedeu-se à determinação da concentração necessária 

de extrato para captar 50% da quantidade de radicais livres DPPH● presentes em solução, ou 

seja, procedeu-se ao cálculo do EC50 para os extratos de chá verde que revelaram maior 

capacidade antioxidante. Pelo ensaio do sistema de inibição do radical DPPH●, o extrato de 

chá verde comercial apresentou maior capacidade antioxidante. Os resultados obtidos 

encontram-se descritos na Tabela 4.  

Relativamente ao ensaio do branqueamento do β-caroteno (Tabela 4), o extrato de chá verde 

proveniente de folhas soltas (extrato Encosta de Bruma) demonstrou possuir maior capacidade 

antioxidante. 

 
Tabela 4. Extratos de Chá Verde. Teste de inibição do radical DPPH com resultados expressos em mg 

equivalentes de Trolox por g de extrato (mg ET/g extrato), mM equivalentes de Trolox por g de extrato (mM 

ET/g extrato) e EC50 (mg/mL). Teste de inibição do branqueamento do β-caroteno com resultados expressos 

pelo coeficiente de atividade antioxidante (AAC). Todos os resultados apresentam média ± DP, n=6. Em cada 

coluna, letras diferentes representam diferenças significativas (p<0,05). 

 

Extratos de Chá 

Verde 

DPPH● Branqueamento 

do β-Caroteno 

(AAC) 
mg ET/g 

extrato 

mM ET/g 

extrato 
EC50 (mg/mL) 

Comercial 0,917 ± 0,09a 3,66 ± 0,35a 0,116 ± 0,002a 918 ± 14,8a 

Cápsulas 0,560 ± 0,02b 2,24 ± 0,09b - 1079 ± 8,98b 

Hysson 0,602 ± 0,12b 2,40 ± 0,50b 0,157 ± 0,004a 1144 ± 7,67c 

Encosta de Bruma 0,693 ± 0,07b 2,77 ± 0,30b 0,151 ± 0,003a 1178 ± 14,53c 

 

Numa análise geral dos resultados verifica-se que no ensaio do sistema de inibição do DPPH●, 

o extrato proveniente de chá verde em pó (extrato Cápsulas) revelou possuir menor 

capacidade antioxidante (0,56 mg ET/g extrato). Por outro lado, no ensaio do branqueamento 
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do β-caroteno, o extrato que apresentou menor capacidade antioxidante foi o extrato 

comercial (AAC = 918). 

Em ambos os ensaios, os extratos de chá verde Hysson e Encosta de Bruma, provenientes de 

folhas soltas, revelaram valores de capacidade antioxidante muito próximos, não se verificando 

diferenças significativas (p>0,05) entre eles. No ensaio do sistema de inibição do DPPH●, o 

extrato de chá verde comercial obteve o valor mais elevado (0,917 ± 0,09 mg ET/g extrato), 

enquanto que o extrato Cápsulas obteve o valor mais baixo (0,56 ± 0,02 mg ET/g extrato), 

existindo diferenças significativas (p<0,05) entre eles. 

Os extratos de chá verde analisados revelaram, através do ensaio do branqueamento do β-

caroteno, valores de capacidade antioxidante semelhantes, no entanto verificaram-se 

diferenças significativas (p<0,05) entre eles.  

Quanto ao EC50, os valores encontrados para o extrato comercial, 0,116 mg/mL (± 0,002) e 

para o extrato Encosta de Bruma, 0,151 mg/mL (± 0,003), confirmam a elevada capacidade 

antioxidante dos dois extratos de chá verde, não se verificando diferenças significativas 

(p>0,05) entre eles. 

Tendo em conta a variabilidade de metodologias utilizadas na bibliografia consultada para o 

procedimento de ensaio do sistema de inibição do radical DPPH●, desde a concentração da 

solução de DPPH●, a quantidade adicionada da mesma, a quantidade de extrato utilizado, o 

período de incubação e as fórmulas utilizadas no cálculo do equivalente Trolox, os valores dos 

resultados experimentais, apresentam grandes variações entre si, tornando-se difícil efetuar a 

sua comparação. Considerando o solvente utilizado no processo de extração e a forma como 

os resultados são expressos, muitas vezes não foi possível compará-los com os do presente 

estudo.  

Na bibliografia encontram-se resultados expressos em mg de ácido ascórbico/g de matéria 

seca (Oh et al., 2013), μM TEAC/g de chá verde (Cho et al., 2014), mmol TEAC/100 g de 

extrato de chá verde  (Jin et al., 2016), mM ET/g de chá verde (Lee et al., 2014) e percentagem 

de eficiência na inibição do DPPH● (Michalowska et al., 2007).  

Lee et al. (2014) determinaram os principais constituintes do chá verde e a sua capacidade 

antioxidante pelo teste de ABTS (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico), FRAP e 

DPPH. No entanto, os resultados foram apresentados como mM ET/g chá verde em vez de 

mM TE/g de extrato de chá verde, sendo que a comparação dos resultados com os resultados 

obtidos no presente estudo não foi possível. 

Wu et al. (2013) prepararam um filme ativo de gelatina de pele de carpa prateada 

(Hypophthalmichthys molitrix) incorporada com extrato de chá verde. A capacidade antioxidante 
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do extrato, utilizado para preparar o filme, foi avaliada através da inibição do radical DPPH●. 

O IP (%) obtido para uma solução com concentração de 0,1 mg/mL de extrato (≈33%) está 

de acordo com o IP (%) de soluções dos extratos de chá verde avaliados no presente estudo 

com a mesma concentração (27-45%). 

O número de trabalhos consultados, nos quais os resultados para extratos em etanol foram 

expressos em mg ET/g de extrato é muito reduzido.  

No estudo desenvolvido por Kalia et al. (2008) foi obtido, para um extrato de chá verde, o 

valor de 272,13 ± 0,56 mg ET/g extrato, um valor bastante superior aos valores obtidos no 

presente estudo. Esta diferença poderá ser explicada por diferenças existentes no método de 

extração (solvente de extração utilizado no estudo foi etanol a 50% (v/v)), bem como por 

diferenças relativas às amostras. 

Kmiecik et al. (2018) estudaram a capacidade antioxidante de extratos etanólicos de diversas 

plantas, entre as quais, o chá verde. Através do teste do radical DPPH obtiveram como 

resultado 0,151 mg ET/g extrato, que quando comparado com os resultados do presente 

estudo, apresenta menor capacidade antioxidante. 

Na bibliografia, também, se encontram alguns estudos expressos em valores de EC50. Por 

exemplo, para extratos de chá verde no qual a água foi o solvente utilizado, foram 

determinados valores de EC50 como 0,07 ± 0,00 mg/mL e 0,06 ± 0,00 mg/mL (Rodrigues et al., 

2016), 0,91 ± 0,015 mg/mL (Li et al., 2012), 0,40 ± 0,05 mg amostra/mg DPPH● (Büyükbalci et 

al., 2008) e 10,74 ± 0,77 μg de máteria seca/mL (Giménez et al., 2013).  

Lorenzo et al. (2014a) e Pateiro et al. (2014) relataram a influência de alguns extratos naturais 

(chá verde, uva, castanha e algas marinhas) na vida útil de empadas de porco e patés de porco. 

Para um extrato de chá verde, em etanol, estes autores determinaram um EC50 de 0,12 g de 

extrato/L, o que corresponde ao EC50 do extrato de chá verde comercial avaliado no presente 

trabalho. 

No presente trabalho, foi, também, determinada a atividade antioxidante, pelo ensaio do 

DPPH●, para alguns padrões de referência. A comparação entre a capacidade antioxidante 

obtida pelos padrões de referência e pelos extratos de chá verde avaliados está descrita na 

Tabela 5. Tal como esperado, o TBHQ, antioxidante sintético, e as catequinas avaliadas 

apresentaram maior capacidade antioxidante do que os extratos de chá verde em estudo. 
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Tabela 5. Comparação dos resultados do ensaio de inibição do radical DPPH para os padrões de referência (0,1 

mg/mL) e diferentes extratos de chá verde (0,1 mg/mL). Resultados expressos em μM equivalentes de Trolox 

(μM ET), média ± DP (n = 2). Letras diferentes representam diferenças significativas (p<0,05). 

 

Padrões de Referência / Extratos de 

Chá Verde 
μM ET 

(-)-Galato de epigalocatequina 

(≥95%) 
735 ± 3,94a 

(-)-Galato de epigalocatequina 

(≥80%) 
734 ± 13,1a 

(-)-Epicatequina (≥90%) 667 ± 7,88b 

TBHQ 741 ± 5,00c 

Extrato Comercial 366 ± 35,4d 

Cápsulas 224 ± 9,31e 

Hysson 240 ± 49,8f 

Encosta da Bruma 277 ± 29,8f 

 

A ordem da atividade antioxidante, pelo ensaio do radical DPPH, dos padrões de referência 

testados foi a seguinte: TBHQ > (-) - epigalocatequina galato (≥95%) ≈ (-) - epigalocatequina 

galato (≥80%) > (-) - epicatequina (≥90%).  

A (-)-galato de epigalocatequina (pureza ≥95%) e a (-)-galato de epigalocatequina (pureza 

≥80%) apresentaram valores de capacidade antioxidante muito semelhante (735 e 734 μM TE), 

sendo superiores ao valor apresentado pela (-)-epicatequina (pureza ≥90%), tal como Stewart 

et al. (2005) e Lee et al. (2014) concluíram nos seus estudos. Os resultados demonstraram que 

existem diferenças significativas (p<0,05), relativamente à capacidade antioxidante, entre as 

catequinas estudadas. 

O antioxidante sintético, TBHQ, apresentou uma capacidade antioxidante, aproximadamente, 

duas vezes superior ao extrato de chá verde comercial e cerca de 3 vezes superior aos 

restantes extratos de chá verde avaliados. 
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4.2. Análise da Atividade Antimicrobiana do Extrato 

A atividade antimicrobiana foi estudada para os extratos de chá verde que revelaram maior 

capacidade antioxidante, nomeadamente, o extrato comercial e o extrato Encosta de Bruma. 

Para analisar a atividade antimicrobiana foi testada a sensibilidade dos extratos às estirpes 

padrão das bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli; Listeria monocytogenes; Pseudomonas 

aeruginosa, Enterococcus faecalis, Salmonella Typhimurium e Bacillus cereus.  

A atividade antimicrobiana foi estimada a partir dos halos de inibição total de crescimento 

microbiano. 

O extrato de chá verde comercial apresentou atividade antibacteriana sobre as bactérias Gram 

positivas estudadas (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes e Enterococcus 

faecalis), conforme demonstra a Figura 18. O referido extrato não apresentou capacidade 

inibitória para as estirpes Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhimurium 

(Figura 19). 

 

 

   

 

 

 

 

Figura 18. Resultados dos testes de inibição do extrato de chá verde comercial. A) S. aureus. B) B. cereus. C) L. 

monocytogenes. D) E. faecalis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Resultados dos testes de inibição do extrato de chá verde comercial. 1) E. coli. 2) P. aeruginosa. 3) S. 

Typhimurium. 

 

Relativamente ao extrato de chá verde Encosta de Bruma, verificou-se que apresentou atividade 

antimicrobiana para as estirpes Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes e 

Enterococcus faecalis (Figura 20), tal como o extrato de chá verde comercial. No entanto, os 

halos de inibição total de crescimento microbiano apresentados pelo extrato de chá verde 

A 
D C B 

1 2 3 
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Encosta de Bruma foram ligeiramente inferiores aos halos de inibição obtidos pelo extrato 

comercial.  
 

  

Figura 20. Resultados dos testes de inibição do extrato de chá verde Encosta de Bruma. A) S. aureus. B) B. cereus. 

C) L. monocytogenes. D) E. faecalis. 

 

À semelhança do extrato de chá verde comercial, o extrato Encosta de Bruma, também, não 

apresentou capacidade antibacteriana sobre as bactérias Gram negativas estudadas (Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhimurium) (Figura 21). 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Resultados dos testes de inibição do extrato de chá verde Encosta de Bruma. 1) E. coli. 2) P. aeruginosa. 

3) S. typhimurium. 

 

Na literatura, diversos autores investigaram o mecanismo de ação da atividade antimicrobiana 

do chá verde. Mohammed e Al-Bayati (2009) isolaram, a partir das folhas de chá da Camellia 

sinensis, compostos bioativos, nomeadamente a cafeína e testaram a sua capacidade de inibir o 

crescimento de seis bactérias patogénicas: duas bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus e 

Staphylococcus aureus) e quatro bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Proteus mirabilis, 

Klebsiella pneumonia e Pseudomonas aeruginosa). Neste estudo, concluiu-se que a cafeína é um 

potencial agente natural, com capacidade antimicrobiana contra diferentes bactérias, podendo 

ser usada como conservante natural para controlar o seu crescimento, visto que as 

concentrações de cafeína encontradas no chá verde são suficientes para justificar a ação 

antibacteriana contra as bactérias testadas. 

Os resultados obtidos no presente estudo estão de acordo com os resultados obtidos por 

Yoda et al. (2004). Estes autores investigaram a atividade antibacteriana da EGCG em várias 

estirpes de Staphylococcus (Gram-positivas) e bactérias Gram-negativas, incluindo, Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae e Salmonella, concluindo que uma concentração baixa de EGCG inibiu 

1 2 3 
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eficazmente o crescimento de Staphylococcus. Para inibir o crescimento das bactérias Gram-

negativas foi necessária uma concentração bastante superior de EGCG.  

A capacidade de inibição de extratos de chá verde contra Staphylococcus aureus e Enterococcus 

faecalis foi, também, descrita no trabalho desenvolvido por Archana e Abraham (2011). Os 

autores efetuaram uma análise comparativa da atividade antimicrobiana de extrato de chá 

verde, proveniente de folhas frescas, extrato de chá verde comercial e extrato de chá preto 

em pó contra algumas estirpes de bactérias e fungos, concluindo que os extratos de chá verde 

possuem elevada atividade antimicrobiana. 
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4.3. Análise da Atividade Antimicrobiana dos Filmes Ativos 

A atividade antimicrobiana dos filmes de PLA com extrato de chá verde incorporado em 

diferentes concentrações, 1% e 2 % respetivamente (filmes ativos), e do filme de PLA sem 

extrato de chá verde (filme controlo) foi avaliada para as mesmas estirpes padrão utilizadas na 

análise da atividade antimicrobiana dos extratos de chá verde (Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e 

Salmonella typhimurium).  

Considera-se que os filmes em estudo apresentam atividade antimicrobiana se existir a 

formação de uma zona isenta de crescimento microbiano à sua volta, traduzindo-se na 

formação de um halo de inibição do crescimento. 

Na Figura 22 são apresentados os resultados dos ensaios antimicrobianos obtidos para cada 

microrganismo. Verificou-se que os filmes, controlo e ativos, não apresentam atividade 

antimicrobiana relativamente aos microrganismos testados. 
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Figura 22. Resultados dos testes de inibição dos filmes controlo (a), PLA/chá verde 1% (b) e PLA/chá verde 2% 

(c). A) S. aureus. B) S. typhimurium. C) L. monocytogenes. D) E. faecalis. E) E. coli. F) P. aeruginosa. G) B. cereus. 

 

De modo a validar a atividade antimicrobiana dos filmes ativos, utilizou-se um filme de PLA 

sem extrato de chá verde incorporado como controlo. Este material, tal como demonstram 

os resultados apresentados na Figura 22, por si só, não apresenta atividade antimicrobiana.  

Relativamente aos filmes ativos em estudo, verifica-se que a incorporação de 1% e 2% de 

extrato de chá verde em PLA não é suficiente para prevenir o crescimento dos 

microrganismos testados, uma vez que não se verifica a formação de halos de inibição. 

Tanto quanto é do conhecimento da autora, não existe, na literatura, nenhum estudo acerca 

da atividade antimicrobiana de um filme PLA ativo com extrato de chá verde incorporado, 

A 

a) 

b) c) 

a) 

b) 

c) 

a) 

b) c) 

a) 

b) c) 

a) 

b) c) 

a) 

b) c) 

a) 

b) c) 

B C 

D E F 

G 

b) c) 



 

67 
 

impossibilitando assim, a comparação de resultados. No entanto, encontram-se estudos sobre 

a atividade antimicrobiana de extratos de chá verde incorporados noutros polímeros. 

Hong et al. (2009) estudaram a atividade antimicrobiana de um filme de gelatina (Gelidium 

corneum) com extrato de chá verde incorporado em diferentes concentrações, 0,5%, 1,4%, 

2,8% e 4,2% contra as estirpes Escherichia coli e Listeria monocytogenes. Os resultados 

demonstraram que o aumento da concentração de extrato de chá verde no filme, aumentou 

a inibição do crescimento bacteriano, no entanto o filme ativo com 2,8% de extrato de chá 

verde demonstrou possuir melhor atividade antimicrobiana. 

No estudo desenvolvido por Kim et al. (2006), os autores relataram que um filme de proteína 

de soja incorporado com 4% de extrato de chá verde teve uma ação inibidora contra 

Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans. A concentração do extrato de chá verde neste 

estudo foi, entre 2 a 4 vezes, superior ao do presente estudo. 
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4.4.  Caraterização dos Filmes Ativos: Propriedades Mecânicas e 

Permeabilidade ao Vapor de Água 

Os ensaios relativos à caraterização dos filmes ativos (propriedades mecânicas e de 

permeabilidade ao vapor de água) foram desenvolvidos no âmbito da dissertação de mestrado 

de Américo Cunha (Cunha, 2017), no entanto optou-se pela sua inclusão na presente 

dissertação, por se considerar uma mais valia na discussão dos resultados obtidos nos ensaios 

de avaliação do estado de oxidação lipídica do salmão fumado. 

 

Inicialmente, foi produzida uma mistura principal de PLA com extrato de chá verde, a fim de 

permitir a preparação de misturas mais homogéneas que promovam uma melhor dispersão 

do extrato de chá verde na matriz de PLA durante a extrusão. De seguida, foram produzidos 

filmes tendo como base o PLA. Tal como esperado, os filmes com extrato de chá verde 

incorporado apresentaram uma cor acastanhada, dependente da quantidade de extrato de chá 

verde adicionada.  Também apresentaram menor transparência do que o filme controlo. O 

desempenho mecânico e o efeito do extrato de chá verde nos filmes extrudados foram 

avaliados por testes de tração (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Propriedades mecânicas dos filmes extrudados: resistência à tração ( tração), limite de deformação 

( deformação) e tensão de rutura ( rutura). Todos os resultados apresentam média ± DP, 

Filme 
 tração 

(MPa) 
 deformação 

(%) 
 rutura 

(%) 

PLA 40,21 ± 8,10 2,42 ± 0,21 3,63 ± 0,62 

PLA/chá verde 1%  35,42 ± 1,95 2,49 ± 0,23 3,98 ± 0,43 

PLA/chá verde 2% 35,37 ± 4,06 2,44 ± 0,12 4,94 ± 0,34 

 

A incorporação do extrato de chá verde na matriz de PLA diminuiu cerca de 12% a resistência 

à tração para ambos os montantes. A tensão de rutura aumentou 9,6% e 36% com a adição 

de 1% e 2% (m/m) de extrato de chá verde. Este fato poderá ser justificado pelo aumento da 

mobilidade molecular causada pela adição do extrato de chá verde. 

Como está bem documentado na literatura, os biopolímeros, tais como o PLA, possuem baixas 

propriedades de barreira, o que limita as suas aplicações em embalagens, especialmente sobre 

os produtos alimentares que são altamente suscetíveis ao O2 ou H2O. 

A transmissão de vapor de água (WVT) dos filmes de PLA foi avaliada para compreender a 

influência do extrato de chá verde nas propriedades de barreira do PLA. Os ensaios foram 
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realizados seguindo o método de dessecante (ASTM E 96/E 96M-05), o acompanhamento do 

dessecante, até uma humidade relativa (HR) mínimo de 10% foi alcançada. As condições das 

amostras e as taxas WVT determinadas estão resumidas na Tabela 7.  

Os resultados indicam que a adição de maiores quantidades de extrato de chá verde melhora 

as propriedades de barreira ao vapor de água. 

 

Tabela 7. Área de contato, espessura dos filmes e taxas WVT. Todos os resultados apresentam média ± DP, 

n=3. 

Filme 
Área de Contato  

(m2) 
Espessura dos Filmes 

(mm) 
WVT 

(g.h-1.m-2) 

PLA  0,0385 0,047 ± 0,010 3,35 ± 0,681 

PLA/chá verde 1% 0,0385 0,051 ± 0,011 2,63 ± 0,484 

PLA/chá verde 2% 0,0385 0,078 ± 0,015 2,18 ± 0,397 

 

Vilarinho et al. (2018) relataram que a incorporação de montmorillonita numa matriz de PLA, 

também, diminuiu a permeabilidade ao vapor de água. Wu et al. (2013) observaram, no seu 

estudo, que a inclusão de extrato de chá verde, 0,3% e 0,7%, em filmes de gelatina de pele de 

carpa prateada reduziu a transmissão de vapor de água. O mesmo foi relatado por Siripatrawan 

e Harte (2010), ao incorporar extrato de chá verde (entre 2% - 20%) em filmes de quitosano. 
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4.5. Estado da oxidação lipídica de um alimento modelo embalado 

com os Filmes Ativos 

4.5.1. Determinação do Índice de Peróxidos 

Os peróxidos resultam da oxidação primária de óleos e gorduras. O índice de peróxidos é 

muito utilizado para avaliar o estado de oxidação da matéria gorda de uma determinada 

amostra. Este valor dá-nos a informação da quantidade de peróxidos presente numa amostra 

(Gray 1978; Mehta et al. 2015). 

No ensaio de determinação do Índice de Peróxidos verificou-se que o valor de peróxidos do 

salmão fumado foi inferior a 5 meq O2/kg ao longo do seu período de armazenamento, tanto 

para o filme controlo como para os filmes ativos (PLA/chá verde 1% e PLA/chá verde 2%). 

O valor de peróxidos mais elevado (4,99 meq O2/kg) foi determinado aos 30 dias de 

armazenamento para os 3 filmes em estudo. Após este período, aos 45 dias, verificou-se uma 

descida do valor de peróxidos nas fatias de salmão fumado embaladas com o filme controlo 

(2,48 meq O2/kg) e com o filme PLA/chá verde 1% (2,48 meq O2/kg). Relativamente ao salmão 

fumado embalado com o filme PLA/chá verde 2% constatou-se que o valor de peróxidos (4,95 

meq O2/kg), neste período (45 dias), foi semelhante ao detetado aos 30 dias, revelando-se 

menos eficaz face à oxidação lipídica do que os restantes filmes em estudo. Apesar de os 

resultados deste ensaio não apresentarem diferenças significativas (p>0,05), este facto pode 

indicar que uma concentração mais baixa de chá verde foi mais eficaz na inibição da oxidação 

lipídica. Alghazeer et al. (2008) adicionaram extrato de chá verde, diretamente, a cavala do 

Atlântico (Scomber scombrus) e investigaram o seu estado de oxidação lipídica, verificando, 

também, que uma baixa concentração de extrato foi mais eficaz no controlo da oxidação 

lipídica.  

Aos 60 dias de embalamento, não foram detetados peróxidos nas fatias de salmão fumado em 

contato com os filmes ativos e com o filme controlo. A diminuição do índice de peróxidos a 

partir dos 45 dias pode ser explicada pelo facto de, possivelmente, a partir deste período a 

taxa de degradação dos hidroperóxidos ter sido superior à sua taxa de formação, uma vez 

que, com a propagação da oxidação lipídica, os peróxidos tendem a decompor-se em produtos 

secundários ou a reagir com outros compostos presentes nos alimentos (Bou et al., 2008).  

No estudo desenvolvido por Georgantelis et al. (2007), os valores máximos de peróxidos 

detetados em salsichas frescas, durante um período de armazenamento total de 20 dias, foram 

atingidos ao fim de 15 dias, observando-se, de seguida, um declínio, tal como no presente 

estudo.  
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4.5.2. Determinação do valor de p-anisidina 

O valor de p-anisidina indica a presença de aldeídos (produtos de oxidação secundária), 

formados durante a decomposição dos peróxidos, numa amostra de gordura ou óleo.  

Os valores de p-anisidina das fatias de salmão fumado em contato com o filme controlo e os 

filmes ativos (PLA/chá verde 1% e PLA/chá verde 2%) a 5 °C encontram-se na Figura 23. A 

Figura 24 apresenta os valores de p-anisidina obtidos para o salmão fumado não embalado e 

conservado a 5 °C. 

 

Figura 23. Resultados do ensaio de p-anisidina para o salmão fumado embalado com os filmes ativos (PLA/chá 

verde 1% e PLA/chá verde 2%) e o filme controlo. 

 

 

 

 

Figura 24. Resultados do ensaio de p-anisidina para o salmão fumado não embalado e conservado à 

temperatura de refrigeração (a 5 °C). 

 

Analisando os resultados obtidos, constata-se que o valor de p-anisidina do salmão fumado 

em contacto com os filmes em estudo, após 15 dias de armazenamento a 5 °C, aumentou em 
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relação ao valor do tempo inicial (0 dias), sendo que o valor mais elevado foi determinado no 

salmão fumado em contacto com o filme controlo (7,46 ± 0,87) e o mais baixo no salmão em 

contacto com o filme PLA/chá verde 1% (filme ativo) (2,49 ± 0,04).  

Após os 30 dias, verificou-se uma descida do valor de p-anisidina de todas as fatias de salmão 

fumado, quer embaladas com o filme controlo ou com os filmes ativos. Neste período, os 

valores de p-anisidina do salmão fumado embalado com o filme PLA/chá verde 1% e com o 

filme PLA/chá verde 2% obtidos foram muito próximos (1,97 ± 0,12 e 2,09 ± 0,09, 

respetivamente).  

Aos 45 dias verificou-se um aumento ligeiro do valor de p-anisidina do salmão fumado em 

contacto com os filmes ativos, sendo que o valor mais elevado (2,59 ± 0,20) foi determinado 

no salmão fumado em contato com o filme PLA/chá verde 2%. No entanto, o salmão fumado 

em contacto com o filme controlo continuou a apresentar o valor mais elevado de p-anisidina 

(4,10 ± 0,38) face ao salmão fumado em contacto com os filmes ativos.  

Aos 60 dias de armazenamento verificou-se uma subida abrupta do valor de p-anisidina das 

fatias de salmão fumado embaladas com o filme PLA/chá verde 2% (11,82 ± 0,13). As fatias 

embaladas com o filme controlo e com o filme PLA/chá verde 1% apresentaram valores de p-

anisidina superiores aos valores apresentados no ensaio dos 45 dias (5,59 ± 0,23 e 4,15 ± 0,02, 

respetivamente), mas inferiores ao valor apresentado pelo salmão fumado em contato com o 

filme PLA/chá verde 2% (11,82 ± 0,13). No geral, o valor de p-anisidina mais baixo foi 

determinado no salmão fumado embalado com o filme ativo PLA/chá verde 1%, o que indicou 

que a concentração mais baixa de chá verde foi mais eficaz na prevenção da oxidação lipídica.  

Relativamente aos valores de p-anisidina apresentados pelo salmão fumado não embalado e 

conservado, também, à temperatura de refrigeração, verificou-se um aumento considerável 

no valor de p-anisidina (7,20 ± 0,91), após 2 dias de armazenamento, comparativamente ao 

valor detetado inicialmente (0,65 ± 0,06). O ciclo natural de oxidação lipídica das fatias de 

salmão fumado apresentou o valor de p-anisidina mais baixo (1,43 ± 0,08), não tendo em conta 

o valor detetado inicialmente, ao fim de 7 dias de armazenamento, enquanto que o valor mais 

elevado (10,61± 0,61) foi determinado aos 14 dias de armazenamento. Após este período, 

verificou-se uma descida no conteúdo de p-anisidina, voltando a aumentar a partir dos 25 dias 

de armazenamento. Estes resultados indicam que o pico, em termos de valor de p-anisidina, 

do ciclo de oxidação lipídica do salmão fumado é atingido ao fim de 14 dias de armazenamento. 

Ao comparar os valores de p-anisidina determinados para as fatias de salmão fumado não 

embaladas com os valores apresentados pelas fatias embaladas constatou-se que as fatias em 
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contato com os filmes apresentaram valores inferiores, sendo que os valores mais baixos 

foram determinados no salmão fumado embalado com o filme PLA/chá verde 1%. 

Os resultados deste ensaio, apesar de indicarem que o valor de p-anisidina das fatias de salmão 

fumado embaladas com o filme controlo e com os filmes ativos não apresentam diferenças 

significativas (p>0,05) entre si, apontam para uma possível inibição da oxidação lipídica por 

parte do extrato de chá verde, na concentração de 1%, nas fatias de salmão fumado durante 

todo o período de armazenamento (60 dias). Pelo contrário, a concentração de 2% de extrato 

de chá verde incorporado no filme ativo, após os 60 dias, demonstrou um efeito pró-oxidante 

nas fatias de salmão fumado. 

Na literatura, alguns autores descreveram a atividade pró-oxidante em extratos de chá verde 

(Wanasundara e Shahidi, 1998; Alghazeer et al., 2008). Por exemplo, Alghazeer et al. (2008) 

relataram que a partir de diferentes concentrações de extrato de chá verde testadas para 

inibir a oxidação lipídica da cavala do Atlântico (Scomber combrus), a mais efetiva no controlo 

da oxidação foi a concentração mais baixa (250 mg/kg), estando de acordo com os resultados 

do presente estudo. 

 

4.5.3. Ensaio de TBARS  

O ensaio de TBARS mede o conteúdo do principal aldeído formado durante a oxidação lipídica 

de alimentos, o MDA. De referir que o MDA é um dos principais compostos da decomposição 

dos ácidos gordos polinsaturados em hidroperóxidos, formados durante o processo de 

oxidação lipídica. 

Os resultados obtidos neste ensaio para o salmão fumado em contacto com os filmes controlo, 

PLA/chá verde 1% e PLA/chá verde 2% encontram-se na Figura 25. 

Numa análise geral dos resultados, expressos na figura mencionada, verifica-se que todas as 

amostras embaladas com os filmes ativos (PLA/chá verde 1% e PLA/chá verde 2%) 

apresentaram um conteúdo de MDA inferior ao conteúdo das amostras embaladas com o 

filme controlo, com exceção da fatia de salmão fumado embalada com filme PLA/chá verde 2% 

durante 60 dias. Os resultados obtidos estão de acordo com o ensaio da determinação do 

valor de p-anisidina, onde se verificou, também, aos 60 dias, um valor elevado para o salmão 

fumado embalado com o PLA/chá verde 2%, demonstrando um efeito pró-oxidante do extrato 

de chá verde no salmão fumado. Estes resultados sugerem que o filme PLA com 1% de extrato 

de chá verde incorporado inibe a oxidação lipídica do salmão fumado, apesar de não existirem 

diferenças significativas (p>0,05) entre o filme controlo e o filme PLA/chá verde 1%. 
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Na Figura 26 pode-se visualizar os resultados obtidos para o salmão fumado não embalado e 

conservado à temperatura de refrigeração (a 5 °C). Analisando os resultados obtidos para o 

salmão fumado não embalado e conservado à temperatura de refrigeração (Figura 26) verifica-

se que o auge do ciclo natural de oxidação lipídica do salmão fumado é atingido aos 14 dias de 

armazenamento, apresentando, aproximadamente, 0,10 mg MDA/kg de amostra. Após este 

período, o valor de MDA diminuiu até aos 17 dias de armazenamento, aumentando 

progressivamente até aos 29 dias (0,09 mg MDA/kg de amostra). Estes resultados permitem-

nos concluir que o ciclo de oxidação lipídica atinge o seu máximo em conteúdo de MDA ao 

fim de 14 dias de armazenamento. 

 

 

Figura 25 – Resultados do ensaio de TBARS para o salmão fumado embalado com os filmes ativos (PLA/chá 

verde 1% e PLA/chá verde 2%) e o filme controlo. 

 

 

 

 
Figura 26 – Resultados do ensaio de TBARS para o salmão fumado não embalado e conservado à temperatura 

de refrigeração (a 5 °C). 
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Comparando os resultados obtidos para o salmão fumado embalado com o filme controlo e 

com os filmes ativos e o salmão fumado não embalado verifica-se que o salmão fumado 

embalado com os filmes ativos apresentou valores inferiores de conteúdo de MDA, sugerindo 

que o extrato de chá verde foi eficaz na inibição da oxidação lipídica do salmão fumado. 

Alghazeer et al. (2008) adicionaram diretamente, à cavala do Atlântico (Scomber scombrus), 

diferentes concentrações de extrato de chá verde (250 e 500 mg/kg) e avaliaram o estado de 

oxidação lipídica do pescado em estudo, armazenado a –10 e –80 °C, durante 26 semanas. Ao 

avaliarem o pescado pelo ensaio de TBARS, os autores, verificaram um aumento de MDA 

durante o período de armazenamento, principalmente nas amostras controlo (sem extrato de 

chá verde) armazenadas a –10 °C em comparação com as amostras controlo armazenadas –

80 °C ou a –10 °C na presença de extrato de chá verde (250 mg/kg). Os autores concluíram 

que o extrato de chá verde, na concentração de 250 mg/kg diminui substancialmente o 

processo de oxidação lipídica, enquanto que a concentração de 500 mg/kg revelou-se menos 

eficaz, mostrando um efeito pró-oxidante. Segundo Alghazeer et al. (2008) o extrato de chá 

verde utilizado na concentração adequada pode atrasar ou inibir o processo de oxidação 

lipídica, podendo ser utilizado como antioxidante natural na preservação de produtos 

alimentares. 

López-de-Dicastillo et al. (2012) desenvolveram um filme ativo a partir da incorporação de 

extrato de chá verde, na concentração de 5%, numa matriz de copolímero de etileno e álcool 

vinílico.  Filetes de sardinha (Sardina pilchardus) em salmoura foram embalados com o filme 

ativo e armazenados ao abrigo da luz, a 4 °C, durante 13 dias. O estado de oxidação lipídica 

das sardinhas em salmoura foi analisado através do ensaio de TBARS. Durante o período de 

armazenamento, os filetes de sardinha em salmoura, embalados com o filme ativo, 

apresentaram uma redução de 25% na concentração de MDA. O filme com extrato de chá 

verde incorporado mostrou-se eficaz contra a oxidação lipídica (López-de-Dicastillo et al., 

2012). 

Na literatura, o estudo da eficácia do extrato de chá verde, na inibição ou redução da oxidação 

lipídica, em peixe ou derivados, é muito escasso, sendo que a matriz alimentar mais estudada 

é a carne ou derivados. 

Yang et al. (2016) investigaram o estado de oxidação lipídica de carne de porco embalada com 

filmes de proteína com extratos de chá verde, chá oolong e chá preto incorporados, na 

concentração de 0,5 %, armazenada a 4 °C durante 10 dias. O conteúdo de MDA da carne de 

porco embalada com os filmes ativos foi inferior ao da carne de porco embalada com o filme 

controlo (sem os extratos de chá) durante os 10 dias de armazenamento. No final do período 
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de armazenamento, a carne de porco embalada com o filme ativo com extrato de chá verde 

apresentava 0,93 mg de MDA/kg de amostra, enquanto que as amostras de carne de porco 

embaladas com os filmes ativos com extrato de chá oolong e com extrato de chá preto 

apresentavam 1,16 e 1,27 mg de MDA/kg de amostra, respetivamente. A amostra embalada 

com o filme ativo com extrato de chá verde, além de apresentar menor quantidade de MDA 

no final do período de armazenamento, apresentou, também, um aumento menor de conteúdo 

de MDA, durante o armazenamento, em relação às outras amostras. A carne de porco 

embalada com o filme ativo com extrato de chá verde incorporado apresentou um processo 

de oxidação lipídica mais lento durante o armazenamento (Yang et al., 2016). 

Hong et al. (2009) produziram filmes de mistura de gelatina - Gelidium corneum, contendo 

extrato de grainha de uva ou extrato de chá verde e avaliaram a qualidade de lombos de porco 

embalados com o filme durante o seu armazenamento. Os autores descobriram que os lombos 

de porco embalados com o filme de gelatina contendo extrato de grainha de uva ou extrato 

de chá verde mostraram uma diminuição no valor de TBARS de 0,38 e 0,59 mg de MDA/kg 

após 10 dias de armazenamento, respetivamente, em comparação com o controlo. Este facto, 

permitiu concluir que a oxidação lipídica em lombos de porco durante o seu armazenamento 

pode ser inibida, embalando-os com o filme de gelatina com extrato de grainha de uva ou 

extrato de chá verde incorporado.   

No estudo de Siripatrawan e Noipha (2012), foi utilizado como embalagem ativa, um filme de 

quitosano com extrato de chá verde incorporado, na concentração de 20%, para aumentar a 

vida de prateleira de salsichas de porco. Foram embaladas salsichas de porco com o filme ativo 

e com um filme de quitosano e armazenadas a 4 °C. Verificou-se que as amostras embaladas 

com o filme ativo apresentaram alterações menores no valor de TBARS do que as embaladas 

com o filme de quitosano. Os resultados sugeriram que a incorporação de extrato de chá 

verde no filme de quitosano poderia melhorar as propriedades antioxidantes do filme e, assim, 

manter a qualidade e prolongar a vida útil das salsichas. 

 

4.5.4. Determinação do Hexanal 

Os principais componentes voláteis formados no decorrer do processo de oxidação lipídica 

dos alimentos são os aldeídos, pelo que, são muito utilizados para medir o avanço da oxidação 

lipídica. O hexanal é o aldeído dominante formado no decurso da oxidação lipídica, sendo 

considerado um indicador da mesma. 
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Numa análise geral dos resultados verifica-se que o hexanal não foi detetado na maioria dos 

ensaios realizados. No salmão fumado não embalado e conservado a 5 °C, o hexanal só foi 

detetado ao fim de 17 dias de armazenamento (108,3 µg/ 100 g), verificando-se uma ligeira 

subida aos 25 dias (115,1 µg/ 100 g). Após os 29 dias de armazenamento, o salmão fumado 

apresentou um valor de hexanal de 107,5 µg/ 100 g.  

Relativamente ao salmão fumado embalado com o filme controlo verificou-se que a presença 

de hexanal só foi detetada após 45 dias de armazenamento (170,9 µg/ 100 g), verificando uma 

descida do valor nos 60 dias de armazenamento (104,7 µg/ 100 g). Nas fatias de salmão fumado 

em contacto com os filmes ativos (PLA/chá verde 1% e PLA/chá verde 2%), a presença de 

hexanal foi detetada apenas no final dos 60 dias de armazenamento, sendo que o valor de 

hexanal mais elevado foi detetado no salmão fumado embalado com o filme PLA/chá verde 2% 

(107,4 µg/ 100 g), comparativamente ao salmão fumado embalado com o filme PLA/chá verde 

1% (103,8 µg/ 100 g).   

Numa análise comparativa entre o ciclo de oxidação lipídica natural do salmão fumado e o 

ciclo de oxidação lipídica do salmão fumado embalado com o filme controlo e os filmes ativos 

verifica-se que, após os 30 dias de armazenamento, era suposto ser detetado hexanal nas fatias 

de salmão fumado em contato com o filme controlo e com os filmes PLA/chá verde 1% e 

PLA/chá verde 2%, no entanto, esse facto não se verificou. Estes resultados sugerem que o 

hexanal encontra-se em pouca quantidade no salmão fumado, indicando que o seu 

embalamento o protege da oxidação lipídica.   

Os resultados deste ensaio não permitem concluir acerca da atividade protetora dos filmes 

ativos com extrato de chá verde em relação ao filme controlo, no entanto, na literatura, 

estudos relatam a eficácia do extrato face à oxidação lipídica, através da determinação do 

hexanal. 

O estudo realizado por Alghazeer et al. (2008), referido anteriormente para o ensaio de 

TBARS, também analisou a formação de hexanal em cavala do Atlântico com extrato de chá 

verde adicionado diretamente ao alimento, nas concentrações de 250 e 500 mg/kg. Os 

resultados do ensaio do hexanal foram semelhantes aos resultados obtidos para o ensaio de 

TBARS, indicados no ponto anterior. Os autores verificaram que os níveis de hexanal 

aumentaram, significativamente, após 16 semanas de armazenamento, na amostra controlo 

(sem adição de extrato de chá verde) armazenada a -10 °C em relação à amostra com 250 

mg/kg de extrato de chá verde incorporado, armazenada à mesma temperatura, mostrando 

que, a adição de extrato de chá verde ao alimento atrasou o processo de oxidação lipídica 

(Alghazeer et al., 2008). 
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V. CONCLUSÃO 

 

A realização da presente dissertação centrou-se na determinação e comparação da capacidade 

antioxidante de três extratos de chá verde preparados em laboratório, e de um extrato de 

chá verde comercial, assim como na avaliação da eficácia de uma nova embalagem alimentar 

ativa biodegradável, baseada em PLA, com extrato de chá verde incorporado em duas 

concentrações diferentes, 1% e 2%, a fim de evitar a oxidação lipídica de alimentos com alto 

teor lipídico. 

A análise da capacidade antioxidante dos extratos de chá verde foi realizada através de dois 

ensaios (sistema de inibição do radical DPPH e branqueamento do β-caroteno). Foi também 

determinado o conteúdo em compostos fenólicos totais e o conteúdo em flavonoides totais. 

Os resultados demonstraram que os extratos de chá verde em estudo apresentam uma 

elevada capacidade antioxidante, revelando grande potencial para serem incorporados em 

embalagens alimentares ativas com propriedades antioxidantes. 

Os extratos, comercial e Encosta de Bruma, apresentaram valores ligeiramente superiores de 

capacidade antioxidante comparativamente com os restantes extratos, pelo que, foram, 

também, avaliados quanto à sua atividade antimicrobiana, tendo apresentado capacidade 

inibitória sobre as estirpes S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes e E. faecalis. 

Uma nova embalagem alimentar ativa biodegradável, baseada em PLA, com capacidade 

antioxidante através da incorporação de extrato de chá verde comercial, em diferentes 

concentrações, 1% e 2%, foi desenvolvida e caracterizada no Instituto de Polímeros e 

Compósitos/I3N da Universidade do Minho. Os filmes ativos (PLA/chá verde 1% e PLA/chá 

verde 2%) foram produzidos por extrusão. As propriedades mecânicas dos filmes ativos foram 

semelhantes às propriedades do filme controlo. Em relação às propriedades de barreira dos 

filmes ativos, em particular, a transmissão de vapor de água, verificou-se que a adição de 

maiores quantidades de extrato de chá verde diminuiu a taxa de WVT, melhorando assim as 

propriedades de barreira ao vapor de água. 

Posteriormente, foi avaliada a eficácia dos filmes ativos em retardar a oxidação lipídica de um 

alimento modelo com alto conteúdo em gordura (salmão fumado). 

O estado de oxidação lipídica das fatias de salmão fumado foi determinado após vários 

períodos de armazenamento (0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias). Para o efeito foram efetuados quatro 

ensaios: o índice de peróxidos, a determinação do valor de p-anisidina, o ensaio de TBARS e 

a monitorização do hexanal. 
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Os resultados demonstraram que a incorporação de extrato de chá verde, no filme de PLA, 

retardou a oxidação lipídica do salmão fumado, revelando-se a concentração de 1% mais 

efetiva na inibição do fenómeno de oxidação do que a concentração de 2% de extrato de chá 

verde. 

Os filmes ativos foram, também, estudados quanto às suas propriedades antimicrobianas. Para 

o efeito, foram utilizadas as mesmas estirpes padrão usadas na análise da atividade 

antimicrobiana dos extratos de chá verde. Verificou-se que o extrato de chá verde, quando 

incorporado nos filmes ativos, nas concentrações 1% e 2%, não apresentou atividade 

antimicrobiana em relação aos microrganismos testados.  A quantidade de extrato de chá verde 

incorporado no PLA e o método utilizado na incorporação podem justificar os resultados 

obtidos. 

Em suma, o presente trabalho demonstrou elevada capacidade antioxidante dos extratos de 

chá verde estudados e permitiu concluir que a presença de extrato de chá verde no filme PLA 

pode reduzir o fenómeno de oxidação lipídica de pescado com alto teor lipídico, 

apresentando-se como uma alternativa aos plásticos convencionais. No entanto, os resultados 

sugeriram um efeito pró-oxidante do filme PLA/chá verde 2% após os 60 dias de 

armazenamento, pelo que é necessário realizar estudos adicionais acerca do mecanismo de 

ação do extrato de chá verde.  
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VI. PERSPETIVAS FUTURAS 

 

Após o estudo realizado seria interessante dar continuidade a esta investigação, sendo 

pertinente a realização de novos estudos para compreender o mecanismo de ação do extrato 

de chá verde na embalagem ativa, a fim de ajustar a concentração ideal que deverá ser 

incorporada no filme e para testar a eficácia face à oxidação lipídica durante períodos de 

armazenamento mais longos e em relação a outros alimentos com alto teor lipídico.  

A incorporação do extrato ativo sob a forma de nanopartículas, também, poderia ser muito 

interessante, já que poderia incrementar a sua eficácia e permitir a utilização de menores 

quantidades de extrato. 

Tendo em conta as várias propriedades biológicas do extrato de chá verde relatadas no 

presente estudo, a sua aplicação direta em matrizes alimentares e incorporação em 

embalagens ativas revelam um grande interesse. No entanto, novos estudos devem ser 

desenvolvidos com o objetivo do extrato de chá verde ser reconhecido e autorizado como 

aditivo alimentar, o que atualmente ainda não acontece na União Europeia.  

Quanto à capacidade antioxidante dos diferentes extratos de chá verde estudados são 

necessários mais estudos para corroborar os resultados obtidos, nomeadamente a 

identificação e quantificação de compostos fenólicos e outros compostos bioativos, 

designadamente, por cromatografia, assim como por outros ensaios de capacidade 

antioxidante. 
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Abstract  

A new antioxidant active packaging material has been developed for food contact. This consists of 

polylactic acid (PLA) in which green tea extract (GTE) has been immobilized by extrusion. Two GTE 

concentrations were tested, 1% (w/w) and 2% (w/w). Four green tea samples were analysed and 

compared regarding their antioxidant capacity in order to be chosen to prepare the GTE. The 

antioxidant capacity was evaluated by DPPH• radical scavenging method and β-carotene bleaching 

method. Moreover, the total phenolic content and total flavonoids content were also determined. The 

GTE with highest antioxidant capacity was selected to be incorporated in the film. Films were evaluated 

regarding their mechanical properties and water vapour transmission rates. The study of the 

effectiveness of PLA/GTE films against lipid oxidation was performed by four different methods: 

peroxide value, p-anisidine value, thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay and hexanal 

monitoring, after packaging smoked salmon slices during different storage times (0, 7, 15, 30, 45 and 

60 days). The results showed that the incorporation of GTE in the PLA films protects the smoked salmon 

from lipid oxidation in the different storage times tested. However, additional studies should be 

performed to better understand the GTE mechanism of action as the results suggest a pro-oxidant 

effect of PLA/GTE 2% after 60 days of storage. 

Keywords: Active packaging; Polylactic acid; Green tea extract; Antioxidant capacity; Smoked salmon; 

Lipid oxidation 

 

Introduction 

Traditionally, food packaging is intended to contain, protect, handle, distribute and present food1. The 

use of biodegradable materials for food packaging is considered an environmentally friendly 

alternative, since it reduces the use of polyolefinic plastics and their accumulation in the environment2. 

PLA is produced from L-lactic acid, that is derived itself from the fermentation of corn or sugar beet. 

One of its main characteristics is the capacity of biodegradation3.  

The packaging allows preserving the safety and quality of food during storage, transportation, and 

above all, to prolong the shelf life of the food, avoiding unfavourable factors or conditions, such as 

deteriorating microorganisms, chemical contaminants, oxygen, moisture, light, external forces, among 

others4,5.The main safety feature of traditional packaging materials intended to come into contact with 

food, is to be as inert as possible. However, changes in consumers' preference for safer foods have led 

to innovations in packaging technologies. In this context, the concept of active packaging emerged, 

based on the positive interaction between the packaging and the food or its environment, in order to 

provide them with active protection6. According to regulation 1935/2004/EC7 and 450/2009/EC8, 

“active materials and articles are intended to extend the shelf life or to maintain or improve the 



 

 
 

condition of packaged food”. They are designed to deliberately incorporate substances that can be 

released or absorbed into or from the packaged food or environment surrounding the food6. In this 

sense, and seeking to satisfy the high concerns about consumer health and environmental problems, 

research on this type of packaging is currently focused on the use of natural components and 

biodegradable packaging materials9. Substances with antioxidant potential are available from a variety 

of natural sources, namely aromatic plants, fruits and vegetables.  

Green tea is obtained from the leaves of Camelia sinensis L. and it is recognised by its antioxidant, 

antimicrobial, anticarcinogenic and anti-inflammatory properties10. Green tea is a rich source of 

polyphenol antioxidants, particularly catechins. GTE also contains other compounds, such as flavonoids 

and phenolic acids but in lower proportion11. The GTE is reported to have antioxidant capacity,  the 

main compounds responsible for this antioxidant capacity are gallic acid and eight major catechins: 

(+)-catechin (C), (–)-epicatechin (EC), (–)-catechin gallate (CG), (–)-epicatechin gallate (ECG), (–)-

gallocatechin (GC), (–)-epigallo- catechin (EGC), (–)-gallocatechin gallate (GCG), and (–)-

epigallocatechin gallate (EGCG)12.  

Green tea extracts have already been incorporated in different polymeric matrices. For instance to 

polyethylene13; ethylene vinyl alcohol14,15; agar and agar-gelatin16,17; silver carp skin gelatin18; 

chitosan19,20; gelidium corneum-gelatin21 and soy protein22.  

Most of the studies focused on the optimization of the production conditions of the GTE active films 

and on the evaluation of its physical properties (thickness, tensile strength, elongation at break, light 

transmission, transparency, water vapour permeability, water resistance, water solubility, thermal 

stability)16,18 or on the release of active compounds from the film to food simulants14,16,15, evaluation 

of antioxidant activity16,19, 13,15 and antimicrobial activity16,15. GTE has been applied as a preservative 

treatment or incorporated in food packaging to different food matrices aiming to extend its shelf-life. 

These matrices include pork loins21, sardines14; turkey frankfurters22, pork sausages20, hake fillets17 and 

fresh-cut lettuce23. The emerging technological field of nanotechnology is already applied in the 

production of active films. Wrona et al.24 have successfully developed a new active film material based 

on hydroxypropyl-methylcellulose (HPMC) containing poly(lactic acid) (PLA) nanoparticles (NPs) 

loaded with antioxidant (AO) green tea extract (GTE). The physico-chemical properties of the films and 

the antioxidant capacity of the GTE released from the active films was studied. The results suggested 

that the material could potentially be used to extend the shelf life of high fat food products. 

Fish is very perishable, therefore several treatments have been applied to extend their shelf life such 

as smoking25. Smoked Atlantic Salmon (Salmo salar) is highly appreciated cold ready-to-eat food mainly 

due to its flavour, colour, taste and associated health benefits due to their omega 3 fatty acids and 

protein content26, 27.  



 

 
 

The aim of this paper was to produce a biodegradable active film based on PLA, by blown film 

extrusion, with antioxidant capacity through the incorporation of GTE. The new film was evaluated 

regarding its mechanical properties and effectiveness to inhibit lipid oxidation of model food. Smoked 

salmon was selected due to be a much appreciated high-fat content food with considerable high value 

in the market. To our knowledge this is the first time that an active PLA film containing GTE is evaluated 

regarding mechanical and barrier properties as well as its effectiveness in inhibiting lipid oxidation of 

smoked salmon. 

  

Material and Methods 

Green tea samples 

Four green tea samples were compared, two of them consisted of dried leaves of Camellia sinensis L., 

another comprised whole green leaf powder, and finally the fourth sample was a commercial GTE. Two 

varieties of green tea were obtained from dried leaves (Hysson and Encosta de Bruma) of the brand 

Gorreana (Azores, Portugal). Hysson green tea is produced from the first three leaves of the tea plant 

(Camellia sinensis) which are harvested in July and August, while the green tea “Encosta da Bruma” is 

produced exclusively from the terminal bud and the first leaf of the plant of tea, grown on the highest 

ridge of the Gorreana tea plantation and it is harvested in late July and early August. These samples 

were purchased from the online store of the company Plantações de Chá Gorreana, Lda. Green tea in 

capsules was purchased on a commercial surface in the region of Coimbra, whiles the commercial 

extract (Batch L704906709), was acquired from MyProtein. 

The samples were stored at room temperature and protected from light and moisture. 

Chemicals and reagents 

Methanol (analytical grade) was purchased from VWR Chemicals (Fontenay-sous-Bois, France). 

Methanol and sulfuric acid (HPLC grade), anhydrous sodium sulphate, isooctane, glacial acetic acid, 

trichloroacetic acid, orthophosphoric acid (all analytical grade), sodium carbonate, absolute ethanol, 

sodium hydroxide, chloroform, all were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). 2,2-diphenyl-

1-picrylhydrazyl (DPPH●), 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), 2-(1,1-dimethylethyl)-1,4-

benzenediol (TBHQ), (-)-epicatechin (purity ≥90%), (-)-epigallocatechin gallate (purity ≥80%), (-)-

epigallocatechin gallate (purity ≥95%), 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid 

(Trolox) (purity 97%), Tween®40, linoleic acid, β-carotene, Phenol reagent Folin & Ciocalteu`s, sodium 

nitrite, aluminium chloride, potassium iodide, soluble starch, p-anisidine, thiobarbituric acid, 2,4-

DNPH, were all purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). n-hexane for spectroscopy was 

supplied from BDH Prolabo (Leuven, Belgium).  



 

 
 

Preparation and extraction of samples 

Dried leaves of green tea were subjected to a grinding and homogenization process using a crusher 

A320R Moulinette from Moulinex (France), followed by a sieving process. The sample of commercial 

green tea has not required this procedure due to be already acquired as powder. For the extraction, 5 

g of sample was weighed in an analytical balance AG285 Mettler Toledo (Lisbon, Portugal), and 

submited to a solid-liquid extraction with 50 mL of absolute ethanol, with stirring at 400 rpm for 30 

minutes at room temperature in a horizontal stirrer HS 501D from IKA®-Labortechnik (Staufen, 

Germany). The mixture was then centrifuged at 15 °C for 15 minutes at 5000 g in a SIGMA centrifuge 

model 3-16K from SIGMA Laborzentrifugen GmbH (Osterode, Germany). The supernatant was 

withdrawn into a pyriform flask and subjected to complete evaporation of the ethanol at 35°C via a 

rotary evaporator RE-111 with a vacuum pump V-700 from BÜCHI (Flawil, Switzerland). With the aid 

of a spatula, the extract was withdrawn from the flask and stored. 

 

Determination of the antioxidant capacity of green tea extracts 

DPPH• radical scavenging method 

The method described by Moure et al.28 was applied, with a change in reaction time of the sample with 

the DPPH radical from 16 to 30 minutes. Methanolic solutions of the GTE were prepared with a 

concentration of 0.1 mg/mL. In the dark, 50 µl of GTE solutions reacted with 2 mL of the methanolic 

DPPH• solution (14.2 µg/mL DPPH•). 50 µl of methanol was used as the control. The absorbance was 

measured at a wavelength of 515 nm after 30 minutes in a spectrophotometer U-3900 from Hitachi 

(Tokyo, Japan) with software U.V Solutions 3.0. Radical scavenging capacity was expressed as an 

inhibition percentage (% IP) and calculated using the following equation: 

(%) IP = [(Ac - As 30) / Ac] x 100                  (Equation 1) 

Where:  

(%) IP - Inhibition percentage of DPPH• radical  

Ac - Control Absorbance  

As30 - Sample absorbance after 30 minutes 

 

After calculation of the inhibition percentage of DPPH• radical, the antioxidant capacity was expressed 

in mg Trolox equivalents per g extract (mg TE/g extract)29 and μM Trolox equivalents per g extract (μM 

TE/g extract). For this comparison, a calibration curve of Trolox was used.  



 

 
 

The DPPH• assay was performed for the synthetic antioxidants BHT and TBHQ and for the 

catechins: (-)-epicatechin (purity ≥90%), (-)-epigallocatechin gallate (purity ≥80%) and the (-

)-epigallocatechin gallate (purity ≥95%). The results are expressed as μM TE. 

Afterwards, it was determined the necessary concentration of extract to capture 50% of the amount 

of DPPH• free radicals present in the solution, i.e., the EC50 (concentration required to obtain a 50% 

antioxidant effect) was determined for the different GTEs. For this purpose, five different 

concentration levels were prepared for each extract and each % IP value was calculated. Thus, by 

interpolation in the % IP versus concentration (mg/mL) curve, it was possible to calculate the 

concentrations, for each extract, that gave IP equal to 50%. 

 

β-carotene bleaching method 

The spectrophotometric method of Miller30 based on the ability of the different extracts to decrease 

oxidative losses of β-carotene in a β-carotene/linoleic acid emulsion was used. A solution of β-carotene 

at a concentration of 0.2 mg/mL was prepared by dissolving 2 mg of β-carotene in 10 mL of chloroform. 

In a round-bottomed flask, 200 mg of Tween®40, 20 mg of linoleic acid and 1 mL of the β-carotene 

solution were added. Chloroform was evaporated at 40 °C to 100 mbar in a rotary evaporator RE-111 

with a vacuum pump V-700 from BÜCHI (Flawil, Switzerland). Then, 50 mL of oxygenated distilled water 

was added and the mixture was emulsified for 30 minutes in magnetic stirrer plate Agimatic 243 

(Barcelona, Spain), to form a stable emulsion. Finally, 0.2 mL of sample reacted with 5 mL of the β-

carotene emulsion at 50°C for 2 hours in a heating block SHT 1 from Stuart Scientific (Burlington, USA). 

For the control assays 0.2 mL of solvent was used. The absorbance of the control assays was measured 

at 470 nm before and after 2 hours of reaction and the absorbance of the samples was measured only 

after 2 hours at the same wavelength in a spectrophotometer U-3900 from Hitachi (Tokio, Japan). The 

Antioxidant Activity Coefficient (AAC) was calculated by the following equation: 

AAC = [(AA120 - Ac120) / (Ac0 – Ac120)] x 1000                 (Equation 2) 

Where:  

AA 120 - the absorbance of the sample after 120 minutes of reaction  

Ac 120 - the absorbance of the control assays after 120 minutes of reaction  

Ac 0 - the absorbance of the control assays at the initial time 

 

 



 

 
 

Determination of Total Phenolics content 

The used method was adapted from the method of Erkan et al.31. 7.5 mL of Folin-Cioucalteau reagent 

(1:10, v/v) was added to an aliquot of 1 mL of sample. After 5 min, 7.5 mL of an aqueous solution of 

sodium carbonate (Na2CO3, 6 mg/mL) was added. The solutions were kept in the dark for 120 minutes. 

After this period, the absorbance was measured in a spectrophotometer U-3900 from Hitachi (Tokyo, 

Japan) at 725 nm against water as blank. The total phenolic contents were calculated on the basis of 

the calibration curve of gallic acid and expressed as gallic acid equivalents (GAE), in milligrams per gram 

of the sample. Quantification of total phenolic content was carried out for GTEs in ethanol, always in 

triplicate, and at a concentration of 0.1 mg/mL. 

 

Determination of Total Flavonoids content 

The used method was adapted from the method of Yoo et al.32. 1 mL of the sample was diluted with 4 

mL of water. Then, 0.3 mL of 5 % NaNO2 solution was added to the mixture.  After 5 min, 0.6 mL of 

10% AlCl3 solution was added. After 6 min, 2 mL of 1M NaOH and 2.1 mL of distilled water was added, 

and the solution was homogenized. Absorbance of the mixture was determined at 510 nm against 

water as blank in a spectrophotometer U-3900 from Hitachi (Tokyo, Japan). The results were expressed 

as epicatechin equivalents per gram of sample (mg ECE/g sample). Quantification of total flavonoids 

compounds was performed for GTE in ethanol, always in triplicate, and at a concentration of 0.5 

mg/mL. 

 

PLA Active packaging 

Preparation of a PLA/GTE masterbatch 

Previous to blown film extrusion, a PLA/GTE masterbatch was produced to ensure better GTE 

dispersion in the PLA matrix during. Initially PLA and GTE were dried at 80°C, for 4 hours, in a vacuum 

oven. Thereafter, a masterbatch with approximately 8 wt.% of GTE was produced in a Leistritz AG LSM 

34 6L co-rotating twin screw extruder 190°C, with a screw speed of 100 rpm and a flow rate of 1.5 

kg/h. 

The GTE degradation was minimized by its addition in a front part of the extruder through a secondary 

feed system. The mixture was extruded as filaments, cooled, dried and granulated. 

 

 

 



 

 
 

Blown film extrusion 

The pristine PLA and the PLA/GTE masterbatch were dried before the extrusion at 60ºC, in a vacuum 

oven, overnight. Different amounts of masterbatch were added to PLA to produce films containing 1% 

(w/w) and 2% (w/w) of GTE. A periplast blown extruder, equipped with a single screw, was used to 

produce films of the PLA with GTE. The processing conditions were constant, screw speed of 50 rpm, 

170ºC on the first heating zone and 175ºC on the remaining zones.  

Mechanical properties  

The tensile properties of the films were determined at room temperature using a Zwick/Roell Z005 

equipment, following the ASTM D 882 – 02 standard33.  

The mechanical properties were determined using longitudinal specimen. Five specimens of each 

sample were prepared with 310 x 20 mm and tested using an initial grip separation of 250 mm and an 

elongation rate of 25 mm/min. Stress/strain curves were used to determine yield stress ( stress), yield 

strain ( strain), tensile strength ( strength), strain at break ( break) and Young’s modulus ( young).  

Water vapour transmission 

The water vapour barrier properties of the extruded films were determined based on the ASTM E 96/E 

96M – 05 standard34. The desiccant method was used to determine the value of water vapour 

transmission (WVT). The films were placed in test dishes, with a surface diameter of 69.5 mm, filled 

with approximately 25 g of CaCl2.6H2O, previously dried at 150ºC in a vacuum oven. The assay was 

conducted at room temperature in triplicate. The weight was measure along the assay and until a 

relative humidity (RH) of 10% has been achieved.  

 

Packaging of the smoked salmon 

The selected model food was smoked Atlantic salmon, due to the high content of polyunsaturated 

fatty acids present in its composition, susceptible to lipid oxidation. The smoked salmon was 

purchased, already sliced, on a commercial area of Lisbon. Slices of smoked salmon of approximately 

40 g were placed in direct contact with PLA films with different concentrations of GTE (1 % (w/w) and 

2 % (w/w)), respectively, and with a PLA film without GTE (control film). The area of contact between 

the smoked salmon and the film was approximately 0.15 dm2. Subsequently, they were packaged to 

allow good contact between the film and the model food. Smoked salmon slices were in contact with 

the films during different storage times (7, 15, 30, 45 and 60 days), at refrigeration temperature (5ºC) 

and in the dark. 

 

 



 

 
 

Effectiveness of the active films against lipid oxidation  

The lipid oxidation status of the smoked salmon slices was determined after each storage period (0, 7, 

15, 30, 45 and 60 days). For this purpose, the following tests were carried out: peroxide value, p-

anisidine value, TBARS assay and monitoring of hexanal. 

 

Fat extraction  

The assays, peroxide index and determination of the value of p-anisidine were performed with fat, so 

it was necessary to extract the fat from the smoked salmon slices packaged with the active films and 

the control film.  

The used method was adapted from the method of Bligh-Dyer35. To 30 g of homogeneized smoked 

salmon 150 mL of chloroform, 300 mL of methanol and 120 mL of ultrapure water (water purification 

system Milli-Q, Millipore Corp., Belford, USA) were added. Then, the solution was homogenized and 

stirred for 30 minutes in a homogenizer Ultra-Turrax IKA® DI 25basic (Staufen, Germany) and, after, 

150 mL of chloroform and 150 mL of the 1.5 % anhydrous sodium sulphate solution were added. This 

solution was stirred for 2 minutes in a stirrer plate Agimatic 243 (Barcelona, Spain) and transferred to 

a separation funnel. After complete separation of the two phases, the chloroform was removed. The 

chloroform was filtered with a Whatman nº 4 filter to which 1 g of anhydrous sodium sulphate was 

added to retain sample water. Chloroform was evaporated at 40°C in a rotary evaporator Büchi model 

R-210 (Labortechnik, Switzerland). The fat obtained was conserved, protected from light, at 5°C. 

 

Peroxide value  

The methodology used to determine the peroxide value was adapted from the Cd8-53 method 

described by the American Society of Oils Chemists36.  

To carry out this test, it is necessary to prepare a saturated solution of potassium iodide in ultrapure 

water, a starch solution and a 0.01 N sodium thiosulphate solution. 

To prepare the starch solution, 0.5 g of starch were diluted in 10 mL of ultrapure water, to which 40 

mL of warm ultrapure water was added. The solution was boiled for 3 minutes and rapidly cooled on 

ice. To 0.1 g of fat (extracted by the procedure described previously), 10 mL of isooctane, 15 mL of 

acetic acid and 1 mL of saturated potassium iodide solution were added. The solution was stirred for 

one minute and it was stored at room temperature, protected from light for 5 minutes. After 5 

minutes, 3 mL of the starch solution and 75 mL of ultrapure water were added. The solution was 



 

 
 

titrated with 0.01 N sodium thiosulfate solution until the solution turned white. For the control test, 

the same procedure was followed, however fat was not used. Samples were run in triplicate. 

The determination of the peroxide value (PV) was calculated by the following equation: 

        PV (meqO2/Kg fat) = [(S –B) x N x 1000] / m            (Equation 3) 

Where:  

S - Volume of sodium thiosulphate 0.01 N used in the titration 

B - Volume of 0.01 N sodium thiosulfate used in the control assay 

N - Normality of sodium thiosulphate 

m - Amount of fat (g) 

 

p-anidisine value 

The determination of the p-anisidine value was performed according to the British Standard method 

BS 684-2.24-199837. 

The p-anisidine value was calculated according to the following equation: 

AV = 25 (1.2 Abs2-Abs1) / m                    (Equation 4) 

Where:  

AV - value of p-anisidine  

Abs2 - absorbance of the sample after 10 minutes of reaction 

Abs1 - initial sample absorbance  

m - amount of fat used in the test (in g) 

25 mL of n-hexane was added to 0.5 grams of fat (previously extracted) and the solution was placed 5 

to 10 minutes in the Ultrasonic Bath Branson Bransonic 3510 (Dietznbach, Germany) at room 

temperature until the fat was dissolved. Afterwards, 1 mL of the p-anisidine solution was added and it 

was stored in the dark for 10 minutes at room temperature. The absorbance of the solution was 

measured at 350 nm against n-hexane in a Hitachi U-2000 spectrophotometer, before the addition of 

the p-anidisine solution and after the 10 minutes reaction. For the control test, 1 mL of the solution of 

p-anisidine was added to 5 mL of n-hexane. At the end, the absorbance of the samples against the 

control test was measured. All analyzes were performed in triplicate. 



 

 
 

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) assay 

According to the method of Miller38, TBARS assay was based on the spectrophotometric measurement 

of a complex formed by the reaction between thiobarbituric acid (TBA) and malondialdehyde (MDA) 

(formed as a result of the degradation of polyunsaturated fatty acids). 5 g of each sample (sliced 

smoked salmon crushed and homogenized) was weighed into a 100 mL beaker, to which 50 mL of the 

TCA solution was added. The solution was homogenized for 1 minute at 8000 rpm in a homogenizer 

Ultra-Turrax IKA® DI 25basic (Staufen, Germany) and filtered (Whatman nº 1 filter) into a 50 mL flask. 

Then, 5 mL of the 0.02 M TBA solution was added to 5 mL of the filtrate. For the control test, 5 mL of 

the TBA solution was added to 5 mL of ultrapure water. Subsequently, the samples were subjected to 

100°C for 40 minutes in the heating block QBD2 Heating Block from Grant Instruments (Cambridge, 

England). After 40 minutes, the samples were placed in an ice bath for 15 minutes to cool down 

completely. Finally, the absorbance of the samples on the spectrometer Hitachi U-2000 

spectrophotometer at 530 nm was measured against the control test. All assays were performed in 

triplicate. 

 

Hexanal assay 

The preparation of the sample was carried out according to the methodology developed by Wen et 

al.39. The hexanal identification and quantification was performed according to the method developed 

by Ribeiro-Santos et al.40. Initially, a solution of 2,4-DNPH was prepared (0.17 g of 2,4-DNPH was 

weighed into a 100 mL flask and the volume was made up with a 30% aqueous solution of sulphuric 

acid (v/v)). For the hexanal extraction, 5 mL of the 2,4-DNPH solution were added to, 1 g of the smoked 

salmon and then homogenized at 8000 rpm for 2 minutes in a homogenizer Ultra-Turrax IKA® DI 

25basic (Staufen, Germany) at room temperature. Thereafter, the solution was held for 4 hours in the 

dark at room temperature. After this time, 10 mL of n-hexane were added and the solution was 

centrifuged at 4000 rpm for 10 minutes at 15°C in a Centrifuge Eppendorf AG model 5804R (Hamburg, 

Germany). The supernatant was removed to an evaporator flask and the process was repeated twice. 

Subsequently, n-hexane was evaporated at 35°C in a rotary evaporator Büchi model R-210 

(Labortechnik, Switzerland) and the residue redissolved in 10 mL of methanol. After filtration, the 

solution was analyzed in an Ultra-Performance Liquid Chromatography (UPLC®), ACQUITY ™ (Waters, 

Milford, MA, USA), with a Diode Array (DAD) detector, a binary pump, an automatic sampler and a 

thermostat system for the column, UPLC® BEH C18 analytical pre-column (2.1 x 5.0 mm, 1.7 μm particle 

size) (Waters, Milford, MA, USA), Analytical column ACQUITY UPLC® BEH C18 (2.1 x 50 mm, 1.7 μm 

particle size), Empower™ software version 2.0 (Waters, Milford, MA, USA). In this chromatographic 

method, the column was maintained at 20°C, the mobile phase flow was 0.5 mL/min and the injection 



 

 
 

volume was 10 μl. The hexanal was identified and quantified at 365 nm, and the retention time was 

0.95 ± 0.1 min. All analyzes were performed in triplicate. 

 

Statistical analysis 

Results were expressed as mean ± standard deviations of at least three replicates. Differences among 

samples were tested using Kruskal Wallis followed by Mann Whitney. All statistical analyses were 

tested at 0.05 level of probability, using the SPSS® computer programme (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 

 

Results and discussion 

Determination of DPPH• radical scavenging and β-carotene bleaching  

The results of DPPH• inhibition system assay are presented in Table 1. Besides the Trolox equivalents 

(TE) per gram of green tea extract, results are also presented as EC50, i.e., the necessary concentration 

of extract to capture 50% of the amount of DPPH• free radicals present in the solution. The commercial 

GTE presented the highest antioxidant capacity (0,92 mg TE /g extract) followed by GTE from Encosta 

de Bruma green tea (0,70 mg TE /g extract). 

Table 1 also presented the results of the β-carotene bleaching test. Encosta de Bruma GTE was shown 

to have the highest antioxidant capacity among those evaluated. 

Analysing the results obtained, it can be verified that in the DPPH• inhibition test, the extract from GT 

capsules showed the lowest antioxidant capacity (0,56 mg TE /g extract), whereas in the β-carotene 

bleaching test the extract that presented lower antioxidant capacity was the commercial extract (AAC 

= 918). 

In the studies published, which aim to analyze the antioxidant capacity among different plant extracts, 

there are few that study the antioxidant capacity of green tea extracts. For instance, Lorenzo et al.41  

and Pateiro et al.42 reported the influence of some natural extracts (green tea, grape, chestnut and 

seaweed) in the shelf life of pork patties/pig pâtés. These authors reported the EC50 of the GTE used 

as 0.12 g extract/L, which corresponds to the EC50 of the commercial GTE evaluated in the present 

study. 

Lee et al.43 has determined the major constituents in green tea and the antioxidant capacity by ABTS 

(2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), FRAP and DPPH assays. However, the results 

were presented as mM TE/g green tea instead of mM TE/g GTE, therefore compared with present 

results are not possible.  



 

 
 

Wu et al.18 prepared an active film from silver carp skin gelatin incorporated with GTE. The IP (%) of a 

solution of 0.1 mg/mL of the extract used to prepared this film was in accordance with the IP (%) of 

the GTE evaluated in the present study (29-45%). 

In the present study, it was also determined the antioxidant activity, by DPPH• inhibition test, 

for some reference standards. The comparison among the antioxidant capacity obtained of 

standard antioxidants and GTE are described in Table 2. As expected, the synthetic antioxidant 

TBHQ and the evaluated catechins presented higher antioxidant capacity than the green tea 

extracts analyzed. 

The order of the activity of the DPPH• radical elimination of reference standards tested was the 

following: TBHQ > (-)-epigallocatechin gallate (purity ≥95%) ≈ (-)-epigallocatechin gallate (purity ≥80%) 

> (-)-epicatechin (purity ≥90%). The (-)-epigallocatechin gallate (purity ≥95% and purity ≥80%) 

presented values of antioxidant activity very similar, (734.9 and 733.9 μM TE), and higher than the (-)-

epicatechin (purity ≥ 90%), in accordance to  Lee et al.43. The TBHQ presented approximately twice 

higher antioxidant activity than commercial GT and around 3 times higher antioxidant activity than the 

other evaluated GTE.  

 

Determination of content in Total Phenolic Compounds and Total Flavonoids 

In plants, one of the main groups of compounds that act as primary antioxidants or free radical 

scavengers are the phenols44. The group of polyphenols, are extremely effective as oxygen scavengers, 

reducing agents and hydrogen donors44. In this study, a blue-coloured solution, due to the presence of 

phospho molybdic- phosphotungstic-phenol complex, was produced when the active extracts or 

fractions reacted with Folin-Ciocalteau reagent in an alkaline medium. The content of phenolics was 

calculated from the regression equation of the gallic acid calibration curve, y = 8.0578x + 0.0764, with 

a coefficient of determination of 0.9993, expressed in GAE as milligrams per gram of the extract or 

fraction (mg GAE/g extract or fraction). 

As far as total flavonoids are concerned, these are some of the main chemical antioxidant components, 

being potent metal chelators and inhibitors of lipoperoxidation45. Flavonoids, including flavones, 

flavanols and condensed tannins, are plant secondary metabolites, and their antioxidant activity 

depends on the presence of free OH groups, especially 3-OH. Flavonoids have antioxidant activity in 

vitro and also act as antioxidants in vivo46. Epicatechin was used to construct the standard curve using 

six calibration points in a range of 0.025 to 0.150 mg/mL, and the results are expressed as mg ECE 

equivalents per g of extract.  

The assays mentioned were carried out for the four GTEs under study (Table 3). 



 

 
 

Analyzing the results, it was verified that the commercial extract showed a higher content of total 

phenolic compounds (416 mg GAE/g extract), whereas the Hysson extract showed a higher content of 

total flavonoids (184 mg ECE/g extract). 

In the literature, there are several studies in which the contents of total phenolic compounds and total 

flavonoids in GT extracts were determined. Regarding the total phenolic compounds, the values found 

vary according to the different edaphoclimatic conditions of the tea plant, the extraction solvent and 

the methodology used. Moreover, sometime there are some difficulties to compare the results among 

different studies due to the use of different units to present the results (mg GAE/g extract, mg GAE/L 

or mg GAE/cup). Lorenzo et al.41, for GTE prepared with ethanol, obtained values 390 mg GAE/g 

extract, which is in agreement with the values obtained in the present study. Yin et al.47, for extracts 

dissolved in water obtained the value of 298 ± 4 mg GAE/g extract. On the other hand, Yang et al.48 for 

aqueous extracts and subsequently lyophilized, found values of 50.9 mg GAE/g extract. 

The methodologies used for the determination of total flavonoids show variations in terms of: 

quantities of reagents, extract added and the compound used to obtain the calibration line. Most of 

the studies reported in the literature used catechin as a compound in the calibration curve, which 

makes it difficult to compare directly with the results of the present study. Oh et al.49 and Nibir et al.50 

obtained values of 29.27 ± 1.35 mg CTE (catechin equivalents)/g extract, and 50.12 mg CTE/g extract, 

respectively, for total flavonoids in GTE. 

 

Preparation and characterization of the films  

First, a PLA/GTE masterbatch mixture was produced to allow the preparation of more homogeneous 

mixtures that would promote a better dispersion of GTE within the PLA matrix during the 

extrusion. Afterwards, PLA-based films were produced and, as expected, films containing GTE 

presented a brownish color and were less transparent, which was dependent on the amount of GTE 

added.  

The mechanical performance, and the effect of GTE content of the extruded films were evaluated by 

tensile tests (Table 4).  

The incorporation of GTE in the PLA matrix decreased around 12% the tensile strength for both 

amounts. The strain at break increased 9.6 and 36% with the addition of 1 and 2 wt.% GTE. This can be 

due to an increase of molecular mobility caused by the addition of GTE.  

As it is well documented in the literature, biopolymers, such as PLA have low barrier properties, which 

limits their applications for packaging, especially on food products that are highly susceptible to O2 or 

H2O51. 



 

 
 

The water-vapor transmission (WVT) of PLA films was evaluated to understand the influence of GTE 

on the PLA’s barrier properties. The assays were performed following the desiccant method (ASTM E 

96/E 96M – 05), monitoring the desiccant weight until a relative humidity (RH) minimum of 10% was 

achieved. The samples’ conditions and the WVT rates determined are summarized in Table 5. The 

results indicate that the addition of higher amounts of GTE improves the PLA’s water-vapor barrier 

properties.  

Vilarinho et al52 also reported that the incorporation of montmorillonite in a PLA matrix also decreased 

water permeability. Wu et al. (2013)18 also reported that the inclusion of GTE in a silver carp skin gelatin 

films (0.3% and 0.7% GTE) reduced the WVT. The same was reported by Siripatrawan and Harte 

(2010)19, when incorporating GTE (among 2-20% GTE) in chitosan films. 

 

Effectiveness of the active films against lipid oxidation  

Four tests were used to monitor the lipid oxidation state of smoked salmon packaged with a PLA/ GTE 

film and a control film (neat PLA). The tests were performed after 0, 7, 15, 30, 45 and 60 days of 

contact. 

 

Determination of peroxide value and p-anisidine value  

Peroxides results from the primary oxidation of oils and fats. The peroxide index is widely used to 

evaluate the oxidation state of the fat of a given sample. This value gives information on the amount 

of peroxide present in a sample53. In the peroxides assay, it was found that the peroxide value of 

smoked salmon was less than 5 meq / kg over its storage period for both the control and active films 

(PLA 1% and PLA 2%). The highest peroxide value was determined at 30 days storage for the 3 films 

under study. After this period, at 45 days, the peroxide value decreased on the slices of smoked salmon 

packed with the control film and the 1% PLA film. For smoked salmon packed with 2% PLA film, the 

peroxide value in this period was similar to that detected at 30 days, proving to be less effective against 

lipid oxidation than the other films studied. This fact may indicate that a low concentration of GTE is 

more effective in order to minimize lipid oxidation of smoked salmon. These results are in concordance 

with the results obtained per Alghazeer et al.54, when they investigated, the lipid peroxidation, in 

Atlantic mackerel (Scomber scombrus), in the presence and absence of instant green tea. They verified 

that a low tea concentration was more effective in controlling oxidation. At 60 days of packaging, no 

peroxides were detected in the slices of smoked salmon in contact with the active films and with the 

control film. The decrease in the peroxide index after 45 days can be explained by the fact that possibly 

after this period the rate of degradation of the hydroperoxides has been higher than its rate of 



 

 
 

formation since, with in the propagation of the lipid oxidation, the peroxides tend to decompose into 

by-products or to react with other compounds present in foods55. At 60 days of packaging, no peroxides 

were detected in the slices of smoked salmon in contact with the active films and with the control film. 

Georgantelis et al.56, also obtained similar results, they observed that the maximum values of 

peroxides in a storage of fresh sausages for 20 days were reached on day 15, after which, a decline 

was observed. These results indicate that, at that storage point, it is possible that the rate of 

decomposition of hydroperoxide is greater than its rate of formation. 

The value of p-anisidine indicates the presence of aldehydes (secondary oxidation products) formed 

during the decomposition of peroxides in a sample of fat or oil. 

The p-anisidine values of the smoked salmon slices in contact with the control film and with active film 

of PLA 1 and 2 % are shown in figure 1. 

The results obtained indicate that the lowest p-anisidine value was found in smoked salmon packed 

with the active film PLA 1 % (w/w), demonstrating that the lowest concentration of GT was more 

effective in inhibiting lipid oxidation, in the slices of smoked salmon, throughout the storage period of 

60 days. In contrast, the concentration of 2 % (w/w) of green tea extract incorporated into the active 

film after 60 days demonstrated a pro-oxidant effect on smoked salmon slices. In the literature, some 

authors have already described pro-oxidant activity in tea extracts. For example, Alghazeer et al.54, 

reported that from different concentrations of tea extract tested to inhibit oxidation of frozen 

mackerel (Scomber combrus), the most effective in controlling oxidation were the lowest.  

 

Determination of Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) values 

The Thiobarbituric Acid Reagent test measures the content of the main aldehyde formed during lipid 

oxidation of food, malonaldehyde (MDA). It should be noted that MDA is one of the main compounds 

of the decomposition of the polyunsaturated fatty acids in hydroperoxides formed during the lipid 

oxidation process. 

According to Connell57 and Wenjiao et al.58, the value of MDA between 1–2 mg MDA/kg of fish flesh, 

will normally correspond to a development of an objectionable odour. The results obtained in this 

assay for smoked salmon in contact with the control films and active PLA films of 1 and 2 %, are shown 

in Figure 2. All samples packed with the active films (PLA 1 and 2 %) have MDA content lower than the 

contents of the samples packed with the control film, except for the slice of smoked salmon packed 

with film PLA 2 % for 60 days. The results obtained are in accordance with the p-anisidine value test, 

where a high value was also observed at 60 days for smoked salmon packaged with 2 % PLA, 



 

 
 

demonstrating a pro-oxidant effect of the extract of green tea. These results suggest that PLA film 

incorporated with 1 % GTE is the most effective to inhibit the lipid oxidation of smoked salmon. 

López-de-Dicastillo et al.14, developed active antioxidant films for food packaging, through the 

incorporation of green tea extract into an ethylene vinyl alcohol copolymer (EVOH) matrix. Fillets of 

sardines in brine were packed with the active film and stored under the light at 4ºC for 13 days. The 

lipid oxidation state of the sardines in brine was analyzed by the TBARS assay. During the storage 

period, the sardine fillets in brine packed with the active film exhibited a reduction of 25% in the 

concentration of malonaldehyde. The film with incorporated green tea extract showed to be effective 

against lipid oxidation. 

Yang et al.48, analyzed pork packed with protein films with extracts of green tea, oolong tea and black 

tea incorporated at concentrations of 0.1, 0.3 and 0.5%, stored at 4°C for 10 days. The MDA content 

of pork packed with the active films was lower than that of pork packed with the control film (without 

tea extracts) during the 10 days of storage. At the end of the storage period, pork packed with the 

active film with GTE presented 0.93 mg of MDA/kg of sample, while pork samples packed with active 

film with tea extract oolong and pork samples packed with active film with black tea extract presented 

1.16 and 1.27 mg of MDA/kg of sample, respectively. The sample packed with the active film with GTE, 

presented both a lower amount of MDA at the end of the storage period and a lower increase of MDA 

contents during storage than the other samples. Pork wrapped with the active film incorporated with 

0.5% GTE presented a slower lipid oxidation process during storage. 

Hong et. al 21, in turn, produced edible Gelidium corneum-gelatin (GCG) blend films, containing grape 

fruit seed extract (GFSE) or green tea extract (GTE) and evaluated the quality of pork loins packaged 

with the film during storage. They found that pork loins packaged with the GCG film containing GFSE 

or GTE showed a decrease in the TBARS value of 0.38 and 0.59 mg of MDA/kg after 10 days of storage, 

respectively, compared to the control. This allowed to conclud that lipid oxidation in pork loins during 

storage can be delayed by packing them with the GCF film containing GFSE or GTE. 

Siripatrawan and Noiha20, used as active packaging, chitosan film incorporating green tea extract (CGT-

film), for shelf life extension of pork sausages. The pork sausages wrapped with CGT-film and pork 

sausages wrapped with C-film (chitosan alone-film), were stored at 4 ºC. It was found that samples 

wrapped with CGT-film showed lower changes in TBA value than those wrapped with C-film and 

control. The results suggested that incorporation of GTE into chitosan film could enhance the 

antioxidant properties of the film and thus maintained the qualities and prolonged the shelf life of the 

sausages. 

 



 

 
 

Determination of Hexanal  

The main volatile components formed during the process of lipid oxidation of foods are aldehydes, and 

are therefore widely used to measure the progress of lipid oxidation. The hexanal is the dominant 

aldehyde formed in the course of the same, being considered an indicator of the lipid oxidation. 

Regarding the results obtained for smoked salmon in contact with the control films and active PLA 

films 1 and 2 %, it was verified that the hexanal has not been detected in most of the tests performed. 

In the case of the control film, the presence of hexanal was only detected after 45 days of storage 

(170.9 g hexanal /100g), verifying a reduction on the value over the 60 days of storage (104.7 g 

hexanal/100g). In the slices of smoked salmon in contact with the active films, the presence of hexanal 

was detected only at the end of the 60 days of storage, and the highest hexanal value was detected in 

the smoked salmon packed with the active film PLA 2% (107.4 g hexanal/100g). The results of this 

study do not allow concluding about the protective activity of the active films with GTE in relation to 

the control film at 60 days, however, in the literature, studies report the efficacy of the extract against 

lipid oxidation, through the determination of hexanal. For example, the study by Alghazeer et al.54, 

previously mentioned for the TBARS assay, also analyzed the formation of hexanal in Atlantic mackerel 

with incorporated GTE, in the concentrations of 250 mg/kg and 500 mg/kg. The authors verified that 

hexanal levels significantly increased after 16 weeks of storage in the control sample (without addition 

of GTE) stored at -10 °C relative to the sample with 250 mg/kg of incorporated GTE, stored at the same 

temperature, showing that the addition of GTE to the food delayed the lipid oxidation process.  

 

Conclusion 

Aiming to investigate the use of GTE in active packaging, four different GTE regarding antioxidant 

capacity were studied. The results demonstrated a high antioxidant capacity of GTE, which confirms 

its great potential to be incorporated into food packaging in order to produce active food packaging 

with antioxidant properties based on natural compounds. Thus, a new antioxidant active packaging 

material for food has been developed, consisting of a PLA film in which different concentrations of 1 

and 2% (w/w) of GTE have been incorporated. 

PLA/GTE films were produced by blown extrusion. The mechanical properties of the produced films 

were similar when compared to PLA films. Regarding the films’ barrier properties, in particular the 

water-vapor transmission, the addition of higher amounts of GTE decreased the WVT rate, thus 

improving the PLA’s barrier efficiency to H2O.  

The effectiveness of GTE active films in retarding lipid oxidation of a model fatty food (smoked salmon) 

was evaluated by four methods: peroxides value, p-anisidine value, Thiobarbituric Active Reactive 

Substances (TBARS) assay and hexanal monitoring. 



 

 
 

The results showed that incorporation of GTE in PLA films protects smoked salmon from lipid oxidation 

and 1% GTE was found to be more effective than 2% GTE. 

The presence of GTE in the PLA can reduce the lipid oxidation of high-lipid content fish products, 

suggesting that it can be considered a good alternative to conventional plastics. However, additional 

studies should be performed to better understand the GTE mechanism of action as the results suggest 

a pro-oxidant effect of PLA/GTE 2% after 60 days of storage. 
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Figure captions 

 

 

Figure 1 – Results of the p-anisidine assay for smoked salmon in contact with the control films, active 

film PLA 1 % (w/w) and active film PLA 2 % (w/w). 

 

 

 

Figure 2 - Results of the TBARS assay for smoked salmon in contact with the control films, active film 

PLA 1 % (w/w) and active film PLA 2 % (w/w). 
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Tables 

 

Table 1. Values of the DPPH radical inhibition results, expressed in mg Trolox equivalents per g extract 

(mg TE/g extract), mM Trolox equivalents (μM TE/g extract) per g extract and EC50 values (mg/mL) 

mean ± SD (n = 6), values of the inhibition of β-carotene bleaching, expressed by the coefficient of 

antioxidant activity (AAC), mean ± SD, n = 6  

 

GT Extract 

DPPH -carotene 

bleaching  

(AAC) 
mg TE/g extract           mM TE/g extract EC50 (mg/mL) 

Commercial GT  0.917 ± 0.09 3.66 ± 0.35 0.116 ± 0.002 918 ± 14.8 

GT from Capsules 0.560 ± 0.02 2.24 ± 0.09 - 1079 ± 8.985 

Hysson GT 0.602 ± 0.12 2.40 ± 0.50 0.157 ± 0.004 1144 ± 7.668 

Encosta da Bruma GT 0.693 ± 0.07 2.77 ± 0.30 0.151 ± 0.003 1178 ± 14.53 

 

Table 2. Comparison of the results of inhibition of DPPH• radical, expressed as μM Trolox equivalent 

(μM TE), mean ± SD (n = 2), for standard antioxidants (0.1 mg/mL) and different green tea extracts (0.1 

mg/mL).  

 

Standards/GTE μM TE 

(-) - Epigallocatechin gallate (≥95%) 735 ± 3.94 

(-) - Epigallocatechin gallate (≥80%) 734 ± 13.1 

(-) - Epicatechin (≥90%) 667 ± 7.88 

TBHQ 741 ± 5.00 

Commercial GT  366 ± 35.4 

GT from Capsules 224 ± 9.31 

Hysson GT 240 ± 49.8 

Encosta da Bruma GT 277 ± 29.8 

 



 

 
 

Table 3. Values of the total phenolic compounds results, expressed in mg equivalents of gallic acid per 

g extract (mg GAE/g extract), mean ± SD (n = 6), and values of total flavonoids results, expressed as mg 

of epicatechin equivalent per g extract (mg ECE/g extract), mean ± SD (n = 6). 

 

 

Extract 

Total Phenolic Compounds  

(mg GAE/g extract) 

Total Flavonoids  

(mg ECE/g extract) 

Green tea Commercial 416 ± 9.95 148 ± 0.21 

Green tea Capsules 272 ± 2.34 139 ± 9.59 

Green tea Hysson 330 ± 4.68 184 ± 0.64 

Green tea Encosta da Bruma 361 ± 3.22 165 ± 7.03 

 

 

Table 4. Mechanical properties of the extruded films: tensile strength ( strength), yield strain ( 

strain) and strain at break ( break). 

 Film  strength  ± SD (MPa)   strain ± SD (%)   break ± SD (%)  

PLA 40.21 ± 8.10 2.42 ± 0.21 3.63 ± 0.62  

PLA/ 1% GTE  35.42 ± 1.95 2.49 ± 0.23  3.98 ± 0.43  

PLA/ 2% GTE 35.37 ± 4.06  2.44 ± 0.12  4.94 ± 0.34  

 

 

Table 5. Contact area, films’ thickness, WVT rates calculated and their standard deviation (SD). Their 

results are the mean of three independent replicas. 

Film Contact area  (m2)  Film thickness ± SD (mm)   WVT ± SD (g.h-1.m-2)  

PLA  0.0385  0.047 ± 0.010  3.35 ± 0.681  

PLA/1% GTE 0.0385  0.051 ± 0.011  2.63 ± 0.484  

PLA/2% GTE  0.0385  0.078 ± 0.015  2.18 ± 0.397  

 


