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Prefiicio

O presente volume, Investigagao Aplicada no Politécnico de Coimbra: Cole-
tanea de Estudos, visa divulgar as atividades de quatro projetos de investi-
gacio aplicada e transferéncia de conhecimento desenvolvidos pelo Instituto
Politécnico de Coimbra (IPC), nomeadamente na Escola Superior Agriria,
no Instituto Superior de Engenharia e na Escola Superior de Educagio, em
colaboragio com entidades do Sistema Cientifico Nacional, polos tecnoldgi-
cos, tecido empresarial, instituicoes de satide, entre outras.

Os projetos aqui apresentados sio o Lab2factory “Refor¢o da transferéncia
de conhecimento cientifico e tecnoldgico das fileiras agroalimentar e florestal
para o setor empresarial”; o SoSValor “Solugdes sustentdveis para a valorizagio
de produtos naturais e residuos industriais de origem vegetal”; o 2Bio4Car-
8 8
tilage “Programa de intervengio integrado para prevencio e tratamento de
lesoes da cartilagem” e por fim o HCTourism “Perfil e tendéncias do capital
humano no setor do turismo”.

Como se pode constatar todos eles pretendem contribuir e dar resposta a pro-
blemas concretos da sociedade nas mais diversas temdticas e dreas de atuacio.
A sua grande particularidade ¢ que, nao obstante serem projetos de investiga-
¢do, todos contaram com a colabora¢io e o envolvimento de estudantes do
ensino superior durante o seu percurso académico. Os estudantes, dos vérios
ciclos de estudo (CTeSP, Licenciaturas e Mestrados) e das mais diversas dreas
de formagao (agricultura, engenharia, satide, desporto, turismo, etc.) sob a
supervisao dos seus docentes, também eles investigadores do projeto, contri-
buiram nalgumas tarefas especificas de acordo como o seu grau de complexi-
dade. Os problemas a resolver foram apresentados aos alunos no 4mbito de
vérias unidades curriculares, cujas competéncias a adquirir se alinhavam com
as competéncias que se pretendiam desenvolver e com as respetivas dreas do
saber, tendo os mesmos contribuido diretamente de forma individual ou em
grupo, na procura dessas solugoes.



Neste contexto, este volume pretende dar a conhecer exemplos concretos de
algumas atividades desenvolvidas no 4mbito dos projetos elencados e que con-
taram com a colaboragio dos estudantes. Assim, divide-se em quatro secgdes
correspondentes aos quatro projetos que sio objeto de divulgacio, sendo os
capitulos organizados em fungdo da sua integracio em cada um. A primeira
secgdo apresenta um capitulo com a descrigao genérica do projeto Lab2factory
como motor da transferéncia de tecnologia do IPC para a sociedade. Aqui é
incluido um capitulo resultante do trabalho desenvolvido no 4mbito de uma
das atividades do projeto que se enquadra na temdtica da economia circular
no setor de laticinios. O trabalho descreve um caso concreto da valorizagao
de subprodutos industriais, como ¢ o caso do sorelho, através da produgio de
bebidas lcteas fermentadas e molhos para saladas.

A segunda secgio apresenta genericamente o projeto SoSValor, nomeada-
mente a abordagem que faz a valorizagao dos recursos enddgenos e residuos
de origem vegetal, assim como dos compostos de valor acrescentado que pre-
tende identificar, recuperar e aplicar de forma eficiente nas mais diversas dreas
de atividade. No 4mbito deste projeto sao apresentados 3 capitulos, nomeada-
mente, a avaliagdo das propriedades antioxidante e anticancerigena de plantas
haléfitas; a prospegio da agao antimicrobiana dos leos essenciais e extratos de
plantas em produtos alimentares; e a produgio, aplicagao e validagao de efici-
cia de revestimentos para queijos com dleos essenciais de plantas arométicas.

A terceira secgio centra-se nas atividades do projeto 2Bio4Cartilage, sendo
feita uma descri¢io genérica das atividades desenvolvidas no 4mbito da pre-
vengio e tratamento de lesoes da cartilagem e dos resultados alcancados. Esta
abordagem ¢ complementada com o capitulo relativo a extragao de celulose
a partir de residuos agroindustriais e a sua caracterizagio para aplicagoes em

implantes (scaffolds).

Por tltimo, no dmbito das atividades do projeto HCTourism ¢ apresentada
uma reflexdo sobre a importancia do capital humano no turismo em Portu-
gal. Neste caso ¢ evidenciado o papel fundamental das instituigoes de ensino
superior na identificagio e desenvolvimento dos conhecimentos necessrios, e
na moldagem do comportamento dos futuros profissionais.
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O PROJETO LAB2FACTORY COMO
MOTOR DA TRANSFERENCIA DE
TECNOLOGIA DO IPC PARA A
SOCIEDADE

Anténio Luis Amaral, Carlos Pereira, Filipe Melo, Filomena
Gomes, Jorge Moreira, Luis Castro, Marta Henriques, Nazaré
Pinheiro, Sandra Santos, Sandrine Ressurreicao

Introdugao

A reduzida eficicia da transferéncia de conhecimento e tecnologia das enti-
dades do Sistema Cientifico e Tecnoldgico (SCT) para o tecido empresarial
motivou o desenvolvimento de medidas de financiamento que visaram inver-
ter essa realidade. Nesse sentido foram privilegiadas as propostas de projetos
em parceria entre entidades do SCT e empresas cuja visao passasse pelo desen-
volvimento de novos processos ou novos produtos e servicos com capacidade
de serem introduzidos no mercado. Foram também apoiadas iniciativas que
permitissem um incremento da interagio entre os atores associados a inova-
¢do ¢ desenvolvimento tecnoldgico e os responsdveis pela produgio de bens
€ Servigos.

Assim, o projeto Lab2factory teve como objetivo central estabelecer a ponte
e transferir o conhecimento cientifico e tecnolégico desenvolvido ao nivel do
Instituto Politécnico de Coimbra para as fileiras agroalimentar e florestal, no
4mbito do dominio de especializagio inteligente da Regido Centro (RIS3).
O projeto visou reforgar o potencial das fileiras referidas, quer no desenvol-
vimento de novos produtos, quer de projetos de transferéncia e utilizagio do
conhecimento e das tecnologias. As tecnologias desenvolvidas procuram res-
ponder a questoes concretas relacionadas com solugdes industriais sustents-
veis e com a valorizagio dos recursos naturais e endégenos.

Os beneficidrios deste projeto sdo, para além dos atores das fileiras agroalimen-
tar ¢ florestal, toda a populagio em geral que beneficiard de forma direta ou
indireta da aplicagdo de tecnologias mais sustentdveis e amigas do ambiente.
O projeto incidiu particularmente no setor agroalimentar, com énfase nas
empresas da transformagdo de produtos vegetais, dos laticinios e das carnes;
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e no setor florestal em que foram abrangidas as industrias do papel e da cor-
tica. Outros atores que poderdo também beneficiar dos resultados do pro-
jeto incluem-se nos setores agricola, quimico, farmacéutico, de tratamento de
dguas residuais, dos téxteis e do cal¢ado, sempre numa dtica mais sustentével
em termos ambientais ¢ energéticos.

1. Plano de agao do projeto

O projeto estruturou-se em trés linhas de agdo sequenciais, mas cujos fluxos
de informacio e resultados se devem transferir nas vdrias dimensoes. Assim,
a identificagdo e o levantamento da oferta tecnoldgica por parte do IPC, e
da procura por parte do tecido empresarial, em termos de tecnologias sus-
tentéveis e produtos inovadores com potencial econémico para o mercado,
constituiu o arranque do plano de agao do projeto. Como consequéncia da
sistematizagdo da informagio recolhida, resultaram um conjunto de solugoes
sustentdveis passiveis de transferéncia do sistema cientifico, nomeadamente
do IPC, para as empresas, indo de encontro as suas necessidades especificas.
Pretendeu-se também, aproveitando a capacidade jd instalada, a criagio de
metodologias de transferéncia do conhecimento inovadoras na Regido Centro,
como sejam o desenvolvimento de unidades piloto e um campo experimental
de demonstragao. Por ultimo, delineou-se uma ampla divulgacio e promogio
dos resultados alcancados, em termos da aplicacao das tecnologias e pilotos
desenvolvidos, em acoes de disseminagio abertas a toda a comunidade, ou em
revistas nacionais especializadas de grande circulagio.

1.1. Levantamento da oferta e da procura

Como j4 referido, o projeto iniciou-se pelo levantamento e promogio da
oferta de tecnologia e conhecimento, no 4mbito das fileiras agroalimentar e
florestal, disponivel no IPC, com potencial de transferéncia e de valorizagao
econémica no mercado regional e nacional (OFERTA), e no levantamento de
necessidades tecnolégicas e de conhecimento por parte das empresas (PRO-
CURA). A Figura 1 resume em linhas gerais o que foi identificado.

A primeira agio constituiu o trabalho inicial de base territorial descentralizada
para sensibilizar e informar as empresas da Regido Centro sobre a importincia
da transferéncia e apropriagio de ID&I nos seus sistemas produtivos. Neste
momento encontra-se disponivel online o catdlogo que resultou do levanta-
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mento interno sobre a oferta de tecnologia/conhecimento existente no IPC
(ITA, 2019) e que integra todas as atividades de 1&D e conhecimento que se
encontram disponiveis para o setor empresarial e para a sociedade em geral.
Neste projeto apenas nos iremos focar nas solugdes e tecnologias com poten-
cial para as industrias do setor agroalimentar e agroflorestal.

Relativamente ao levantamento das necessidades das empresas, foram con-
tactadas cerca de 600, tendo sido obtida informacio relativamente as neces-
sidades de cerca de 120. Apés tratamento dos resultados, as empresas foram
contactadas com vista 4 defini¢ao de estratégias para a solugio dos problemas
colocados.

Destas atividades, e do recurso a inquéritos e entrevistas diretas, foi produzido
um relatério com o levantamento das necessidades de tecnologia e conheci-
mento no setor empresarial das referidas fileiras. Como ¢ possivel verificar na
Figura 1, as maiores caréncias sentidas pelas industrias ao nivel do conheci-
mento dizem respeito 4 sua sustentabilidade em geral. Destacam-se a necessi-
dade de tecnologias de valorizagao dos seus residuos ou subprodutos; a redu-
¢do dos consumos energéticos quer ao nivel dos processos produtivos quer
no tratamento de efluentes; e a necessidade de substituicio dos compostos
quimicos convencionais por alternativas naturais.

< #Tecnologias de < eIndistrias < #Valorizag3o de

= filtrag&o tangencial E agroalimentares o residuos e

$ (TFT) [ elaticinios -] subprodutos

[TH (%] *Carnes (@]

O *Tecnologias de e ] sPascado O sTratamento de
v?llnrizav;ﬁo de () «Cervejeira E _ef:luent.esl e residuos
efluentes = Processamento de industriais

- frutas e legumes
eTecnologias de *Redugdo de consumos
redugdo de consumos wIndustrias energéticos
energeticos agroflorestais .
+Inddstria do papel *Necessidade de
*Tecnologias de - p p_ utilizagdo de produtos
extracio de «Inddstria corticeira naturais
compostos bioativos sIndustria da madeira

Figura 1. Levantamento da oferta tecnoldgica por parte do IPC, e da procura
por parte do tecido empresarial dos setores agroalimentar e florestal.
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Os resultados desta primeira linha de agdo alavancaram a sistematizagao
de um conjunto de solugdes industriais sustentdveis para estas industrias e,
nalguns casos mais concretos, culminaram no desenvolvimento de solugées
adaptadas especificamente a cada empresa.

1.2. Solugdes industriais sustentdveis

O Laboratério de Solugoes Industriais Sustentdveis (SISUS) é uma estrutura
do Politécnico de Coimbra (IPC) que corporiza a intersecgio de linhas de
investigacao distintas, mas complementares, desenvolvidas no Instituto Supe-
rior de Engenharia (ISEC) e na Escola Superior Agraria (ESAC), ao nivel da
I&D na drea das engenharias quimica e biolégica e da engenharia alimentar,
respetivamente.

A investigacao aplicada desenvolvida no SISUS centra-se, assim, na procura
de novas solugdes, baseadas na bioengenharia, na biotecnologia, na ecoeficién-
cia ¢ na gestio ambiental, a adotar pela industria transformadora, por forma
a promover uma utilizagio racional de 7mpuss, adicionar valor aos produtos e
a reduzir a produgio de desperdicios e consumos energéticos, promovendo o
aumento da produtividade e competitividade das empresas da regido.

Este laboratério desenvolve e disponibiliza uma diversidade de servigos e tec-
nologias j testados e prontos a serem incorporados pelas empresas. Assim, no
ambito do projeto foram construidos diversos pilotos/protétipos que tém sido
utilizados em a¢des de demonstragio e transferéncia de tecnologia.

1.2.1. Valorizagao de residuos da industria alimentar
por tecnologias de filtragio tangencial (TFT)

A - Utilizagdo das TFT no setor dos laticinios

Mais de 90% das empresas do setor dos laticinios em Portugal enquadram-se
nas micro, pequenas e médias empresas. Estas por sua vez sdo caracterizadas
por vrias particularidades:

* Baixa diversificagio de produtos, quase sempre limitada ao fabrico de
queijo e requeijao, que reduz a flexibilidade e adaptacio das empresas as
necessidades e constrangimentos do mercado;



* Baixo nivel de inovagio e de incorporagio de tecnologia, que condiciona
grandemente o aumento da sua ecoeficiéncia;

* Grande dispersio pelo territorio nacional, que nao permite a implemen-
tagdo de agdes conjuntas de tratamento de residuos e de protegio ambiental;

* Escassez de agoes de melhoria da eficiéncia energética dos processos pro-
dutivos.

As pequenas e médias empresas (PME) do setor carecem ainda de um incre-
mento da eficiéncia dos seus processos produtivos e do nivel de inovagio dos
seus produtos. Por outro lado, as que se dedicam & produgio de queijo e
requeijo defrontam-se constantemente com o problema do impacto ambien-
tal dos seus subprodutos (soro e sorelho).

A diversificagio de produtos que permitam recuperar os componentes do soro
e do sorelho representam uma oportunidade de acesso a novos mercados, ao
mesmo tempo que garantem a redugdo dos problemas ambientais que estes
subprodutos acarretam.

A introdugdo da tecnologia de produgio de concentrados liquidos de pro-
teinas do soro (CLPS) nas empresas do setor (Figura 2) contribui de forma
significativa para a redugdo da importagdo de proteinas de soro desidratadas,
vulgarmente usadas em alguns processos de fabrico. A inovagio em produtos
licteos centra-se na utilizagio destes CLPS na produgio de queijos e manteiga
com baixo teor de gordura, iogurtes e/ou de bebidas ldcteas fermentadas.

As tecnologias desenvolvidas/aplicadas podem ainda fazer uso dos permea-
dos obtidos da ultrafiltragio (UF), permitindo a recuperagio da totalidade
do soro produzido, reduzindo-se assim o impacte ambiental associado a este
subproduto.

No que se refere ao fabrico de requeijao, o sorelho (subproduto resultante do
seu processo de fabrico) pode ser utilizado para alimentagio animal. Con-
tudo, essa solugio acarreta custos de transporte ¢ depende da existéncia de
exploragoes agropecudrias recetoras. Salienta-se que a eliminagao direta deste
subproduto tem ainda um impacte ambiental significativo. Assim, serio
necessdrias solugdes alternativas que permitam a sua reutilizagao e valorizagio.
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Figura 2. Unidade piloto de microfiltraciolultrafiltracio/nanofiltraciol
osmose inversa (MF/UF/NF/OI) instalada no IPC/ESAC.

Até a0 momento, nio foi ensaiada em Portugal nenhuma solugao que permita
a valorizagio interna deste subproduto (com um teor de lactose de cerca de
4% e, que poderd conter até 1 % de proteina). Deste modo, urge encontrar
solugoes para sua valorizagio, que poderdo passar pela sua utilizagio como
substrato para a produgio de bebidas ldcteas fermentadas, ou para a produgao
de outros produtos com maior valor acrescentado. A aplicagio de TFT ao
sorelho permite a sua utilizagdo na produgio de novos produtos alimentares,
como sejam molhos para saladas e bebidas ldcteas fermentadas com micror-
ganismos probiticos. A tecnologia foi ji objeto de um pedido provisério de

patente (PPP 115385 G, 2019).

B - Utilizagao das TFT noutras indistrias do setor agroalimentar

As unidades piloto de filtragio tangencial instaladas na ESAC e integradas no
laboratério SISUS, com capacidade de processar elevados volumes de pro-
duto, sdo normalmente colocadas a disposi¢io de outras entidades do Sistema
Cientifico e Tecnolégico (SCT) ou da industria, na perspetiva de realizagio de
ensaios piloto e de scale-up industrial (Figura 3). A capacidade instalada tem
sido utilizada em atividades e projetos ao nivel da industria de carnes, pescado



e cervejeira, nomeadamente para a produgio e separagio de hidrolisados de
proteinas com atividade bioldgica a partir dos residuos e subprodutos destas
indstrias.

Figura 3. Unidade piloto de microfiltraciolultrafiltracdo (MF/UF) utilizada em

ensaios de Z/ﬂ/m’izﬂ;/ia de residuos das indiistrias cdrnea, ('K}'Ufjl’i}ﬂ edo peszﬂdo.

1.2.2. Redugio de consumos energéticos
na indistria de laticinios

No que se refere a eficiéncia energética da industria dos laticinios, tendo em
aten¢do os dados da produgio anual de requeijao, pode concluir-se que uma
parte significativa do soro de queijo de ovelha ndo é processada. O elevado
consumo energético na produgio de requeijao, associado ao curto periodo de
vida ttil do produto, sio fatores negativos que afetam o circuito de produgio
e comercializagio.

A atratividade do fabrico de requeijao é também afetada pelo baixo rendi-
mento de produgio, que se situa em cerca de 6%. Assim, os elevados consu-
mos energéticos no aquecimento de grandes volumes de soro e a inexisténcia
de equipamentos que permitam a recuperago dessa energia, afetam de forma
decisiva os custos de produgio.
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Em suma, esta atividade visou o desenvolvimento de um protétipo desti-
nado ao fabrico de requeijao (Figura 4) que permite uma redugio drastica
no consumo energético do processo. Esta solugio terd um impacto muito
significativo nos custos operacionais das unidades que a possam incluir nas
suas atividades. Paralelamente, e sobre a temdtica do fabrico de requeijao, pre-
tende-se também transferir, para o meio empresarial, possiveis solugdes para a
valorizagio do sorelho pela aplicagio de TFT, como j4 referido anteriormente.

1.2.3. Valorizagao de efluentes da inddstria papeleira

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo sintetizados por organismos acumulado-
res de polifosfatos (PAO) e organismos acumuladores de glicogénio (GAO),
como forma de armazenamento de energia e de carbono. Os PHA podem
ser utilizados comercialmente como (bio)plasticos biodegradaveis e possuem
uma diversificada gama de potenciais aplicagoes.

No ambito de investigagio anterior tinham sido ji desenvolvidas metodolo-
gias de monitorizagao e caracterizagdo quantitativa de PHA, usando técnicas
de coloragdo, aquisi¢ao de imagens ao microscopio de epifluorescéncia e téc-
nicas de andlise e processamento de imagem (Figura 5). Estas técnicas permi-

Figura 4. Piloto de produgio
de requeijio com recuperagio
de energia construido no

dmbito do projeto.
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tem ainda acompanhar o estado de agregacao e composigio da biomassa nos
reatores aerébios de tratamento de efluentes em tempo quase real.

A tecnologia desenvolvida possui uma significativa vantagem em relagio as
téenicas convencionais de monitorizagio, devido a rapidez de obtengao de
informagdo quantitativa.

Figura 5. Imagem ao microscépio de biomassa de reator com identificagio

das inclusées de PHA evidenciada a verde, obtidas através do procedimento
de coloragio de fluorescéncia Nile Blue com a ampliagio de 400x.

As atividades atualmente em curso, consistem no desenvolvimento de dois
reatores descontinuos sequenciais (SBR) integrados numa unidade piloto,
para o tratamento de dguas residuais provenientes da industria de reciclagem
de papel, com culturas mistas, em ciclos de alimentagio/esgotamento de
nutrientes ¢/ou anaerobiose/aerobiose para a produgio de PHA. A monito-
rizagdo destes reatores incide na determinagio de parimetros fisico-quimicos
da eficiéncia de tratamento e caracterizagio da biomassa presente, por meto-
dologias de anilise de imagem e determinacdo do rendimento em PHA. A
integragio de todos os dados obtidos, para uma melhor compreensao dos
fenémenos envolvidos, ¢ efetuada através da utilizacio de técnicas de estatis-
tica cldssica e multivaridvel. A descri¢ao da unidade piloto que integra os SBR
serd feita na secgao 1.3.2.
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1.2.4. Sistema de andlise microbioldgica de
lamas ativadas como forma de controlar o
funcionamento de ETAR bioldgicas

O estudo das caracteristicas morfol6gicas da biomassa agregada e filamentosa,
bem como dos principais protozodrios, metazodrios e bactérias filamentosas,
presentes nos tanques de arejamento das estagoes de tratamento de dguas
residuais (ETAR) que operam por sistemas de lamas ativadas, permite inferir
acerca do adequado funcionamento destas unidades. Para este efeito, pode-se
recorrer a técnicas de visualizagio microscopica, com ou sem prévia coloragio,
e andlise e processamento de imagem (Figura 6), interrelacionando os dados

obtidos por técnicas de estatistica multivaridvel.

Figura 6. Imagem ao microscdpio de bactérias filamentosas cuja identificacio
permite minimizar ou eliminar os fendmenos de bulking filamentoso (& esquerda).
Equipamento laboratorial de andlise microscdpica de lamas ativadas (i direita).

Esta metodologia constitui uma ferramenta muito expedita na prevengio do
funcionamento deficiente dos sistemas de tratamento, uma vez que permite
identificar qual o principal problema (ou condigio de operagio) causador
dessas deficiéncias, através do modo como a comunidade microbiana presente
¢ afetada.

A tecnologia foi anteriormente desenvolvida em parceria com entidades ges-
toras de redes de saneamento e pode ser aplicada em unidades industriais com
estagdo de tratamento de dguas residuais industriais (ETARI), com sistemas de
lamas ativadas, bem como nas ETAR dos sistemas de tratamento de efluentes
domésticos. Deste modo, foi possivel a prestagio de servicos de monitoriza-
¢do da comunidade microbioldgica dos sistemas, assim como a disponibiliza-



¢ao de cursos livres documentais e de prtica laboratorial neste dominio para
estas entidades. Atualmente, a oferta de prestagao de servigos de cursos livres
(MonitETAR, 2019) ja estd disponivel para todas as entidades interessadas
(Figura 7).

1.2.5. Sistema automdtico de selecao e tratamento
de efluentes da indstria corticeira

Atualmente, a lavagio das rolhas de cortica ¢ efetuada usando diversas etapas
de enxaguamento (Figura 8, esquerda), o que leva a que, nas Gltimas etapas,
uma grande percentagem de dgua residual do processo possa ser enviada dire-
tamente para a rede de saneamento antes de ser sujeita ao tratamento fisico-

-quimico tradicionalmente utilizado.

ento de Estagses de

Curso Livre de Identificag 3o de Bactérias Filamentosas & Curso Livre de Af
0z04ri 5 A Monitorizagio da

eric:
oirios om Estacdes de Tratamento de Aguas Tratamento de Agu.
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Figura 7. Folheto usado na divulgacio do curso livre documental em Aferi¢io do Funcionamento
de ETARs pela Monitorizagio da Componente Microbioldgica (i direita); e do curso livre pritico-
laboratorial em Identificacio de Bactérias Filamentosas e Protozodrios em ETARs (a esquerda).

A possibilidade de evitar esses tratamentos potencia ganhos relevantes em

termos ambientais, na medida em que:

* reduz o consumo e descarga na rede de saneamento de produtos quimi-

cos de tratamento do efluente;

* reduz a quantidade das lamas geradas no tratamento fisico-quimico e que
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si0 enviadas para aterro;

* reduz o consumo de energia associado ao tratamento fisico-quimico do
efluente.

Neste contexto, pretendeu-se desenvolver um protétipo que, online e baseado
em propriedades mensuréveis do efluente de lavagio da industria corticeira,
permitisse segregar entre o efluente industrial que carece de tratamento do
que pode ser enviado diretamente para a rede de saneamento em conformi-

dade com os Valores Limites de Descarga (VLD).

O sistema potencia, também, ganhos econdmicos, pois reduz os custos de
aquisi¢io de produtos quimicos para o tratamento de efluente; as despesas
com energia elétrica; os custos de deposi¢ao de residuos em aterro; e aumenta
a capacidade de tratamento da ETARI, jd que este equipamento passaria a
tratar unicamente o efluente com necessidade efetiva de tratamento, que se
prevé constituir uma pequena fragio do volume total de efluente enviado atu-
almente para a EPTARI. Foi ji submetido o pedido provisério de patente
do Sistema Automdtico de Selecio e Tratamento de Efluentes da Inddstria
Corticeira (Castro et al., 2019). A descri¢ao da unidade piloto para selego e
tratamento de efluentes da inddstria corticeira serd feita na sec¢io 1.3.3.

Figura 8. Unidade industrial de lavagio de rolhas de cortica (i esquerda). Unidade i escala
laboratorial de tratamento do efluente da lavagio da indiistria corticeira (i direita).



1.2.6. Sistema de eliminagao do verde da
cortiga por aquecimento solar

O verde constitui um defeito caracteristico da cortiga, que se traduz por teores
de humidade muito elevados e que dotam a cortica de um aspeto translicido.
Desta forma, a existéncia de verde deprecia a qualidade da cortica, tanto mais,
quanto maior e mais irregular for a superficie afetada (Figura 9). O principal
inconveniente do verde é a retragio excessiva que a cortiga sofre na regiao afe-
tada, apds a sua secagem, o que condiciona a sua capacidade vedante. Nio ¢,
por isso, aconselhdvel a utilizagio da cortica com este defeito no seu uso mais
nobre, como a produgio de rolhas naturais.

Figura 9. Prancha de cortica com verde.

Uma das formas de minorar a redugio da qualidade induzida por este defeito
na cortica consiste na sua secagem artificial, em condigoes muito distintas das
que normalmente se praticam durante o processo de estabilizagio da cortica.

No 4mbito deste projeto foi construido um piloto com apoio solar, que per-
mite efetuar esta operagio sem recurso ao consumo de combustiveis fosseis,
por forma a responder a estratégia de sustentabilidade ambiental das empresas
e que, simultaneamente, otimiza o processo de secagem das pranchas de cor-
tica com verde. A implementagio industrial deste processo permite otimizar a
produtividade das empresas do setor e contribuir para a sua sustentabilidade
energética. A descricao da unidade piloto para secagem da cortica com verde
com apoio solar serd feita na sec¢ao 1.3.4.
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A vasta experiéncia da equipa de investigagio na secagem de produtos natu-
rais e, em particular, de cortica (na forma de pranchas, pé e granulado) ¢,
também, um fator chave na cooperagio com as empresas do setor corticeiro,
para implementagio desta nova tecnologia.

1.2.7. Valorizagao de recursos vegetais

A valorizagao dos recursos vegetais, endégenos ou nio, pode ser dinamizada
desde a produgio para o mercado, ou desde o mercado para a produgio.
Assim, a primeira abordagem passa pela selecao, melhoramento e multiplica-
¢do de plantas com as carateristicas pretendidas pelos atores de toda a fileira
comercial (produtores, industria e consumidor final). J4, na ética da segunda
abordagem, a identificagio de compostos naturais de valor acrescentado nos
recursos vegetais ¢ o desenvolvimento de técnicas de extragdo sustentéveis e
sistemas onde possam ser aplicados, conduzem ao cultivo e consequente valo-
rizago desses recursos vegetais.

A - Selegao e multiplicagio de plantas

A investigagio e desenvolvimento de plantas melhoradas tem despertado
muito interesse por parte do setor industrial, nomeadamente por parte das
empresas:

* que visam incorporar a tecnologia para a produgio de material vegetal de
melhor qualidade (produgio de plantas);

* interessadas na plantagio de individuos que demonstrem caracteristicas
superiores;

¢ transformadoras dos frutos ou do préprio material vegetal.

A Escola Superior Agréria de Coimbra (ESAC/IPC) tem desenvolvido tra-
balho de investigagdo aplicada na drea da micropropagacio, estabelecendo
protocolos com empresas para a propagagio de plantas melhoradas de medro-
nheiro e hibridos de castanheiro. Os melhores clones de medronheiro tém sido
propagados pela empresa GREENCLON para comercializagio. A procura
por esta espécie autdctone no mercado ¢ importante devido ao seu potencial
produtivo, associado também a criagio de biodiversidade e a redugao do risco
de propagacio de incéndios. Os hibridos de castanheiro, resistentes a doenga
da tinta, foram obtidos no 4mbito de trabalhos de I&DT em colaboracio
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com outras entidades do SCN, propagados no ambito de projetos de 1&D,

com a transferéncia de tecnologia para empresas através do apoio do programa
ProDeR.

A par da propagacio de plantas superiores, tém sido propagadas plantas sele-
cionadas pela elevada produgio de fruto e micorrizadas com Lactarius delicio-
sus e Tuber borchii, com o objetivo de aumentar a tolerancia a condi¢ées de
stresse bidtico (doengas) a abidtico (stresse hidrico), e ainda criar outra fonte
de riqueza para os produtores florestais.

Existe por isso capacidade instalada para o desenvolvimento de novos pro-
dutos e servigos com interesse para a inovagio do setor empresarial agricola e
florestal, nomeadamente:

* No desenvolvimento de material vegetal melhorado capaz de resistir a
stresses abidtico e bidtico;

* Aplicagio do conhecimento a propagacio de vdrios tipos de plantas: flo-
restais, silvestres, ervas aromadticas e medicinais, entre outras espécies;

* Aplicagio do conhecimento & propagagio de vérios tipos de plantas
micorrizadas, para produgo de cogumelos comestiveis;

* Capacidade de isolamento de 6rgios especificos das plantas, que demons-
trem maior capacidade de produgio de compostos com interesse, a isolar
posteriormente em diferentes formas, recorrendo a métodos de extragio
distintos.

B - Valorizagao de compostos bioativos de plantas autéctones

Algumas das solugdes desenvolvidas ao nivel da valorizagio dos compostos
bioativos de origem vegetal que poderao ter aplicagio transversal nas empresas
dos setores agroalimentar, do ambiente, téxtil, tintas e cal¢ado, dizem res-
peito & produgio, extragio e desenvolvimento de sistemas de conservagio e
transporte (delivery) de compostos bioativos a partir de plantas aromdticas,
medicinais ou outras, com atividade antimicrobiana, antioxidante, aromatica,
corante, etc.
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A primeira fase destas solugoes passa pela obtengdo do material vegetal, que
pode ser através do cultivo especifico das plantas com potencial tecnoldgico e/
ou a realizagio de saidas de campo para recolha do material. As fases seguintes
consistem na sele¢io dos métodos mais adequados para a extragao dos com-
postos de interesse ¢ na aplicagio das técnicas de separagio seletiva e isola-
mento desses compostos. Segue-se uma etapa de identificagio e caracterizagio
dos extratos obtidos com o objetivo de os selecionar de acordo com o seu
potencial biolégico (antioxidante, antiftingico, antibacteriano), ou outros que
possam apresentar.

Para além da extragio e isolamento dos compostos bioativos, é fundamental
desenvolver sistemas, e formas de conservagio e aplicagio, que evitem a perda
da sua eficdcia por periodos relativamente longos. Neste Ambito ¢ necessdrio:

* face ao(s) composto(s) em causa, ¢ o seu fim, identificar a forma de con-
servagio e/ou aplicagio mais adequada;

* desenvolver os sistemas de encapsulamento ¢ de libertagao controlada dos
compostos bioativos;

* selecionar matrizes com interesse nas mais diversas dreas (alimentar, agri-
cola, téxtil, calcado, tintas e diluentes, etc.);

¢ avaliar a performance dos sistemas desenvolvidos, a sua estabilidade, bem
como efetuar o seu scale-up.

As potenciais tecnologias implementadas podem englobar o desenvolvimento
de sistemas de micro e nanoencapsulagio, de producio de filmes ou reves-
timentos com propriedades bioativas, ou outros com interesse industrial.
Atualmente, jd se encontram desenvolvidas algumas solugoes que poderio ter
aplicagio imediata para algumas empresas, das quais se destaca a utilizagao de
produtos naturais com atividade antimicrobiana a base de tomilho bela-luz
(Thymus mastichina L.) para utilizagio em queijos curados.

1.2.8. Valorizagao de residuos e subprodutos
agricolas e agroindustriais de origem vegetal

O processamento agricola gera quantidades significativas de residuos que
representam, muito frequentemente, um problema ambiental e econémico
para as empresas envolvidas. Introduzindo alguns passos adicionais na linha



de processamento, podera ser possivel transformar estes residuos agroindus-
triais em produtos de alto valor acrescentado com aplicagées na drea alimen-
tar, agricola, cosmética, farmacéutica, entre outras. O trabalho desenvolvido
pelo IPC tem-se centrado nos seguintes residuos:

* o bagaco de sabugueiro (Sambucus nigra L.), um residuo do processa-
mento da baga para obten¢ao do sumo, rico em antocianinas e outros com-
postos fendlicos;

* a casca de pinheiro (Pinus pinaster), um residuo das industrias de proces-
samento de madeira, rico em taninos condensados;

* as sementes de cardo (Cynara cardunculus L.), um residuo do processo de
extragdo de cardosina a partir da flor (usada na produgio de queijo), rico em
compostos fendlicos com atividade antioxidante;

* avagem da fava (Vicia faba), um residuo das industrias de processamento
de (semente) de fava que contém quantidades consideraveis de proteinas
com atividade bacteriana e fungicida.

Assim, pretendeu-se divulgar as solugdes jd exploradas e que apresentam
potencial industrial, promover a sua incorporagio pelo setor empresarial, e
a0 mesmo tempo desenvolver novas solucdes com base noutros residuos, em
fungio das necessidades especificas das empresas.

O grande desafio do desenvolvimento de tecnologia nesta temética é a utili-
zacdo de processos de extragdo limpos e amigos do ambiente, mas que sejam
simultaneamente eficientes na recuperagio dos compostos de interesse e ren-
tdveis economicamente.

Foi 4mbito de desenvolvimento neste projeto um piloto para extragio de
compostos com atividade bioldgica, ou outras, a partir de produtos de origem
vegetal, nomeadamente, residuos agroflorestais, agroindustriais e recursos
enddgenos naturais como ¢é o caso das plantas aromdticas e medicinais.

1.3. Desenvolvimento de pilotos e do campo
experimental para demonstragio

Com base nas solugoes industriais sustentdveis elencadas e que careciam
ainda de prototipos, modelos ou pilotos para servirem como ferramentas de
demonstragio dos conhecimentos e tecnologias desenvolvidas, foram criadas
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e implementas cinco unidades piloto e um campo experimental de produ-
¢do de plantas. Pretende-se que estas estruturas funcionem como nicleos de
demonstragio dos processos, das tecnologias associadas, dos produtos obtidos
e das boas praticas de produgio e transformagio.

1.3.1. Piloto para fabrico de requeijao

O protétipo desenvolvido para o fabrico de requeijao consiste num tanque de
parede dupla para aquecimento de soro, dotado de agitagio e de um sistema
para recuperagio da massa de requeijio. O tanque tem também uma coluna
de pré-aquecimento do soro. Associado a cuba estd instalado um permutador
de calor de placas e bombas de circulagao de soro e sorelho, no sentido de per-
mitir a recuperagio de calor por transferéncia entre a corrente quente (sore-
lho) e a corrente fria (soro). O aquecimento inicial poderd ser feito por gds,
por injecio de vapor, ou por dgua quente disponivel na unidade industrial. O
desenho do equipamento visa garantir a méxima recuperagio de energia e as
melhores condigoes de higienizagio. Os testes de validagio e demonstragio

foram efetuados na Oficina Tecnoldgica de Laticinios (OTL) da ESAC.

1.3.2. Piloto para valorizagio de
efluentes da industria papeleira

Trata-se de uma unidade piloto constituida por dois reatores descontinuos
sequenciais (Sequencial Batch Reactor) desenvolvidos 4 escala laboratorial com
sistemas de agitagdo e arejamento (Figura 10). Funciona em ciclos de alimen-
tagio/esgotamento de nutrientes ¢ em regime de anaerobiose/aerobiose para
a produgio de PHA, dispde de sensores de medigio de oxigénio dissolvido,
pH e potencial redox e encontra-se equipada com bombas que permitem
o doseamento de reagentes quimicos e da alimentacao. Toda a instalagio é
comandada por uma unidade de controlo automdtico que permite o registo
dos dados monitorizados e o controlo do funcionamento de todo o sistema.



Figura 10. Aspeto geral do piloto para valorizagio de efluentes da indiistria
papeleira (& esquerda). Esquema da unidade piloto (i direita).

1.3.4. Piloto para tratamento do
efluente de lavagio da cortica

A unidade piloto para tratamento do efluente de lavagao (Figura 11) ¢ cons-
tituida por um tanque de alimentagio do efluente, um sistema de monitori-
zagdo e tomada de decisio quanto a necessidade de efetuar o seu tratamento
e, ainda, por um conjunto de 3 tanques de reagio aos quais estdo associados
outros tantos tanques de reagentes quimicos, que possibilitam o sucessivo tra-
tamento fisico-quimico por coagulago, neutralizagio e floculagio, seguido
de um sedimentador lamelar para separagio das lamas formadas. A instalagio
¢ dotada de uma unidade de controlo automdtico que permite a andlise dos
parimetros caracterizadores do efluente bruto e a tomada de decisio acerca da
possibilidade deste ser descartado ou de ser tratado, bem como o controlo de
todo o sistema de tratamento fisico-quimico.
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Figura 11. Aspeto geral do piloto para tratamento do efluente de lavagio da
cortiga (a esquerda e ao centro). Esquema da unidade piloto (i direita).

1.3.5. Piloto para secagem de cortica com apoio solar

Trata-se de uma unidade piloto desenvolvida a escala laboratorial que compre-
ende uma estufa de aquecimento com apoio solar que permite, em condi¢oes
otimizadas, efetuar a eliminagio do defeito critico da cortica designado por
verde. A unidade (Figura 12) compreende um conjunto de painéis fotovoltai-
cos que fornecem energia necessdria aos sistemas de ventilagio e controlo da
estufa, um sistema de ventilagio e de regulagio de temperatura que permite
otimizar o processo de secagem e um sistema de monitorizagao das condi¢oes
ambientais e da cortica.

Figura 12. Aspeto geral do piloto para secagem de cortica com apoio
solar (& esquerda). Esquema da unidade piloto (i direita).



1.3.6. Piloto para extragio de compostos bioativos

O piloto a utilizar na extragio dos compostos bioativos a partir de mate-
rial vegetal estd intrinsecamente ligado as caracteristicas das matérias-primas.
Neste caso tornou-se necessiria a implementagio de vdrios sistemas que
podem estar acoplados ou nao. O protdtipo contempla: um sistema de tritu-
ragao e prensagem do material vegetal a utilizar, um sistema de extragio s6li-
do-liquido e um sistema de destilagao com condensador acoplado. Aquando
da utilizagao de solventes, que no a dgua, uma coluna de destilagao ¢ utilizada
para os recuperar de forma “limpa” e permitir a sua reutilizagao.

1.3.7. Campo experimental

O campo experimental foi instalado em terrenos da ESAC, junto a casa da
canforeira. Foram recuperadas infraestruturas existentes, nomeadamente os
sistemas de captagdo de dgua e de rega, bem como 3 estufas destinadas a pro-
pagacio de plantas aromdticas ¢ medicinais (PAM). Foi alargada a colecio de
PAM jd existente ¢ foram também selecionadas algumas culturas de plantas
autdctones para instalagio de dreas de produgio que permitam garantir maté-
ria-prima para ensaios de scale-up industrial de extragio de 6leos essenciais.

Foram também instalados um campo de Aloe vera e outro de figueira da india
(Opuntia ficus indica) com vista & avaliagio das melhores condigdes culturais
destas espécies a nivel local/regional.

2. Agoes de divulgacao

Além de criar uma estrutura de aproximagio entre instituigdes do Sistema
Cientifico e Tecnoldgico (SCT) e o tecido empresarial, procura-se com as
acoes de divulgacao gerar e construir novos projetos em torno das atividades
das fileiras agroalimentar e florestal, numa 6tica de competitividade e inova-
¢do regional.

Tém sido realizadas diversas iniciativas de interagdo com o ambiente empresa-
rial para a sensibilizagao, partilha e mapeamento de oportunidades de desen-
volvimento de novas aplicacdes de tecnologias e conhecimentos nas fileiras
agroalimentar e florestal. Foram também realizadas atividades de dissemina-
¢ao e difusio (Tabela 1) das novas tecnologias e conhecimentos gerados no
4mbito da I&D, assim como através da execugio de projetos piloto demons-
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tradores com a realizagio de atividades de experimentagio. Todas estas agoes

poderao ser consultadas em http://lab2factory.cu/.

Tabela 1. Disseminagio e difusio de resultados no dmbito do projeto Lab2factory.

Tipologia

Referéncia

Artigos Cientificos

Capitulos de Livro

Comunicagoes

Patentes

Teses

Henriques, Gomes & Pereira (2017)

Cassoni et al. (2018)
Henriques et al. (2017a)

Carvalho et al. (2017)

Carvalho et al. (2018)

Henriques et al. (2017b)

Henriques et al. (2018)

Gomes et al. (2018)

Castro, Amaral & Coelho Pinheiro (2018)
Amaral, Castro & Coelho Pinheiro (2018a,b,c)
Amaral, Castro & Coelho Pinheiro (2019a,b)
Castro, Amaral & Coelho Pinheiro (2019)

Gomes et al. (2019)

Fonseca, Madeira, Gama & Lopes (2018) PPP ne 115008
E

Pleno et al. (2019) PPP n° 115385 G
Castro et al. (2019) PPP em fase de definicio de reivin-

dicacoes.
Castro, Beirdo, Roseiro, Santos & Oliveira (2019). PPP
em fase de definicio de reivindicagoes.

Fonseca (2017)
Melo (2017)




Conclusoes

De um modo geral, poderemos concluir que os principais objetivos do projeto
foram, em grande medida, alcangados. Todos os principais indicadores foram
atingidos e, apesar de nao ter sido possivel dispor de meios para dinamizar ple-
namente as diversas comunidades de inovagio previstas, espera-se que, com
a autorizagdo da extensdo do periodo de execucio do projeto venham a ser
reforgados os elos de ligagio entre investigadores e empresas que, entretanto,
foram criados.
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O projeto Lab2factory tem como objetivo central a transferéncia do conheci-
mento cientifico e tecnoldgico desenvolvido ao nivel do Instituto Politécnico
de Coimbra para as fileiras agroalimentar e florestal. Este projeto enquadra-se
no ambito do dominio de especializagio inteligente da Regido Centro, articu-
lando o potencial agricola regional das referidas fileiras com vista ao desenvol-
vimento de novos produtos e processos. As tecnologias desenvolvidas procu-
ram responder a questoes concretas relacionadas com a aplicagio de solugdes
industriais sustentdveis, e com a valorizago dos recursos naturais e endégenos
da regido, com potencial extensio ao contexto nacional ou até internacional.

No caso particular do setor agroalimentar, o projeto desenvolveu diversas
atividades relacionadas com a eficiéncia energética e com a valorizagio de
subprodutos e residuos gerados pelo setor dos laticinios. Nesse sentido, com
0 apoio de uma equipa de alunos da licenciatura em Tecnologia Alimentar da
Escola Superior Agrdria de Coimbra (ESAC), foi possivel desenvolver ativi-
dades de investigagio aplicada que culminaram na submissao de um pedido
provisorio de patente. O presente capitulo pretende enquadrar o tema e apre-
sentar os aspetos mais significativos do trabalho desenvolvido.

Contextualizagio do problema

A grande dificuldade na valoriza¢ao do soro em Portugal resulta da pequena
dimensao das industrias produtoras de queijo, que representam cerca de 30%
do tecido empresarial do setor e que processam entre 10.000 e 100.000 L
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leite/dia. Estas empresas ndo dispoem dos sofisticados equipamentos neces-
sérios para a concentragdo ¢ desidratagio do soro. Apenas os dois maiores
produtores de queijo portugueses secam o soro, estimando-se que processem
cerca de 250.000 toneladas por ano, ou seja, menos de metade do soro pro-
duzido no pais.

No caso do soro de queijaria, a recuperagio da maioria das proteinas soltveis
presentes, pode ser efetuada, de forma simples, pela produgio de agregados
proteicos. Em Portugal, a produgio de requeijao é um processo que, desde hd
muitos anos, se utiliza com esse objetivo. Embora aplicado de forma empirica,
o processo de obtengio de requeijio baseia-se essencialmente no efeito que o
aquecimento produz sobre as proteinas de soro originando a sua gelificagao e a
formagio de agregados proteicos que retém outros componentes presentes no
soro, nomeadamente gordura. Havea et al.,, (1998) referem que as proteinas
do soro quando aquecidas em condigdes apropriadas (> 75 °C, com valores de
pH entre 6 e 8 e com concentragdes superiores a 6 g/100g) formam um gel.
Assim, para a produgio de requeijao, o soro de queijaria (normalmente adi-
cionado com 5 a 10% de leite de ovelha ou cabra) é aquecido a 90-100 °Cee,
ap6s floculago da proteina, os agregados sdo retirados e inseridos nos moldes
antes de serem arrefecidos a menos de 8 °C durante o armazenamento. Nor-
malmente, apenas os soros de queijos de ovelha, de cabra, ou de mistura sao
usados para a produgio de requeijao, uma vez que o baixo rendimento obtido
na produgio de requeijao a partir de soro de queijos fabricados com leite de
vaca ndo compensa os elevados custos energéticos do processo. Neste caso,
existe a possibilidade da integragio de uma etapa adicional de concentragio
do soro por ultrafiltragio, constituindo uma alternativa economicamente
atrativa, e permitindo a obten¢ao de concentrados liquidos de proteinas de
soro (CLPS) que podem ser imediatamente incorporados no fabrico de outros
produtos licteos, nomeadamente queijos e iogurtes (Hinrichs, 2001; Henri-
ques et al., 2011, 2012), ou até serem usados no fabrico de requeijao.

Em 2017 a produgio nacional de queijos de ovelha e cabra, ou de queijos
de mistura, situou-se em cerca de 21.000 toneladas, distribuidas da seguinte
forma: 11.800 toneladas de queijo de ovelha; 2.900 toneladas de queijo de
cabra; e 6.000 toneladas de queijo de mistura (INE, 2018).

Estima-se que, da produgio deste tipo de queijos, resultem anualmente cerca
de 150.000 toneladas de soro, sendo uma parte significativa utilizada para o
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fabrico de requeijao. Do fabrico de requeijao resulta o sorelho que ainda tem
cerca de 50 - 60% do extrato seco do soro, ou seja, cerca de 3,5 - 4,5% de
lactose, 0,5 - 1,3% de matéria azotada, 0,5 - 2,0% de minerais e 0,05 - 0,5%
de gordura.

Este subproduto é normalmente utilizado para alimentagao animal nao sendo
conhecidas aplicagdes na alimentagio humana. Apesar do sorelho ser jd o
resultado de um processamento subsequente do soro, possui ainda uma ele-
vada caréncia bioquimica de oxigénio (CBO,), nao podendo ser eliminado
sem tratamento adequado. A sua elevada CBO, impede a sua decomposicao
em estagoes de tratamento de dguas residuais (ETAR), a nio ser que seja muito
diluido. Porém, a diluicao ird aumentar drasticamente o volume de efluente
a tratar o que acarreta problemas adicionais, nomeadamente no dimensio-
namento da ETAR e no elevado consumo de dgua. Assim, as empresas que
tém este subproduto optam por cedé-lo para alimentagao animal. Contudo,
nem sempre ¢ ficil dispor de exploragoes pecudrias proximas e dispostas a
receber o sorelho, o que pode criar sérios problemas as empresas produtoras
no que diz respeito ao fim que podem dar aos seus subprodutos e efluentes.
Impée-se assim o desenvolvimento de solugoes economicamente sustentdveis
que permitam a valorizagio interna do sorelho com a consequente redugio do
impacto ambiental associado a sua produgio.

Refira-se ainda que, na maioria dos processos produtivos de queijo de ovelha
portugueses ¢ utilizado o cardo (Gynara cardunculus 1.) como agente coa-
gulante. Diversos trabalhos divulgaram que a agio das enzimas proteoliticas
desta planta sobre as proteinas do soro (nomeadamente sobre a 0-Lactalbu-
mina) origina a produgio de péptidos hidrofébicos de baixo peso molecu-
lar (< 3 kDa) com atividade anti-hipertensiva e anti-ulcerativa comprovadas
(Tavares et al., 2011 a,b,c,d; Pintado et al., 2010, 2011; Tavares & Malcata,
2012). Apesar das condi¢des de coagulagio do leite pela agio do cardo nio
serem as dtimas para a hidrolise da a-Lactalbumina, e consequente produgio
de péptidos, serd espetdvel que a sua atividade proteolitica possa ter algum
efeito no incremento da concentragio de péptidos com atividade bioldgica
presentes no sorelho resultante. Deste modo, a valorizago do sorelho permiti-
ria originar produtos com uma fragao azotada enriquecida e, potencialmente,
ricos em péptidos com atividade bioldgica.

Que seja do nosso conhecimento, nio existe qualquer processo que reivin-
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dique a possibilidade da valorizagio dos componentes do sorelho, nomea-
damente que preconize a sua concentragio seletiva por tecnologias de mem-
brana e que proponha aplicagées concretas para os concentrados de proteinas
de sorelho (CLS) resultantes do processo de concentragio.

Invencao

A solugao tecnoldgica aqui proposta teve como diretrizes de desenvolvimento,
ser um processo simples, possuir caracteristicas inovadoras devido a utilizagao
de processos de separagao seletiva, ser pouco dispendiosa, quer em custos de
capital quer em custos de funcionamento, quando comparada aos tradicionais
processos de concentragio seguidos de desidratagio, e poder ser aplicada em
pequena-média escala de produgao.

O processo diz respeito a obtengao de concentrado liquido de sorelho (CLS) e
de concentrado liquido de sorelho deslactosado e dessalinizado (CLSdd) utili-
zando tecnologias de filtragio tangencial com recurso a membrana com limiar
de corte correspondente 2 ultrafiltragio (UF). Globalmente, o processo visa
separar o sorelho em duas fragoes: uma fragao que corresponde a um concen-
trado rico em proteinas e péptidos (também aqui denominados de compostos
azotados), e gordura (caso o sorelho ndo tenha sido desnatado); e outra fragao
correspondente ao permeado, cujos s6lidos sio quase exclusivamente repre-
sentados por lactose e sais minerais.

A tecnologia consiste em duas etapas essenciais (Figura 1). Assim, numa
primeira fase do processo de obtengio do concentrado de sorelho recorre-
-s¢ a uma etapa de UE usando membranas orginicas com um cusoff de 10
kDa, cujo objetivo é a concentragio da fragio azotada do sorelho, constituida
sobretudo por agregados proteicos, proteinas solaveis, péptidos e aminodcidos
livres. O produto resultante desta primeira etapa (CLS), pode ser usado na
sua totalidade enquanto ingrediente funcional na produgio de molhos para
saladas.

Em muitos casos, a etapa de producio de queijo envolve a adi¢ao de sal ao
leite, pelo que o soro e o sorelho resultantes poderdo ter niveis significativos
de sal (5220 g/L). Caso se pretenda a reducio do teor de sal no CLS obtido,
¢ aplicada uma segunda fase no processo. Esta fase corresponde & produgio de
um concentrado liquido de sorelho dessalinizado e deslactosado (CLSdd), a
partir do concentrado liquido de sorelho (CLS) através da aplicagio de uma
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técnica de diafiltragio (DF), para remogio de lactose e sais. O produto daqui
resultante contém um teor de lactose e de sais cerca de 10 vezes inferior ao do
CLS obtido apés a primeira etapa. Neste caso jd poderd ser utilizado enquanto
ingrediente funcional na produgio de bebidas licteas fermentadas.

SORELHO
(100%)

ULTRAFILTRACAO
FILTRADO
FCV=10 ou 20 l

CONCENTRADO OUTRO PROCESSAMENTO
LiQUIDO DE SORELHO
(5-10%)

AGUA (90-95%) ——

|
DIAFILTRACAO FILTRADO
CONCENTRADO OUTRO PROCESSAMENTO

LIQUIDO DE SORELHO
DESLACTOSADO E
DESSALINIZADO
(5-10%)

Figura 1. Representagio esquemdtica do processo de obtengio de concentrado liquido de

sorelho (CLS) e de concentrado //t/izz':/o de sorelho deslactosado e dessalinizado (CLSdd).

Importa detalhar que o sorelho original, resultante da produgio do requeijao,
é concentrado por UF com redugao do seu volume inicial em cerca de 10 - 20
vezes. O fator de concentragio volumétrica (FCV) aplicado é a razdo entre o
volume da alimentagio e o volume de retido (FCV= VA/VR). Aplicando-se
um FCV de 10 ou de 20 durante a etapa de UE ¢ possivel a obten¢ao de
um concentrado liquido de sorelho (CLS) com um teor de sélidos entre 7,1
- 40,1%. A obtengio do CLS com esta gama de sélidos totais, implica que
o sorelho original apresente um teor de sélidos entre 4,0 - 8,5%, ¢ entre 0,3 -
1,2% de matéria azotada. Na etapa de DE o concentrado liquido de sorelho
(CLS) ¢ diluido com um volume de dgua igual a 9 vezes o seu volume, e de
seguida ¢ sujeito a nova concentragao por UE, reduzindo-se de novo para o
seu volume de partida. Este processo permite a redugio do teor de lactose
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e de sais em cerca de 10 vezes relativamente 4 sua concentragio no sorelho
inicialmente selecionado. Obtém-se assim um concentrado liquido de sorelho
dessalinizado e deslactosado (CLSdd) com teor de lactose entre 0,3 e 0,4% e
de sais minerais entre 0,07 e 0,25%.

Os concentrados (CLS e CLSdd) enquanto ingredientes funcionais na pre-
paragio de molhos para saladas e bebidas fermentadas, pressupoem um tra-
tamento prévio de aquecimento a 65 °C, homogeneizagao a uma pressao de
5-10 MPa e pasteurizagao a 75 °C por pelo menos 30 s, com o objetivo de
garantir a sua seguranca e conservagio. A aplicagio do processo de pasteuri-
zagdo poderd ser efetuada apenas apds a adigao de outros ingredientes, que
poderao variar tendo em consideragio os produtos a desenvolver. Segue-se
um processo de arrefecimento até a temperatura adequada quando se trata da
sua integragdo imediata nos processos de fabrico; ou caso se pretenda a sua
distribui¢io numa nova cadeia de mercado, a sua refrigeragio e manutengao a
4 °C para utiliza¢ao no prazo de 3 dias, ou congelagio a -18 °C para utilizacio
num prazo méximo de 3 meses.

Sumariamente, a tecnologia objeto da inven¢io contribui para o estado da
técnica com as seguintes vantagens: (i) reaproveitamento da totalidade dos
componentes azotados do sorelho; (ii) utilizagao ou reincorporagio direta dos
concentrados de sorelho (CLS ou de CLSdd) em produtos alimentares, per-
mitindo a sua valorizagio imediata; (iii) utilizagio de uma tecnologia simpli-
ficada e com baixo consumo energético; (iv) redugio da carga poluente dos
efluentes a eliminar pela industria.

Detalhes técnicos da invengao

Apesar das configuragoes mais gerais e vantajosas da presente inven¢ao terem
ja sido apresentadas de forma sumdria, serdo detalhadas de seguida algumas
opegdes tecnoldgicas, de acordo com outros modos vantajosos e/ou preferen-
ciais de implementagao.

Aspetos operacionais

A membrana de ultrafiltragio com um limiar de corte de 10 kDa permite
a retengdo de quase a totalidade dos compostos azotados, possibilitando a
passagem do permeado de ultrafiltragio (PUF) composto essencialmente por



lactose e sais. Este tipo de membrana garante em simultdneo a obten¢ao de
fluxos de filtragao rentéveis e eficientes, uma vez que retém as moléculas com
um peso molecular superior a 10 kDa mantendo um elevado fluxo de per-
meado, o que tem impacto na rapidez da operagio e na eficiéncia energética
do processo. Caso a concentragio do sorelho por ultrafiltragio seja feita a
temperatura de 45-55 °C, o processo proporciona um fluxo de filtragao ideal
a0 mesmo tempo que limita o crescimento microbiano que possa ocorrer
durante a concentragdo, que ¢ potenciado com temperaturas abaixo destes
valores. Por outro lado, a diluicio em 10 vezes do volume do concentrado
liquido de sorelho obtido (CLS) e posterior concentragao por ultrafiltragio
com a membrana de 10 kDa permite uma redugio dos teores de sal e de lac-
tose na ordem de 10 vezes.

Preferencialmente a ultrafiltracio € realizada num modo de funcionamento
descontinuo ou continuo, com recirculagio parcial de concentrado. O fator
de concentragio volumétrica aplicado poderd variar entre 10 e 20. Este ¢ defi-
nido em fungio do nivel de concentragio de sélidos pretendidos no concen-
trado liquido de sorelho (CLS), os quais dependem também, quer da concen-
tragio inicial no sorelho, quer do volume final do concentrado a obter. No
caso do FCV utilizado ser 20, o volume do retido representa 5% do original,
se for de 10, o volume do retido representa 10% do original, e assim sucessi-
vamente para outro qualquer FCV aplicado.

Fragoes e produtos obtidos

Num modo de realizagio preferencial da invengio, o sorelho resultante do
fabrico do requeijio ¢ de origem ovina, caprina ou da mistura de ambos. Nao
obstante, poderd também ser de proveniéncia bovina dependendo do processo
de fabrico a montante. O sorelho, por sua vez, poderd ou nio ser desnatado.

A primeira etapa do processo, a ultrafiltragio (UF) visa separar o sorelho
numa fragio a valorizar, o concentrado liquido de sorelho (CLS), de uma
fragao secunddria, denominada de permeado (PUF).

O CLS obtido ¢ rico em agregados proteicos, proteinas e péptidos, denomina-
dos de compostos azotados e/ou gordura, e apresenta reduzido teor de lactose
e de sais, uma vez que estes nao sio retidos pela membrana. Caso se utilize um
sorelho que tenha sido previamente desnatado, o CLS apresentar-se-d quase
isento de gordura. A sua natureza rica em compostos azotados possibilita a sua
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transformagio para obtengio de um preparado para molhos, representando
desta forma uma solugio eficaz e sustentével para o aproveitamento desse resi-
duo industrial.

A fragio secunddria, o permeado (PUF) é composta essencialmente por lac-
tose e sais e poderd ser concentrada, nomeadamente por nanofiltragao (NF)
ou por osmose inversa (OI), e valorizada através de processos convencional-
mente utilizados com vista & produgdo de compostos com interesse comercial,
como por exemplo o etanol, ou outros produtos resultantes da atuagio de
microrganismos ou enzimas especificas.

Provas de conceito com os produtos resultantes da invengao

A titulo de exemplo apresentam-se alguns resultados experimentais obtidos
durante a fase de testes, dos processos e dos produtos.

Selecionou-se sorelho de origem caprina para a execugio das provas de
conceito. A um lote de 1000 L foi aplicada a técnica de ultrafiltragao com
recurso a uma membrana de 10 kDa, & temperatura de 45 °C, em modo
descontinuo e com um FCV de 10. Obtiveram-se 100 L de concentrado que
se denominou de CLS_UF10 e que foi usado na produgio de molhos para
saladas (Figura 2). A outro lote, com a mesma dimensao (1000 L), repetiu-
-se 0 mesmo procedimento alterando apenas o FCV para 20. Os 50 L deste
concentrado (CLS_UF20) foram posteriormente submetidos a técnica da
diafiltragdo. Foi aplicada uma diluigio de 10 vezes com 4dgua (9 volumes de
dgua e 1 volume de concentrado) e voltou-se a concentrar nas mesmas con-
digoes da ultrafiltragio com um FCV de 10. Neste caso, o produto obtido,
concentrado dessalinizado e deslactosado (CLSdd), foi aplicado na produgio
de bebidas ldcteas fermentadas (Figura 4).

Produgio de molhos para saladas com base em CLS

O CLS foi aquecido até aos 65 °C e misturado com os ingredientes da for-
mulagio do molho. Apds a preparacio da mistura, o pH foi ajustado a valores
entre 0s 3,5 ¢ 0s 4,0 com recurso a reguladores de acidez e a mistura foi homo-
geneizada a 50-100 bar, embalada em frasco de vidro, capsulada e submetida
a tratamento térmico a 100 °C por 5 minutos, com vista a sua esterilizagao
(Figura 2).



Apesar de, ao CLS, poderem ser adicionados diversos ingredientes, em dife-
rentes proporgdes, com vista 2 obtengio de formulagoes distintas de molhos
para saladas, nesta prova de conceito utilizaram-se: polpa de tomate (15% do
total), cebola picada (até 10% do total), pimenta preta (0,25%, m/m), alho
em p6 (0,50%, m/m), reguladores da acidez e espessantes (p. ex. goma xanta-

na, goma de alfarroba ou inulina, entre 0,5 a 5% do total).
As caracteristicas do CLS utilizado na formulagio, e do molho preparado sao
apresentadas na Figura 3.

SORELHO (100%)

ULTRAFILTRACAO
FILTRADO (90-95%)
FCV=10 ou 20 I
OUTRO
PROCESSAMENTO

(cLs) (5-10%)

AQUECIMENTO 652C

INGREDIENTES
(POLPA DE TOMATE)
(CEBOLA)
(PIMENTA)
(ALHO)
(ESPESSANTE)
(ACIDO ACETICO)

HOMOGENEIZAGAO |50-100 bar

EMBALAGENS —

[ ewsaiacem |

ESTERILIZACAO 100eC

MOLHO

Figura 2. Representagio esquemdtica do processo de produgdo de molho para
saladas produzido com base em concentrado liquido de sorelho (CLS).
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Obteve-se um produto com as caracteristicas desejaveis quer a nivel nutricio-
nal, quer a nivel organolético classificado pelo painel de anilise sensorial com
um valor médio de 7 pontos, numa escala de 1 a 9.

Viscosidade (Poise) 9,65

PH 6,02 B MOLHOS mCLS_UF10

AT (% &cido citrico) F

Extrato Seco (% m/m) 11,1 e

d %
Gordura (% m/v) . 0,94

Sais (% m/m) - 136

Cloretos (% m/m) | 013

Figura 3. Andlises fisico-quimicas efetuadas ao sorelho de cabra
concentrado (CLS_UFI10) e ao molho desenvolvido.

Produgao de bebidas simbiéticas com base em CLSdd

O concentrado liquido de sorelho dessalinizado e deslactosado (CLSdd) foi
utilizado como ingrediente funcional para a preparagio de bebidas fermenta-
das com caracteristicas simbi6ticas (Figura 4). O termo simbiético refere-se
ao duplo potencial do produto: probidtico, por conter microrganismos pro-
bidticos em niveis adequados; e prebidtico por conter péptidos com atividade
biolégica e inulina.

Para utilizagio do CLSdd enquanto ingrediente funcional, poderdo ser-lhe
adicionados sacarose, frutose ou outros edulcorantes, frutooligosacarideos,
inulina, aromas ou preparados de frutas, obtendo-se uma mistura, que é
de seguida aquecida a 60-70 °C e homogeneizada & pressio de 50-100 bar.
Efetua-se um tratamento térmico a 75 °C durante pelo menos 30 segundos
seguido de arrefecimento até 40-45 °C. Apés o arrefecimento, a mistura é ino-
culada com bactérias ldcticas probidticas selecionadas, de um grupo que pode
compreender culturas especificas de microrganismos probiéticos, tais como:
Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactoba-
cillus plantarum, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis ssp. lactis,
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SORELHO (100%)

ULTRAFILTRACAO

[ FILTRADO (90-95%)
FCV=10 ou 20

RETIDO (CLS) (5-10%)

AGUA (90-95%)

|

DIAFILTRACAO FILTRADO (90-95%)

RETIDO (CLSdd) (5-10%)

OUTRO PROCESSAMENTO
INGREDIENTES
(FRUTOSE)
(INULINA)
(POLPA DE FRUTA)
(AROMAS)

|

HOMOGENEIZAGAO [50-100 bar

PASTEURIZACAO 759 C 30s.

ARREFECIMENTO 43eC

PROBIOTICOS —_—

(L. rhamnosus)

(Bifidobacterium bifidum) INOCULAGAD 1-1,5%

(ou outras cultras probiéticas)

INCUBAGCAOD 43eC

REFRIGERACAD 49C

BEBIDA FERMENTADA

Figura 4. Representacio esquemdtica do processo de fabrico de bebidas licteas fermentadas

a base de concentrado liquido de sorelho deslactosado e dessalinizado (CLSdd).
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ou até misturas destas estirpes. Por fim a mistura é embalada e mantida em
cimara de incubagio a temperatura mais adequada para o desenvolvimento
das estirpes selecionadas para fermentagio, até atingir pH 4,5. Segue-se um
arrefecimento rdpido em tinel e conservagio em cimaras de refrigeracao a
temperatura nio superior a 4 °C.

Opcionalmente, apds inoculagio dos microrganismos, a mistura é fermentada
em tanque até ser atingido o pH de 4,5, procedendo-se de seguida a refrigera-
¢ao e enchimento nas embalagens destinadas ao consumo.

Idealmente o produto final deverd ter uma concentragio de microrganismos
probidticos no intervalo 10’-10° UFC/mL, ou pelo menos superior a 10°
UFC/mL. A validade do produto fermentado deverd ser de, pelo menos, 21
dias em condigoes de refrigeraio. O produto deverd conter uma matriz pro-
teica que compreende 90-100% de proteinas/péptidos do sorelho de leite.

A prova de conceito com o CLSdd consistiu na preparacio de trés formula-
¢oes com agentes edulcorantes distintos, tais como a frutose (6%, m/v), xilitol
(6%, m/v) e stevia (0,04%, m/v). As trés formulacoes foram adicionados os
ingredientes goma xantana (0,5%, m/v) e inulina (0,5%, m/v). Adicional-
mente, usaram-se dois tipos de culturas probidticas disponiveis no mercado:
Lyofast ACR™ (Sacco) e Bifidobacterium BB12™ (CHR. Hansen). As culturas
foram previamente inoculadas em leite esterilizado, de acordo com as doses
e instrugoes do fabricante, e incubadas a 35 °C por 24 h. No dia seguinte as
culturas foram inoculadas nas formulagbes de CLSdd na proporgio de 1%
(v/v). O processo de fermentagao ocorreu a 35 °C durante 6 horas.

Analisaram-se as caracteristicas fisico-quimicas dos produtos obtidos (Tabelas
1 e 2) de acordo com as culturas starter utilizadas e os carboidratos testados.
Estas foram analisadas relativamente ao pH e ao teor de acidez tituldvel (AT),
solidos totais, proteina, matéria gorda e cinzas. Os parAmetros da cor foram
expressos no sistema CIELAB onde L* representa a luminosidade (0 - preto
e 100 — branco), a* (eixo vermelho/verde), b* (eixo amarelo/azul), e por fim
a viscosidade.



Tabela 1. Andlises fisico-quimicas das bebidas simbidticas inoculadas com
LyofastACR™ (Sacco). Valores médios ao longo do armazenamento (n=3).

Parimetros Frutose Xilitol Stevia
pH 4,29+0,37 4,72+0,35 4,18+0,07
AT (% 4cido ldtico) 0,91+0,24 0,76+0,20 1,09+0,13
Sélidos totais (% m/m) 15,57+1,14 17,39+2,47 12,65+2,17
Proteina (% m/v) 5,34+0,38 5,84+0,90 6,03+1,16
Matéria gorda (% m/v) 0,65+0,10 0,80+0,10 0,67+0,08
Cinzas (% m/m) 0,25+0,22 0,40+0,10 0,45+0,25
Cor
L* 64,54+0,90 66,89+1,43 67,24+2,54
a* 1,96£0,19 2,06+0,39 1,89+0,33
b* 5,83+0,53 6,10+0,28 6,45+0,64
Viscosidade (cPoise) 4528+790 34404249 423341143

Tabela 2. Andlises fisico-quimicas ds bebidas simbidticas inoculadas

com Bifidobacterium BB12™ (CHR. Hansen) (n=3).

Parimetros Frutose Xilitol Stevia
pH 4,33:0,11 4,3610,11 4,56£0,33
AT (% 4cido latico) 0,99+0,22 0,92+0,15 0,85+0,22
Sélidos totais (% m/m) 15,69+0,67 15,81+0,90 12,60+1,44
Proteina (% m/v) 4,94+0,33 5,41+0,34 6,45+0,13
Matéria gorda (% m/v) 0,68+0,06 0,64+0,06 0,840,01
Cinzas (% m/m) 0,53+0,08 0,53+0,28 0,30,00
Cor
L* 66,22+1,80 67,56+1,92 67,11+2,08
a* 2,04+0,41 1,95+0,33 2,08+0,20
b* 5,97+0,12 6,33+0,05 6,33+0,12
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Relativamente aos valores de pH podemos observar que estes se situaram
entre 4,18 e 4,72. J4 a acidez tituldvel, expressa em dcido ldtico, variou entre
0,85% e 1,09%. As bebidas onde se utilizou LyofastACR™ (Sacco) foram as
que apresentaram maior amplitude nos valores de acidez e pH face aquelas em
que se utilizou Bifidobacterium BB12™.

Verificou-se também uma evolugio do pH e da acidez tituldvel ao longo do
armazenamento em refrigeragio dos produtos (28 dias). Foi notério o decrés-
cimo do pH e o incremento da acidez tituldvel ao longo do tempo, o que
indica que, apesar dos produtos serem mantidos em refrigeracao, nio cessou a
atividade metabdlica dos microrganismos.

E evidente o menor teor de sélidos totais dos produtos contendo stevia, uma
vez que esta foi adicionada em proporgdes bastante inferiores, quando com-
paradas com o nivel de adigo dos outros agticares. Relativamente aos teores
de proteina e gordura dos produtos, todas as formulagoes tm um valor médio
igual ou superior a 5% no primeiro caso, e inferior a 0,6% no segundo caso.

As bebidas simbiéticas produzidas apresentaram cor clara e homogénea. Nao
obstante, a sua cor estd intrinsecamente relacionada com os ingredientes uti-
lizados e como tal poderd ser alterada através da introdugio de outros ingre-
dientes, nomeadamente polpas de frutos e ou corantes especificos.

No que diz respeito as contagens de bactérias do 4cido lictico nos produtos
finais (Figura 5), os valores médios registados sao praticamente semelhantes
nas vérias formulagdes, nao evidenciando que o tipo de carboidratos utiliza-
dos e o tipo de cultura starter tenham influenciado este parAmetro. Apesar de,
idealmente, os produtos probi6ticos deverem apresentar valores superiores a 7
Log,,UFC/mL, foram obtidos neste trabalho contagens médias na ordem dos
6,5 Log, UFC/mL, que lhes permitem ser denominados como probidticos.

As diferentes formulagoes produzidas foram ainda sujeitas a avaliagio senso-
rial a0 7° dia de validade. Embora os consumidores tenham referido como
fator negativo o sabor intenso a leite de cabra, serd de esperar que a adi¢ao
de polpas de frutos e/ou de aromas selecionados possa melhorar significativa-
mente as caracteristicas organoléticas dos produtos.
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W Lyofast ACR™  m BifidobacteriumBB12™

Figura 5. Andlises microbioldgicas as bebidas simbidticas & base de CLSdd
[fermentadas com culturas microbianas comerciais. Contagens de bactérias dcido
ldcticas. Incubagdo em anaerobiose a 35 °C em meio de cultura MRS.

Consideragdes finais

Face a um problema concreto das empresas do setor de laticinios, foi possivel
delinear uma estratégia integrada que permitisse a sua resolucao.

Para além disso, foi possivel envolver os estudantes da Licenciatura em Tec-
nologia Alimentar da ESAC em todas as fases do processo: desde a andlise do
problema, defini¢io da abordagem a usar, desenvolvimento e otimizagao dos
processos ¢ produtos e validagdo dos produtos em provas de conceito, que
culminaram na elaboragio do pedido provisério de patente.

Acresce que, durante a fase de ensaios em oficina tecnolégica, os estudantes
desenvolveram uma formulagio para uma bebida lictea com base em sorelho,
incorporando ainda Aloe vera, roma e uva. Com esta formulagio, os alunos
concorreram ao prémio Ecotrophelia Portugal 2018, tendo sido selecionados
como finalistas e participado nas sessoes associadas. Tal facto permitiu-lhes
também desenvolver diversas competéncias, nomeadamente de trabalho em
grupo e de comunicagio.
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Introdugao

As normas ambientais relativas & deposi¢do de residuos, cada vez mais restriti-
vas, e a procura por produtos naturais e compostos bioativos como substitutos
dos produtos quimicos convencionais de origem sintética, tm promovido
uma filosofia de sustentabilidade aplicada as praticas agricolas e industriais,
numa tentativa de melhorar a sua eficiéncia econémica e ir ao encontro das
exigéncias dos consumidores.

A capacidade de se transformar um subproduto de uma determinada atividade
numa matéria prima de outra atividade é considerada pela Comissio Euro-
peia e pelas Nagdes Unidas como o motor mais significativo para promover a
economia circular (EC, 2016; UN, 2016). Assim, a valorizacio dos residuos
que resultam da produgio agricola e florestal, dos residuos agroindustriais,
incluindo os que advém da atividade agroalimentar e da industria da madeira,
bem como a valorizagao dos subprodutos dessas atividades, ¢ o uso de novos e
eficientes compostos derivados dos recursos naturais, sdo imperativos.

Devido 4 sua diversificada (bio)atividade, baixa toxicidade e sustentabilidade
ambiental, os produtos naturais podem ser usados tanto para aplicagdes bio-
légicas como ndo biolégicas numa vasta gama de setores, incluido o alimentar,
cosmético, farmacéutico, agricola, téxtil, entre outros. Cerca de 40% da litera-
tura cientifica reporta a utilizagao destes produtos como antioxidantes, focan-
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do-se essencialmente no grupo dos polifendis (Kroon & Williamson, 2005;
Santana-Méridas, Gonzalez-Coloma & Sinchez-Vioque, 2012). Adicional-
mente, hd uma crescente procura por antioxidantes de origem natural, mais
seguros para aplicagao na industria alimentar, como substitutos dos de origem
quimica com potencial efeito negativo para a saide humana. Os produtos
naturais tém também sido investigados como fontes de compostos antimicro-
bianos, antivirais e biocidas, e utilizados em estratégias de controlo de alguns
microrganismos patogénicos (Carvalho et al., 2018). Evitar a contaminagio
e o desenvolvimento de microrganismos de alteragio e/ou promover o desen-
volvimento de bactérias e leveduras benéficas continua a ser um grande desa-
fio para a indstria alimentar, especialmente no caso dos queijos (Pereira-Dias
et al., 2002; Pintado et al., 2009; Pintado, Ferreira & Sousa, 2009, 2010), da
carne e seus derivados (Dias & Bernardo, 1999) e do pescado (Dias, 2013).

O projeto SoSValor visou responder a dois desafios transversais das industrias
dos setores agroindustrial, florestal, téxtil e alimentar, que procuram:

e Alternativas naturais e economicamente vidveis aos produtos quimicos
que atualmente utilizam;

* Solugbes sustentdveis para os residuos e subprodutos gerados pela sua
atividade.

O principal objetivo foi investigar e produzir solugées para problemas con-
cretos e relevantes destas industrias, utilizando uma abordagem holistica da
temdtica da valorizagio de residuos industriais e dos recursos naturais de
origem vegetal, procurando promover uma economia circular. Este objetivo
foi atingido através da avaliagio da disponibilidade de compostos naturais de
valor acrescentado nas plantas e recursos enddgenos (plantas haléfitas, tintu-
reiras, invasoras, aromdticas e medicinais) e da valorizacio dos residuos ou
subprodutos resultantes das atividades agricola, florestal e alimentar.

1. Organizagio das atividades do projeto

Os compostos naturais que tém despertado maior interesse s3o: 0s agentes bio-
cidas (bactericidas, fungicidas, herbicidas, nematicidas), os compostos bioati-
vos (antioxidantes, anticancerigenos), os corantes, os conservantes € os aromas
e fragrincias. Enquanto algumas das categorias elencadas tém uma aplicagio
mais especifica, como ¢ o caso dos biocidas, com aplicagio na agricultura e
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agroindustria, outras, por sua vez, tém uma aplicacdo transversal a vdrias dreas
industriais. E o caso dos aromas, fragrincias e corantes para incorporagio em
alimentos, téxteis e cosméticos, ou a utilizagao de compostos bioativos na
produgio de alimentos funcionais e nutracéuticos.

Face as necessidades dos setores envolvidos, as sinergias jd existentes entre
algumas empresas ¢ os membros da equipa de investigagio e a experiéncia
anterior, o projeto foi organizado em duas linhas de ago, que se complemen-
tam e concorrem para a sistematizacio da abordagem ao problema. Assim,
procedeu-se a obtengdo e recuperagio dos compostos naturais para aplicagio
industrial a partir da valorizagio de plantas e recursos enddgenos bem como
de residuos agroalimentares, agricolas e florestais (Figura 1).

Compostos naturais

(biocidas, compostos bioactivos, corantes,
conservantes, aromas e fragrancias)

Provas de conceito

A. Plantas e recursos enddgenos
Al. Plantas haldfitas

A2. Plantas tintureiras e invasoras
B. Residuos e subprodutos industriais A3. Plantas aromaticas e medicinais

B1. Residuos da indUstria agroalimentar

B2. Residuos agricolas e da indUstria
corticeira

Figura 1. Organizagdo das atividades do projeto SoSValor.

Na primeira linha de agio foram explorados vdrios grupos de plantas, de
acordo com as suas propriedades intrinsecas (plantas haléfitas, plantas tintu-
reiras e invasoras, e plantas aromdticas e medicinais) e testados os seus com-
postos mais promissores em provas de conceito com matrizes alimentares,
téxteis e pragas agricolas. Na segunda linha de acio, os residuos a valorizar
foram os de origem vegetal resultantes das inddstrias agroalimentares, agro-
florestais da cortica.

Alguns dos produtos estudados para valorizagao foram fornecidos por empre-
sas nacionais, com as quais a equipa de investigacdo tem colaborado. A
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empresa VERDES VERDADES forneceu as plantas haléfitas, a PLANALTO
DOURADO forneceu alguns 6leos essenciais de ervas aromdticas, a SORTE-
GEL forneceu os subprodutos da produgio de castanha congelada, a POM
PORTUGAL as sementes e cascas de roma, a COPERATIVA AGRICOLA
DE MONTEMOR-O-VELHO a sémea ¢ a trinca de arroz, a FRIP forneceu
os residuos do processamento de favas, a LENDA DA BEIRA forneceu o
bagaco de medronho, a SERCOR forneceu o pé de cortiga.

2. Equipa de investigacio

Este projeto ancorou-se em trés parceiros institucionais. Dois deles do Sistema
Cientifico e Tecnoldgico (SCT), o Instituto Politécnico de Coimbra - IPC
(lider do consércio), com investigadores de duas das suas Unidades Orgénicas
(Escola Superior Agraria - ESAC e Instituto Superior de Engenharia - ISEC),
¢ o Instituto Politécnico de Castelo Branco - IPCB, através da Escola Supe-
rior Agréria - ESACB. Por ultimo, a associagao Centro de Apoio Tecnold-
gico Agro-Alimentar de Castelo Branco - CATAA, que permitiu fazer a ponte
entre a investigacdo e as empresas do setor alimentar.

As sinergias ¢ dinimicas criadas pela multidisciplinariedade de uma ampla
equipa com 18 investigadores, que possuem dominios préprios de especializa-
¢40 nas mais diversas dreas do saber, nomeadamente em Agricultura, Quimica,
Bioquimica, Microbiologia, Engenharia Quimica e Engenharia Alimentar,
permitem alavancar a produgio de conhecimento cientifico e técnico de exce-
léncia. A vasta experiéncia de alguns dos membros da equipa, na recuperagio
de compostos de valor acrescentado de diversas matrizes vegetais e residuos,
pela aplicagao de tecnologias convencionais e nao convencionais (Alexan-
dre et al., 2012; Guiné, Henriques & Barroca, 2012; Rodrigues, Coelho &
Carvalho, 2012; Seabra et al., 2012; Braga et al., 2013; Rodrigues, Carvalho
& Rocha, 2014, 2017) constitui uma mais valia para o projeto. Por outro
lado, o dominio por parte da equipa de investigagio, de técnicas de andlise e
caraterizagdo avangadas, nomeadamente na avaliagio da composicio quimica
(Fernandes et al. 2011; Peres et al., 2013) e da bioatividade (Pintado, Fer-
reira & Sousa 2009; Sousa et al., 2011; Henriques et al., 2013; Guiné et al.,
2015) das solugoes desenvolvidas (capacidade antioxidante, anti-inflamatdria,
antimicrobiana, fungicida, nematicida, toxicolégica, entre outras) permitiu
investigar e garantir as melhores soluges tecnoldgicas para os problemas con-



cretos estudados.

Convém também destacar a mais valia da partilha, entre as entidades do con-
sorcio, os seus investigadores e até os seus estudantes, de um conjunto de
infraestruturas (laboratdrios, oficinas tecnoldgicas, equipamentos e técnicas)
que permitiram diversificar e complementar as vdrias vertentes de investigagio
preconizada nas vdrias atividades desenvolvidas. Outro aspeto de robustez do
projeto foi a estreita ligagao entre os investigadores do consércio e as empre-
sas, algumas delas jd elencadas anteriormente, que garantiu o alinhamento dos
resultados obtidos com as necessidades do mercado.

3. Implementagio do plano de agao

Em cada temdtica particular foi aplicada uma metodologia transversal consti-
tuida por trés passos (Figura 2).

1. a 2. G 3.

Escrutinio, avaliagdo e Optimizacdo das Validaco dos produtos

priorizagdo das plantas tecnologias laboratoriais e e dos processos em

(A) e residuos (B) que industriais para a modelos laboratoriais e

apresentam maior valorizagdo das plantas e 3 escala

potencial de valorizagdo dos residuos, em particular: piloto/industrial,
extracdo, concentracio e envolvendo as
armazanamento empresas quando

apropriado

Figura 2. Metodologia de investigagio aplicada as virias atividades do projeto SoSValor.

Numa primeira fase procedeu-se ao escrutinio, avaliagio e priorizagio do
material vegetal cuja valorizagio apresentou maior potencial de transferéncia
para o mercado. Seguiu-se a etapa de selegio e otimizagio dos processos de
extrago, concentragdo, conservagio e aplicagao; e, por ultimo, a validagao
dos produtos/tecnologias em modelos laboratoriais e nas industrias dos vérios
setores.

Os estudantes foram incluidos na dinimica das atividades do projeto, de
acordo com a sua formagio especifica (agricultura, engenharia quimica e bio-
l6gica, biotecnologia, bioengenharia, tecnologia alimentar, qualidade alimen-
tar) e niveis de formagio (cursos Técnicos Superiores Profissionais (TeSP),
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cursos de Licenciatura e cursos de Mestrado) (Figura 3). Colaboraram e
desenvolveram algumas tarefas especificas, tais como, a recolha de informagio
sobre as temdticas, a recolha de amostras de plantas no campo ou de residuos
e subprodutos nas empresas que colaboraram com o projeto, na realizagao de
andlises qualitativas e quantitativas as matérias primas e aos produtos obti-
dos, na avaliagio e apresentagio dos resultados nos mais diversos formatos
(oralmente, painel, relatérios, videos, etc), bem como na organizagio dos
workshops do projeto e na elaboragio de contetidos para o website do projeto
(sosvalor.com).

Lider da sEspecialista na drea
.. *Responsavel pela coordenacio das tarefas da
atividade -
atividade

Investigadores eEquipa multidisciplinar (2 Politécnicos,
1 Associagdo)

Professores *Coordenag3o dos grupos de estudantes

sFormacdo em: agricultura, engenharia quimica
e biolégica, bioengenharia, biotecnologia,
Estudantes tecnologia e qualidade alimentar

*Niveis ensino: TeSP (N, 5); Licenciatura (Nel.
6); Mestrado (N¢. 7)

Figura 3. Organizagio e dindmica dos grupos de trabalho
nas vdrias atividades do projeto SoSValor.

As tarefas desenvolvidas pelos estudantes foram efetuadas durante as ativida-
des letivas de algumas unidades curriculares, cujas temdticas se enquadravam
nos objetivos de aprendizagem e competéncias a adquirir. Exemplos dessas
unidades curriculares sio: Laboratério de Tecnologia Quimica (Licenciatura
em Engenharia Bioldgica); Laboratério Integrado II (Licenciatura em Bioen-
genharia); Tecnologia dos Processos Alimentares II (Licenciatura em Tecnolo-
gia Alimentar); Operagoes Unitdrias em Biotecnologia (Licenciatura em Bio-
tecnologia); Projeto (Licenciatura em Tecnologia Alimentar e do curso TeSP
em Qualidade Alimentar) e no Estigio de diversas licenciaturas e mestrados.

A coordenagio das atividades dos estudantes foi da responsabilidade dos inves-
tigadores do projeto alocados a cada atividade especifica, e de acordo com a
sua drea de especialidade (Figura 3). Foi estimulado o trabalho em grupo,
especialmente entre diferentes niveis de ensino, com o objetivo de promover
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e melhorar as suas competéncias sociais, tais como a capacidade de comunica-
¢do e relacionamento com os outros, sentido de responsabilidade e capacidade
de gestao de conflitos. O envolvimento dos estudantes de diferentes niveis
académicos em atividades conjuntas de investigagio pode ser uma poderosa
ferramenta de aprendizagem, capaz de promover competéncias e capacidades
individuais e coletivas de entreajuda e motivagdo. A experiéncia dos estudan-
tes nas atividades de investigagao aplicada, que lhes proporcionou o contacto
e a exposicio aos problemas complexos reais, permitiu-lhes ter uma visio mais
abrangente da realidade e contribuiu para a formagio de futuros profissionais
mais competentes ao nivel dos conhecimentos e ao nivel pessoal.

De seguida apresentam-se as vérias atividades desenvolvidas, o material vege-
tal usado em cada uma delas, a abordagem adotada em cada caso ¢ os princi-
pais resultados alcangados. Alguns estudos mais concretos e mais detalhados
serdo também apresentados em alguns dos capitulos seguintes deste volume.

3.1. Plantas haléfitas

As plantas haléfitas, flora tipica dos ambientes salinos, podem ser conside-
radas um recurso promissor como ingrediente funcional, devido ao elevado
valor nutricional em termos de minerais, fibras e vdrios compostos bioativos
(Rodrigues et al., 2014). Quer as espécies de salicérnia quer as de sacocérnia
apresentam-se como recursos promissores para o desenvolvimento de 7ovel
foods enriquecidos com antioxidantes ou usados como substitutos do sal. As
plantas haléfitas podem desempenhar um papel significativo na melhoria das
dietas, satisfazendo as necessidades dos consumidores em termos de beneficios
para a satde e aceitagao sensorial (Moreira da Silva, 2011).

Nesta atividade estudaram-se diferentes processos e condicoes de secagem da
espécie Salicornia ramosissima (Tabela 1), de modo a manter o seu perfil nutri-
tivo e biolégico. A planta, desidratada e moida, foi posteriormente utilizada
como “sal verde” (substituto do sal) na produgio de novel foods, biscoitos e
bolachas, em ensaios laboratoriais e industriais. Foi também preconizada a
avaliagio citotdxica e bioldgica dos produtos desenvolvidos.
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Tabela 1. Planta haléfita estudada e aplicacoes desenvolvidas.

Material vegetal Estudos / Aplicagoes
Salicérnia Otimizagio de processos de secagem
(Salicornia ramosissima) Avaliagio da atividade citotéxica e bioldgica

Producao de bolachas com menor teor de sal

3.2. Plantas tintureiras e invasoras

A acdcia ¢ considerada a espécie invasora mais agressiva em Portugal (Mar-
chante, Marchante & Freitas, 2005) tendo um efeito extremamente negativo
nos ecossistemas. Considerando o elevado contetido em compostos fenélicos
e alcaldides nas partes aéreas desta planta (Luis et al., 2012) algumas aplicagoes
com interesse podem ser equacionadas. Por outro lado, apesar do baixo inte-
resse comercial da drvore do incenso, esta pode ser explorada para a produgao
de extratos ji reconhecidos como antimicrobianos, antioxidantes e repelen-
tes de insetos (Dias et al., 2007) devido a composicio dos dleos essenciais
(OE) das suas bagas. Quer a giesta quer o sabugueiro podem ser explorados
como fontes de corantes e compostos bioativos de elevada qualidade. A giesta
¢ caracterizada pela presenca de favondides e isoflavonas (Luczkiewicz et al.,
2004), apresentando uma vasta gama propriedades medicinais (Rigano et al.,
2009). O potencial medicinal do sabugueiro (bagas e flores) advém da sua ati-
vidade antioxidante superior e compostos fenélicos (Nakajima et al., 2004).
O sumo das bagas do sabugueiro, rico em antocianinas (Seabra et al., 2010), é
também um corante natural para substituir os corantes alimentares artificiais.

Nesta atividade, que usou as plantas invasoras e tintureiras como matrizes
vegetais, seguiram-se duas abordagens distintas. Por um lado, a extragio de
corantes naturais a partir do material vegetal elencado na Tabela 2 e o seu uso
no tingimento de tecidos de vdrios tipos e com diferentes tratamentos. Por
outro, os extratos resultantes da casca, folhas e sementes da mimosa foram ava-
liados quanto ao seu potencial contra o nemdtode-da-madeira-do-pinheiro.



Tabela 2. Plantas tintureiras e invasores estudadas e aplicagies desenvolvidas.

Material vegetal Estudos / Aplicagoes

Erva-tintureira (Phytolocca Producio de corantes

americana) Eficcia do tingimento de tecidos (13, algodio
Bagas (secas) e algodio ionizado)

Arvore-do-incenso (Pittosporum ~ Extragio de corantes

undulasum) Eficdcia do tingimento de tecidos (13, algodio
Folhas (verdes e secas) e algodio ionizado)

Ramos (secos)

Bagas (verdes e maduras)

Acdcia-negra (Acacia melanoxylon)  Extragio de corantes

Casca (fresca) Eficdcia do tingimento de tecidos (13, algoddo
e algodio ionizado)
Mimosa (Acacia dealbata) Extracio de corantes
Casca (fresca e seca) Producio de extratos
Folhas (frescas e secas) Avaliagio do potencial nematicida no

nemdtode-da-madeira-do-pinheiro

(Bursaphelenchus xylophilus)

Sementes

3.3. Plantas aromaticas e medicinais

O uso de plantas aromdticas e medicinais (PAM) em diversos alimentos ¢ em
aplicagoes agricolas ¢ uma prdtica ancestral baseada em conhecimentos empi-
ricos (Barata et al., 2011). Diversos trabalhos visaram correlacionar os efeitos
bioativos e as propriedades dos extratos das PAM (atividade antioxidante e
antimicrobianas (Carvalho et al., 2016), nematicida (Galhano et al., 1997;
Galhano, 2005; Galhano, Ryan & Santos, 2005), toxicolégica (Ferreira et
al., 2011, 2012) e os potenciais beneficios para a saide (Ferreira et al., 2010),
com a sua composi¢ao quimica e tém merecido grande destaque. No entanto,
a utilizagio das PAM ainda tem pouca expressao comercial e carece de tra-
balhos de investigagdo continuados que demonstrem o seu potencial como
substitutos naturais dos compostos quimicos de origem sintética.

Neste projeto, as plantas aromdticas e medicinais utilizadas como material
vegetal foram as que se encontram identificadas na Tabela 3. Foram produ-
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zidos, caracterizados quimicamente e avaliados quanto & sua eficicia como
agentes antioxidantes e antimicrobianos, vérios extratos e ¢leos essenciais
de entre estas plantas aromdticas. Os que apresentaram melhor performance,
foram incorporados em filmes e revestimentos ediveis com aplicagoes a escala
laboratorial e piloto em queijos, ¢, 4 escala industrial, em alheiras e painhos.

Tabela 3. Plantas aromiticas e medicinais estudadas e aplicacoes desenvolvidas.

Material vegetal Estudos / Aplicagoes
Tomilho (Thymus mastichina, Producio de extratos e 6leos essenciais
Thymus vulgaris)

Screening da sua agio antibacteriana

Oregio (Origanum virens) Avaliagio da atividade biolégica

Erva-principe (Cymbapogon

’ Filmes ediveis de cobertura 4 base de
citratus)

quitosano, para controlo de bacterioses em
Escovilhao (Melaleuca armillaris)  queijos

Perpétua-das-areias (Helichrysum ~ Utilizagio na fumigagio em cimaras de cura

italicum . L ,
) Revestimentos ediveis 2 base de proteinas

de soro para aplicagdo em produtos cdrneos
(alheiras e painhos)

3.4. Residuos da indistria agroalimentar

Tipicamente, uma parte substancial dos residuos agroalimentares produzidos
durante o manuseamento e processamento de cereais, frutos e vegetais, ainda
incluem quantidades significativas de material vegetal e dos seus principais
constituintes. Os mais diversos compostos de valor acrescentado podem ser
encontrados na maioria destes residuos. E o caso dos subprodutos da produ-
¢ao de arroz branqueado (casca de arroz (Karimi et al., 2014), sémea, ¢ trinca),
das cascas das vagens de fava, do bagago resultante da extragio da polpa de
medronho (Fortalezas et al., 2010) ou do bagaco resultante da produgio de
vinho, entre outros (Tabela 4).



Tabela 4. Subprodutos e residuos da indistria agroalimentar estudados e aplicagées desenvolvidas.

Material vegetal

Estudos / Aplicagoes

Medronheiro (Arbutus unedo)

Bagaco da extragio da polpa
de medronho

Cebola-roxa (Allium cepa)

Casca (seca)
Fava (Vicia faba)

Casca da vagem fresca, casca
da vagem oxidada

Roma (Punica granatum)

Casca, grainhas

Arroz (Oryza sativa)

Sémea, trinca

Castanha (Castanea sativa)

Fruto congelado (mal pelado,
queimado, partido)
Videira (Vitis vinifera)

Bagaco

Produgio de sumos de fruta
Extragio de corantes

Extragio de celulose

Extragio de corantes

Extragio de celulose

Potencial nematicida

Producio de corantes
Oleo essencial da grainha

Produgio de extratos com capacidade
antioxidante

Producio de bebidas a base de arroz

Preparados fermentados para sobremesas

Produgio de farinha de castanha

Extragio de celulose

Extragio de corantes

Por vezes, com apenas algumas etapas de processamento adicionais, esses
materiais sem valor comercial ou de valor residual, podem ser facilmente
transformados noutros com valor acrescentado muito interessante.

A investigagao preconizada nesta atividade consistiu essencialmente no desen-
volvimento de metodologias de extragdo e otimizagio das condi¢des operat6-
rias com vista a maximizacio de rendimentos e ao aumento da concentracio
e pureza dos compostos com interesse. Estes extratos/compostos foram por
sua vez utilizados em aplicacdes alimentares como ¢ o caso da produgio de
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sumos, bebidas, sobremesas e farinhas; em aplicagoes téxteis como corantes;
como ingredientes em misturas para aplicagdes biomédicas (celulose); e como
agentes nematicidas.

3.5. Residuos agricolas e da indistria corticeira

Os agroresiduos, produzidos durante as atividades agricolas e florestais, devem
também ser encarados numa perspetiva de valorizagio, pois as quantidades
geradas durante essas operagoes sio avultadas. E o caso, por exemplo, da palha
e do carolo de milho, do engago das uvas, das cascas, flores, folhas ou ramos
de poda das mais diversas culturas (Tabela 5). A caracterizagio quimica e a
atividade biol6gica (efeito nematicida e capacidade de combater doengas neu-
rolégicas) foram o foco da avaliagio do potencial dos extratos produzidos
destas fontes.

Portugal é o pais com maior drea ocupada por sobreiro, bem como o maior
produtor, transformador e exportador de cortica (Castro & Coelho Pinheiro,
2016). A preocupagao no aumento da produtividade e competitividade deste
setor industrial ¢ permanente, assumindo, neste contexto, um papel extrema-
mente importante, a recuperagio de residuos e subprodutos desta atividade
(Santos et al., 2013). O principal residuo do setor corticeiro é o pé de cortica,
resultante das operagdes mecinicas a que a cortica estd sujeita no fabrico de
rolhas, e que, atualmente, apenas ¢ valorizado como combustivel. Relativa-
mente aos ensaios com o pé de cortica, foram otimizados os processos de
secagem e de extragao (Tabela 5). A composicao quimica e a performance dos
produtos obtidos no que diz respeito a sua bioatividade e & sua aplicagdo como
corante foi avaliada em vdrios téxteis.



Tabela 5. Residuos agricolas e da indiistria corticeira estudados e aplicacoes desenvolvidas.

Material vegetal Estudos / Aplicagoes

Medronheiro (Arbutus unedo) Caracterizagio de extratos
Folhas (v4rias proveniéncias) Composicao em fendlicos e flavonoides
Flores (vérias proveniéncias) Atividade antioxidante

Atividade de inibicio da acetilcolinesterase

Capacidade de combater doengas
neuroldgicas

Efeito nematicida

Noz-peca (Carya illinoinensis) Efeito nematicida iz vitro dos extratos

Pericarpo, casca, ramos de poda

Milho (Zea mays) Extracio de celulose
Carolo, palha da espiga

Videira (Vitis vinifera) Extracio de celulose

Engaco da uva

P de cortica Otimizagio da extragio de compostos
bioativos

Atividade antimicrobiana
Caracterizagio quimica

Aplicagio como corante

4. Indicadores de resultado e de realizagao do projeto

As atividades desenvolvidas durante este projeto produziram aplicages ino-
vadoras (Tabela 6) testadas com sucesso em ambiente industrial, em empresas
de vdrios setores e, em ambiente 2 escala piloto e laboratorial, nas instalagoes
das institui¢coes do consércio. A maioria destas aplicagoes (processos e pro-
dutos) centraram-se na utilizagio dos compostos naturais extraidos de vérias
matrizes vegetais em produtos alimentares, com o objetivo de melhorar as
suas caracteristicas nutricionais e de seguranga alimentar. Aplica¢des noutros
setores foram também desenvolvidas, como ¢ o caso do tingimento de téxteis
e no controlo de pragas na agricultura.
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Tabela 6. Indicadores de resultado do projeto SoSValor.

Tipologia Descricao

Aplicagoes 1. Tecnologia de extragio de sumo de bagaco de
inovadoras testadas  medronho. Oficinas Tecnoldgicas de Hortofruticolas,
com Sucesso ESAC, Coimbra.

2. Bolachas com salicérnia. DanCake Portugal SA,
Coimbra.

3. Aplicagao de extratos antimicrobianos de Zhymus
mastichina em queijos curados. Oficinas Tecnoldgicas de
Lacticinios, ESAC, Coimbra.

4. Aplicagio de revestimentos com Origanum virens em
alheiras e painhos. Irmaos Monteiro SA, Ilhavo.

5. Aplicagio de revestimentos ediveis com plantas
aromdticas e medicinais ao queijo DOP de Castelo
Branco. CATAA, Castelo Branco.

6. Efeito nematicida dos extratos de casca de fava.

Laboratério VALOREN, ESAC, Coimbra.

7. Tecnologia de extragio de compostos bioativos a partir
de residuos da cortica. ISEC, Coimbra.

8. Aplicacao de corantes naturais no tingimento de vérios
tipos de téxteis. Tintex Textiles SA e ISEC, Coimbra.

Os resultados alcangados, para além de criarem uma estrutura de aproximagao
entre instituigoes do SCT e o tecido empresarial, permitiram a colaboragio
dos estudantes neste processo de interagio, despertando-os para problemas
concretos da sociedade, para os quais também eles foram chamados a con-
tribuir com vista a0 seu estudo e resolugdo. Paralelamente & investigago
preconizada, foram também realizadas atividades de disseminagio e difusio
das novas tecnologias desenvolvidas e dos conhecimentos gerados no 4mbito
da I&D (Tabela 7). Nuns casos, com um cariz mais cientifico, a publica¢io
de artigos em revistas e de capitulos em livros da especialidade, para além
da comunicagio dos resultados em conferéncias e encontros cientificos.



Noutros casos, numa vertente mais pedagdgica, através da formagio avancada
com a produgio de teses de licenciatura, de mestrado e de relatérios de traba-
lhos desenvolvidos no 4mbito de varias unidades curriculares. Por fim, a divul-
gacao para a sociedade em geral numa dtica mais prdtica, através da produgio
de newsletters, da realizagio e participacio em workshops e feiras temdticas.
Todas estas agoes poderio ser consultadas no website do projeto.

Tabela 7. Disseminagdo e difusdo de resultados no dmbito do projeto SoSValor.

Tipologia Descrigio / Referéncia

Publicagées cientficas

3 Artigos cientificos  Henriques et al. (2019); Borges et al. (2019);
Madaleno, Castro, & Coelho Pinheiro (2017)

3 Capitulos de livio  Moreira da Silva (2018); Alves-Silva et al. (2018);
Carvalho et al. (2018)

24 Comunicagoes Figueiredo et al. (2018); Osério, Moreira da Silva, &

orais ou em Barroca (2018); Dias & Henriques (2018); Barroca et
poster, em eventos  al. (2017); Leocddio & Galhano (2017); Ozcariz et al.
cientificos e (2017); Santos et al. (2017); Borges et al. (2017); Coelho
técnicos nacionais e Pinheiro et al. (2019); Barbosa et al. (2019); Domingues
internacionais et al. (2019); Coelho Pinheiro et al. (2019)

Moreira da Silva et al. (2018); Rocha, Seabra, &
Rodrigues (2018); Figueiredo, Henriques, & Rodrigues
(2018); Galhano, Santos, & Castro (2018); Costa et al.
(2018); Maia da Silva et al. (2018); Dias, Barroca, &
Moreira da Silva (2018); Dias et al. (2018); Abreu et al.
(2018); Pereira-Dias et al. (2018); Catarino et al. (2017);
Barroca et al. (2017)

Formagdo avancada

8 Teses de Mendes (2019), Pratas (2018), Serrano (2018), Barbosa
licenciatura (2018), Rocha (2018), Tir (2018), Santos (2017), Melo
(2017)

(Continua na pdgina seguinte)
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Tabela 7. (Continuagdo) Disseminagio e difusio de resultados no dmbito do projeto SoSValor.

7 Teses de mestrado

Outras publicagdes

Abreu (2018), Clemente (2018), Simées (2018), Dias
(2018), Maia da Silva (2018), Borges (2017), Figueiredo
(2017)

Relatérios no Ambito de unidades curriculares.

Agdes de promogio e divulgagio

1 Website

6 Newsletters

2 Organizagio de
Workshops

6 Participagio em

Workshops

2 Participagio em

feiras

2 Prémios

sosvalor.com

1# Newsletter SoSValor — Project Kick-off. Setembro
2017

2# Newsletter SoSValor — Project Presentation. Abril 2018
3# Newsletter SoSValor — Project News. Junho 2018

4# Newsletter SoSValor — Project Promotion. Novembro
2018

5# Newsletter SoSValor — Project Workshop. Dezembro
2018

6# Newsletter SoSValor — 2nd Project Workshop. Abril
2019

1# Workshop SoSValor (2018) ESAC, Coimbra. 7
Dezembro

2# 20 Workshop SoSValor (2019) ISEC, Coimbra.15
Margo

Henriques (2019a); Moreira da Silva (2018 a,b,c),
Henriques (2018a); Delgado (2018)

Henriques (2019b); Henriques (2018b)

Dias, Barroca & Moreira da Silva (2018) Prémio de
melhor poster.

Dias et al (2018) Prémio de melhor comunicagio oral.

NOTA: Todas as referéncias apresentadas nesta tabela poderdo ser

consultadas na pdgina web do projeto (sosvalor.com)



Conclusao

Este projeto reuniu as designadas quatro principais fontes de inovagio na eco-
nomia do conhecimento:

* Inovacio cientifica. Contribuiu para a criagio de novos ou promissores
produtos naturais e/ou processos (tecnologias de extragio). Forneceu uma
base sistemdtica e eficaz de inovagdo e permitiu um melhor controlo da
qualidade, impacto e regulamentagio de novos produtos e processos.

* Colaboragio entre stakeholders. O envolvimento da comunidade cienti-
fica (investigadores, técnicos e estudantes) e das empresas com necessidades
e problemas especificos impulsionou a construgio de produtos inovadores
para seu uso préprio e para outros. Novos atores foram introduzidos no
processo de inovagio, desenvolvendo-se modos colaborativos de geragio de
conhecimento, criando novas oportunidades.

* Estrutura modular. O funcionamento modular do projeto foi essencial
para permitir espaco e flexibilidade suficientes a inovagao dentro de cada
atividade especifica. A posterior integracao dos resultados individuais alcan-
cados permitiu resolver problemas e sistemas tecnoldgicos mais complexos,
numa perspetiva mais abrangente.

* Informagio e comunicago. O conhecimento produzido foi amplamente
disseminado pela comunidade cientifica (em conferéncias nacionais e inter-
nacionais, artigos em revistas de especialidade e comunicagdes), bem como
a comunidade em geral e restantes siakeholders, através da pgina web do
projeto (sosvalor.com), de comunicagdes orais em feiras e eventos, das news-
letters € workshops do projeto.

O projeto integrou efetivamente o conceito de transferéncia de conhecimento
e tecnologia, uma vez que o potencial de valorizagio dos recursos vegetais da
regido foi significativamente reforcado e os residuos agroindustriais, valori-
zados. O SoSValor fortaleceu e aumentou a competitividade empresarial da
regido, identificando fontes promissoras de compostos (bio)ativos, desenvol-
vendo metodologias apropriadas de extragdo, diversificando as atividades das
empresas e trazendo alternativas naturais ao mercado para aplicagio numa
uma vasta gama de setores.
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A Salicornia ramosissima ]. Woods é uma planta haléfita, suculenta, da familia
das Chenopodiaceaes, que cresce naturalmente ao longo das salinas costeiras
do oceano. Os extratos de Salicornia ramosissima liofilizada foram analisados
relativamente ao teor de compostos fendlicos totais, 2 atividade antioxidante,
e a atividade anticancerigena na linha celular do adenocarcinoma colorretal
humano HT-29. Os niveis de capacidade antioxidante e de compostos fenéli-
cos e o potencial anticancerigeno do extrato desta haléfita endémica, definem
a planta como uma fonte promissora de antioxidantes naturais e de nutra-
céuticos.

Até 2020, Portugal devera consolidar a exploragao sustentével dos recursos
enddgenos, nomeadamente os recursos maritimos, e amplificar a sua utiliza-
¢do através da valorizagdo destes recursos. Portugal apresenta condigdes eda-
foclimdticas apropriadas para a especializago em produtos de qualidade, que
tém por base a designada dieta mediterranica - patriménio cultural imaterial

da humanidade da UNESCO (ENEI 2014).

Neste contexto, a valorizagio e a exploragio sustentdvel dos ecossistemas mari-
timos, nomeadamente das marinhas de sal, permite por um lado valorizar este
patriménio natural e cultural de Portugal e por outro promover a utilizagao
de plantas haléfitas na dieta humana e na produgio de novos alimentos com
a incorporacio destes recursos naturais. A exploracio e valorizacio, de plantas
tolerantes a elevadas condigoes de salinidade da dgua, representam um desafio
global, uma vez que os recursos de dgua doce do planeta tém diminuido e a
salinidade do solo, e das dguas subterrineas, tém aumentado ao longo dos
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anos (FAO, 2011).

As plantas do género Salicornia crescem espontaneamente em zonas interti-
dais, como sapais, marinhas de sal e zonas costeiras, sujeitas & entrada perid-
dica de dgua salgada. A aparéncia destas plantas é, de forma geral, pequena,
normalmente com menos de 30 cm de altura. O caule principal e os seus
ramos opostos sio compostos por nés intermédios curtos, cilindricos e com
uma cobertura fotossintética suculenta, conferindo assim uma aparéncia arti-
culada. A haléfita Salicornia ramosissima J. Woods é uma das espécies perten-
cente ao género Salicornia L. com um ciclo anual. Como muitas das espécies
dentro deste género, a S. ramosissima é verde, mas a sua folhagem torna-se
vermelha no outono (Isca, Seca, Pinto, & Silva, 2014). E também conhecida
por sal-verde ou espargo-do-mar devido ao seu sabor salgado ¢ ao seu aspeto
semelhante aos espargos verdes.

A S. ramosissima encontra-se, preferencialmente, em locais nio ocupados por
outras hal6fitas e o seu crescimento ¢ influenciado pela salinidade do meio. A
planta apresenta um crescimento 6timo para valores de salinidade inferiores
a 200 mmol/L (Silva, Caldeira, & Freitas, 2006). Normalmente, encontra-se
no limite superior da maré, diferenciando-se assim das outras espécies haléfi-
tas. Esta ocorréncia faz com que permanega longos periodos do seu desenvol-
vimento fora de 4gua, sofrendo uma elevada exposicio aos raios UV. Assim,
esta planta haléfita exibe uma resposta foto-protetora aos raios UV, relacio-
nada com o teor de compostos fendlicos ¢ atividade antioxidante (Hupel,
Lecointre, Meudec, Poupart, & Gall, 2011).

O cultivo desta planta acarreta vérias vantagens. Em primeiro lugar, nio
requer dgua doce, pois cresce em 4dguas do mar salgadas (Lopes, Cavaleiro,
& Ramos, 2017). Uma outra vantagem ¢ a capacidade em se adaptar a solos
afetados pelo sal, permitindo assim que terras inadequadas para a agricultura
convencional sejam transformadas em dreas produtivas (Muscolo, Panuccio,
& Piernik, 2014). Deste modo, o seu cultivo permite economizar dgua doce
e transformar terras dridas em terras cultivdveis. Por outro lado, o seu cultivo
em zonas marinhas e a rega com dgua do mar torna esta planta resistente a
doengas agricolas tipicas (Lopes, Cavaleiro, & Ramos, 2017).

Devido essencialmente ao seu elevado valor nutricional em minerais,
incluindo sddio, cdlcio, magnésio, ferro e potdssio, fibra dietética e compos-



tos bioativos, como os fitoquimicos, que conferem propriedades bioldgicas
importantes & salicérnia (Essaidi et al., 2013). Esta planta haléfita tem grande
potencial como alimento funcional e o seu consumo estd associado a diver-
sos beneficios para a satide humana. Extratos de Salicornia herbacea exibiram
atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria, que suportam a
sua utilizacio em diversos usos tradicionais (Rhee & Park, 2009). Outros
efeitos benéficos prendem-se com a capacidade anti-proliferativa em células
cancerigenas A549 (Zhao, Wang, Wang, Liu, & Xin, 2014) e HT-29 (Kang
etal., 2011).

A S. ramosissima encontra-se menos estudada, mas Ferreira et al. (2018) iden-
tificaram um efeito protetor, desta espécie, contra a toxicidade aguda testi-
cular em ratinhos. Por outro lado, Barreira et al. (2017) verificaram que esta
espécie apresenta atividade antioxidante e, Isca, Seca, Pinto, Silva, & Silva
(2014) identificaram vdrios fitoquimicos, nomeadamente esterdis, dcidos
dicarboxilicos e dlcoois. Estes compostos contribuem para a valorizagio da S.
ramosissima como um ingrediente funcional, na medida em que apresentam
efeitos benéficos associados a reducio do colesterol (Rudkowska, AbuMweis,
Jones, & Nicolle, 2008).

A realizagio do trabalho experimental que a seguir se descreve teve dois objec-
tivos distintos e fundamentais. O primeiro objectivo consistiu em treinar uma
estudante, do mestrado em engenharia alimentar, em diferentes técnicas labo-
ratoriais, usando como matriz a planta hal6fita salicérnia. Através desse treino
atingiu-se o segundo objectivo, ou seja, a obtengio de informagdes sobre o
potencial da planta, com a determinagao do teor em compostos fendlicos, da
capacidade antioxidante e da capacidade citotdxica dos extratos desta espécie
endémica existente na Peninsula Ibérica, a Salicornia ramosissima.

Materiais e Métodos

Colheita e preparagao da planta

A planta S. ramosissima foi colhida dos Armazéns de Lavos, Figueira da Foz
(400 6'42.5627°'N, 8 49’59.7034”W), em julho de 2017. Apés a colheita,
a salicornia foi armazenada ultracongelada a -75 + 0,5 °C e posteriormente
liofilizada a -98 °C (temperatura do condensador) e pressao 9,2 Pa (Coolsafe,
Scanvac). Apés este processo foi triturada e reduzida a pé, tendo sido armaze-
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nada numa embalagem de pléstico, selada e ao abrigo da luz e da humidade,
a temperatura ambiente.

Produgao de extratos

Os extratos foram preparados a partir da salicornia em pé e de solvente
numa propor¢ao de 1:10 (m/m). Prepararam-se quatro extratos diferentes
com os seguintes solventes: metanol (SM) (Sigma-Aldrich, 99.5%), etanol
(SE) (Chem-Lab, 96%), dgua ultrapura (SA) e uma solucio de etanol e dgua
(SEA, 50% v/v). Os extratos foram agitados durante 3 horas, a temperatura
ambiente e, apds este tempo, foram centrifugados (MPW-350R) a 3913 ¢
durante 10 minutos, e filtrados com um filtro 0,2 um. Os frascos com os
extratos foram revestidos com folha de aluminio e armazenados em refrigera-
¢d0 a 4 °C. Para a realizacio dos ensaios de caracterizagio dos extratos foram
efetuadas diversas diluicdes, a partir do extrato inicial de cada solvente.

Determinagao do teor em compostos fenélicos

O teor de compostos fendlicos presente nos diferentes extratos de S. ramosis-
sima foi determinado pelo método de Singleton & Rossi (1965) com algumas
modificagdes (Cicco, Lanorte, Paraggio, Viggiano, & Lattanzio, 2009). Os
compostos fendlicos sio conhecidos como bons sequestradores de radicais
livres e, por isso, desempenham um papel importante na saide humana, uma
vez que sdo capazes de minimizar os efeitos nocivos do stresse oxidativo (Bar-
reira et al., 2017). Esta determinagio foi feita através da utilizagao do reagente
Folin-Ciocalteu, usando o dcido gdlico como composto fenélico padrio.

De cada uma das concentragoes de extrato (1000 pg/mL, 500 pg/mL e 250
pg/mL) retiraram-se 100 pL para um tubo de ensaio. De seguida, adicio-
nou-se, a cada tubo de ensaio 100 pL do reagente Folin-Ciocalten (PanReac)
e usou-se o vortex para facilitar a mistura. Os tubos foram colocados em
banho termostatico (Clifton NE 1B-14) a 40 °C, durante 4 minutos. Apds
este tempo foram adicionados a cada tubo, mantido no banho, 800 pL de
uma solugio de carbonato de sédio, a 5% (m/v) (Sigma-Aldrich). A reacao
decorreu no escuro, durante 20 minutos. Apds este tempo, os tubos foram
rapidamente arrefecidos em 4gua fria e medida a absorvéncia a 750 nm (A =
750 nm), num leitor de microplacas (BioTek pQuant MQX200).



O teor em compostos fendlicos nos extratos foi determinado através da curva
de calibragio do composto fendlico padrio e expresso em miligramas de equi-
valentes de dcido gilico (EGA) por grama de extrato seco (mg EAG/g extrato
$€co).

Determinagio da atividade antioxidante
pelo método colorimétrico DPPH

O método de captura de radicais livies do DPPH" foi o utilizado para a
determinacio da atividade antioxidante dos extratos de S. ramosissima. O
DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) ¢ um radical livre amplamente utilizado
para testar a capacidade antioxidante dos mais variados compostos (Brand-
-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995), devido a sua simples e rdpida realizacao
(Pisoschi & Negulescu, 2012). A capacidade de captagao de radicais livres foi
determinada medindo a diminui¢io da absorvéncia do DPPH" a 515 nm (A
=515 nm).

Foi preparada uma solugao com 250 uM de DPPH" (Sigma-Aldrich, 95%)
em metanol. Posteriormente, foi agitada com um agitador magnético, durante
15 minutos, mantendo-se protegida da luz, com folha de aluminio. Para cada
um dos extratos SM, SE e SEA foram utilizadas as concentracoes de 500, 250,

100 e 25 pg/mL. No caso do extrato SA foram utilizadas as concentragoes
5000, 2500 ¢ 500 pg/mL.

Para a realizado desta andlise, foram preparados os controlos negativos (tubos
de ensaio com 100 pL do solvente usado para a preparacio dos extratos), as
amostras (tubos de ensaio com 100 pL de cada extrato). De seguida, adicio-
naram-se 100 pL da solugio de DPPH" a cada tubo, agitou-se em wvorsex e
a mistura foi mantida ao abrigo da luz, & temperatura ambiente. Para cada
extrato foi, ainda, preparado um branco com 100 pL do extrato e 100 pL de
metanol. A absorvéncia foi medida apés 30 minutos de reagio num leitor de
microplacas.

A atividade antioxidante (% AA) de cada concentracio de extrato foi calcu-
lada usando a equagio 1:

0 AA = Acy — (Aextratu - Abranco) % 100 (1)

Acn
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em que A, ¢ a absorvéncia do controlo negativo, A ¢a absorvéncia do
ranco
brancoe A ¢éaabsorvéncia da solugao de extrato. A atividade antioxidante

de cada extrato foi descrita através do IC, , ou seja, da concentragio do extrato
capaz de inibir 50% da atividade do DPPH".

Determinagao do efeito citotéxico na linha celular HT-29

O efeito citotdxico da salicornia, foi determinado utilizando o extrato aquoso
de S. ramosissima e a linha celular do adenocarcinoma colorretal humano
HT-29. Para a avaliacio da viabilidade celular foi utilizado o método de redu-
¢ao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), e
para a avaliagio da proliferagio celular utilizou-se 0 método colorimétrico da
sulforrodamina B (SRB).

Dado que a salicérnia é uma planta salgada, a andlise da atividade citotéxica
do extrato foi acompanhada de um controlo com 0 mesmo teor de sal (NaCl)
presente no extrato, de modo a esclarecer até que ponto o efeito observado era
da prépria planta ou do NaCl. Para verificar a possivel relagio entre o efeito
sobre as células cancerigenas e a dose aplicada de extrato, foram testadas dife-
rentes CONCENtragoes.

O extrato SA (de concentragio inicial 66,7 mg/mL) foi diluido em PBS (Sig-
ma-Aldrich) para 50,0 mg/mL. Foi ainda, preparada uma solugio de controlo
de NaCl com uma concentragio de 38,0 mg/mL, que é a correspondente em
NaCl para a solugio de extracto de 50,0 mg/mL. Ambas as solugdes foram
filtradas em condigdes estéreis, com um filtro de seringa de 0,20 pm.

As concentragdes testadas do extrato foram: 5,005 2,505 1,25; 0,63 ¢ 0,31 mg/
mL e de NaCl foram: 3,80; 1,90; 0,95; 0,48 e 0,24 mg/mL. As concentragoes
do extrato SA usadas, foram escolhidas com base em concentragoes j4 testa-
das nesta linha celular (Kim & Lee, 2009). Foram ainda testadas, numa fase
inicial, concentracoes mais baixas, tanto de extrato como de NaCl (10% das
concentrages anteriores) mas apenas utilizando o método de MT'T, dado ser
um método de quantificagio mais répido que o SRB permitindo um screening
inicial de concentragoes.



As culturas celulares foram mantidas numa incubadora (Sanyo) a 37 °C, em
atmosfera com HR entre 72-90% e 5% de CO,. O meio de cultura utilizado
foi 0 McCoys 5A (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
de bovino (FBS, Gibco) ¢ 2,20 g/L de NaHCO3 (Sigma-Aldrich), a pH 7,4.

Em ambos os ensaios de avaliacio de citotoxicidade, a linha celular HT-29 foi
plaqueada com uma densidade de 3,0 x 10 cél/cm?, em placas de 24 pogos
com 1,9 cm® Apds 24 h, foi adicionado a cada pogo 10 % (v/v) de composto
a testar e as culturas foram levadas para a incubadora. Apés 24, 48 e 72 horas
de exposicio, a viabilidade e a densidade celular foram determinadas pelo
teste do MTT e pelo método colorimétrico da SRB, respetivamente (Figura

1).

Adigdo do
extrato/NaCl /
——

3x10* células/cm?

Ensaios
@ ® — MTT/ SRB

24 horas 48/ 72 horas

Figura 1. Esquema do ensaio de MTT e SRB.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados obtidos com-
parados com culturas controlo (i.e., nao expostas ao extrato, nem ao NaCl),
sujeitas as mesmas condigdes e tratamentos.

Ensaio do Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT)

O ensaio colorimétrico do MTT baseia-se na reducio do sal tetrazélico,
MTT, em cristais de formazan, por agio das mitocondrias das células vidveis.
Quando as células ja ndo estdo vidveis perdem a capacidade de converter o
MTT em formazan, sendo assim possivel medir o efeito citotéxico, in vitro,
do extrato de salicornia em células cancerigenas.
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Quando os cristais de formazan sao dissolvidos em DMSO (Sigma-Aldrich),
obtém-se uma solugo de cor purpura que absorve significativamente no com-
primento de onda de 570 nm. Isto permite a quantificagio dos cristais forma-
dos, uma vez que a este comprimento de onda, o MTT que nio foi metaboli-
zado (solugdo de cor amarela) ndo apresenta absorvéncia significativa.

A andlise consistiu na remogio do meio das respetivas culturas e na adigio,
a cada um dos pogos, de uma solugao de MTT 0,50 mg/mL em PBS. De
seguida, as placas foram envolvidas em papel de aluminio e incubadas a
37 °C, durante 3 horas. Decorrido este tempo, aspirou-se a solu¢io de MTT
¢ adicionou-se DMSO a cada pogo, para dissolver os cristais de formazan
formados.

Os valores de absorvéncia (A = 570 nm), foram medidos num espectrofoté-
metro com leitor de placas multi-pogos e a viabilidade celular foi determinada
de acordo com a equagio 2:

A ]
9 viabilidade celular = 22252 + 100 (2)

controlo

onde, A ¢éa absorvéncia da amostra, a qual foi subtraida a absorvéncia do

branco (DMSO); A

controlo

¢ a absorvéncia dos controlos 4 qual foi subtraida a
absorvéncia do branco.

Ensaio da Sulforrodamina B (SRB)

O ensaio colorimétrico de proteinas com sulforrodamina B (SRB), baseia-se
na medigio do contetdo em proteinas celulares (Voigt, n.d.). A molécula SRB
¢ um corante de aminoxantina, com uma cor rosa brilhante, com dois grupos
sulfénicos capazes de se ligarem a residuos basicos de aminodcidos, sob con-
digoes levemente dcidas. A molécula SRB liga-se aos componentes proteicos
das células que sejam fixadas em placas de cultura, com 1% de 4dcido acético
(Pronalab) em metanol. Como a ligagao da molécula SRB aos aminodcidos é
estequiométrica, a quantidade de corante extraida das células coradas é dire-
tamente proporcional 2 massa celular (Vichai & Kirtikara, 2006; Voigt, n.d.).



Na determinacao da proliferacio celular pelo método colorimétrico SRB,
fixaram-se as células com 1% de 4cido acético em metanol, apds lavagem
com PBS e dgua ultrapura, condicionadas durante a noite, a -4 °C. Pos-
teriormente, a solucio de 1% dcido acético em metanol foi removida e as
placas foram deixadas a secar, a temperatura ambiente. Adicionou-se 500 uL
de SRB 0,5% (m/v), incubou-se a 37 °C por uma hora. As placas foram cui-
dadosamente lavadas com 1% dcido acético até a coloragio desaparecer (de
modo a remover a molécula SRB, nio ligada a proteinas) e foram deixadas a
secar, a temperatura ambiente. Por fim, dissolveu-se a molécula SRB, ligada as
proteinas bésicas, em 500 pL de tampao 10 mM Tris (Pational Diagnostic,
pH 10) e procedeu-se a leitura da placa num espectrofotdmetro a uma absor-
véncia de 540 nm (Papazisis, Geromichalos, Dimitriadis, & Kortsaris, 1997).

O crescimento celular, traduzido pela percentagem (%) de retengdo de SRB
foi calculado pela equagio 3:

A — Ag;
% de crescimento celular = amostra dia 0 % 100 (3)

controlo negativo — Adiao

emque, A ¢éa absorvéncia da amostra, & qual foi subtraida a absorvéncia
do branco (Tris 10 mM); A, | ¢ a absorvéncia do controlo (t = 0 horas, cor-
responde a densidade celular na auséncia dos compostos) a qual foi subtraida
aabsorvénciado brancoe A | . ¢éaabsorvéncia dos controlos a qual foi

subtraida a absorvéncia do branco.

A percentagem de inibicio do crescimento celular foi calculada pela
equagio 4:

% de inibi¢do do crescimento celular = 100 — % de crescimento celular (4)
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Anilise estatistica

O teor de compostos fendlicos totais foi efetuado em duplicado, e a capaci-
dade antioxidante, em triplicado.

Os resultados das andlises ao efeito citotdxico foram analisados, com base em
trés ensaios independentes, no programa GraphPad Prism 6.01 para o Windows
(GraphPad Software). Os resultados sio apresentados como médias e desvio
padrdo. A andlise estatistica foi realizada utilizando One-Way (ANOVA),
seguido pelo teste de comparagoes multiplas Ziskeys. As diferengas foram con-
sideradas estatisticamente significantes com p <0,05 ou *p <0,0001.

Resultados e discussao

Teor em compostos fendlicos totais

s compostos fendlicos presentes nas plantas constituem um dos principais
(@) tos fendl t lant tit d

grupos de compostos que atuam como antioxidantes primdrios e sequestra-
dores de radicais livres.

O teor em compostos fenélicos nos extratos, expresso em miligramas de equi-
valentes de dcido gélico por grama de extrato seco (mg EAG/g extrato seco)
apresenta-se na Figura 2.

90

80 68,88
66,70

70
o 60
k] W Metanol
e
% 50 Etanol
%" 40 Agua
2 A
o 30 Etanol:Agua
£ 21,87

20 L

10 4,87

Solventes

Figura 2. Teor em compostos ﬁ)m)'/ims nos diversos extratos de S. ramosissima.

Independentemente do tipo de solvente utilizado, verificou-se que a S. ramo-
sissima possui compostos fenélicos. O extrato em etanol (SE) foi o que apre-
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sentou o valor mais elevado (68,88 mg EAG/g extrato seco), seguindo-se
do extrato em metanol (66,70 mg EAG/g extrato seco), com uma diferenca
pouco significativa. Os extratos em 4dgua (4,87 mg EAG/g extrato seco) e
em etanol:dgua (21,87 mg EAG/g extrato seco) apresentaram os valores mais
baixos. Estes resultados podem dever-se as diferentes solubilidades dos com-
postos presentes na salicornia, nos varios solventes utlizados. Para esta planta
verificou-se que o tipo de solvente utilizado tem efeito sobre a extragao dos
compostos fendlicos, e que o etanol e 0 metanol sdo os mais eficientes na
extracao.

Os resultados obtidos para o teor de fendlicos totais foram superiores aos
referidos por Barreira et al. (2017), para o extrato etanélico de S. ramosissima
(33 mg EAG/g extrato seco). Estas diferencas podem estar relacionadas com
a diferente localizagio geogrifica e com o ano de colheita da salicornia, bem
como, com as condicdes de extraco utilizadas, em cada ensaio.

Atividade antioxidante

A Figura 3 apresenta os valores do IC, para os extratos dos diferentes solven-
tes.

Os resultados sugerem que a S. ramosissima apresenta capacidade em seques-
trar radicais livres de DPPH, i.e., exibem caracteristicas antioxidantes, parti-
cularmente os extratos etanélicos (SE) e metanélicos (SM) ja que tém valores
de IC,; mais baixos. Os compostos fendlicos tém sido descritos como pode-
rosos antioxidantes, e por conseguinte a capacidade em sequestrar radicais
livres poderd estar ligada ao alto teor de compostos fenélicos encontrados na
S. ramosissima (Barreira et al., 2017).

Relativamente ao extrato aquoso, foi necessdrio testar concentragoes mais ele-
vadas, obtendo-se o valor de ICSO de 4247,1 pg/mL. Este elevado valor de
ICs
com o baixo teor de compostos fendlicos presente neste extrato.

que corresponde a uma baixa capacidade antioxidante, estd de acordo

Segundo Barreira et al. (2017), o extrato etanélico da S. ramosissima elimina
moderadamente o radical DPPH", apresentando um valor de IC, de 5690
ug/mL, expresso em fungo do padrao antioxidante sintético hidroxitolueno

butilado (BHT).
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Figura 3. Concentragio do extrato SM, SE e SEA para o 1C50 (ug/mL).

Atividade citotéxica

A atividade citotéxica dos extratos aquosos de S. ramosissima foi avaliada em
células do cancro do célon humano (HT-29), em termos da viabilidade celu-
lar e proliferacao celular, conduzidas através dos ensaios de MTT (Figura 4) e
SRB (Figura 5), respetivamente.

Na Figura 4 observa-se que o efeito citotéxico do extrato aquoso de salicornia
e da solugio de NaCl, depende da dose administrada e do tempo de incuba-
cao (24, 48 e 72 horas).

No extrato de salicérnia apenas se verificou um efeito citotéxico para a con-
centragao mais elevada (5,00 mg/mL). No entanto, pode verificar-se que 24
horas ap4s administragio, hd uma diminui¢o na viabilidade celular, entre 30
¢ 40 %, para todas as concentragdes administradas. Porém, as células mostram
sinais de recuperagio, apds 48 horas de incubagio e apds 72 horas, verifica-
-se uma recuperagio total da viabilidade celular para todas as concentragoes,
excetuando para a concentragio mais elevada.

No caso da solugio de NaCl, os resultados sio semelhantes. As 24 horas, para
todas as concentragdes testadas, verifica-se uma redugio significativa da via-
bilidade celular (entre os 20-40 %). Apds 48 horas, nota-se uma recuperagio
ligeira, e as 72 horas hd uma recuperacio significativa da viabilidade celular,

para as concentragoes mais elevadas de NaCl, com exce¢ao da mais elevada,
de 3,80 mg/mL.



Comparando os resultados obtidos pela administragio de extrato de salicornia
e pela administragio da solugio de NaCl s células da linha celular HT-29,
pode-se considerar que ao fim de 72 horas, e para as concentragdes mais eleva-
das, comega a ser o efeito do extrato que prevalece na morte celular.

O efeito do extrato aquoso de salicornia e da solugio de NaCl na densidade
celular apresenta-se na Figura 5.

Face ao controlo, a densidade celular do ensaio com o extrato de salicérnia,
apds as 24 horas, apresentou uma ligeira diminuigio, para as concentragoes
0,31,2,50 ¢ 5,00 mg/mL. Apds 48 horas de incubagio, apenas a concentragao
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Figura 4. Efeito citotéxico do extrato de salicérnia e de uma solugio de NaCl na
linha celular HT-29, as 24, 48 e 72 horas, determinado pelo método do MTT.
Os resultados sio apresentados em percentagem em relagdo a culturas controlo
(células tratadas com DMSO), consideradas 100% (linha tracejada horizontal). As
diferengas foram consideradas estatisticamente significantes com #p <0,0001.
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mais elevada (5,00 mg/mL), apresentou algum efeito anti-proliferativo. As72
horas s6 no caso das duas concentragoes mais elevadas (2,50 e 5,00 mg/mL),
foi observada uma diminuicio da densidade celular. Estas observagoes cor-
roboram os resultados obtidos pelo método MTT, para estas concentragoes.

No caso da solugao de NaCl, verificou-se um aumento na densidade celular

para todos os periodos de incubagio. No entanto, comparando estes resul-
tados com os do MTT (Figura 4), para as 24 horas, as células jd ndo estao

vidveis apesar da sua membrana se encontrar intacta, o que significa que o
NaCl tem efeito na redugio da viabilidade celular de células cancerigenas

% Retencdo SRB

% Retencdo SRB

Extrato de Salicornia

30004
20004
Il Controlo
3 [ 0.3125 mg/mL
o004 1 0.625 mg/mL
[ 1.25 mg/mL
B 2.5 mg/mL
o4 B 5mg/mL
L & A
Tempo (horas)
Solugdo de Nacl
1500
10004
[ Controlo
[ 0.238 mg/mL
500+ [ 0.475 mg/mL
B 0.95 mg/mL
B 1.9 mg/mL
0- Il 3.8 mg/mL
Q
- & &
Tempo (horas)

Figura 5. Efeito anti-proliferativo do extrato de salicérnia e de uma solugio de NaCl
na linha celular H1-29. Os ensaios foram realizados pelo método colorimétrico SRB,
apds 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Os resultados foram expressos em percentagem de
retengdo da SRB em relagdo as culturas de células de controlo e apresentados sobe a forma
de retengio da SRB em fungdo das concentragées de extrato/NaCl, nos vdrios tempos de
incubagio. As diferengas foram consideradas estatisticamente significantes com *p <0,05.
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HT-29. Apés as 48 horas, apesar de também néo se verificar uma diminuicao
da densidade celular, pelo método do MTT observa-se uma diminuigio da
viabilidade celular o que significa que as células jé nio estdo funcionais apesar
de apresentarem a membrana intacta. Apds 72 horas de incubago, verifica-se
um ligeiro efeito anti-proliferativo, para a concentragio mais elevada de NaCl
(3,80 mg/mL), embora este nio seja significativo, o que corrobora os resulta-

dos obtidos pelo método do MTT.

Observando os resultados obtidos, pelos dois métodos e para os dois com-
postos administrados, pode verificar-se que ambos apresentam um efeito
citotoxico mais acentuado para a concentragio mais elevada. Contudo, com-
parando o efeito do extrato com o efeito do NaCl verifica-se que, apds as 72
horas de administragio, mesmo para a concentragio mais elevada, deixa de
ser relevante o efeito citotoxico do NaCl. Deste modo, pode-se afirmar que,
para este periodo de incubagio, o efeito na citotoxicidade das células HT-29,
deve-se sobretudo ao extrato de S. ramosissima.

Pode ainda concluir-se que a combinagio do efeito dos compostos fitoqui-
micos e do sal presente no extrato promovem um efeito citotdxico sobre as
células cancerigenas HT-29, para as concentragoes mais elevadas.

Kang et al. (2011) e Kim & Lee (2009) testaram o efeito citotéxico dos
extratos de S. herbacea, na mesma linha celular (HT-29), e constataram que
a salicérnia inibiu a proliferagio e até estimulou a apoptose das células can-
cerigenas.

Os resultados obtidos demonstram que os extratos da S. ramosissima podem
ter aplicagdes terapéuticas, com efeitos benéficos para a saiide humana.

Conclusao

Os extratos da planta haléfita endémica - Salicornia ramosissima, revelaram
ter capacidade antioxidante e um elevado teor de compostos fenélicos. Dos
extratos analisados, constatou-se que os solventes etanol e metanol sao os mais
eficazes na extragio de compostos fitoquimicos com atividade antioxidante.

A espécie S. ramosissima apresentou também um efeito citotéxico na linha
celular adenocarcinoma colorretal humano HT-29, havendo uma diminuicio
da proliferacao celular e viabilidade celular, verificada pelos ensaios de SRB e
MTT, respetivamente.
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Os resultados obtidos sao indicadores de que a S. ramosissima é uma poten-
cial fonte de compostos fitoquimicos com diferentes aplicagdes na produgao
de novos nutracéuticos.

Trabalhos futuros

No futuro seria interessante realizar mais ensaios de citotoxicidade da S. ramo-
sissima noutras linhas celulares de forma a comprovar os resultados obtidos
neste trabalho.

Também a combinagio do extrato desta planta com firmacos, normalmente
usados no tratamento de cancro, poderd ser abordada para verificar o poten-
cial da planta como tratamento complementar para esta doenca.

As competéncias adquiridas, durante os seis meses em que a estudante realizou
as atividades de investigagio aplicada, conducentes a elaboragio do seu relatd-
rio final do curso de mestrado, capacitam-na a candidatar-se a uma bolsa de
investigacdo, no projeto PTDC/BAA-AGR/29305/2017, de modo a prosse-
guir os estudos de avaliagio do potencial valor nutracéutico de outras plantas
marftimas enddgenas.
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AGROALIMENTARES

Fernanda Delgado, Cristina Santos Pintado, Manuela Goulao,
Joana Domingues e Maria Helena Silva

O aumento da preferéncia dos consumidores por produtos naturais e mini-
mamente processados faz com que um dos maiores desafios da industria ali-
mentar seja reduzir os aditivos quimicos sintéticos na produgao e conservagao
de alimentos. Nesse sentido, o uso alternativo de produtos vegetais naturais
tem vindo a receber cada vez mais aten¢io, principalmente porque muitos
desses produtos possuem propriedades funcionais adicionais.

Os 6leos essenciais sao produtos aromdticos e voldteis do metabolismo secun-
ddrio das plantas ditas aromdticas, normalmente formados em células ou
orgaos especializados. Quimicamente, sdo misturas complexas de compostos
organicos em diferentes concentragoes e com diversas fungdes, nomeada-
mente terpenos, dlcoois, cetonas, aldeidos, fendis, ésteres, dcidos organicos,
entre outros. Geralmente sdo produzidos pelas plantas como defesa contra
predadores ou como sinalizadores para serem visitadas por insetos, contri-
buindo dessa forma para a sua reprodugio.

Os 6leos essenciais s3o agentes antimicrobianos de ocorréncia natural encon-
trados em muitas plantas que se mostraram eficazes em diversas aplicagoes,
inibindo a multiplicagio e reduzindo a sobrevivéncia de diferentes microrga-
nismos, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Muitos destes 6leos
essenciais sao bem conhecidos pelos seus efeitos antimicrobianos ¢ podem
ser utilizados para controlar os microrganismos patogénicos transmitidos por
alimentos (Bajpai & Baek, 2016). Alguns tém mostrado um potencial supe-
rior em comparagio com os agentes antibacterianos quimicos normalmente

| 102



PROSPEGAO DE AGAO ANTIMICROBIANA DE
OLEOS ESSENCIAIS, EXTRATOS E HIDROLATOS DE
PLANTAS NO CONTROLO DE MICRORGANISMOS
ASSOCIADOS A PRODUTOS AGROALIMENTARES

usados contra bactérias patogénicas (Bajpai & Back, 2010).

A aplicagao de virios 6leos essenciais na inddstria alimentar tem-se mostrado
eficaz na inibi¢do do desenvolvimento de agentes patogénicos e de alteragio.
Um exemplo ¢ a aplicagio de revestimentos ou filmes ediveis antimicrobia-
nos com a incorporagao de extratos de plantas e/ou os seus 6leos essenciais.
Estes constituem uma solugo atual para prolongar a vida ttil dos produtos
sem afetar negativamente a percegao sensorial dos alimentos onde sio aplica-
dos (Song et al., 2018). Em algumas situagdes, contribuem também para um
aumento do valor nutricional do produto alimentar, como frutas, derivados
de carne e queijos, entre outros.

As bactérias Gram-negativas sio um dos grupos de microrganismos mais
dificeis de inibir, devido a constitui¢io da sua parede celular. Sio também
um grupo que inclui agentes de deterioragio de alimentos, reduzindo a sua
qualidade e valor comercial. E o que sucede com os queijos que apresentam
defeitos de cor na casca provocados por diferentes tipos de microrganismos,
incluindo bactérias do género Pseudomonas (Ferreira, 2017).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais pode ser atribuida a diferentes
mecanismos, avaliados com recurso a diferentes técnicas 7z vitro e microsco-
pia eletrénica (Bakkali et al., 2008). O mecanismo de agio mais estudado é
atribuido a natureza hidrofdbica dos dleos essenciais, que através da despola-
rizagio da parede e membrana celular, induzem alteragoes na permeabilidade
e lise celular. Em alguns casos, esta atividade pode ser potenciada devido a
efeitos da interagio de diferentes constituintes quimicos, sejam eles antago-
nisticos, aditivos ou sinergisticos dos dleos e extratos vegetais. De acordo com
diversos autores, o elevado poder antimicrobiano dos dleos essenciais tem sido
revisto e compilado, verificando-se que grande parte da agdo positiva provém
de 6leos essenciais extraidos de plantas da familia Lamiaceae.

Neste contexto, o Laboratério de Microbiologia da Escola Superior Agri-
ria (ESACB) do Instituto Politécnico de Castelo Branco (IPCB) tem vindo,
desde 2011, a efetuar estudos sobre a agio antimicrobiana de dleos essenciais
e de extratos de espécies vegetais autdctones ou com potencial biotecnolégico
para a regido da Beira Interior (Delgado et al., 2015). Este trabalho tem vindo
a ser desenvolvido em colaboragio com o Centro de Apoio Tecnoldgico Agro-
-Alimentar (CATAA) e, mais recentemente, com o Centro de Biotecnologia
de Plantas da Beira Interior (CBPBI).
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Torna-se importante para a comunidade escolar garantir que, para além da
aprendizagem de temdticas cientificas e de investigago, estes conhecimentos
se tornem uteis no dia-a-dia, contribuindo para o desenvolvimento de novos
produtos de forma sustentével. A temdtica dos 6leos essenciais permite diver-
sas abordagens por parte do estudante, tanto a nivel social, como tecnolégico
e cientifico.

Com o intuito de valorizagio das espécies vegetais autoctones e de prospecao
de compostos bioativos em plantas aromaticas, tem sido efetuada a produgao
de 6leos essenciais, extratos e hidrolatos e a determinagio da sua composicio,
com o objetivo de investigar a sua atividade antimicrobiana. Estes trabalhos
tém sido alvo de atividades desenvolvidas com estudantes de diferentes niveis
de ensino, desde o ensino secunddrio, passando pelo ensino tecnoldgico,
licenciaturas, mestrados e doutoramentos, bem como praticas de métodos no
4mbito de estdgios de estudantes internacionais com acordo de cooperagio

com o IPCB.

Contribui¢ao dos estudantes na investigagio preconizada

Os trabalhos desenvolvidos na Escola Superior Agrdria de Castelo Branco
(ESACB) e nos seus laboratérios tém por objetivo estudar a atividade antimi-
crobiana e as caracteristicas quimicas de diferentes ¢leos essenciais e extratos
aquosos provenientes de plantas da regido, a fim de valorizar estes recursos
naturais, em particular no que toca a sua utilizagio na formulagao de novos
produtos ediveis (entre eles os revestimentos e embalagens) com propriedades
antimicrobianas.

Para além dos trabalhos especificos de investigagio durante a realizagio de
estégios e teses de estudantes ao nivel dos cursos técnicos superiores profissio-
nais (CTeSP), licenciatura, mestrado e doutoramento, estas metodologias sao
abordadas em unidades curriculares (UCs) de diversos cursos que decorrem
na ESACB. Nomeadamente no CTeSP de Anilises Quimicas e Biol6gicas, nas
UC:s de Andlise Fisico Quimica dos Alimentos e de Anlise Microbioldgica de
Alimentos, na Licenciatura de Biotecnologia Alimentar, nas UC de Fisiologia
Microbiana e de Microbiologia Alimentar, no Mestrado em Inovagao e Qua-
lidade na Produgao Alimentar, na UC de Microbiologia Avancada (Tabelas
le2).
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Tabela 1. Trabalhos desenvolvidos em teses de licenciatura, mestrado ou
doutoramento. OF - dleos essenciais; E - extratos; H - hidrolatos.

OE, Recurso Microrganismos Possivel
E,H vegetal testados aplicacio Curso Ref.
’ valorizado phicas
Graga
(2012),
Graga et
Antifungico al. (2014),
. ) . Delgado et
Lavandula  Rosmani- Rhizopus, Botrytis para
. . . LNHQA al. (2007),
luisieri (OE) nho-menor  cinerea aplicar em
Delgado
morangos 2010)
Gonzalez-
Coloma et
al. (2011)
Listeria Pi
Melaleuca monocytogenes, 2 Oels 3)
armillaris Melaleuca  Pseudomonas o LBA i ’
X . Pires et al.
(OE) aeruginosa, Yarrowia
. . (2013)
lipolytica
L. monocytogenes,
) P aeruginosa, Y.
Acacia lipolytica, Penicillium Lourenco
dealbata Mimosa pogrc, o LNHQA ¢
commune, (2014)
(OEeH) .
Penicillium
chrysogenum
L. monocytogenes,
Staphylococcus
aureus, Bacillus
Prerospar- subtilis, P aeruginosa, ~Antimicro-
. . LS . Coelho
tum triden-  Carqueja Escherichia coli, bianoem  DEA (2015)
tatum (E) Candida albicans, cereja
Pichia fermentans,
Monilinia fructigena,
Monilinia laxa
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Continuacdo da Tabela 1.

Recurso

OE, vegetal Microrganismos Pos.swe% Curso Ref
E,H valorizado testados aplicacio
L. monocytogenes, S.
Cistus aureus, P aeruginosa, ?;8;%8)
ladanifer Esteva E. coli, Y. lipolytica, —___ LEBA Sant ’ .
(OEeH) Rhizopus, B. cinerea, antos €
P commune al. (2016)
Cymbapogon
citratus, L.
luisieri, M.
armillaris, ,
. Erva-prin-  Pseudomonas o
Origanum . Inibicdo de
vulgare cipe, rosma-  fluorescens, agentes de Abreu
Rosmm:inus ninho-me-  Peudomonas putida, defeitosde  MIQPA (2018),
frcinali not, orégio,  Alcaligenes faecalis, o Abreu et
07}]6171 " alecrim, Achromobacter :10 a;asca al. (2018)
" ;: Z:Zim tomilho xylosoxidans € queto
Thymus
vulgaris
(OEeE)
C. ladanifer,
Lavandula Esteva
pedunculata, b
? rosmani-
0].ﬁcina s T nho-maior, P fluorescens, P Inibicio de
assic hz’nlz " alecrim, putida, A. faecalis, ~ agentes de Pratas
mastichina tomilho, A. xylosoxidans, P defeitosde LB (2018)
Halich su;n perpétua- aeruginosa cor na casca
oee /m?/ -das-areias, de queijo
Arbutus EECEO-
unedo, (OF eiro
eE)
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Continuacio da Tabela 1.

OE,
E,H

Recurso
vegetal
valorizado

Microrganismos Possivel
testados aplicagio

Curso

Ref.

L. luisieri

(OE,EcH)

Rosmani-
nho-menor

L. monocytogenes
NCTC 11994,

L. monocytogenes
CP6/04, B. cereus
ATCC 11778, B.
cereus SBC, S. aureus
ATCC 25923,
Staphylococcus
coagulase positiva
75-5d-191,

E. coli ATCC
25922, _ DB
E c0li Q2.2012.AQ,
P aeruginosa

ATCC 27853, P
aeruginosa L1P2-69,
P fluorescens ATCC
13525, B fluorescens
78-117,

Yarrowia lipolytica,
Rhizopus, Botrytis
cinerea,

Penicillium commune

Domin-
gues et al.

(2017)

L.luisieri

(OF)

Rosmani-
nho-menor

Aspergillus
carbonarius,
Rhizopus stolonifer,
Penicillium
brevicompactum,
Aureobasidium
pullulans,

Saccothecium rubi

DB

Domin-
gues et al.
(2019¢)

L.luisieri

(OEeE)

Rosmani-
nho-menor

A. carbonarius, Antifingico
R. stolonifer, 2 em revesti-
brevicompactum, A.  mentos para

pullulans, S. rubi frutos

DB

Domin-
gues et al.
(2019a)
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Continuacdo da Tabela 1.

OE,

Recurso
vegetal
valorizado

Microrganismos Possivel
. Curso
testados aplicagio

Ref.

L
pedunculata
eC.
ladanifer
(OE,EeH)

Rosmani-
nho-maior e
esteva

E. coli ATCC

25922,

E. coli Q2.2012.AQ,

P aeruginosa

ATCC 27853, P
aeruginosa L1P2-69,

D fluorescens ATCC

13525, B fluorescens
78-117,

S. aurens ATCC DB
25923, -
Staphylococcus

coagulase positiva
75-5d-191,

L. monocytogenes

NCTC 11994,

L. monocytogenes

CP6/04, B. cereus

ATCC 11778, B.

cereus SBC

Frazao et

al. (2019)

Domin-
gues et al.
(2019b)

LNHQA- Licenciatura em Nutricio Humana e Qualidade Alimentar (ESACB); LBA-
Licenciatura em Biologia Aplicada (ESACB); DEA-Doutoramento em Engenharia Alimentar
(UTL/ESACB); LEBA-Licenciatura em Engenharia Bioldgica e Alimentar (ESACB); MIQPA-
Mestrado em Inovagio e Qualidade na Producio Alimentar (ESACB); LB-Licenciatura
em Biotecnologia (ESAC/ESACB); DB-Doutoramento de Bioguimica (UBI/ESACB)
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Tabela 2. Trabalhos de colaboracio com escolas secunddrias e programas de
mobilidade internacional. OF - éleos essenciais; E - extratos; H - hidrolatos.

OE, Recurso Microrganismos L .
EH vegetal estad. Instituigdo / Projeto  Ref.
’ valorizado estados
ﬁz:izi cinalis Alecrim L. monocyrogenes, Instituto Federal de
colvestris inheir(; P aeruginosa, Brasilia- Mobilidade ~ Silva et al.
) ’ p o Y. lipolytica, P internacional. (2016)
Eucalyptus eucalipto hrisoeeniom (2013)
globulus (OE) e
Escola Secundéria
do Entroncamento
(alunos 11° ano)
/ 114 Ed. Prémio Menc
Fundagdo Illidio engao
Chamaeme- . . honrosa
) Pinho / Projeto “Um .
lum fuscatum, S. aureus, E. cols, . Prémio
. . ) bloom de camomilas 3
Matricaria Margaca, Candida albicans, L Fundagio
i . . i na Secunddria - .
camomila, camomila Rhizopus, Botrytis 3 estratéed Ilidio
Matricaria cinerea 4 ra © ; erig a 5 Pinho,
recudita (OE) para a valonizacao “Ciéncia
de um recurso N
. na Escola
silvestre, uma
planta aromdtica e
medicinal (PAM)”
(2014).
Escola Profissional
do Fundio/ 132 Ed.
Juniperus S. aureus, E. Projeto Ciéncia na
Communis Zimbro coli, C. albicans, Escola, Fundagio
Rhizopus, B. cinerea,  llidio Pinho/ Projeto
Penicillium “O zimbro ao

servico da saade”
(2016)
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Continuacdo da Tabela 1.

Recurso . .
I?EI-’I vegetal i\e/lsltcargéfamsmos Institui¢do / Projeto  Ref.
’ valorizado
Escola Secundiria
Nuno Alvares,
Castelo Branco
B. cereus, S. aureus,  (alunos 12° ano)/
E. coli, P aeruginosa, Projeto desenvolvido
C. ladanifer  Esteva P fluorescens, na disciplina de
C. albicans, P Biologia “Atividade
chrysogenum antimicrobiana
do 6leo essencial
de esteva da Beira
Baixa” (2017)
Instituto Federal de
Allium AlL P fluorescens, P Brasilia- Mobilidade
sativum, o¢ putida, A. faecalss internacional —
L ::;n:;i_or A. xylosoxidans, P estdgio tecnoldgico
pedunculata aeruginosa (2018)

Metodologias utilizadas

Virios dleos essenciais, extratos aquosos e hidrolatos de diferentes origens
geogréficas, tém sido obtidos por hidrodestilagao em aparelho modificado de
Clevenger (Figura 1) ou por arrastamento de vapor no caso dos ensaios com
dleos provenientes de produtores de dleos essenciais. Os extratos de plantas
testados tém tido diversas formas de obtengao, desde extratos aquosos, etand-

licos, metandlicos e hidroalcoélicos.
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Figura 1. Preparagio de material vegetal e hidrodestilagio em aparelho Clevenger.

Para a determinacio da sua atividade antimicrobiana, os dleos essenciais sao
testados em ensaios preliminares usando o método de disco - difusio em agar.
A concentragio minima inibitéria (CMI) é determinada usando o método da
microdilui¢do em caldo para as bactérias e os fungos filamentosos e 0 método
da macrodiluigio em caldo para as leveduras. A concentragio minima micro-
bicida (CMM) ¢ igualmente determinada. Na Figura 2 estd apresentada uma
microplaca usada para a determinagio da CMI de 6leos essenciais de Ori-
ganum vulgare (O0) e Cymbopogon citratus (OED) sobre Pseudomonas fluores-
cens ESACB 153, usando o indicador resazurina. Os pogos a roxo indicam ini-
bi¢ao da multiplicagao dos microrganismos e pogos a rosa indicam auséncia
de inibigio.

Figura 2. Determinagio da concentragio minima inibitéria pelo método
da microdiluicio em microplaca com dleos essenciais de Origanum
vulgare (O0) e Cymbopogon citratus (OEP) (Abren, 2018). CP-Pogo
com meio de cultura Mueller Hinton Broth (MHB) e indculo; CN-
Pogo com MHB e 0 dleo essencial; CM-Pogo apenas com MHB.
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A andlise quimica dos componentes dos dleos essenciais tem sido efetuada por
cromatografia gasosa com detecio por espectrometria de massa (GC-MS). Na
Tabela 3 referem-se alguns dos microrganismos isolados de produtos agroali-
mentares, manipuladores e utensilios alimentares, perante os quais se testa a
acdo antimicrobiana dos éleos essenciais relativamente 2 sua eficicia na con-
servagao e preservagao dos alimentos onde possam ocorrer.

Tabela 3. Microrganismos isolados maioritariamente de produtos agroalimentares.

Microrganismos

Origem

Listeria monocytogenes ESACB_
CP6/04

Pseudomonas aeruginosa ESACB_
P6/06

Yarrowia lipolytica ISA 1708
Rhizopus sp. ESACB
Rhizopus stolonifer ESA.M.44

Botrytis cinerea ISA

Penicillium chrysogenum ESACB_
Pen7/06

Penicillium commune ESACB_
Pen8/06

Penicillium brevicompactum ESA.M.60

Aspergillus carbonarius ESAM.51

Aureobasidium sp. ESA.M.34
Aureobasidium sp. ESA.M.65

Saccothecium rubi ESA.M.89

Pseudomonas fluorescens ESACB_P2

Casca de queijo de ovelha (Pintado et
al,, 2010)

Leite cru de ovelha (Pintado et al.,
2010)

Casca de queijo de ovelha (Carreira et

al., 1998)
Morango (Graga, 2011)

Medronho (Domingues, 2018. Dados
ainda nio publicados)

Tomate (Graga, 2011)

Casca de queijo de ovelha (Pintado et
al., 2010)

Casca de queijo de ovelha (Pintado et
al., 2010)

Medronho (Domingues, 2018. Dados
ainda nio publicados)

Medronho (Domingues, 2018. Dados
ainda ndo publicados)

Medronho (Domingues, 2018. Dados
ainda ndo publicados)

Medronho (Domingues, 2018. Dados
ainda nio publicados)

Leite de ovelha (Ferreira, 2018)
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Continuacio da Tabela 3.

Microrganismos

Origem

Alcaligenes faecalis ESACB_A7

Achromobacter xylosoxidans ESACB_
Ac9

Pseudomonas putida ESACB_P27

Pseudomonas putida ESACB_P29
Pseudomonas fluorescens ESACB_P67

Achromobacter xylosoxidans ESACB_
Acl137

Pseudomonas fluorescens ESACB_P153

Pseudomonas putida ESACB_P184

Pseudomonas putida ESACB_P191

Leite de vaca (Ferreira, 2018)

Zaragatoa ao ambiente de uma
queijaria (Ferreira, 2018)

Zaragatoa a manipulador de alimento
(Ferreira, 2018)

Agua nio tratada (Ferreira, 2018)
Leite de cabra (Ferreira, 2018)

Zaragatoa de Francela (Ferreira, 2018)

Zaragatoa do carrinho de inox
(Ferreira, 2018)

Zaragatoa de escova de lavar queijo
(Ferreira, 2018)

Zaragatoa do carrinho de inox 1
(Ferreira, 2018)

Os 6leos essenciais, extratos e hidrolatos tém sido extraidos de diversos tipos

de plantas recolhidas pelos alunos e bolseiros, ou por produtores de 6leos

essenciais da regido que pretendem testar a qualidade dos seus produtos. Na

Tabela 4 sao indicados alguns dos 6leos essenciais e extratos mais testados.

Atualmente, a base destes trabalhos foca-se na aplicagio em formulagoes para

revestimentos ediveis que possam ser aplicadas no controlo de microrganis-

mos de alteragio na superficie de queijos, frutos e outros alimentos (Figura

3). Assim, os 6leos essenciais e/ou extratos aquosos que revelarem um melhor

desempenho nos ensaios preliminares de atividade antimicrobiana t#ém sido

selecionados para a incorporagao nas formulagoes.
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Tabela 4. Espécies de plantas aromdticas mais estudadas.

Espécie (Nome Cientifico) Oleo essencial ~ Extratos Hidrolatos
Acacia dealbata X

Chamaemelum fuscatum X

Cistus ladanifer X X X
Cymbogopon citratus X

Eucalyptus globulus X

Helicrysum stoechas X

/L;z;z;z’ula stoechas subsp. X X X
Lavandula pedunculata X X X
Matricaria recudita X

Melaleuca armillaris X X

Qrigmum vilgare subsp. X X X
virens

Pinus pinaster X

DPrerospartum tridentatum

Rosmarinus officinalis X X
Thymus mastichina X
Thymus vulgaris X
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Figura 3. Ensaio de revestimentos bioativos em frutos.

Consideragdes finais

Os resultados obtidos dos trabalhos apresentados na Tabela 1 permitem afir-
mar que os 6leos essenciais, extratos e hidrolatos poderdo ser utilizados na
preservagio dos alimentos seja em pés-colheita, seja na industria transfor-
madora, pela utilizagio de métodos mais naturais. Uma das possibilidades
¢ a sua incorporagio em matrizes filmogénicas ediveis para revestimento de
alimentos.

A integragio dos estudantes neste tipo de estudos tem originado interesses
diversos por parte dos mesmos ao nivel da qualidade dos produtos alimen-
tares, bem como na prossecucio da sua vida académica e profissional nestas
dreas de trabalho.
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PRODUCAO DE REVESTIMENTOS
PARA QUEIJOS COM OLEOS
ESSENCIAIS DE PLANTAS
AROMATICAS E VALIDACAO DA SUA
EFICACIA: ESTUDO EM OFICINA
TECNOLOGICA

Susana Dias, Margarida Coelho, Soraia Ramos, Rita Mata,
Ana Raquel Borges, David Gomes, Marta Henriques

A produgio de queijo em Portugal é uma atividade econdémica muito rele-
vante, tanto no contexto da economia local como nacional, tendo ultrapas-
sado as 80 mil toneladas em 2017 (INE, 2018). Nos queijos regionais, produ-
zidos com leite cru e muito apreciados pelas suas caracteristicas organoléticas,
¢ comum ocorrer o desenvolvimento de fungos filamentosos e leveduras
de alteragao a sua superficie durante a fase de cura. A forma de obviar esta
situagdo, que nio representa na maioria dos casos um risco para a saide do
consumidor, mas desvaloriza comercialmente o produto, passa por lavagens
frequentes e/ou pela aplicagio de antibidticos, como a natamicina. Tais prd-
ticas aumentam consideravelmente os custos de produgio e podem implicar
alguns riscos para a satde publica quando as dosagens dos produtos utiliza-
dos nao sio rigorosamente aplicadas e os prazos de seguranga cumpridos. Na
legislagdo brasileira, por exemplo, é permitido o uso de natamicina como um
aditivo intencional no fabrico de queijo, desde que usada no limite mdximo
de 1 mg/dm? ou entdo 5 mg/kg na superficie, ndo devendo ser detetada a 2

mm de profundidade em queijos cortados ou fatiados e estar ausente na massa
(Laurindo, 2017).

Procurar resolver este problema foi o repto langado aos estudantes do 3°©
ano da Licenciatura em Tecnologia Alimentar da Escola Superior Agrdria de
Coimbra (ESAC), no dmbito da Unidade Curricular (UC) de Projeto. Esta
UC terminal tem como principal objetivo o desenvolvimento de solugoes pri-
ticas e conceitos demonstrativos de atuagio na industria alimentar por parte
dos estudantes, bem como a integracio das aprendizagens adquiridas nas res-
tantes UCs lecionadas durante o ciclo de estudos. Os temas de trabalho sio
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geralmente propostos pelos docentes ou pelos estudantes e visam responder
a problemas concretos ¢ reais da industria e da sociedade. Esta UC funciona
também como um estimulo 4 sua criatividade, capacidade de ultrapassar pro-
blemas, ao saber fazer e ao desenvolvimento das chamadas soff skills, pois os
estudantes tém de funcionar como equipa, gerindo o seu tempo e as tarefas a
realizar, disciplinando-se. No final, ¢ solicitado a cada equipa a entrega de um
relatério do projeto, com as solugdes desenvolvidas e devidamente fundamen-
tadas, ¢ a sua apresentacao ¢ defesa oral.

Neste contexto, o tema deste projeto teve como principal motivagio o desen-
volvimento de um revestimento antimicrobiano edivel e natural, que evitasse
o crescimento de bolores e leveduras a superficie do queijo, aumentando o seu
periodo de conservagdo. Este constituiria uma alternativa a aplica¢io de uma
solugio de natamicina que ¢ prética comum a nivel industrial.

O tomilho bela-Luz (7hymus mastichina L.) é uma planta mediterranica usada
tradicionalmente como substituto do sal nas regides mais interiores do pais.
Os seus compostos bioativos possuem propriedades antioxidantes, anti-infla-
matérias e antimicrobianas reconhecidas (Fernandes, 2010; Ballester-Costa
et al., 2013). Estas propriedades contribuem para melhorar as caracteristicas
organoléticas dos alimentos, bem como, aumentar o seu periodo de conser-
vacio. Os resultados prévios e promissores obtidos com os extratos aquosos e
etandlicos de Thymus mastichina L. no controlo do desenvolvimento micro-
biano em queijos (Carvalho et al., 2017), levaram a que se elegesse o seu 6leo
essencial (OE) como substincia ativa a usar na formulacio do revestimento
natural. O desafio envolveu os estudantes na realizagio de provas de con-
ceito, em ambiente semi-industrial, com o desenvolvimento e aplicacao de
revestimentos com OF em queijos, de forma a perceber quais as repercussoes
ao nivel microbioldgico, fisico-quimico e sensorial durante o processo de cura
e no produto final.

Metodologias utilizadas
Produgao dos queijos
A Oficina Tecnoldgica de Lacticinios (OTL) da Escola Superior Agrédria de

oimbra roporciona as condicoes necessarias para que os estudantes
Coimbra (ESAC di¢ q tudant
possam realizar a produgio de queijo a escala piloto. Desta forma, os queijos
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curados produzidos serviram de modelo alimentar para avaliar a eficicia do
revestimento desenvolvido, comparando-o com o processo convencional de
aplicagao de natamicina, e com os queijos sem qualquer revestimento.

Na elaboragio dos queijos seguiu-se a metodologia aplicada na OTL para o
“Queijo ESAC”. Foram recebidos 240 L de leite de vaca e sujeitos a pasteuri-
zagdo a 74 °C durante 50 s. Apés arrefecimento do leite foram-lhe adicionados
cloreto de cdlcio (0,4 mL/L) previamente diluido em 4gua, sais antibutiricos
(0,2 g/L de nitrato de potissio e o fermento (Cultivo Mesofilo Plus - Abiasa).
A homogeneizacio da mistura foi realizada a 32 °C durante aproximadamente
15 minutos. No processo de coagulago foi adicionado coalho animal (Car-
lina 1600 - Danisco) na proporgio de 20 ppm (m/v), e a mistura foi agitada
durante 2 a 3 minutos. Passados cerca de 40 minutos de repouso, procedeu-se
ao corte da coalhada, com o objetivo de aumentar a sua superficie, acelerar a
eliminagdo do soro e facilitar a contragao dos granulos. Apds o primeiro des-
soramento, lavou-se a massa com dgua & mesma temperatura de coagulagio. A
coalhada, previamente escorrida, foi pré-prensada numa tina apropriada com
o auxilio de placas de inox. De seguida, a massa foi colocada em moldes para
definir o formato e tamanho dos queijos a produzir e estes foram sujeitos a
prensagem mecanica para finalizar o dessoramento e obter a forma final. Antes
da maturagio os queijos foram colocados em salmoura a 20° Baumé durante
uma hora, tendo seguido depois para as cAmaras de cura onde permaneceram
a temperatura, humidade e ventilagio adequadas, durante 4 semanas.

Supervisionados pelos técnicos da OTL, os estudantes procederam 2 elaboragio
dum total de 40 queijos. Estes por sua vez foram divididos em quatro grupos de
10 queijos cada e sujeitos aos seguintes tratamentos: aplicagio de revestimento
com natamicina (fungicidaaplicado durantea maturagio, até uma semanaantes
da expedicdo para o mercado) e codificados como QN; aplicacao do revesti-
mento natural a base de proteinas de soro com OE de tomilho nas concentragoes
1,25 mL/L (QOE1.25) € 2,5 mL/L (QOE2.5); e sem aplicacao de qualquer
revestimento (Q).

Preparacio e aplicagio dos revestimentos

A preparagio dos revestimentos realizou-se no dia da sua aplicagio, que acon-
teceu 1 semana apés o fabrico dos queijos.
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No caso dos revestimentos naturais a base de proteinas de soro, foi elaborada
em primeiro lugar a formulagio com a concentragio mais elevada de OE de
tomilho bela-luz (2,5 mL/L). Parte desta solugio foi posteriormente diluida
para se obter um revestimento com metade da concentragio de OE (1,25
mL/L). Mediram-se 990 mL de concentrado liquido de proteinas de soro
(CLPS), previamente preparado por ultrafiltracio e devidamente caracteri-
zado e adicionaram-se 10 mL de glicerol. Esta mistura foi homogeneizada e
aquecida até aos 80 °C em banho termostatizado, durante 15-20 minutos.
Depois de arrefecida até aos 30 °C, foram retirados 490 mL da mistura aos
quais se juntaram 3,5 g de goma guar ¢ uma solugio previamente preparada
com 1,25 mL de OE de 7hymus mastichina - tomilho bela-luz (Planalto Dou-
rado) e 5,25 mL de Tween 80, utilizado para aumentar a homogeneizagio e
dispersio do OE na solugao de revestimento. Desta forma obtiveram-se 500
mL da solugio de revestimento com 2,5 mL de OE/L, que foi sujeita a homo-
geneizagao no Ultra-Turrax a 10.000-13.000 rpm durante 2 minutos. A solu-
¢do de revestimento com menor concentragio (1,25 mL de OE/L) foi pre-
parada adicionando 250 mL da solugio inicial de CPLS com glicerol, a 250
mL da solugio de revestimento mais concentrada. As concentra¢oes de OE
testadas foram baseadas no estudo desensolvido por Carvalho et al. (2015)
que avaliou o efeito do OE de Thymus vulgaris em Staphylococcus aureus, Liste-
ria monocytogenes e culturas szarter dcido ldticas utilizadas no fabrico de queijo
coalho.

A preparagio da solugio de natamicina com a concentragio final de 2 g/L foi
feita com dgua potdvel segundo as recomendagoes do fornecedor. A aplicagio
dos revestimentos seguiu o processo convencional por imersio dos queijos
nas solugdes de revestimento. Depois de submersos os queijos foram retira-
dos, escorridos e acondicionadas em caixas perfuradas e encaminhados para as
cimaras onde permaneceram durante o tempo de cura.

Andlises aos queijos

O tempo de maturagio dos queijos foi de quatro semanas. Apés a sua con-
fecdo e ao longo da cura (12, 3 e 42 semana) os queijos foram analisados em
termos microbioldgicos e fisico-quimicos. Em cada amostragem foram retira-
dos dois queijos por variante, codificados de acordo com o seu revestimento e
tempo de maturagdo (t0, t1, 3 e t4), e analisados.
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No que concerne s andlises microbioldgicas (Figura 1), os alunos realizaram
a quantificacao de bolores e leveduras de acordo com a ISO 21527-1 (2008a),
a determinacio do teor de aerdbios totais com base na ISO 4833-1 (2013) e
a quantificagio das enterobactérias e bactérias licticas, de acordo com as ISO

21528-2 (2017) ¢ ISO 15214 (1998), respetivamente.

1{/_/4////1: e

Figura 1 Execugdo pritica de andlises microbioldgicas em camara de fluxo laminar.

Relativamente 2 avaliagio fisico-quimica, os queijos foram caracterizados em
relagio ao seu teor de humidade (AOAC 948.12, 1997), gordura (ISO 3433,
2008b), proteina (AOAC 920.123, 1997) e cinzas (AOAC 935.42, 1997).
Foi também feito um acompanhamento da acidez tituldvel, de acordo com
o método 920.124 da AOAC (1997), e do pH através de leitura direta no
potencidémetro utilizando a sonda FC200 (Hanna Instruments, Portugal). A
andlise do perfil de textura dos queijos foi feita recorrendo ao texturémetro
TA. XT Express Enhanced (Stable Micro Systems LTD, UK) com o soft-
ware Specific Expression PC Software, versao 1.1. Em cada queijo, com casca,
foram feitas perfuragoes em local aleatdrio com a sonda TA-24 (acrilico, 1/4”
de didmetro, 35 mm de altura) a velocidade de 1,0 mm/s no pré-teste e de 2,0
mm/s no teste. Foi também avaliada a cor interna dos queijos de acordo com
o sistema CIEL*a*b* utilizando o colorimetro CR-200B da Chroma Minolta

(Japao).
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Com a exce¢ao das andlises microbiolégicas, acidez tituldvel e do pH, todas as
restantes andlises foram realizadas apenas na semana de produgio dos queijos
(t0) e no final do tempo de maturagio (t4).

A prova sensorial ao produto final foi executada no final do estudo, tendo
como objetivo investigar a preferéncia dos provadores em relagio aos queijos
com diferentes tipos de revestimentos, no que diz respeito ao aroma e sabor. A
prova foi realizada na sala de andlise sensorial da ESAC dotada de sete cabines
de prova devidamente equipadas. Nesta avaliagao, foram fornecidas amostras
das quatro variantes dos queijos ¢ foi solicitado aos 22 provadores nao treina-
dos, que as ordenassem por ordem crescente de acordo com a sua preferéncia.

Resultados e discussao

Na Tabela 1 encontram-se os resultados obtidos relativamente 4 analise micro-
biolégica dos queijos ao longo do tempo de maturagio. Estas andlises foram
realizadas, em primeiro lugar, para evitar a contaminagio posterior das amos-
tras devida & manipulagio dos queijos.

Pelos resultados obtidos podemos verificar que ao longo do tempo existe um
aumento considerével do niimero de contagens em todos os grupos microbia-
nos avaliados, com excegio das bactérias ldticas a 4 semana, que diminuem
ligeiramente face & anterior. As contagens das enterobactérias e das bactérias
lacticas nos queijos, logo apds fabrico, foram as mais elevadas, e superiores em
2-3 ordens de grandeza relativamente ao teor de aerébios totais e aos bolores e
leveduras. Enquanto que no caso das bactérias laticas este resultado ¢ positivo,
pois estas s3o as responsaveis pelo desenvolvimento das caracteristicas fisico-
-quimicas e organoléticas mais interessantes dos queijos, no caso das entero-
bactérias os valores elevados traduzem uma elevada contaminagao ligada a
higienizacao deficiente.
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Tabela 1. Resultados das andlises microbioldgicas por tipo de queijo durante as 4 semanas de
cura. Queijo sem revestimento (Q), queijo com revestimento de natamicina (QN) e queijos

com revestimento de OF de tomilho com 1,25 mL/L (QOEL.25) e 2,5 mL/L (QOE2.5).

Queijos t0 tl 3 t4
Q 53,0x10°  >3,0x10°
Aerébios totais QN . 53.0x10°  3,0x10° -
3%
(ufclg) QOE1.25 >3,0x10°  >3,0x10° -
QOE2.5 >3,0x10°  >3,0x10° -
4 8 j
Bolores e Q 9.8x10 . 1’3){105
leveduras QN 6,0x10° >3,0x10°  6,2x10 -
QOE1.25 >3,0x10°  1,4x108 -
(ufc/g) . .
QOE2.5 >3,0x10°  4,2x10 -
Q >3,0x10°  2,3x10° 1,5x108
Enterobactérias QN 0010 53,0x10°  >3,0x10°  1,0x10°
>3,0x
(ufclg) QOE1.25 53,0510°  1L1Ix10°  6,9x10°
QOE2.5 >3,0x10°  8,6x10° 6,1x107
Q >3,0x10°  >3,0x10°  9,5x10°
Bactérias Liticas QN >3,0x10°  >3,0x10°  2,5x10°
>3,0x10°
(ufclg) QOE1.25 >3,0x10° 655107 1,1x10°
QOE2.5 >3.0x10°  9,2x107 9,7x107

* ndo determinado por se identificar visualmente uma grande contaminagio

Podemos também verificar que a contagem de bolores e leveduras nos queijos
revestidos com natamicina na terceira semana ¢ de 3 ordens de grandeza infe-
rior 4 dos restantes queijos. O resultado é de certa forma esperado pois este
farmaco inibe seletivamente o crescimento deste grupo microbiano.

Os queijos controlo sem revestimento e os com revestimento de OE de tomi-
lho apresentaram-se, nas ultimas semanas, com a superficie quase totalmente
revestida com bolores (Figura 2). Uma vez que durante toda a fase de cura nao
foram sujeitos a qualquer lavagem, que normalmente acontece nas condigoes
de produgio convencionais, foi decidido ndo quantificar este grupo micro-
biano (bolores e leveduras) e o dos aerdbios totais na tltima fase, t4 (Tabela 1).

Independente do tipo de revestimento usado, o resultado obtido para as con-
tagens dos vdrios grupos microbianos de alteragdo verificou-se relativamente
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elevado. Os estudantes apontaram como principal causa a contaminagio cru-
zada na cAmara de cura, uma vez que para além dos queijos do ensaio esta-
rem relativamente préximos uns dos outros, existiam também outros tipos
de queijos na mesma cAmara, como ¢ possivel observar na Figura 2. Neste
sentido, foi sugerido o uso de uma cAmara especifica para o efeito em futuros

ensaios, ao invés de uma cimara de cura comum.

Figura 2. Queijos com os dl_ﬁ’rf?ll(,’f revestimentos estudados, na cimara de cura.

Importa salientar que, relativamente aos resultados apresentados para a avalia-
¢a0 microbioldgica, nomeadamente no que diz respeito a forma quantitativa
de expressar o teor dos grupos microbianos estudados (Tabela 1), podemos
constatar a dificuldade do grupo de trabalho em estabelecer as diluigoes mais
apropriadas para a contagem das colénias. O facto de as dilui¢oes das amostras
ficarem aquém do necessario, tornava o nimero de colénias incontdveis nas
caixas de Petri, ndo permitindo expressar o resultado exato da contagem. Esta
situacdo explica a maioria dos valores patentes na Tabela 1, onde foi apenas
possivel estabelecer o limite inferior de microrganismos vidveis presentes. E
também bastante evidente que, quando os estudantes terminaram as conta-
gens de uma das fases definidas para as andlises, ndo lhes foi fécil estabelecer de
forma auténoma as diluicoes mais adequadas para a fase seguinte no sentido
de obter resultados mais vidveis.

Em face dos resultados microbioldgicos obtidos, que de uma forma geral
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nio evidenciaram a eficiente diminui¢ao, quer de microrganismos aerébios
totais, quer dos bolores ¢ leveduras, através da aplicagdo do OE de tomilho
nas concentragoes testadas, notou-se algum desalento por parte dos estudan-
tes face ao elevado volume de trabalho realizado. Foi necessdrio motiva-los e
incutir-lhes um espirito mais proactivo, dando énfase aos resultados obtidos
para o grupo das enterobactérias, que nao s6 poderiam dar pistas para novos
trabalhos, como permitiriam adequar melhor as condi¢oes experimentais em
ensaios futuros. Estes novos estudos poderiam envolver outros extratos e ave-
riguar a sua eficicia na diminui¢io deste grupo microbiano em particular, ou
monitorizar todo o processo de preparacio dos queijos, fazendo a avaliagio
microbiana do ar, dos locais de processamento, do equipamento ¢ dos mani-
puladores, para compreender qual a maior fonte de contaminagio, por forma
a atuar preventivamente.

Em trabalhos futuros, deverd ser avaliado o efeito da aplicagio de mais trata-
mentos ao longo do processo de cura sobre o desenvolvimento dos micror-
ganismos.

Os resultados das andlises fisico-quimicas aos queijos encontram-se compila-
dos nas Tabelas 2 e 3 e na Figura 3. Ao longo do tempo de cura constatou-se
que a acidez tituldvel (Tabela 2) aumentou, o que poderd estar relacionado
com a acumulagio do 4cido l4ctico resultado de uma maior atividade das
bactérias ldcticas ao longo da maturagio.

Relativamente & composi¢do dos queijos (Figura 3) podemos verificar que, tal
como previsto, o teor de humidade diminui ao longo do tempo de cura, uma
vez que os queijos vao desidratando e perdendo dgua, passando de 52,0%
para 29,1 — 31,8%. Apesar das diferengas entre as vdrias formulagoes serem
pequenas, 0s queijos mais secos foram os que tiveram a aplicagéo dos novos
revestimentos 2 base de proteinas de soro ¢ OE de tomilho. Estes resultados
indicam que este tipo de revestimento ndo limita a permeabilidade ao vapor
de dgua, que migra desde o interior dos queijos até a0 meio ambiente. Uma
potencial justificagio é a constitui¢ao destes revestimentos ter essencialmente
componentes com caracteristicas hidrofilicas (proteinas, glicerol e carbohidra-
tos) e por isso no oferecem grande resisténcia ao transporte do vapor de dgua.
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Tabela 2. Acidez tituldvel (% dcido litico) por tipo de queijo e fase de cura. Queijo
sem revestimento (Q), queijo com revestimento de natamicina (QN) e queijos com
revestimento de OF de tomilho com 1,25 mL/L (QOE1.25) e 2,5 mL/L (QOE2.5).

Queijos t0 3 t4
Acidez Q 0,500£0,072  0,685£0,008
Tituldvel QN 0,553£0,019  0,5770,011
0 deid QOE125 038820002 376.0005 0,737:0,026
0 aC1do
lictico) QOE2.5 0,525£0,023  0,547+0,015

Podemos verificar que o teor de gordura nos queijos varia entre 25,5% e
27,5%. Sio classificados como queijos meio-gordos por apresentarem um teor
de gordura no extrato seco entre 36,0 ¢ 39,5%, que se insere no intervalo de
classificagao (25,0 - 44,9%). Quanto & consisténcia, sdo considerados queijos
de pasta dura por terem teores de humidade no extrato seco desengordurado
inferiores a 50% (39,2 — 42,9%).

Relativamente ao teor de proteina verificamos que os queijos QOEL.25 e
QOE2.5 apresentam percentagens ligeiramente superiores (30,2% ¢ 31,7%),
comparativamente ao controlo e a0 QN. A composi¢ao do revestimento, a
base de proteinas de soro, provavelmente contribuiu para este ligeiro aumento.

B % Humidade ™% Gordura M % Proteina % Carbohidratos W% Sais

43 5.1
[ ] [ ] _
91 10,5
T4-Q

T4 - QN T4 - QOE1.25 T4 - QOE2.5

_
9,2

Figura 3. Composigio dos queijos com os diferentes revestimentos: apds fabrico (T0) e no final da
cura (T4). Queijo sem revestimento (Q), queijo com revestimento de natamicina (QN) e queijos

com revestimento de OF de tomilho com 1,25 mL/L (QOEL.25) ¢ 2,5 mL/L (QOE2.5).
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No que concerne aos atributos da cor da pasta dos queijos (Tabela 3) ¢ evi-
dente uma diminuigio da luminosidade (L*) entre o inicio e o final da cura
para todos os casos. No entanto, os queijos que mais escureceram foram os
sujeitos a aplicagdo do revestimento bioativo com OE de tomilho, segui-
dos dos de controlo e por fim, os mais claros, com natamicina. Observa-
mos também um aumento no parimetro b* no sentido do amarelo. A cor do
queijo é um parimetro muito importante para a sua apreciagio. No caso dos
queijos curados a sua cor tende para uma maior intensidade.

Relativamente & textura, observamos que o queijo QOE2.5 ¢ o mais duro
¢ tem a maior adesividade, mas apresenta a menor coesividade. Constata-se
também que a dureza do queijo QOE1.25 ¢ da mesma ordem de grandeza
que a do controlo e que o queijo com natamicina apresenta-se como o menos
duro. Neste tltimo caso ¢ evidente a formagio de uma casca menos espessa e
resistente, que estd na origem deste resultado.

No que diz respeito a andlise sensorial dos queijos, foram verificadas diferen-
cas entre amostras, por parte dos provadores. A amostra preferida foi a de
queijo cujo revestimento continha natamicina, seguida da amostra de queijo
com revestimento de OF na concentracio mais elevada (2,5 mL/L). Uma
possivel justificagio pode estar ligada ao maior desenvolvimento de bolores
nos outros queijos, o que se refletiu num sabor mais intenso e algum aroma
menos agraddvel, a mofo.
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Tabela 3. Cor da pasta dos queijos com os diferentes revestimentos apds fabrico (+0)
e no final da cura (t4); e textura final dos queijos (t4). Queijo sem revestimento
Q) queijo com revestimento de natamicina (QN) e queijos com revestimento

de OF de tomilho com 1,25 mL/L (QOE1.25) ¢ 2,5 mL/L (QOE2.5).

Queijos Cor t0 t4

L* 91,30 + 0,91 75,90 + 1,33
Q a* -3,53 0,09 -3,50 + 0,07

b* 13,20 + 0,33 17,50 + 0,78

L* 91,30 £ 0,91 80,98 + 1,90
QN a* -3,53 + 0,09 -4,05+ 0,23

b* 13,20 + 0,33 19,65 + 1,51

L* 91,30 £ 0,91 71,23 £6,79
QOE1.25 a* -3,53 + 0,09 -2,08 £ 1,24

b* 13,20 + 0,33 16,03 £ 0,82

L* 91,30 + 0,91 73,83 £ 5,65
QOE2.5 a* -3,53 £ 0,09 -3,15+ 0,44

b* 13,20 + 0,33 17,30 + 1,63
Textura Queijos

Q 2,99+ 0,37

QN 2,62+ 0,10
Dureza (N)

QOE1.25 2,98+ 0,42

QOE2.5 3,19+ 0,58

Q -436,70 £ 96,69
Adesividade (g.s) N 463,30 254,68

QOE1.25 -418,75 £ 11,95

QOE2.5 -570,45 + 56,55

Q 0,54 £ 0,16
Coesividade N 0,50 £ 0,04

QOE1.25 0,51 0,01

QOE2.5 0,48 + 0,09
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Apreciagio critica do desempenho dos estudantes

A elaboragio dos queijos a escala piloto na OTL da ESAC foi, para os alunos,
uma excelente oportunidade para aplicar competéncias que lhes foram incu-
tidas nas mais diversas UCs, como por exemplo, Oficinas Tecnoldgicas e
Higiene e Seguranca Alimentar.

O trabalho em equipa revelou-se também importante, sendo este uma forma
de partilha de conhecimento e experiéncias individuais.

Importa referir que em algumas situagdes, como por exemplo na aquisicao e
rececdo do leite e na execugio de andlises ao produto, os alunos foram obri-
gados a gerir o seu tempo de acordo com o restante hordrio de aulas e com a
disponibilidade dos espagos, equipamentos e instrumentos, uma vez que nem
sempre foi possivel efetuar as tarefas dentro do hordrio previsto para a UC
de Projeto. O facto de os estudantes terem aceitado esta situagdo, permitiu
confirmar o interesse que este tipo de desafio lhes despertou.

A componente de cardcter estritamente laboratorial, constituida pela execucio
das andlises aos queijos, foi fundamental para os estudantes poderem aplicar
conhecimentos adquiridos nas UCs, de Andlise Fisico-Quimica de Alimentos,
Microbiologia Alimentar e Andlise Sensorial. O elevado volume de amostras
constituiu um grande desafio, obrigando-os a uma grande disciplina, rigor e
responsabilidade, e ainda 4 percegio dos problemas que advém de uma andlise
realizada com pouco cuidado, uma codificaio ou identificagio mal feita, um
periodo de incubagio ndo respeitado. A autonomia dos alunos em laboraté-
rio, desenvolvida ao longo desta experiéncia, criou neles o respeito por regras
e hébitos de trabalho visando a seguranca, nomeadamente o uso de equipa-
mento de prote¢io individual (luvas e bata de laboratério) e procedimentos
apropriados (por exemplo o cabelo apanhado).

Na prossecugio da andlise sensorial dos queijos, os estudantes demonstra-
ram-se extremamente proactivos, reservando a sala atempadamente, estabe-
lecendo os contactos para o recrutamento de provadores e gerindo todo o
espago e preparagdo das amostras para a prova.
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Consideragoes Finais

A envolvéncia direta dos estudantes num estudo com este cardter pratico e
aplicado, revelou-se crucial para o desenvolvimento de competéncias que s6
o contexto real permite. Inicialmente os estudantes encararam este trabalho
como sendo uma tarefa simples, contudo a dificuldade aumentou e agudi-
zou-se no término do trabalho com a acumulagio de testes de avaliagio e
trabalhos de outras UCs. Para além de enfrentarem esta dificuldade, ligada
a diminui¢ao da disponibilidade, houve também uma nitida dificuldade em
procurar informagio adicional através de uma boa pesquisa bibliografica.

Chegados ao final deste trabalho e ap6s a apresentagio oral realizada, os estu-
dantes fizeram um balango positivo desta atividade, pois consideraram que
contribuiu para uma formagao mais completa e aplicada. A partir desta expe-
riéncia conseguiram ter uma maior percegio das dificuldades inerentes a um
processo de investigacao, bem como a exigéncia de rigor, organizagio e disci-
plina para obter um resultado final fidvel e util.

Esta experiéncia representou um verdadeiro tubo de ensaio para a vida pro-
fissional e, aliando-se a investigagdo, constituiu o compromisso ideal entre as
duas realidades, a da academia e a empresarial.
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2BIO4CARTILAGE - PROGRAMA DE
INTERVENCAO INTEGRADO PARA
PREVENCAO E TRATAMENTO DE
LESOES DA CARTILAGEM

Candida Malca, Marta Henriques, Pedro Morougo

Pretende-se com este capitulo fazer um enquadramento conceptual do pro-
jeto 2Bio4Cartilage, abordando a problemdtica associada a osteoartrose e con-
textualizando as perspetivas de prevengio e tratamento como instrumento
potencial de promogio da satde, com impacto nos servigos prestados & comu-
nidade. Serd assim o ponto de partida de contextualizagio para o capitulo
seguinte, de indole mais aplicada e direcionada a temdticas especificas.

Introdugao

As doengas relacionadas com a cartilagem estao no topo da lista de preocu-
pagoes da Organizagio Mundial de Satde (OMS), sendo o tratamento da
degeneragio da cartilagem articular um tema relevante de satde para o qual
existem poucas solugdes eficazes. Além disso, o envelhecimento, a obesidade,
as deficiéncias nutricionais e a (in)atividade fisica sio problemas marcantes
na sociedade atual que estdo diretamente associados a um grande niimero de
transtornos reumdticos. Com uma tendéncia demogréfica para uma popula-
¢do envelhecida, é comumente aceite que hoje em dia a sociedade se associou
a um ciclo vicioso devido a relagio comprovada entre osteoartrose (OA) e
obesidade ¢ 0 aumento da prevaléncia de ambos. As investigagoes que se tém
debrugado sobre esta temdtica, com o objetivo de amenizar os seus efeitos sio,
até agora, insuficientes, mas essenciais. Como consequéncia, hd um nimero
significativo de estratégias para tratar lesoes da cartilagem articular; algumas
ja disponiveis no mercado, ¢ outras ainda em fase de pesquisa, investigacao e
desenvolvimento (Bhosale & Richardson, 2008; Cancedda et al., 2003, Sar-
geant et al., 2012; Sontjens et al., 2006; Toh et al., 2011; Williams & Brophy,
2007; Williams & Niederauer, 2007).
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Factos relevantes

- A incapacidade devido a distirbios musculoesqueléticos
aumentou 45% de 1990 a 2010 (Vos et al., 2012);

- A osteoartrose (OA) apresenta o mais rdpido aumento da
condi¢io de doenga, afetando atualmente mais de 250 milhoes
pessoas no Mundo (Hunter, Schofield, & Callander, 2014);

- Nao é uma doenga que s6 ocorre nos idosos: mais de 50% dos
adultos com OA de joelho tém menos de 65 anos (Deshpande
etal., 2016);

- 2 em cada 3 pessoas com obesidade estao em risco de desen-
volvimento de OA do joelho ao longo da sua vida (Murphy et
al., 2008);

- A OA do joelho é a 112 causa principal de incapacidade, e
mostra uma tendéncia de crescimento (Lohmander, 2013);

- Pessoas com OA tém 16% de risco aumentado de desenvolver
doengas cardiovasculares em comparagio com aqueles sem OA
(Williams et al., 2018).

A substitui¢ao de tecidos, como a cartilagem ou articulagoes através de enxer-
tos alogénicos, acarreta riscos de infecées por virus (como o HIV ou hepatite
C), incompatibilidade dador-recetor (Portner et al., 2005) ou mesmo a morte
de condrdcitos durante o processo (Chiang & Jiang, 2009). Além disso, o uso
de enxertos s6 parece ter sucesso quando as dreas danificadas sio pequenas,
menores que 2 cm” (Cancedda et al., 2003).

A cartilagem tem um importante papel na criagio de superficies articulares
que combinam um baixo atrito com uma elevada lubrificagio (Jeffrey & Watt,
2003). Estas propriedades remetem para a importincia dum conhecimento
mais profundo sobre a sua caracterizagio, fazendo a ponte entre a anatomia e
a fisiologia, e levam ao desenvolvimento de implantes propicios & reparagio e
regenerago da prépria cartilagem (Mouser et al., 2017). A necessidade deste
conhecimento ¢ reforcada em virtude da cartilagem ser um tecido avascular e,
por conseguinte, com uma muito baixa capacidade para regeneragio tecidual.
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Independentemente da baixa atividade metabélica e relativamente pobre
capacidade de regeneragio de condrécitos, a cartilagem hialina ¢ um tecido
dinimico e 4gil onde as componentes da matriz extracelular desempenham
um papel vital (Baker et al., 2012). Estd bem documentado na literatura que
a cartilagem hialina tem propriedades mecanicas notéveis (mddulo de elastici-
dade de aproximadamente 123 MPa, resisténcia mecnica a tragao de 17 MPa,
médulo de compressdo entre os 0,53-1,82 MPa, e uma tensdo de compressao
entre os 14-59 MPa) (Sargeant et al., 2012; Shin et al., 2012) e, apesar da sua
pequena espessura (alguns milimetros), uma elevada durabilidade. Todavia,
a sua complexidade estrutural e propriedades singulares constituem desafios
constantes aos grupos de investigacio que tém como objetivo restaurar a fun-
cionalidade da cartilagem. Geralmente, os pacientes submetidos a cirurgia sao
os classificados, de acordo com a classificacao da International Cartilage Repair
Society, com grau 4, i.e., os que apresentam fissura com extensio até ao 0sso
subcondral. Assim, nao apenas deve ser dada consideragio a regeneragio da
cartilagem, mas também ao osso subcondral e 4 sua interface. Em compara-
¢40, 0 0sso subcondral é um tecido complexo constituido por dgua, colagénio
do tipo I e cristais de hidroxiapatite. Estes dois componentes proporcionam,
respetivamente, a rigidez e a resisténcia & compressio que caracteriza o tecido
(Arvidson et al., 2011; Yang & Temenoff, 2009). O mddulo de compressio
do osso subcondral é de 5,7 GPa, significativamente maior do que o de carti-

lagem, enquanto que o médulo de elasticidade é de aproximadamente 2 GPa
(Kelly & Prendergast 2006, Mind & Lewis, 1994; Mouser et al., 2017).

Com a ambigio de contribuir para uma regeneragio osteoarticular de sucesso,
vérios grupos de investigagio tém trabalhado intensamente no desenvolvi-
mento de implantes customizados que possam promover a regeneragio oste-
ocondral, e.g., reforcando hidrogéis usando microfibras tridimensionalmente
impressas (Visser et al., 2015) ou, mais recentemente, com uma abordagem
in situ usando uma biopen para reparar um defeito condral de espessura total
(Di Bella et al., 2018), ou ainda através de tecnologia de bioimpressio 4D
que fabrica estruturas dinimicas capazes de responder a estimulos (Gao et
al,, 2016; Li et al., 2016). Sem duvida que, embora estejam a ser desenvol-
vidos esforcos significativos a nivel mundial nos campos da engenharia de
tecidos e medicina regenerativa (TERM), a restauragio completa do tecido
osteocondral continua a ser encarada como um desafio primordial; e ndo deve
ser esquecido que ¢ muito mais do que um defeito exclusivo da cartilagem.
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Entendemos que a quantificagio geral dos defeitos osteocondrais deve con-
siderar: i) a anatomia - estrutura e composi¢io que se assemelhem ao tecido
nativo; ii) a biomecanica - capacidade de produzir comportamentos meci-
nicos similares; e iii) a fisiologia - restaurar completamente a funcionalidade
(Kock et al., 2012). A diferente composi¢io e propriedades mecinicas do
0sso, da cartilagem e da sua interface, demonstram a sua complexidade tor-
nando-se um desafio para a concegio e fabrico de implantes biodegraddveis
que mimetizem os tecidos nativos (Stoop, 2008).

A engenharia de tecidos ¢ medicina regenerativa (TERM) constituem um
campo cientifico multidisciplinar no qual se aplica uma ampla variedade de
metodologias. Como tal, equipas de investigacao multidisciplinares podem
proporcionar contributos adequados para o seu desenvolvimento (Hutma-
cher, 2006), sendo um dos principais objetivos a produgio de substitutos
biol6gicos para restaurar, manter ou melhorar a fungio do tecido, utilizando,
para tal, estruturas de apoio biocompativeis e biodegraddveis, i.c., scaffolds em
conjugacio com células humanas (Malda et al., 2013). Alinhados, os inves-
tigadores tém estado interessados no desenvolvimento de abordagens otimi-
zadas para restaurar a funcionalidade articular e em aplicar estas abordagens
a prdtica clinica. Neste contexto, uma das abordagens mais promissoras é
usar os principios da fabricagio aditiva (FA). As tecnologias de FA permitem
a produgio de estruturas 3D complexas e replicveis com elevado nivel de
controlo na geometria predefinida e no tamanho dos poros interconectados.
Esta organizacdo controlada melhora a vascularizagio e, consequentemente,
o transporte de oxigénio e nutrientes ao longo de toda a estrutura, propor-
cionando um ambiente biomecinico adequado para a regeneracio de tecido
(Zadpoor & Malda, 2017). Avangos recentes na FA permitiram a concegio e
a fabricagdo de implantes customizados que possuem caracteristicas estrutu-
rais e funcionais compardveis ao tecido nativo. Este fabrico recorre a imagens
de tecido capturadas usando técnicas da imagem médica, e.g., a tomografia
computadorizada (TC) e a ressonincia magnética (MRI) que estao larga-
mente disponiveis em ambientes hospitalares. As propriedades mecinicas
das scaffolds produzidas estio diretamente relacionadas com a sua topologia
e microarquitectura. Como tal, a permeabilidade de uma estrutura porosa
poderia ser manipulada para imitar o tecido nativo, facilitar 0 movimento de
células e nutrientes e permitir uma melhor integracao no tecido hospedeiro
facilitando a osteointegragio (Liu et al., 2011). Além disso, estas estruturas
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devem fornecer o microambiente apropriado para os mecanismos celulares,
bem como a interagao célula-estrutura. Como tal, o tamanho, a porosidade,
arigidez e a orientagio do substrato sio de grande importancia para o sucesso
do implante. Malda et al. (2005) compararam uma scaffold, com estrutura
organizada, impressa tridimensionalmente com uma esponja tridimensional
de organizagao aleatdria. Os resultados demonstraram a superioridade na con-
drogénese in vivo da scaffold impressa. Neste caso, devido a sua superior orga-
nizagio das fibras, a difusio celular acabou por ser desencadeada ao longo da
estrutura. Mais recentemente, Hedayati et al. (2018) investigaram os efeitos
da concegio topoldgica e o tipo de material sobre as propriedades mecéni-
cas na FA de biomateriais porosos. Estes autores concluiram que, através do
design topoldgico, poderia provocar-se uma diferenga dez vezes superior nas
propriedades mecanicas dos biomateriais, enquanto que o tipo de material
s6 resultava numa diferenca de até duas vezes. Facto comprovado que veio
reforar a importancia da topologia da scaffold nas propriedades mecAnicas
desejadas. No entanto, adaptar a tecnologia adequada com biomateriais avan-
cados de forma a desenvolver implantes personalizados que reproduzam o
tecido nativo continua a ser um enorme desafio. E neste enquadramento que
surge o projeto 2Bio4Cartilage.

Objetivos e metodologia do projeto 2Bio4Cartilage

A contribuigdo para a resolugio dos problemas supraenunciados passa obri-
gatoriamente por uma perspetiva ¢ abordagem de interven¢io integrada e
multidisciplinar. Como tal, nao é por acaso que o consércio do projeto 2Bio-
4Cartilage ¢ constituido por Instituigoes do Sistema Cientifico (ISC) e por
um Centro Hospitalar, conferindo-lhe uma dimenso ao nivel da investiga-
¢do e da sua aplicacao prética. Este projeto assenta nos objetivos principais
seguintes:

* promover, em conjunto com os estudantes de licenciatura e mestrado,
uma abordagem de aprendizagem baseada em problemas reais e concretos
para um processo de ensino-agao reforgado;

* desenvolver um novo sistema de micro-co-extrusdo com a capacidade
de extrudir filamentos interiores e exteriores, com elevada fiabilidade (para
criagdo de propriedade intelectual);

* otimizar a engenharia de biomateriais e bioprocessos para a construgio de
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scaffolds hibridas e funcionais (produzir as primeiras scaffolds de arquitetura
controlada com as propriedades mecanicas de elastomeros);

* conceber um programa de exercicio fisico baseado no individuo para a
reducio da dor, aumento da independéncia funcional e redugio dos custos
associados ao diagnéstico de OA;

* sensibilizar a sociedade para o problema da OA, dotando-a de conheci-
mentos elementares sobre a doenga, na tentativa de melhorar a qualidade
de vida dos cidadios.

O projeto tem duas grandes dreas de intervencio que, embora sejam de dreas
cientificas diferentes, se complementam: i) uma centrada na prevengao da
doenga e ii) a outra no desenvolvimento de uma solugdo de tratamento. Para
alcancar estes objetivos é necessdrio ter uma metodologia clara e bem definida,
assim como uma equipa de investigagio altamente motivada. O 2Bio4Carti-
lage foi dividido em 7 atividades complementares (Figura 1) desenvolvidas em
estreita colaboragio inter e intra atividade, e compreende a participacio de
trés ISC e do Centro Hospitalar de Leiria. Sendo esta uma equipa multidisci-
plinar, os resultados foram bastante proficuos, na medida que se promove um
debate permanente e conjunto entre os diferentes atores que tém um papel
importante na luta contra a OA.

Conhecimento Sociedade Valor econémico

t t t

Atividade 7 (IPLeiria) Disseminagio, formagao e exploragao

Actividade 3 Actividade 4
(IPLeiria) —_ (IPCoimbra)
. Desenvolvimento do R
Actividade 2 R Otimizagdo de
.. sistema de - .
(IPLeiria) . L materiais e scaffolds
o biofabricagdo
Caraterizagdo das
propriedades
mecdnicas e Actividade 5
biologicas da ctividade S Actividade 6
. N (IPSantarém) e ., .
articulagdo . (IPSantarém)
Desenvolvimento do ~
- Implementagdo do
programa de roerama
exercicio fisico prog

Atividade 1 (IPLeiria) Coordenagdo do projeto

Figura 1. Diagrama ilustrativo das atividades do projeto 2Bio4Cartilage e sua inter-relagdo.

143 |



A ampla disseminacio dos resultados do projeto, para além do conhecimento
gerado, terd como meta 0 aumento da consciéncia da sociedade para este pro-
blema, assim como a formagao e transmissio do conhecimento para estudan-
tes das diferentes dreas do saber para um problema atual e concreto do Sistema

Nacional de Satde.

Desenvolvimento dos trabalhos

Relativamente 2 atividade 2, por dificuldades de encontrar dados imagiold-
gicos dentro do consércio, foram encetados esforcos no sentido de encon-
trar parceiros disponiveis para cedéncia desses dados. Esse passo, revelou-se
essencial, tendo atrasado um pouco o avangar dos trabalhos nesta tarefa. De
qualquer forma, os trabalhos avancaram junto de alunos da licenciatura em
Desporto e Bem-Estar do Politécnico de Leiria, e de alunos de Desporto do
Politécnico de Santarém, que foram desafiados a mensurar e caraterizar as
forcas mecanicas envolvidas nas articulagdes humanas. Do trabalho conjunto
de alunos e docentes, resultou uma base de dados tendo em consideracio as
cargas mecAnicas e anatémicas (Figura 2), estando presentemente a decorrer
os ensaios de simulagdo.

Masculino 19-30 91,0 Kg 190,0 cm

25

Coxa Coxa 9
Perna 47,6 cm Perna Kg
Pé 26,0 em Pé 0
Dempster & Gaughran (1967) Dempster & Gaughran (1967)
Cargas Mechnicas Cargas MecAnicas
Anca 567,764 N Joelho 396,720 N
Joelho x: 793,441 N Tornozelo 434,571 N

Tornozelo 2 969,142 N
Durkin & Downling (2003)
Durkin & Downling (2003)

Figura 2. Print screen da base de dados para andlise e caracterizagio das cargas mecinicas.

A atividade 3 visa a concecio, o desenvolvimento e a construcio de um sis-
tema de micro-co-extrusio com dois reservatorios independentes e dois
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fusos coaxiais. Este sistema permite uma maior flexibilidade na combinagao
de materiais ¢ uma maior precisio em relagio ao didmetro dos filamentos,
interno e externo produzidos (dado tratar-se de um sistema de co-extrusio).
Esta tarefa foi iniciada com o envolvimento dos estudantes da licenciatura e de
mestrado em Engenharia Mecanica do Politécnico de Coimbra para o design
do sistema. Estes estudantes foram coadjuvados por estudantes da licenciatura
em Biomecanica do Politécnico de Leiria na obtengio dos modelos numéricos
representativos dos sistemas de co-extrusdo com o propdsito de simular/ava-
liar 0 seu comportamento mecinico em servigo. Selecionou-se o modelo que
apresentou um comportamento mecanico superior, assim como uma razodvel
exequibilidade financeira, e avangou-se para a sua execugio. Dada a dimensao
e complexidade geométrica que caracteriza os diversos componentes do sis-
tema de micro co-extrusdo (Figura 3) verificaram-se diversos atrasos, quer na

maquinagio, quer na FA dos componentes.

i3 P —Y
"8 - Aperto da Aguiha

Figura 3. Desenvolvimento dos componentes para a montagem da micro-co-extrusora.

Quanto 2 atividade 4, integrou a colaboragio de estudantes da licenciatura
em Bioengenharia do Politécnico de Coimbra, do mestrado em Quimica da
Universidade de Coimbra, bolseiros do Centro de Desenvolvimento Rapido

e Sustentado de Produto (CDRSP) e bolseiros do Politécnico de Coimbra.
Tém trabalhado arduamente na otimizacio de biomateriais e bioprocessos.
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Virios tém sido os biomateriais utilizados e bastante promissores os resultados
obtidos na produgio de scaffolds (e.g. PEO). E de destacar o trabalho que tem
vindo a ser desenvolvido com a celulose recuperada a partir de fontes renovi-
veis (como se apresentard no capitulo seguinte), por ter demonstrado Gtimas
propriedades bioldgicas e mecanicas. Foi considerado de elevado interesse
explorar e caraterizar a celulose oriunda de diferentes fontes vegetais, e.¢. carolo
e casca de espiga de milho, casca de vagem da fava, cascas de roma, engago
de uvas, e ainda celulose bacteriana. Com a utilizagio da celulose pretende-se
melhorar as propriedades biolégicas, bem como induzir um comportamento
de resposta a estimulos em scaffolds produzidas por extrusao. Adicionalmente,
com a inclusio de diferentes concentragées de poli(glicerol-sebacato) (PGS),

conseguiu-se induzir um comportamento eldstico as scaffolds tridimensionais

de poli (e-caprolactona) (PCL) (Figura 4).

Figura 4. Procu¢do de scaffolds tridimensionais com poli(glicerol-
sebacato) (PGS) e poli (€-caprolactona) (PCL).

Para a atividade 5 foi criado um programa de exercicios baseado nas condi-
¢oes induzidas pela osteoartrose. Comegou-se por se identificar as estratégias
de atuagio por parte dos profissionais de satiide na avaliagao e prescri¢io do
exercicio fisico, na avaliagio dos efeitos do exercicio fisico na populagio idosa
e no desenvolvimento de uma nova abordagem para atingir a populagio idosa
em relagio aos seus hdbitos de atividade fisica. Estudantes de Desporto do
Politécnico de Santarém, com o apoio da equipa de investigagio, elabora-
ram 2 programas de exercicio fisico: i) um para meio terreste e ii) um para
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meio aqudtico. Esses programas foram discutidos com clinicos e especialistas
em populagdes especiais, estando a decorrer o delineamento das condigoes
necessdrias para a sua aplicagio em amostras representativas de pacientes com
osteoartrose (atividade 6). Diferentes tipos de exercicio serdo testados para
avaliar os resultados individuais e tornar uma solugio personalizada adequada.
Adicionalmente, jd foram iniciados os trabalhos de desenvolvimento da apli-

cacdo movel - ARTROMOVE- (Figura 5).

=
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Figura 5. llustragio da aplicacio mével <ARTROMOVE>.

Conclusao

O 2Bio4Cartilage pretendeu, com base em necessidades reais e concretas da
sociedade contemporanea, promover uma estreita relagio entre a investigagao
e o processo ensino-aprendizagem nos estudantes que integraram e contri-
buiram para o desenvolvimento e materializagio deste projeto. Estes estu-
dantes experienciaram a forma como os diferentes contetidos abordados nas
diversas unidades curriculares que compée o plano de estudos dos seus cursos
podem ser extrapolados para uma aplicacio prética. Adicionalmente, os estu-
dantes foram estimulados a partilhar o conhecimento adquirido e desenvol-
vido consubstanciado em trabalhos académicos sob a forma de dissertagoes e
publicagdes. A titulo de exemplo, foi produzida a tese de mestrado intitulada
“Desenvolvimento de um Sistema de Co-extrusio de Precisao”, no 4mbito do
mestrado em Engenharia Mecinica, e o relatério de estdgio curricular para
obtengio do grau de licenciado em Engenharia Biomédica intitulado “Desen-
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volvimento de Implantes Tempordrios Biodegraddveis para Regeneragio da
Cartilagem”. No que concerne a publicacio e divulgagio de trabalhos cientifi-
cos que integraram estudantes listam-se infra alguns exemplos:

* Morouco P, Amado S, Santos-Rocha R, Branco M, Pina C, Mal¢a C,
Seabra I (2018) 2Bio4Cartilage: prevencio e tratamento aliados contra a
osteoartrite, In: Proceedings do 3° Congresso de Envelhecimento Ativo:
Exercicio Fisico e Saude, 8-9 de marco, Viseu, Portugal;

* Reis D, Biscaia S, Malga C, Veloso A, Morougo P (2018) Poly (glycerol
sebacate)/ Poly (e-caprolactone) controlled architecture scaffolds for carti-
lage repair, In: Proceedings of the 14th World Congress of the International
Cartilage Repair Society (ICRS2018), 9-12 April, Macau, DOI:10.13140/
RG.2.2.34841.31840;

* Tomds E, Moura C, Morouco B, Malca C (2018) Desenvolvimento de
implantes temporarios biodegraddveis para regeneracao da cartilagem, In:
Proceedings das Jornadas de Biomédica, 2 de maio, Coimbra, Portugal;

* Dias P, Mesquita C, Henriques M, Galhano C, Veloso A, Mal¢a C,
Morouco B, Seabra 1.]. (2018) Extraction of cellulose microfibrils from
corncob waste for innovative biomedical applications, In: Proceedings of
the 5th International ISEKI_Food Conference, 3-5 July, Stuttgart, Ger-

many;

* Biscaia S, Branco M, Viana T, Franco M, Moura C, Malca C, Morouco
P (2018) Reinforcing extruded-based poly(€-caprolactone) scaffolds with
cellulose nanofibers, In: Proceedings of the 8th World Congress of Biome-
chanics, P4319, 8-12 July, Dublin, Ireland.
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EXTRACAO DE FIBRAS DE
CELULOSE A PARTIR DE
RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

E SUA CARACTERIZACAO PARA
APLICACOES NA AREA DA SAUDE

Rachel Cordeiro, Mariana Vallejo, Marta Henriques, Filipe
Antunes, Carla Moura, Cindida Malga, Pedro Morougo, Ana
Veloso, Cristina Galhano, Inés Seabra

O uso de polimeros naturais biodegraddveis tem sido considerado, nos tltimos
anos, uma alternativa muito promissora ao uso de polimeros nio renovdveis.
Os biopolimeros permitem reduzir significativamente a pegada de carbono e
a poluigio causada pelos polimeros sintéticos (comummente designados de
pldsticos) e, consequentemente, conduzir a um aumento na sustentabilidade
ambiental e ecoldgica do planeta. Outra grande vantagem associada aos poli-
meros de origem natural é a sua biocompatibilidade, uma vez que no causam
danos ou rejeigio no sistema em que irdo ser introduzidos. Esta caracteris-
tica reduz o risco de surgirem efeitos adversos apds a sua aplicagdo, jd que
na sua composi¢do tém, geralmente, carboidratos monoméricos interligados
por ligacdes glicosidicas e que sdo facilmente aceites e processados pelo corpo
humano. Além de fazerem parte da nossa dieta, muitos polimeros naturais sio
aplicados em vdrias industrias, como é o caso da farmacéutica e da biomédica.
Estes polimeros podem incluir polissacarideos, proteinas e poliésteres que
variam consoante a sua origem animal, vegetal ou microbiana.

A celulose, considerada o biopolimero natural mais abundante no nosso pla-
neta, tem sido usada ao longo dos anos na industria alimentar, do papel, téxtil
e farmacéutica, entre outras, em virtude de ter reconhecidas varias caracte-
risticas quimico-fisicas atraentes para estas aplicagdes, como por exemplo ser
um excelente adsorvente de metais, corantes e pesticidas. Hd vérios anos que
o uso de fibras de celulose, como reforgo de matrizes poliméricas, estd esta-
belecido como uma forma de incrementar as propriedades mecanicas destes
materiais (Ramamoorthy, Skrifvars, & Persson, 2015; Gupta, Carrott, Singh,
Chaudhary & Kushwaha, 2016). No entanto, as suas propriedades quimicas
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e fisicas, assim como a sua natureza biocompativel e biodegradavel, fazem
com que a celulose tenha sido, mais recentemente, utilizada em matrizes, com
o objetivo de potenciar a regeneragao de tecidos. Este polimero encontra-se
maioritariamente na madeira, sendo dos mais explorados pela industria da
pasta de papel. Contudo, o aumento da procura pela celulose tem causado
efeitos devastadores nos ecossistemas, uma vez que a sua obtengdo passa pela
desflorestagio massiva. Dados do Instituto Nacional de Estatistica revelam
que, em Portugal, a drea de matas e florestas diminuiu de 1.008.374ha para
837.067 ha entre 1999 ¢ 2016 (INE, 2018). Apesar da inércia por parte das
comunidades cientifica e industrial relativamente & preocupagio com a con-
servagdo dos ecossistemas, tém vindo a ser dados alguns passos no sentido de
incentivar a procura de fontes renovéveis de celulose, nomeadamente numa
perspetiva de economia circular e de valorizagao de residuos e subprodutos de
outras atividades. Neste contexto, outros materiais lignoceluldsicos, para além
da madeira, tém sido considerados como potenciais fontes de substancias com
aplicagoes diversas. Tais materiais sio compostos por celulose, hemicelulose
¢ lenhina, constituindo uma opgao vidvel para a obtengio de fibras de celu-
lose. A quantidade destes componentes varia com a espécie, a idade e a parte
da planta, sendo as propriedades fisicas das fibras também afetadas por estas
varidveis.

Existem elevadas quantidades de residuos orginicos provenientes das indis-
trias agroalimentares que tém tido uma baixa valorizacao, sendo a maior parte
das vezes utilizados como fontes de energia de baixo valor (Ramamoorthy
et al., 2015; Viisinen, Haapala, Lappalainen, & Tomppo, 2016). Estes resi-
duos, para além de serem uma alternativa vidvel devido a sua abundancia, sio
também uma opgio sustentével. Outra particularidade ¢ o facto de apresenta-
rem baixas percentagens de lenhina, o que resulta em processos de deslignifi-
cagdo mais fdceis, rdpidos e menos agressivos para o meio ambiente, quando
comparados com os processos de remogao de lenhina convencionais aplicados
a madeira. Além disso, representam adicionalmente um menor consumo de
energia.

Os trabalhos desenvolvidos nos tltimos anos sobre extracio de celulose a
partir de residuos agroalimentares focam-se essencialmente na preparagio e
caracterizacio da nanocelulose (Garcia et al., 2016). A investigagio cienti-
fica nesta drea tem vindo a debrugar-se, maioritariamente, na aplicagio desta
celulose para reforgo de materiais compdsitos em especial para aplicagoes bio-
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médicas, incluindo a produgio de scaffolds, firmacos, hidrogéis, entre outros,
0 que representa uma mudanca bastante benéfica na contribuigio da celulose
para a industria em geral (Klemm, Heublein, Fink, & Bohn, 2005).

Este capitulo pretende descrever a investigagio desenvolvida no ambito: i) da
extragdo de fibras de celulose a partir de casca da vagem de fava, bagago de
medronho, casca de roma, engago de uva, carolo e folha da espiga de milho, ii)
da sua caracterizagio e iii) das suas potenciais aplicagoes biomédicas. O traba-
lho fez parte de uma tese de Mestrado em Quimica da Universidade de Coim-
bra (UC), que se enquadra num dos objetivos do projeto “2Bio4Cartilage”,
com o suporte da equipa de investigacio do Instituto Politécnico de Leiria
(IPLeiria) e da Escola Superior Agrdria do Instituto Politécnico de Coimbra
(ESAC). Adicionalmente, ¢ propdsito deste capitulo demonstrar que a inves-
tigacdo realizada por estudantes no decorrer do seu percurso académico é, sem
ddvida, uma mais-valia pessoal para a aquisicio de competéncias técnicas,
cientificas e profissionais, mas também uma contribui¢io muito efetiva para o
avanco da ciéncia aplicada as necessidades da sociedade atual.

Selecio dos residuos industriais lignocelulésicos

A selecao dos residuos industriais usados neste trabalho, assim como a defini-
¢do e aplicagao de todas as etapas de extragio por solventes aos vérios materiais
vegetais, constituiram a primeira parte do trabalho experimental desenvol-
vido. Estas tarefas foram realizadas nas instalagoes da ESAC.

Foram seis os residuos agroindustriais selecionados. Os critérios determinan-
tes na sua selecio foram, essencialmente, a sua disponibilidade no territério
nacional, os volumes gerados ¢ a sua composi¢io em celulose.

O residuo proveniente da producio de fava congelada foi o primeiro a ser
avaliado. Esta leguminosa de grio é utilizada mundialmente por ser uma fonte
bastante econémica de proteinas. A cultura desta espécie em Portugal ¢ sig-
nificativa, atingindo, em 2016, uma produgio de cerca de 3000 toneladas e
cujo processo de descasque gerou aproximadamente 434 toneladas de casca
(INE, 2018). Atualmente, este subproduto é classificado como residuo, e tem
sido aplicado na alimentagio animal ou como fertilizante por pequenos agri-
cultores. Virios estudos reportam a extragio e a caracterizagio de compostos
bioativos a partir deste residuo com resultados muito promissores em relagio a
atividade nematicida (Cordeiro, 2016; Rocha, 2018). Adicionalmente, cons-
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titui também uma fonte alternativa de fibras de celulose.

O medronheiro é uma espécie nativa da regido do mediterrdneo e pode ser
encontrado em Portugal um pouco por todo o territorio. Vdrias partes do
medronheiro, particularmente os frutos e as folhas, tém tradicionalmente
sido utilizadas para fins medicinais. Além disso, o medronho ¢ largamente
usado em fermentagoes alcodlicas na produgio de bebidas, como ¢ o caso da
aguardente e dos licores, mas também para produgio de produtos alimen-
tares, como compotas e geleias. Existe um crescente interesse em otimizar a
variedade ¢ a qualidade das aplicagoes do medronho na industria de alimen-
tos e bebidas. Por essa razio, tem havido um aumento da disponibilidade de
subprodutos que poderio ser potencialmente valiosos para a purificagio de
celulose, em particular o bagago que resulta do fruto apds a etapa de macera-
¢do, extragdo da polpa ou da fermentagio e destilagio.

A romi é um fruto fundamentalmente produzido nas regides mais quentes
do planeta, e.g. a [ndia, Espanha, Israel e Estados Unidos (Califérnia). No
entanto, as condi¢des edafoclimticas em Portugal, nomeadamente na regido
do Alentejo apresentam grande potencialidade para esta cultura. O interesse
na exploragio deste fruto tem vindo a aumentar em Portugal, facto que se
materializou na importagio de mais de 9000 drvores em 2016. De entre os
residuos que resultam da produgio de sumo de roma, as membranas inter-
nas que separam os gomos do fruto sio consideradas subprodutos valiosos,
devido a presenca de compostos antioxidantes e antimicrobianos (Hasnaoui,
Wathelet, & Jiménez-Araujo, 2014; Mujtaba, Kaya, Bulut, & Akyiiz, 2016).
Porém, a casca do fruto, que foi recentemente sugerida como possivel fonte de
celulose (Mujtaba et al., 2016), nao tem recebido tanta atengao.

A indstria vitivinicola foi igualmente considerada como uma possivel fonte
de residuos, dado tratar-se de um setor econémico com notdria expressio
nacional e com uma produgio anual de aproximadamente seis milhdes de
hectolitros de vinho (IVV, 2019). O engaco da uva ¢ um dos subprodutos
resultantes da producao de vinho, alcangando a nivel nacional um volume
anual estimado em 23,4 mil toneladas (Prozil et al., 2012). Atualmente, este
residuo é apenas usado como fertilizante, constituindo, todavia, uma fonte de
celulose alternativa altamente vidvel e com imenso potencial.

Por tltimo, o carolo de milho ¢ a folha da espiga de milho foram dois dos
residuos estudados, por serem considerados fontes interessantes de fibras de

157 |



celulose. A produgio de milho em Portugal atingiu, em 2016, 710,6 mil tone-
ladas gerando 127,9 mil toneladas de carolo de milho ¢ 119,4 mil toneladas
de folhas de espiga de milho (INE, 2018). Das aplicagoes conhecidas para
o carolo de milho destacam-se a produgio de ragio animal e a producio de
fertilizantes, enquanto a folha de espiga de milho ¢, maioritariamente, descar-
tada, queimada ou aplicada na producio de ragio animal (Kampeerapappun,
2015).

Apés a escolha e preparagio dos residuos, nomeadamente por processos de
secagem e trituragio, foi necessrio definir e otimizar um processo comum de
purificagao de celulose que fosse aplicado a todos eles. Uma vez que os resi-
duos ndo sio apenas compostos por celulose, o processo aplicado baseou-se
numa sequéncia de extragdes por solvente, de forma a remover seletivamente
os diferentes constituintes adicionais, tais como ceras, gorduras, lenhina e
hemicelulose.

Purificagao da celulose

As vérias amostras foram aplicados processos de secagem, em estufa ou em
secador com convecgio forcada de ar, seguidos de reducio de tamanho num
moinho com diferentes crivos.

O processo otimizado de purificagio de fibras de celulose apresentado na
Figura 1 resultou da consulta de vérios protocolos desenvolvidos e aplica-
dos por diferentes autores a matérias lignoceluldsicas semelhantes as usadas
neste trabalho (Mordn, Alvarez, Cyras, & Vdzquez, 2008; Maheswari, Reddy,
Muzenda, Guduri & Rajulu, 2012). Com o objetivo de obter fibras de celu-
lose na sua forma mais pura foi efetuada uma extragio sequencial usando
solventes distintos de modo a remover os diferentes componentes das maté-
rias-primas.

O primeiro passo da extragio (etapa I) envolveu a remogio de ceras, resi-
nas e outros compostos lipofilicos existentes nos residuos usando um extrator
Soxhlet e tolueno ou etanol como solventes. Este passo revelou ser o mais
acessivel e ficil de executar de todo o processo de extragio, pois nao necessitou
de monitorizagao nem de vigilancia muito apertadas. De seguida, foi neces-
sdrio remover a lenhina aplicando um tratamento denominado por branque-
amento (etapa II). Neste caso, foi utilizada uma mistura tampdo de dcido
acético com clorito de sodio que permitiu obter um produto final rico em
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celulose e hemiceluloses. O branqueamento ¢ um processo bastante delicado
e trabalhoso, uma vez que é necessdria uma vigilincia continua durante as 4
horas em que decorre. E fundamental a monitorizagio permanente no que diz
respeito 4 temperatura, para evitar que as espumas que resultam da presenga
dos cloritos subam repentinamente pela coluna de refrigeragio causando pro-
blemas processuais.

Residuos agroindustriais

| Secagem/Moagem ‘
T%}gﬁﬁ : | Etapa I ‘ — Compostos lipofilicos
(Tj;?lllg:cd::e‘::tlg . | Etapa IT ‘ — Lenhina
Hidroxido de sodio —* | Etapa III ‘ —* Hemiceluloses
}}-‘\Ccii(:i% a.i%‘iig . Etapa IV ‘ — Impurezas

Fibras de celulose

Figura 1. Representagdo esquemdtica da sequéncia das etapas de extragio aplicadas a
diversos residuos agroindustriais com o objetivo de obter fibras de celulose purificada.

Posteriormente, foi necessdrio fazer a remogio das hemiceluloses das amos-
tras, através da aplicagio de um tratamento alcalino (etapa I1I), utilizando-se
uma solugio de hidréxido de sédio altamente concentrada. Apesar da sua
facil execugio, esta etapa necessitou de otimizagio com a lavagem da amostra
utilizando dgua. Por dltimo, as fibras de celulose obtidas foram purificadas
por tratamento 4dcido (etapa IV), usando uma solugao de dcido acético e dcido
nitrico. Apesar deste passo nio ter revelado qualquer complexidade, a fase
final de filtragao para a separagio das fibras celulose foi dificil, devido a con-
sisténcia pastosa da amostra o que dificultou a sua remogio e separagio do

papel de filtro.

Apés a conclusdo da purificagio das fibras de celulose, procedeu-se a quan-
tificagio do rendimento do processo para os vérios residuos estudados. Estes
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resultados estdo sumariados na Tabela 1. E importante salientar que o rendi-
mento global do processo ¢ influenciado pela eficiéncia das diversas etapas
de extragio que, por sua vez, depende de vérios fatores, nomeadamente: (i)
a remogao completa da lenhina na etapa de branqueamento, que ¢ dificil de
obter; (ii) em cada etapa de extragio pode acontecer a remogio de componen-
tes ndo previstos; (iii) as filtragdes efetuadas entre as diversas etapas de extragio
constitufram uma fonte significativa de perdas de material que representaram
entre 2-4% da massa total.

Da anilise da Tabela 1 pode verificar-se que o carolo de milho foi o residuo
que apresentou um maior rendimento em celulose (25,5%), seguido pelo
engago da uva (14,4%) e pela folha de espiga de milho (13,8%). Logo, por
andlise destes resultados e numa perspetiva de maximizagio dos rendimentos
e da valorizagao dos recursos, pode concluir-se que o residuo mais promissor
serd o carolo de milho. Este residuo apresenta, efetivamente, um potencial
acrescido o que o converte num residuo de eleicao para estudos futuros rela-
cionados com a extragio e aplicacao da celulose obtida.

Tabela 1. Rendimento de extragio/purificagio da celulose de diferentes
residuos agroindustriais (n=3, réplicas independentes).

Residuo agroindustrial Rendimento (%)
Vagem de fava 12,80 + 2,44
Bagaco de medronho 11,39 + 1,60
Casca de roma 4,85+0,82
Engaco de uva 14,43 + 0,42
Folha de espiga de milho 13,75 + 1,46
Carolo de milho 25,47 + 1,24

Caracterizagao da celulose

Como referido anteriormente, o objetivo final da purificagio da celulose é
o uso deste biopolimero na drea biomédica, sendo por isso necessirio per-
ceber se a celulose extraida, a partir das vdrias fontes, apresenta as proprie-
dades desejéveis para o efeito. Apos a purificagio da celulose foi feita a sua
caracteriza¢io quimica e fisica para aferir o seu grau de pureza e propriedades
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térmicas. Assim, a celulose das virias proveniéncias foi estudada por andlise
termogravimétrica (7hermogravimetric Analysis - TGA) e por calorimetria
diferencial de varrimento (Differential Scanning Calorimetry - DSC), de modo
a perceber a resposta das amostras a0 aumento controlado da temperatura. A
Tabela 2 resume os resultados obtidos por TGA/DSC. Pode concluir-se que
todas as amostras perderam cerca de 5% do seu peso inicial até aos 100 °C,
sendo tais perdas atribuidas 4 evaporagio da humidade residual das amostras.
Os termogramas revelaram picos de degradacio entre os 330 °C ¢ os 340 °C,
aproximadamente, como seria expectdvel para amostras compostas maiori-
tariamente por celulose. Nio é no entanto evidente que a leninha ou hemi-
celuloses ndo estejam presentes em quantidades residuais. A vagem de fava e
a folha de espiga de milho foram os residuos que apresentaram uma tempe-
ratura de degradagdo mais elevada e muito semelhante entre si (Yang, Yan,
Chen, Lee, & Zheng, 2007; Maheswari, Reddy, Muzenda, Guduri, & Rajulu,
2012; Mendes, Adnet, Leite, Furtado, & Sousa, 2015). O pico de degradagio
da celulose do bagaco de medronho é o mais baixo de todas as celuloses anali-
sadas, 329,62 °C, o que pode indicar uma estrutura menos coesa, um menor
nimero de ligagdes quimicas e/ou ligagoes de natureza mais fraca.

Tabela 2. Resultados obtidos do Thermogravimetric Analysis/ Differential Scanning
Calorimetry - (TGA/DSC) para a celulose extraida de diferentes residuos agroindustriais (n=3).

Residuo Perda H,0 Tempcrat’ura de AEntalplft de

agroindustrial %) degradacio degradagio
(C) (/g

Vagem de fava 4,95 +0,11 339,65+ 0,73 306,04 + 8,38

Bagago de 4,69 0,17 329,62 + 0,09 254,60 + 9,13

medronho

Casca de roma 4,11 0,24 333,65 + 0,32 89,75 + 2,45

Engaco de uva 5,29 £ 0,37 330,79 + 0,74 125,47 £ 5,94

Folha de espigade ¢, 19 339,40 + 0,43 259,66 + 8,88

milho

Carolo de milho 5,19 £ 0,29 330,31 + 0,19 166,55 + 4,36
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A celulose que necessitou de menor energia para a sua degradagao foi a da
casca de roma (89,75 J/g), o que provavelmente poderd estar relacionado
com a existéncia de polimeros com cadeias mais curtas e, por conseguinte, ser
necessdria menor entalpia de degradagio. Contrariamente, a casca de fava foi a
matéria-prima cuja celulose necessitou de maior energia de degradagao, cerca
de 306,04 J/g, o que complementa a observagio da temperatura de degrada-
¢ao ser das mais elevadas. O carolo de milho e o engaco de uva apresentaram
valores de entalpia muito préximos, assim como a folha de espiga de milho e
o bagago de medronho. Estas semelhangas podem indicar uma estrutura and-
loga da celulose proveniente destes residuos agroindustriais, devendo, como
tal, ser exploradas com mais detalhe, futuramente, através de outras técnicas
de andlise.

As amostras foram igualmente analisadas por espectroscopia de infraverme-
lhos por transformada de Fourier (Fourier-Transform Infrared Spectroscopy -
FTIR) o que permitiu confirmar a existéncia de celulose, através da detecio de
bandas tipicas deste polimero para o intervalo de comprimentos de onda dos
500 cm™ e 2000 cm™, conforme pode ser observado na Figura 2. Em todos
os espectros foram detetadas bandas que indicam a presenca de lenhina, que
sdo vistveis a 1610 - 1595 cm™ e a 1510 cm™ (Colom, Carrillo, Nogués, &
Garriga, 2003). Além disso, é visivel uma banda a 1730 cm™ (A) em todas as
amostras, com exce¢o do carolo de milho, o que é indicativo, nestes casos, da
presenca de hemicelulose. As bandas (B) observadas a 1426 cm™, 1335 cm,
1158-1162 cm™ e 898 cm™! sao caracteristicas da celulose e estao presentes em
todas as amostras analisadas.
W — Vagem de fava
_—_/M/W\//‘M — Bagago de medronho

e U "~ — Cascaderoma

\

w — Engaco de uva

— Folha de espiga de milho

"\~ — Carolo de milho

T
2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm '1)
Fzgum 2. Espa‘tm da celulose de vdrias proveniéncias obtido por espectroscopia

de infravermelhos por transformada de Fourier (FTIR): A - Banda
caracteristica da hemicelulose; B - Bandas caracteristicas da celulose.
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Em suma, a andlise térmica e a caracterizagio por espectroscopia indicam
que a extragio foi executada com sucesso e que os processos fisico-quimicos
aplicados aos residuos agroindustriais foram corretamente otimizados. No
entanto, para algumas matérias-primas, a etapa Il ¢ I11, relativa a deslignifica-
¢do e tratamento alcalino, necessitam de um reforco para a total remogio da
lenhina e hemicelulose. A exce¢ao do carolo de milho, as matérias-primas uti-
lizadas devem apresentar em termos de estrutura molecular um dificil acesso
a lenhina e 2 hemicelulose o que dificulta a sua remogio.

Procedeu-se também a observagio microscépica da celulose extraida, por téc-
nicas de andlise de imagem num microscopio eletronico Zeiss Stemi 2000-C,
com uma ampliagio de 20x. A Figura 3 mostra as imagens obtidas para a
celulose dos diferentes residuos tratados. E possivel verificar uma diferenca
significativa na cor, forma e distribui¢io de tamanhos das particulas /agrega-
dos que constituem as diferentes amostras. Pode por isso inferir-se que, em
funcio do tipo da matriz do residuo industrial de partida, a forma e o grau de
pureza da celulose variam.

Figura 3. Imagens obtidas por microscopia otica para a celulose
8 8

de vdrias proveniéncias (ampliacio 20x).

Relativamente a forma, foi possivel verificar uma maior diversidade na celu-
lose da folha de espiga de milho, pois apresentou duas morfologias comple-
tamente diferentes: i) uma mais alongada e fina e ii) outra mais arredondada,
em forma de agregados, muito semelhante as restantes celuloses. Quando
comparada com a celulose de carolo de milho, é possivel concluir que o tipo
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de celulose varia consoante a sua localizagio na planta, sendo que na folha da
espiga apresenta-se mais fibrosa do que no carolo. Outra diferenca detetada
durante a observacio das vdrias celuloses, estd associada a celulose extraida
do engaco de uva que exibe uma textura mais compacta e um aspeto mais
vitreo. A celulose do carolo de milho, contrariamente, aos restantes mate-
riais obtidos apresenta um tom mais esbranquigado e uma textura mais leve e
porosa, muito semelhante a celulose industrial extraida da madeira (Figura 4)
(Hualian Chemical, 2019). Adicionalmente, a celulose de engaco de uva apre-
senta um tom amarelado mais acentuado, enquanto que as restantes celuloses
apresentam um tom mais claro e esbranquicado. Alguns autores referem que
esta cor ¢ devida & presenca de lenhina, que no caso de engaco de uva ¢ dificil
de remover. Estas diferencas requerem, no entanto, uma andlise mais aprofun-
dada com o propdsito de perceber o que efetivamente diferencia a celulose de
engaco de uva dos restantes tipos de celulose aqui estudados.

Figura 4. Imagem obtida de celulose extraida industrialmente
da madeira (Hualian Chemical, 2019).

Aplicagdes da celulose

Apés a obtengio e caracterizagio da celulose, foi necessdrio averiguar se as
variagdes no grau de pureza, bem como as diferencas morfoldgicas encon-
tradas entre as amostras, resultam em limitacoes ou mais-valias para a sua
aplicagdo na drea da saiide, nomeadamente na obten¢do de um substituto da
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cartilagem. Neste sentido, a fase seguinte deste trabalho consistiu na utilizagao
da celulose, extraida das vdrias fontes, na formulagao e produgio de materiais
com propriedades mecanicas e de biocompatibilidade elevadas. O objetivo
assentou na produgio de scaffolds, que sdo estruturas tridimensionais (3D)
obtidas por fabricagdo aditiva, do inglés addictive manufacturing, AM. Estas
estruturas foram produzidas no Centro para o Desenvolvimento Rdpido e

Sustentado do Produto (CDRSP, IPLeiria).

Virias sdo as técnicas comercialmente disponiveis para a produgio de scaffolds.
Uma dessas técnicas ¢ o Electrospinning, amplamente utilizada para produ-
zir materiais fibrosos, onde um polimero disperso numa solugio ¢é forcado
a passar num capilar através de energia elétrica, formando um jato, que vai
ser recolhido em forma de fibras. Sao muitos os parimetros envolvidos neste
processo, tais como a viscosidade da solugio, a condutividade, a humidade,
a presso e o campo elétrico. A grande vantagem desta técnica ¢ a capacidade
de produzir uma matriz com uma grande drea superficial. Todavia, a elevada
flexibilidade das estruturas produzidas configura a sua desvantagem, em par-
ticular neste caso cujo propésito é a produgio de cartilagem (Ahmed, Lalia,
& Hashaikeh, 2015; Khorshidi et al., 2016; Soundarya, Menon, Chandran,
& Selvamurugan, 2018). Outras formas de produzir scaffolds é por recurso
a téenicas de fabrico aditivo, e.g., Estereolitografia (stereolithography, SLA),
Sinterizagio seletiva a laser (selective laser sintering, SLS), Impressio tridimen-
sional (three-dimensional printing, 3DP) e Modelagao por deposicao fundida
(fused deposition modelling, FDM) (Mota et al., 2015).

A SLA é uma técnica baseada num processo de fotopolimerizagao. Nesta téc-
nica o objetivo final ¢ a cura de uma resina através da incidéncia de luz UV ou
IV, que s6 ocorre devido 4 presenga de um foto-iniciador (Manapat, Chen, Ye,
& Advincula, 2017; Moura, 2016). A vantagem associada é a possibilidade
de encapsular células na matriz (Mota, Puppi, Chiellini, & Chiellini, 2015),
contudo, estd limitada a0 uso de foto-polimeros, a curas excessivas e ainda aos
elevados custos dos materiais (Gao et al., 2015).

No caso da SLS, um pé de baixa granulometria ¢ aquecido por um raio laser
de forma a fundir os graos e uni-los. Este processo realiza-se camada a camada,
ou seja, apds a fusio dos grios que constituem a base do scaffold, ¢ aplicado
mais pé para que se formem as camadas seguintes. Neste processo é possivel
recolher o material que néo foi sinterizado e recicld-lo. No entanto, revela-se
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uma técnica bastante morosa (Bikas, Stavropoulos, & Chryssolouris 2016).

A 3DP é uma técnica muito similar ao SLS, assente na deposi¢io de camadas
de material em pd. Nesta técnica, a unido das particulas ¢é feita através de um
agente aglutinante, que vai passando sob estas conferindo-lhe a arquitetura
desejada. Apés esta etapa ¢ ainda realizada uma cura deste agente aglutinador
(Jietal, 2018). A vantagem desta técnica em relagio & SLS é que ndo neces-
sita de laser podendo ser adicionados materiais bioativos, porém em scaffolds
com estruturas complexas a arquitetura nio se apresenta bem definida (Bru-

nello et al. 2016).

Por tltimo, a FDM ¢ baseada na extrusio, na qual um termoplastico é aque-
cido até ao seu ponto de fusio e depositado em forma de filamento (Zhang &
Jung, 2018). A construgdo das matrizes tri-dimensionais também ¢é realizada
camada a camada (Richter, Schmiilling, Ehrmann, & Finsterbusch, 2016).
As estruturas produzidas apresentam propriedades mecanicas elevadas, no
entanto o equipamento necessita de otimizagdo, nomeadamente nas tempe-
raturas das resisténcias, de modo a combinar i) a temperatura de fusio do
termopldstico, ii) a temperatura ideal de manipulagio e iii) a temperatura de
degradacdo de modo a nio ocorrer (Mota et al., 2015). Esta técnica foi a que
se revelou mais vantajosa, tendo em conta os polimeros a utilizar e a arquite-
tura do scaffold que se pretendia produzir.

Discussao e anélise do trabalho desenvolvido na
dptica da investigacdo e da formagao académica

Uma parte da investigagdo preconizada no projeto 2Bio4Cartilage, e aqui
apresentada, contou com a colaboragio de uma estudante do Mestrado em
Quimica, do ramo de Controlo da Qualidade e Ambiente, que desenvolveu a
sua dissertagao para obtengio do grau de Mestre sobre o tema “Biopolimeros
para otimizagdo de scaffolds em aplicagdes biomédicas: extragio e caracteriza-
cio’.

O biopolimero escolhido para o trabalho foi a celulose, uma vez que demos-
trou ser o mais promissor para aplicagio em scaffolds, segundo a literatura
consultada. Assim, as atividades laboratoriais iniciaram-se com a purificagio e
caracterizacdo da celulose de diferentes fontes usando um processo sequencial
de extragio/purificagio com utilizagao de diferentes solventes.
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Antes de se iniciarem as atividades préticas propriamente ditas, decorreu uma
fase de trabalho de pesquisa bibliografica com recurso aos diversos suportes
disponiveis (websites, livros, artigos cientificos e outros), sobre o processo de
extragdo da celulose convencionalmente utilizado na industria da pasta de
papel. Apds esta fase, foi feita uma pesquisa sobre os residuos agroindustriais
disponiveis e com potencialidade para se extrair celulose. Apesar de algumas
das matérias-primas usadas nio estarem referenciadas e descritas convenien-
temente na literatura como potenciais para extragio de celulose, avangou-se
com o trabalho de modo a contribuir com novos dados e conhecimento para
a comunidade cientifica sobre esta temdtica.

Os resultados obtidos para os rendimentos de purificagio das diferentes
amostras ficaram muito aquém do expectdvel (nunca ultrapassaram os 30%),
uma vez que hd referéncia de rendimentos muito superiores para algumas
das fontes utilizadas. Esta foi uma limitagao do procedimento adotado. Uma
possivel explicagdo para estes resultados serd a ocorréncia de perdas de material
durante a lavagem. Neste sentido, o processo de extragao deverd ser otimizado
de forma a maximizar a reten¢io da celulose existente no residuo. Outra expli-
cagdo para as diferencas de resultados podera residir na natureza do residuo
agroindustrial utilizado (espécie vegetal, parte utilizada, a idade, localizagao
geografica). Contudo, com base na caracterizagio preliminar do material
obtido, foi possivel concluir que as extragoes/purificagoes foram bem-suce-
didas e que existiam condigoes para avangar com o trabalho planeado para o

projeto.

Seguidamente, toda a fase de caracterizagio do material obtido foi executada
pela estudante, desde a preparagio das amostras, até a recolha de resultados,
a0 seu tratamento e interpretagio. Antes de iniciar esta etapa procedeu-se
a pesquisa de informagio sobre a estrutura quimica da celulose e sobre as
propriedades associadas a este polimero que pudessem contribuir para uma
melhor utilizagio das técnicas de caraterizagio. Nomeadamente, foi feita uma
pesquisa relativamente a temperatura de degradagao, parimetros tipicos para
identificagio da presenca de celulose (p. ex. comprimentos de onda que a
caracterizam), solventes de dispersao mais apropriados, etc. Com este estudo
prévio foi possivel interpretar de forma mais expedita os resultados recolhidos
das andlises térmicas e quimicas, tais como as bandas caracteristicas da celu-
lose, hemiceluloses e lenhina, observdveis no espetro FTIR. A estudante teve a
possibilidade de p6r em prética as suas aptidoes em laboratdrio e de aprender
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novas técnicas relativamente & obtengio de polimeros naturais através de pro-
cessos de extragdo solido-liquido. Esta experiéncia permitiu ainda desenvolver
autonomia no uso dos equipamentos necessarios para as andlises a realizar. O
maior desafio prendeu-se na discussao dos dados obtidos, pois foi necessd-
ria uma pesquisa bibliogrifica bastante aprofundada para uma interpretagio
robusta dos resultados e validagio da metodologia aplicada.

Para o projeto 2Bio4Cartilage, a participagio da estudante revelou-se uma
mais-valia para os seus indicadores e resultados. Por outro lado, a equipa de
investigacio pode contar com maior apoio na realizagio do trabalho pritico
experimental, obtengdo de resultados, compilagio e tratamento de informa-
¢40, 0 que permitiu um avango mais significativo da investigacio desenvol-
vida. Apesar das restrigoes temporais impostas em termos de execugio do pro-
jeto, assim como no cumprimento dos prazos académicos (entrega e defesa
da dissertacdo), os resultados conseguidos sio fundamentais para alavancar
o trabalho futuro ainda a desenvolver. Ou seja, a fabricagio e aplicagio das
estruturas tridimensionais (scaffolds) reforcadas com celulose na drea da satide
nio poderia ser atingida sem antes se ter feito a purificagio e caracterizagio
deste material.

Hi a salientar que, apesar das dificuldades sentidas durante o trabalho, o
esforco e dedicagio investidos pela estudante culminaram no desenvolvimento
de competéncias cientificas e pessoais como a autonomia, a responsabilidade,
a criatividade, a autoconfianga, o espirito de iniciativa e o saber trabalhar em
equipa com pessoas de diferentes formagdes académicas.

Consideragoes finais

Durante o desenvolvimento deste projeto, a estudante pode abordar vérios
aspetos praticos relativos ao trabalho de investigagdo. Nao s6 teve a oportuni-
dade de desenvolver trabalho laboratorial, como também de aperfeigoar técni-
cas de pesquisa e de elaboragio de documentos cientificos. Estas competéncias
sdo consideradas uma mais-valia para a estudante, uma vez que podem ser
aplicadas futuramente em meio académico e em ambiente profissional. O tra-
balho desenvolvido permitiu a obten¢io de resultados com mérito cientifico
e aptos para publicacio, o que contribuird também para o enriquecimento do
seu curriculo.

Por outro lado, a equipa e as instituigdes envolvidas no projeto 2Bio4Carti-
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lage tiveram a oportunidade de contar com a participagio e colaboragio da
estudante no desenvolvimento de uma vertente de investigagio, proporcio-
nando um avango mais significativo no desenvolvimento das tarefas inerentes
ao préprio projeto e na obtengio de resultados com potencial. Adicional-
mente, a elaboragio e desenvolvimento de documentagio cientifica poderia
ter demorado mais sem a sua participagio.

Pode concluir-se que esta colaboragio correu como planeada, e foi positiva
para ambas as partes, resultando em sucesso relativamente a futura publicagao
de um artigo cientifico, um capitulo de livro ¢ uma dissertagio de mestrado.
Tendo isto em conta, o grupo de investigagao acredita que colaboragoes futu-
ras desta natureza podem ser vantajosas quer para as instituigbes quer para os
estudantes.
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Introdugao

O desenvolvimento do turismo tornou imperativa a variedade e multidiscipli-
naridade na qualificagdo do capital humano envolvido na comercializagio de
produtos e na prestagao de servicos turisticos. Atualmente vivem-se tempos de
mudanga, que solicitam a formulagdo de estratégias inovadoras e qualificado-
ras em turismo. Torna-se, portanto, imperativo investir e orientar as politicas
de formagio e qualificagao de recursos humanos, para que a inddstria turistica
venha a responder com qualidade &s necessidades do mercado, reagindo posi-
tivamente as oportunidades e desafios que vao surgindo.

No setor do turismo, hd notoriamente um déficit ao nivel da escolaridade
dos recursos humanos, observando-se, essencialmente, um trabalho nio qua-
lificado, ainda considerado muito sazonal, o que desvaloriza a atividade, lhe
retira profissionalismo e a empobrece. Assim, as instituigdes de ensino e for-
magio, especialmente aquelas de ensino superior, ém um papel fundamen-
tal na identificacio e desenvolvimento dos conhecimentos necessrios, bem
como na moldagem do comportamento dos futuros profissionais de turismo,
de modo a que as competéncias se coadunem com as reivindicagoes do mer-

cado de trabalho.

Pode dizer-se que, em Portugal, se assistiu, nas tltimas décadas, a uma afir-
macio do turismo enquanto drea cientifica e educativa auténoma. Contudo,
o presente sistema educativo carece ainda de oferta curricular adequada as
constantes evolucoes do mercado e das necessidades da industria, de modo a
garantir mio de obra qualificada que permita dar resposta as suas exigéncias.

E, portanto, neste 4mbito, que surge o projeto de investigagio “HCTourism —
Perfil e tendéncias do capital humano no setor do turismo”, com o propdsito
de interrelacionar mercado empregador e institui¢oes formadoras de futuros
profissionais de turismo, em Portugal. No contexto deste projeto, realizou-se
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o trabalho aqui apresentado, com base numa aprofundada revisao de litera-
tura e observagio participante, através do qual foi possivel estudar a impor-
tAncia do capital humano no turismo em Portugal. Deste modo, foi possivel
compreender o envolvimento do capital humano no setor, perceber o ponto
de situagio atual do ensino superior de turismo em Portugal, identificar as
principais oportunidades e desafios que se colocam aos recursos humanos em
turismo, especificamente no contexto da investigagio realizada, e ainda, reti-
rar conclusdes e importantes linhas estratégicas de orientagio para o futuro.

O envolvimento do capital humano no sector do turismo

O turismo é um sistema aberto influenciado por fendmenos internos e exter-
nos (Soteriou & Coccossis, 2010) que devem ser tidos em consideragio na
definigio do perfil de qualificagio dos recursos humanos que af trabalham.
Os fenémenos internos intimamente relacionados com o territdrio, tais
como recursos, atragoes e servicos turisticos, infraestruturas, acessibilidades
¢ imagem do destino, implicam articulagdo com os fenémenos externos de
indole global, como flutuagdes econdmicas, politico-legais, sdcio-culturais ou
ambientais, e outros de cardter mais especifico, como a procura turistica, a
concorréncia, e a propria populagio local.

Esta perspetiva sistémica do turismo torna-se mais evidente quando aborda-
mos a problemdtica dos destinos turisticos. Gretzel, Hwang & Fesenmaier
(2012) afirmam que o conceito de destino turistico resulta da interagao entre
pessoas, e entre pessoas ¢ organizagoes, sendo que a forma como este processo
¢ gerido se traduz em decisdes estratégicas com um impacte muito significa-
tivo no desenvolvimento das competéncias do capital humano.

Deste modo, para que os destinos sejam competitivos ¢ fundamental pro-
mover o envolvimento do capital humano. Barbosa, Oliveira & Rezende
(2010) por meio de um estudo realizado pelo Férum Econémico Mundial,
em 2007, definiram treze fatores-chave de competitividade dos destinos turfs-
ticos, identificando o desenvolvimento dos recursos humanos como um dos
mais importantes. Por sua vez, Dupeyras & MacCallum (2013) em resposta
ao repto da Organizagio para a Cooperagao e Desenvolvimento Econémico
(OCDE), identificaram nove fatores-chave de avaliagio da competitividade
em turismo, reconhecendo novamente a qualificagio de recursos humanos
como pedra basilar na competigio com a concorréncia.
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No mesmo sentido, a Organizacao Mundial de Turismo (UNWTO, 2010)
considera que a implementagdo de uma politica de coeso, acontece quando
os destinos se organizam de acordo com modelos de governanga que susten-
tem a: (i) concegao e implementagio de projetos regionais sustentéveis; (ii)
definigdo e construgio de infraestruturas bésicas; (iii) definicio da estratégia
de marketing e dos mercados alvo; (iv) participagio na reformulagio da legis-
lagao e orientagoes regulamentares do setor; (v) construgio ou adequagio da
imagem de marca do destino, apoiada na sua identidade; (vi) atualizagao e
formacio dos recursos humanos nas dreas-chave.

Constata-se, portanto, que o fator integrador de qualquer destino turistico é o
capital humano. So estes que negociam os conflitos entre os atores locais, que
procuram decisoes mais eficazes, que inovam, que procuram oportunidades
de desenvolvimento, em suma, que contribuem para a evolugio positiva e um
desenvolvimento sustentado e sustentdvel dos territérios. O caminho seguido
e a trajetéria de evolugio dos destinos dependem, em grande parte, das com-
peténcias dos recursos humanos e da capacidade das organizagoes atrairem e
reterem as pessoas mais qualificadas.

Acresce a importancia de ressalvar que a prestagio de servios em turismo
requer uma interagio face-a-face, que obriga a um elevado nivel de envolvi-
mento humano (Baum, 2007). Desta forma, o recrutamento, a formacio, a
gestao e a valorizagio dos recursos humanos influenciam diretamente a qua-
lidade e originalidade dos servicos e produtos turisticos, sendo determinan-
tes para o posicionamento dos destinos turisticos (Mira, Ménico & Moura,
2017; Sitompul, Kustono, Suhartadi & Setyaningsih, 2017; Valkonen, Hui-
laja & Koikkalainen, 2013). Neste contexto, ¢ possivel afirmar que o desen-
volvimento da atividade turistica s6 ¢ possivel através da adequada integracio
entre o capital territorial com o capital humano. “E aqui que surge o papel
da educagio e formagio, ndo s6 enquanto elemento potenciador da aptidio
para o exercicio de uma tarefa, mas como mecanismo transformador dessa
competéncia numa mais-valia para a organizagio e para o desempenho global
dos destinos turisticos” (Mira, Ménico & Moura, 2017, p. 261).

O ensino superior de turismo em Portugal

Num mundo cada vez mais globalizado ¢ em voldtil mutagio, tem-se assis-
tido a transformagoes sociais, econémicas, politicas, tecnolégicas e ambientais
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de grande profundidade, que afetam inevitavelmente os sistemas educativos
(Aleandri & Refrigeri, 2014). Desta maneira, torna-se premente ajustar ¢ ade-
quar as novas tendéncias do conhecimento das sociedades contemporaneas
as ofertas educativas e formativas da atualidade (Sogayar & Rejowski, 2011).

No caso do turismo, para além de tendéncias, hd também que considerar a
sua multidisciplinaridade, efeitos multiplicadores, variedade de sistemas pro-
dutivos e complexidade de relagdes, que devem refletir-se no seu estudo e

lecionagio de forma integradora e holistica (Salgado, 2011; Salgado, Lemos,
Costa & Silva, 2017; Tribe & Liburd, 2016).

Neste sentido, o turismo enquanto disciplina tem evoluido bastante nas dlti-
mas décadas e tem vindo a afirmar-se como uma 4drea de conhecimento inter-
disciplinar com base nos métodos de investigacio usados por outras ciéncias
sociais mais maduras, permitindo o desenvolvimento teérico e cientifico do
seu objeto e contribuindo para a fundagio, construgio e afirmagio dos seus
alicerces enquanto drea cientifica e educativa auténoma, dando origem a cria-
¢do de cursos de turismo no 4mbito do ensino profissional e superior (Ben-
ckendorff & Zehrer, 2013; Pirnar, 2014; Salgado & Costa, 2009; Sogayar &
Rejowski, 2011).

Ora, a educagio e formagio na drea de turismo, pelas suas carateristicas,
devem incluir conhecimentos multiplos e transversais, que permitam a sua
transferéncia e aplicabilidade a todo o tipo de profissdes associadas ao setor
(Daniel, Costa, Pita & Costa, 2017; Inui, Wheeler & Lankford, 2006). Esta
perspetiva assume uma pertinéncia mais significativa ao nivel do ensino supe-
rior, porque, em principio, ¢ a este nivel que se formam muitos dos futuros
lideres do turismo.

Em Portugal, a0 longo dos tltimos 30 anos, o sistema educativo tem investido
na diversificagio da oferta educativa e curricular em turismo, o que ¢ demons-
trativo da sua importancia, maturidade e notoriedade enquanto drea cientifica
no contexto académico portugués (Salgado, Lemos, Costa & Silva, 2017).
No ano letivo 2016-2017, no primeiro ciclo de estudos do ensino superior,
contabilizavam-se um total de 68 licenciaturas ministradas em Portugal e con-
sequentes 2806 vagas para entrada neste ciclo de estudos, das quais, cerca de
66% sao de origem publica (1642 vagas) e cerca de 44% de origem privada
(1164 vagas) (IEFD, 2017). Corroborando Salgado, Lemos, Costa & Silva

(2017), no mesmo ano letivo, em Portugal continental, as regiées Norte e
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Centro, detinham, cerca de 60% do total de cursos ministrados, seguidos pela
regido de Lisboa com 27,1% e as regides do Alentejo e Algarve com cerca de
4,3%. Nas ilhas, o arquipélago da Madeira detinha cerca de 2,9% e o arqui-
pélago dos Agores cerca de 1,4% do total de cursos ministrados em Portugal.
Ainda de acordo com os mesmos autores, relativamente ao segundo ciclo de
estudos do ensino superior nacional, registou-se um total de 38 mestrados
cujas principais localizagoes se encontravam na regido Centro e na regiio de
Lisboa, com cerca de 32% e 26%, respetivamente. No que concerne ao tet-
ceiro ciclo de estudos do ensino superior nacional registaram-se, no mesmo
periodo, apenas 4 cursos de doutoramento.

Através da observacao da Tabela 1, destaca-se o facto da maioria dos cursos
da drea do turismo serem: (i) ministrados por institui¢ées de ensino superior
politécnico (76,5% no 1° ciclo e 64% no 2° ciclo); (ii) de oferta publica
(66% no caso de licenciaturas, 87% no caso de mestrados e 75% no caso de
doutoramentos); e (iii) da 4rea CNAEF — Classificacio Nacional de Areas de
Educacio e Formacio - “Turismo e Lazer” (70,6% no 1° ciclo, 79% no 2°
ciclo e 100% no 3° ciclo) (IEFP, 2017).

Tabela 1. Cursos de turismo ministrados em Portugal no ano letivo 2016/2017

Ciclo de estudos

Licenciatura Mestrado Doutoramento
Cursos Universidades 23,5% 36% 100%
ministrados (%)  Politécnicos 76,5% 64% 0%
Origem dos Pablica 66% 87% 75%
cursos (%) Privada 44% 13% 25%
Turismo e Lazer ~ 70,6% 79% 100%
Hotelaria e 1779 169 0%
Areas CNAEF Restauragao o ’ ’
dos cursos Gestio ¢
o 10,3% 3% 0%
(%) Administracio
Marketing e
1,4% 3% 0%
Publicidade

Fonte: Elaboragio prépria com base nos dados do IEFP (2017)

Tal como se consegue perceber através dos dados apresentados, as estratégias
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nacionais de educagio e turismo passam pela valorizacio e reconhecimento do
capital humano. Contudo, o presente sistema educativo carece ainda de oferta
de estruturas curriculares adequadas as constantes evolugoes das necessidades
do mercado turistico garantindo, dessa forma, mao-de-obra qualificada e de
qualidade que permita responder aos desafios do mercado. Tal s6 serd possivel
se existir um estreitamento de relagoes entre os estabelecimentos de ensino e
as empresas que permitam aos estudantes uma maior aprendizagem pratica
e téenica acerca das realidades do setor (Teixeira, 2001; Huang, Lalopa &
Adler, 2016). E neste enquadramento que surge o projeto de investigagio
“HCTourism — Perfil e tendéncias do capital humano no setor do turismo”,
com o intuito de fazer a “ponte” entre mercado empregador e institui¢oes
formadoras de futuros profissionais de turismo em Portugal.

Oportunidades e desafios da investigagio realizada (com
estudantes)

A investigacio desenvolvida permitiu identificar oportunidades e desafios que
se colocam ao capital humano no turismo, num sentido lato e genérico tendo
em consideragao as tendéncias globais da atualidade, e ainda, num sentido
mais restrito, especificamente associado & experiéncia de trabalho realizado de
forma interativa e integrada com alunos de mestrado em turismo, do Instituto
Politécnico do Cdvado e Ave (IPCA) e do Instituto Politécnico de Coimbra
(IPC).

No sentido lato, apuraram-se grandes oportunidades de aposta e investi-
mento em recursos humanos no turismo:

1. O crescimento continuo e exponencial da atividade
turistica em Portugal

Para além dos galardoes de “melhor destino do mundo em 2017 e 2018”
(Turismo de Portugal, 2018), a atividade turistica em Portugal tem reforcado a
sua importancia em termos sociais e econémicos, afirmando-se-se como uma
das principais atividades exportadoras, tendo representado em 2017, cerca de
18% das exportagdes globais (Turismo de Portugal, 2017). Ao mesmo tempo,
em termos internacionais, Portugal foi considerado o 14° destino mais com-
petitivo do mundo (FEM, 2017), e, de acordo com a UNWTO (2018), em
2017, ocupou a 212 posi¢ao no ranking do total mundial de receitas turisticas
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e 0 17° lugar no que diz respeito a chegadas internacionais, representando
uma quota do total mundial de cerca de 3%;

2. A intangibilidade e inseparabilidade do produto turistico

O produto turistico intrinsecamente intangivel, ou seja, imaterial e do foro
das sensagoes, depende inevitavelmente do prestador ou fornecedor de servi-
¢os. Isto ¢, a experiéncia turistica depende dos recursos humanos e da forma
como estes desempenham os seus multiplos papéis desde o planeamento da
viagem até ao retorno a casa. Deste modo, a qualiﬁcagéo somente técnica é
insuficiente e inadequada, pelo que, a sua complementaridade com compe-
téncias pessoais e interpessoais ¢ fulcral para a qualidade do servico prestado
ou produto vendido dado serem parte integrante da mesma experiéncia turis-
tica (Baum, 2002; Christou, 2002; Jeou-Shyan, Hsuan, Chih-Hsing, Lin &
Chang-Yen, 2011; Mitchell, Pritchett & Skinner, 2013; Tsitskari, Goudas,
Tsalouchou & Michalopoulou, 2017).

3. A sustentabilidade

Hoje em dia, a sustentabilidade é uma tendéncia mundial e serve de referéncia
para o enquadramento e desenvolvimento de neg6cios, empresas e mercados.
O conceito assenta sobre trés pilares fundamentais que, para grande parte dos
autores, assumem o mesmo grau de relevancia: econdmico, ambiental e social
(Choi & Sirakaya, 2006; Liu, 2003; Lu & Nepal, 2009; Guedes, Moura &
Carvalho, 2017). Desta forma, as empresas ¢ os trabalhadores devem evoluir
no sentido de procurarem obter melhores resultados e, consequentemente,
pessoas mais qualificadas (Athey & Orth, 1999; Johanson, Ghiselli, Shea &
Roberts, 2010). De facto, a integragio da sustentabilidade nas préticas empre-
sariais e na educagao do capital humano garante vantagens competitivas que
conduzem ao sucesso das organizagées e dos individuos (Chung-Herra, Enz
& Lankau, 2003; Kay & Moncarz, 2004).

4. A globalizagao, o ritmo de mudanga e as
transformagées do mercado de trabalho do século XXI

As economias mundiais sao cada vez mais competitivas e globais, tornan-
do-se evidente e necessiria a retengdo e aposta em mao-de-obra altamente
qualificada, uma vez que os novos empregos que emergem exigem, por sua
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vez, novas aptidoes e competéncias (Lopez-Bonilla & Lépez-Bonilla, 2014;
Ramlall & Ramlall, 2014). Neste 4mbito, tém-se vindo a legitimar as deno-
minadas “soff skills”, que extrapolam o conhecimento técnico tradicional e se
relacionam com habilidades pessoais e interpessoais, muitas vezes relacionadas
com a inteligéncia emocional, tais como, pensamento critico, capacidade de
resolugio de problemas ou trabalho em equipa e centrado em objetivos (Baum
& Devine, 2005; Junrat, Jenphop, Suravee & Kanokorn, 2014). Desta forma,
¢ possivel responder com maior facilidade as mudangas e transformagoes do
mercado de trabalho, promovendo-se a flexibilidade e adaptabilidade dos tra-
balhadores as situages, contribuindo para o aumento da empregabilidade e,
potencialmente, um aumento na produtividade (Vafai, 2016).

5. O reconhecimento da importincia da formagao continua
e a0 longo da vida

O continuo desenvolvimento e adaptagio das competéncias a0 mundo em
rdpida mudanca, conetado e multicultural torna-se essencial para a melhoria
das condicdes de vida dos cidaddos, tornando-os mais competitivos na busca
de oportunidades de emprego e na capacidade de andlise e compreensio das
questdes globais e interculturais, permitindo-lhes a evolugio enquanto indi-
viduos e profissionais (OCDE, 2005a, 2018). Particularmente no caso do
turismo, a formagao continua dos seus profissionais ¢ essencial para o desen-
volvimento dos destinos turisticos, porque estes vao sofrendo transformagoes
tecnoldgicas e/ou sociais ao longo dos tempos, sendo de ressaltar que, na sua
grande maioria, esta formagao nao exige grandes investimentos, quando com-
parada com outras dreas de atividade (Mira, Ménico & Moura, 2017).

Simultaneamente, foi também possivel destringar alguns desafios para os
recursos humanos do setor:

A. As qualificagdes pouco elevadas dos trabalhadores

do turismo

Segundo a Confederagio Empresarial de Portugal (CIP, 2017), um dos prin-
cipais problemas estruturais do pais passa pelas baixas qualificagoes dos tra-
balhadores portugueses. Comparativamente com a Unido Europeia, Portugal
tem ainda um longo caminho a percorrer no que diz respeito a qualificagio
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de recursos humanos, principalmente na drea do turismo, dado que a maior
parte da populagio empregada neste setor detém habilitagdes ao nivel do
ensino bésico (Turismo de Portugal, 2017).

B. A cultura organizacional e as condigdes de trabalho
e remuneragio dos trabalhadores do turismo

O setor dos servigos emprega cerca de 70% do total de emprego nas economias
mais desenvolvidas (OCDE, 2005b), sendo que, no caso do turismo o traba-
lho carateriza-se, de uma forma geral, por baixos saldrios, elevadas horas de
trabalho, desigualdades de género, tanto nas oportunidades de trabalho como
nos saldrios, carreiras profissionais pobres ou inexistentes, praticas informais
de recrutamento, falta de boas priticas no desenvolvimento e gestao de recur-
sos humanos, diminuta participagio sindical, elevados niveis de rotatividade
de empregos e dificuldades de recrutamento e retengdo de pessoal (Baum,
2002; Lu, Chen, Huang & Chien, 2015). De uma forma geral, o turismo
ainda ¢ visto como um trabalho tempordrio ou ocasional, de subsisténcia ou
de complementaridade. E, por isso, mal remunerado e instdvel ou precério, o
que nao favorece a estabilidade e carreiras atrativas, fomentadoras do commit-
ment e do empowerment (Mira, Ménico & Moura, 2017).

C. As novas tecnologias: o on-line em turismo

A globalizagao das economias influenciadas por avancos tecnoldgicos altera a
natureza dos postos de trabalho tradicionais, dada a rapidez de comunicagio e
facilidade de acesso a informagio em sociedades cada vez mais “online” (Gret-
zel, Fesenmaier, Formica & O’Leary, 2006; Gekara & Snell, 2018). Neste
contexto, o nivel de qualificagio da mao-de-obra nacional ¢ dos mais baixos
da Uniao Europeia, designadamente no que concerne a competéncias digi-
tais, sendo que em Portugal, cerca de 18% dos trabalhadores no tem quais-
quer competéncias digitais (Comissao Europeia, 2018a, 2018b; Conselho da
Uniao Europeia, 2018).

D. As soft skills

Os empregadores entrevistam os candidatos com melhores conhecimentos
técnicos, mas selecionam os detentores de melhores “soff skills”, dado que
estes acrescentam valor as organizagoes (Mitchell, Skinner & White, 2010;
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Spowart, 2011). A competitividade das empresas reside no investimento em
pessoal qualificado com “hard skills” (competéncias técnicas), mas, cada vez
mais, com “soff skills” (competéncias pessoais e emocionais) que permitam aos
individuos a capacidade de resposta necessdria as novas exigéncias dos nego-
cios e dos mercados (Pérez, Alonso & Lépez, 2016; Zehrer & Mossenlechner,
2009), tornando-se uma ferramenta vital para o sucesso das organizagbes e,

consequentemente, para os destinos turisticos (Frantz & Misal, 2016; Lashley,
2009; Mira, Ménico & Moura, 2017; Nyanjom & Wilkins, 2016).

Desta forma, foi possivel apurar que hd uma necessidade premente de investir
¢ orientar as politicas de formagio e qualificagio de recursos humanos, desig-
nadamente no 4mbito do turismo. E nesta linha de pensamento que surge o
projeto HCTourism impulsionado pelas oportunidades e desafios descritos.
A identificagio das principais competéncias a deter pelos trabalhadores do
turismo e a sua priorizagao sao aspetos de extrema relevincia no contexto
atual, permitindo s organizagdes obter vantagens competitivas num mercado
globalizado e altamente competitivo. Deste modo, serd possivel contribuir
para o ajuste e adequagao dos modelos de ensino em turismo, com repercus-
soes no perfll técnico e comportamental dos futuros profissionais, de acordo
com os objetivos e necessidades das organizagoes contemporineas (Jeou-
-Shyan, Hsuan, Chih-Hsing, Lin & Chang-Yen, 2011; Lu, Chen, Huang &
Chien, 2015). O que, por sua vez, tenderd a promover a motivagio e satisfa-
¢do no trabalho, contribuindo para a obten¢io de melhores performances e
resultados operacionais (Weinland, Gregory & Petrick, 2016).

Neste contexto, pretendeu-se que a propria implementagio do projeto
HCTourism fosse também uma experiéncia preliminar de identificagio de
competéncias dos estudantes envolvidos e formados em turismo.

Assim, no que concerne ao 4mbito restrito do contexto de trabalho do pro-
jeto HCTourism, foi possivel identificar as seguintes oportunidades:

* constitui¢io de um laboratdrio em contexto real, permitindo a aplicagio
de competéncias transversais adquiridas ao longo dos seus percursos acadé-
micos (fora de sala de aula);

* compatibilizagio de interesses ¢ fomento de competéncias de comuni-
€acao;
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¢ partilha de informago e conhecimento;

* aprendizagem e utilizagao e de novas tecnologias, designadamente de sof
tware de tratamento de dados;

* sensibilizagio e consciencializagdo da importancia da investigagdo cien-
tifica.

Por outro lado, reconhecem-se os desafios subsequentes:

¢ melhoria da formagio em termos de soff skills, nomeadamente de compe-
téncias comportamentais (tais como responsabilidade, proatividade e auto-
nomia) e de gestdo (como gestio do tempo ou capacidade de resolugio de
problemas);

* aposta em competéncias transversais, especialmente no que concerne a
conhecimentos de lingua materna escrita;

* dominio escrito e oral de linguas estrangeiras;

* necessidade de formagio mais aprofundada no dmbito da investigagio
cientifica.

Estes resultados servem apenas de reflexdo exploratéria, mas poderao, desde
jd, apoiar diagnésticos de necessidades de educagio e formagio em turismo
para o futuro.

Principais conclusoes e orientagées estratégicas para o futuro

Com a evolugio das denominadas sociedades do conhecimento, devem surgir
novos modelos educacionais baseados em competéncias que derivam das evo-
lugdes sociais e produtivas vividas. A identificagio do conjunto de competén-
cias relevantes para cada profissio ajuda as organizagdes a contratar e a reter os
melhores recursos humanos e, 20 mesmo tempo, a oferecer oportunidades de
carreira aos seus trabalhadores, gerando bem-estar organizacional e, simulta-
neamente, qualidade de vida societal.

Neste sentido, torna-se imperativo que os trabalhadores estejam cada vez
mais bem preparados para as novas exigéncias do mercado de trabalho dado
que as necessidades variam, diversificam-se ¢ evoluem ao longo dos tempos
(Jeou-Shyan, Hsuan, Chih-Hsing, Lin & Chang-Yen, 2011; Lashley, 2009).
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Assim, as instituigoes de ensino e formagio tém um papel fundamental na
identificagio e compreensdo das competéncias e conhecimentos exigidos e
necessdrios ao mercado de trabalho, fazendo corresponder as expetativas dos
recrutadores, as qualidades dos proponentes.

No turismo especialmente, jd que se trata de um setor de atividade em cons-
tante mudanca, reestruturagio e evolucdo, adequando-se as tendéncias do
mercado, reformulando servigos de acordo com os comportamentos dos con-
sumidores, necessitando, por isso, da atualizagio permanente das competén-
cias dos seus trabalhadores. Este setor de atividade tem vivido periodos de
aumento crescente de competitividade ao longo das tltimas décadas e, apesar
do paralelo aumento da oferta educativa e formativa especializada, esta no é
suficiente para dar resposta as novas exigéncias do mercado, particularmente
no ambito das competéncias pessoais e interpessoais, também denominadas
de “soft skills”, tais como consciéncia comercial, trabalho em equipa, resolugao
de problemas e pensamento analitico; e da consciencializagio da necessidade
da formago continua, ao longo da vida. Desta forma, dadas as significativas
alteragoes no ambiente educacional e empresarial devido a mudangas micro
e macro ambientais, torna-se necessdria a constante reformulagio da oferta
educativa e formativa para que o setor possa responder de forma efetiva as

necessidades do mercado (Johanson, Ghiselli, Shea & Roberts, 2010).

Hoje em dia, vivem-se, portanto, tempos de mudanca que colocam oportu-
nidades e desafios no 4mbito do capital humano que ja foram apresentados e
discutidos, mas que devem ainda ser cruzados e tidos em consideragio para a
formulagio de novas e inovadoras estratégias qualificadoras em turismo. Deste
modo, sugerem-se algumas linhas de orientagio para o futuro:

* arevisdo continua da oferta educativa e formativa, capacidades e compe-
téncias, por forma a refletir as mudangas vividas no mercado (Lin, 2002);

* 0 investimento na formagio dos trabalhadores de forma responsdvel e
partilhada entre a tutela, as instituigoes de ensino e o mercado empregador

(Mira, Ménico & Moura, 2017);

* a introdugio de novas competéncias nos planos curriculares, mais com-
plexas e de maior abrangéncia, especialmente ligadas as tecnologias de
informacio e comunicagio (Hsu, 2018);

* a aposta na maior flexibilidade dos colaboradores, capacidade de trans-
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feréncia do conhecimento e rapidez de atuagio para responder as novas e
crescentes necessidades e expetativas dos clientes (Athey & Orth, 1999);

* 0 aumento do foco na qualificagio individual e especializada e na defini-
¢ao0 do seu contributo na prossecucio dos objetivos das organizagoes, agre-
gando valor e capacidade de resposta, de forma planeada e devidamente
ajustada a sua envolvente (Pérez, Alonso & Lopez, 2016; Zehrer & Mos-
senlechner, 2009);

* 0 estimulo ao empreendedorismo, & inovagio e A transferéncia de conhe-
cimento com o incremento de projetos de investigagio aplicada (I&D).

Em suma, cré-se comprovada a importincia do capital humano no turismo
em Portugal, quando se partilha uma visio inovadora, competitiva e de qua-
lidade para o turismo neste pais. Os problemas e competéncias dos recursos
humanos sao diferentes em espécie e em extensio consoante a natureza e a
tipologia dos destinos turisticos.

A diferenciagio da experiéncia turistica far-se-4, principalmente, pela capaci-
dade de atrair e reter profissionais qualificados. Mas esta capacidade também
se relaciona com as condigoes de trabalho e com a remunerago, que devem
ser devidamente atrativas (ou devidamente regulamentadas), de forma a fixa-
rem os seus trabalhadores. Importa ainda salientar neste contexto, que as
questoes da sazonalidade podem levar (e frequentemente sdo usadas como
argumento justificativo de uma deficiente politica laboral) a uma organizagio
da gestdo de recursos humanos direcionada para pessoas com menores qualifi-
cagoes, residentes na comunidade de localizagao das empresas, que visualizam
o turismo como um trabalho tempordrio ou ocasional, de subsisténcia ou
de complementaridade. E, por isso, mal remunerado e instével ou precério.
Nestas condigées ¢ dificil ser competitivo e inovador. E dificil criar e partilhar
conhecimento. E diffcil ter servicos e produtos competitivos.
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