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Resumo: 

A incorporação de macroalgas na alimentação requer o seu estudo para uma melhor aplicação 

na indústria alimentar. Foram estudados extratos com acetato de etilo da macroalga Ericaria 

selaginoides. Tendo como variáveis o tipo de trituração/homogeneização e o tempo de extração 

e como respostas, o rendimento e a análise dos ésteres metílicos dos ácidos gordos (FAME)  foi 

selecionado o método com dupla homogeneização em homogeneizador, cujo rendimento foi 

7,8 % m/m. Efetuou-se a análise do respetivo extrato em que o  teor de fenóis totais foi 84,18 

mg GAE/g de matéria seca de extrato, a atividade antioxidante, medida pelo método do poder 

antioxidante de redução férrica (FRAP) foi de 3211,68 μmol Eq Fe2+g/ms e pelo método do ácido 

2,2’-azinobis-(3- etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS) com 379,01 μmol Eq Trolox/g ms. A 

atividade anti-inflamatória foi elevada, com 79% de inibição da cicloxigenase-2 (COX-2). À 

exceção da atividade anti-inflamatória, as restantes análises mostram valores superiores no 

extrato em comparação aos verificados na biomassa. O extrato obtido e caracterizado foi 

incorporado numa matriz alimentar, um iogurte natural, para se obter um alimento com 

funcionalidade acrescida. Foram formulados iogurtes com 0,9 g e 1,8 g de extrato seco por litro 

de iogurte. A atividade antioxidante avaliada pelo método FRAP foi de 0,43 μmol Eq Fe2+/g e 

2,47 μmol Eq Fe2+/g para os iogurtes com menor e maior concentração de extrato, 

respetivamente. Foi realizada uma análise sensorial, por teste hedónico e um painel de 50 

provadores, através da qual se percebeu que quanto maior a percentagem de incorporação de 

extrato maior a rejeição por parte do provador. Foram identificadas propriedades benéficas no 

extrato de E.selaginoides, no entanto, as características sensoriais indesejadas do mesmo, 

evidenciam a necessidade de procura de métodos de extração mais seletivos ou de 

encapsulamento do extrato previamente à incorporação em alimentos. 

Palavras-chave: Macroalga; Extração; Atividade Anti-inflamatória; Atividade Antioxidante; 

Alimento Funcional 



 
 

IV 
 

Abstract    

The incorporation of macroalgae in food requires its study for a better application in the food 

industry. Extracts with ethyl acetate from the macroalgae Ericaria selaginoides were studied. 

Having as variables the type of grinding/homogenization and the extraction time and as 

answers, the yield and the analysis of the fatty acid methyl esters (FAME), the method with 

double homogenization in a homogenizer was selected, whose yield was 7.8 % m/m. The 

analysis of the selected extract was carried out in which the total phenols content was 84.18 mg 

GAE/g of extract dry matter, the antioxidant activity, measured by the ferric reduction 

antioxidant power (FRAP) method, was 3211.68 μmol Eq Fe2+g/dry matter and by the method 

of 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) was 379.01 μmol Eq Trolox/g dry 

matter. Anti-inflammatory activity was high, with 79% inhibition of cyclooxygenase-2 (COX-2). 

With the exception of the anti-inflammatory activity, the remaining analyses showed higher 

values in the extract compared to those verified in the biomass. The extract obtained and 

characterized was incorporated into a food matrix, a natural yogurt, to obtain a food with 

increased functionality. Yogurts were formulated with 0.9 g and 1.8 g of dry extract per liter of 

yogurt. The antioxidant activity evaluated by the FRAP method was 0.43 μmol Eq Fe2+/g and 

2.47 μmol Eq Fe2+/g for yogurts with lower and higher extract concentrations, respectively. A 

sensory analysis was carried out by hedonic test and a panel of 50 tasters, through which was 

clear that the higher the percentage of extract incorporated, the greater the rejection by the 

taster. Beneficial properties were identified in the extract of E.selaginoides, however, the 

undesirable sensory characteristics of the extract, highlight the need to search for more selective 

extraction methods or encapsulation of the extract prior to incorporation in foods. 

Keywords: Macroalgae; Extraction; Anti-inflammatory activity; Antioxidant activity; Functional 

food 
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1 
 

1 Introdução e objetivos 
 

Atualmente existe grande interesse na exploração de recursos marinhos como é o caso 

das macroalgas, estes organismos possuem, muitas vezes, compostos com propriedades de 

grande valor biológico. Por sua vez, os alimentos funcionais são cada vez mais procurados pelos 

consumidores. A adição dos compostos obtidos a partir de macroalgas, poderá garantir o 

aproveitamento deste recurso natural e o suprimento de necessidades dos consumidores cada 

vez mais preocupados com a saúde e bem-estar. A procura de soluções cómodas, versáteis e 

apelativas que permitam englobar os benefícios pretendidos para uma vida saudável são um 

dos atuais desafios da indústria alimentar. 

A realização deste trabalho teve como objetivo selecionar o melhor método de extração 

da macroalga Ericaria selaginoides e conhecer a atividade biológica da mesma, de forma a 

posteriormente desenvolver um alimento funcional através da incorporação do extrato desta 

macroalga. 



 

2 Enquadramento Teórico 

2.1 Macroalgas 
 

As algas são organismos fotossintéticos que podem existir na forma de organismos 

unicelulares microscópicos (microalgas) ou multicelulares de diversos tamanhos (macroalgas) 

(Ibañez & Cifuentes, 2013).  

As macroalgas são organismos multicelulares, macroscópicos, eucariotas e autotróficos 

(Leandro et al., 2020). Estes organismos, como produtores primários que são, estão na base da 

cadeia alimentar marinha, garantindo a subsistência de comunidades de animais bentónicos 

(Klnc et al., 2013).  Assumem também um papel importante na regulação de oxigénio na biosfera 

e possivelmente no sequestro de carbono e posterior exportação para grandes profundidades 

no oceano, garantindo que o mesmo não é liberto durante vários anos (Abdul et al., 2016; 

Krause-Jensen & Duarte, 2016). 

 Com base na cor que apresentam as macroalgas marinhas podem ser classificadas em 

três grandes grupos taxonómicos: algas verdes, algas vermelhas e algas castanhas. As algas 

verdes pertencem ao filo Chlorophyta e possuem pigmentos nas suas células como a clorofila a 

e b, xantofilas e carotenoides. A cor das algas vermelhas deve-se ao pigmento de ficoeritrina, 

possuem também clorofila a e d nas suas células e pertencem ao filo Rhodophyta. Já as algas 

castanhas devem a sua cor à presença de carotenoides, nomeadamente a fucoxantina, possuem 

também clorofila a e c. Pertencem ao filo Ochrophyta e à classe Phaeophyceae (Gupta & Abu-

Ghannam, 2011; Leandro et al., 2020).  

O interesse pelas algas é justificado pela presença de várias moléculas com potenciais 

benefícios para a saúde. As condições ambientais a que as macroalgas estão sujeitas sofrem 

constante mudança, como é o caso das variações de temperatura e salinidade das águas, a 

poluição e a radiação ultravioleta. Graças a estas condições as algas evoluíram de forma a 

estarem adaptadas às mesmas, o que espoletou a necessidade de produzirem diversos 

metabolitos secundários (Leandro et al., 2020). O metabolismo primário diz respeito à síntese e 

decomposição de compostos como proteínas, ácidos nucleicos e hidratos de carbono, essenciais 

ao crescimento dos organismos (Dewick, 2002). Para o seu eficaz crescimento e reprodução, as 

macroalgas produzem também diversas proteínas e aminoácidos, ácidos gordos e grande 

variedade de polissacáridos(Leandro et al., 2020). Já os metabolitos secundários não são 

geralmente essenciais, resultam  da adaptação ou defesa dos organismos ao ambiente que os 
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rodeia e às condições onde se desenvolvem (Dewick, 2002). É o caso das vitaminas, compostos 

fenólicos e esteróis (Leandro et al., 2020).  

Para grande parte das espécies de macroalgas, o ciclo rápido de crescimento e a 

possibilidade de controlo de produção de determinados compostos bioativos, em função da 

manipulação das condições de cultivo, são alguns dos aspetos que permitem ter estes 

organismos em forte consideração como alternativa à síntese química dos compostos 

pretendidos (Plaza et al., 2008). 

 

2.1.1 Composição 
 

Como referido anteriormente as algas marinhas são consideradas importantes 

reservatórios de compostos bioativos com potencial benéfico para a saúde humana uma vez 

que demonstram possuir atividades de relevo como a atividade antioxidante, anti-inflamatória 

e antitumoral. Possuem também compostos com propriedades neuroprotetoras e como tal, 

com grande potencial para desenvolvimento de alimentos funcionais e nutracêuticos com 

benefícios para o bom funcionamento do nosso organismo (Custódio et al., 2016). 

2.1.1.1 Lípidos 

 

Os lípidos totais (LP) representam 1 a 6% da matéria seca das macroalgas marinhas 

(Fleurence & Levine, 2016). O teor de lípidos presentes varia em função da espécie da macroalga 

bem como das condições ambientais em que a mesma se desenvolve, como a temperatura, a 

salinidade, a estação do ano, entre outros fatores (Miyashita et al., 2013). Os lípidos podem ser 

classificados em dois grupos: polares e neutros. Os lípidos polares incluem os fosfolípidos e os 

glicolípidos, enquanto os lípidos neutros incluem os acilgliceróis (tri-, di- e monoacilgliceróis) e 

os ácidos gordos livres (D’Alessandro e Filho, 2016). A classe dos fosfolípidos e dos glicolípidos 

constitui cerca de 1 a 5 % da massa das células das macroalgas. Na maioria destas algas os 

glicoglicerolípidos representam mais de metade do conteúdo de lípidos totais (Miyashita et al., 

2013; Rodrigues et al., 2015). 

Glicolípidos e Fosfolípidos 

Os glicolípidos são lípidos polares ligados a resíduos de hidratos de carbono. Estes 

garantem a energia necessária a processos como a fotossíntese. Desempenham também um 

papel importante no reconhecimento celular, uma vez que estão associados às membranas das 

células (Miyashita et al., 2013). Apesar de presentes em menor proporção, os fosfolípidos são 
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também de grande importância nos mecanismos de sinalização molecular nas macroalgas. Os 

fosfolípidos são constituídos por ácidos gordos e um grupo fosfato ligado a um glicerol. 

(Miyashita et al., 2013; Santos et al., 2020).  

PUFA 

As macroalgas possuem grande variedade de ácidos gordos polinsaturados (PUFA) com 

atividades biológicas igualmente diversas (Shanura Fernando et al., 2016). 

Os ácidos gordos polinsaturados são muito importantes para o metabolismo humano. 

Além de serem um dos principais constituintes dos fosfolípidos das membranas celulares 

desempenham também um papel relevante na biossíntese de moléculas semelhantes a 

hormonas, os eicosanóides, como as prostaglandinas, os tromboxanos e os leucotrienos. 

(Pereira et al., 2012)    

Os ácidos gordos de cadeia longa são, na sua maioria, sintetizados pelos vertebrados, no 

entanto, o ácido α-linolénico (ALA, 18:3 n-3) e o ácido linoleico (LA, 18:2 n-6) são exceção. Estes 

são precursores para a biossíntese de outros PUFA n-3 e n-6 e devem estar presentes na 

alimentação, são ácidos essenciais. No organismo humano o ALA pode ser convertido em ácido 

eicosapentaenóico (EPA, 20:5 n-3) e em ácido docosahexaenóico (DHA, 22:6 n-3). Segundo as 

recomendações da agência europeia da segurança alimentar o consumo de EPA + DHA deve ser 

de pelo menos 250 mg por dia (EFSA, 2010) quer através da alimentação ou da suplementação 

direta (Pereira et al., 2012).  

O rácio n-6:n-3 deve ser inferior a 10 para evitar doenças cardiovasculares, inflamatórias 

e neurológicas. O equilíbrio no consumo destes ácidos gordos na alimentação promove a saúde. 

Os ácidos gordos n-3 demonstram atividade anti-inflamatória e antioxidante, promovem 

também o bom funcionamento do sistema nervoso, uma vez que são um dos componentes 

principais das células cerebrais. Por outro lado, a maioria dos ácidos gordos n-6 tendem a 

promover inflamação e crescimento de tumores (Van Ginneken et al., 2011).   

Uma vez que são usadas as mesmas enzimas para a síntese de ácidos gordos de cadeia 

longa n-3 e n-6 a produção em maior quantidade de um implica, geralmente, a diminuição da 

síntese do outro (Pereira et al., 2012) . Os PUFAS n-3 podem ser obtidos através do consumo de 

peixe, enquanto os PUFAs n-6 são maioritariamente consumidos pela ingestão de óleos vegetais 

(Van Ginneken et al., 2011).      

Atualmente as principais fontes de ALA e LA consumidas são o peixe e os óleos vegetais 

(Pereira et al., 2012). Contudo, é nas algas marinhas e no fitoplâncton que encontramos a fonte 
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primária destes PUFA. Com o decréscimo das populações de peixe é urgente explorar 

alternativas para o consumo de PUFA, como por exemplo as algas marinhas. Estas, apesar de 

geralmente apresentarem um teor lipídico baixo, podem ser uma alternativa viável para a 

obtenção de PUFA n-3 e n-6. (Pereira et al., 2012; Van Ginneken et al., 2011)  

 

Esteróis 

  

Os esteróis são derivados de triterpenóides formados por 6 unidades de isoprenos 

(Fernando et al., 2016). Estes compostos presentes nas macroalgas marinhas variam consoante 

a espécie das mesmas. No caso das algas castanhas estão presentes o colesterol, o brassicasterol 

e em maior proporção o fucosterol. O colesterol afeta a fluidez da membrana celular, sendo 

essencial para o bom funcionamento celular. Está também envolvido na sinalização celular e 

funciona como percursor para determinadas proteínas e hormonas (Holdt & Kraan, 2011). É 

também de grande interesse o uso do fucosterol extraído das macroalgas uma vez que este 

apresenta atividades biológicas relevantes  como atividade antioxidante, antidiabética, hepato-

protetora, antifúngica e ainda contribui para a redução do colesterol no plasma  (Abdul et al., 

2016).  

 

2.1.1.2 Pigmentos 

 

Os pigmentos presentes nas algas incluem as clorofilas, os carotenoides e as ficobilinas. 

Além da sua comercialização para efeitos de coloração os pigmentos de macroalgas começam a 

ganhar interesse pelo potencial que demonstram a nível de benefícios para a saúde (Cardoso et 

al., 2014). 

As clorofilas são pigmentos lipossolúveis que podem ser encontrados nas algas, plantas 

superiores e cianobactérias que realizam a fotossíntese. Os carotenoides estão também 

presentes nas algas, em plantas superiores e em bactérias fotossintéticas. Para além de 

absorverem energia luminosa, estes pigmentos funcionam como antioxidantes, uma vez que 

inativam espécies reativas de oxigénio formadas pela exposição à luz e ao ar (Holdt & Kraan, 

2011) 

Alguns carotenoides, como os β-carotenos, estão presentes em todas as algas outros são 

característicos de determinadas algas. É o caso da zeaxantina característica de algas vermelhas 



 
 

6 
 

e a fucoxantina predominante em algas castanhas (Holdt & Kraan, 2011). A fucoxantina é 

vulnerável à degradação por agentes externos como altas temperaturas e pressão, luz e a 

exposição a oxigénio. A estabilidade da fucoxantina é comprometida em função das condições 

de processamento e posterior armazenamento e pode ser melhorada na presença de 

ingredientes orgânicos como os polifenóis. Por norma os valores de fucoxantina presente nas 

algas aumentam do inverno para a primavera e decrescem durante o verão.  Existem evidências 

de que a fucoxantina apresenta propriedades benéficas para a saúde. Os seus benefícios advém 

da capacidade antidiabética, anti-inflamatória, antioxidante e do efeito protetor que podem ter 

para os ossos, cérebro, pele e olhos (Cardoso et al., 2014).  

As ficobiliproteínas são pigmentos solúveis em água que se encontram no citoplasma ou 

no estroma dos cloroplastos. São complexos formados pela ligação covalente entre ficobilinas e 

proteínas (Cardoso et al., 2014). Algumas das propriedades biológicas de relevo destes 

pigmentos incluem a atividade antioxidante e anti-inflamatória a capacidade antiviral e 

antitumoral (Holdt & Kraan, 2011).  

 

2.1.1.3 Proteínas e enzimas 

 

A composição em proteína e aminoácidos das macroalgas varia consoante o grupo de 

algas. A percentagem de proteína e aminoácidos é superior nas algas vermelhas, seguida das 

algas verdes e em menor percentagem nas algas castanhas, cerca de 3-15% da matéria seca 

nestas últimas. É de salientar a alga castanha Undaria pinnatifida (Wakame) em que o conteúdo 

proteico é elevado para uma alga castanha (11-24% da matéria seca) (Fleurence & Levine, 2016) 

Em algumas algas castanhas estão presentes em elevadas quantidades aminoácidos de cadeia 

lateral com carga negativa, como é o caso do ácido aspártico e o ácido glutâmico. Atualmente é 

de interesse comercial o uso do ácido glutâmico sob a forma de sais de sódio (E621) para 

aplicação como aditivo alimentar (Cardoso et al., 2014). 

 A percentagem de proteína também varia consoante a estação do ano, em consequência 

das condições em que a alga se desenvolve. Geralmente o conteúdo em proteína nas macroalgas 

é superior no inverno (Cardoso et al., 2014). Na maioria das macroalgas estão presentes os 

aminoácidos essenciais que o organismo não consegue produzir. Alguns destes estão presentes 

em quantidades semelhantes às encontradas nas leguminosas, é o caso da isoleucina e a 

treonina. A histidina também está presente em quantidades semelhantes às encontradas nas 

proteínas do ovo (Fleurence, 1999).  
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Na fração de aminoácidos livres geralmente estão presentes a alanina e aminoácidos não-

proteinogénicos, como o ácido aminobutírico, a taurina, a ornitina, a citrulina e a hidroxiprolina. 

A diferente proporção destes aminoácidos tem influência no sabor das algas comestíveis, é o 

caso da espécie Porphyra tenera (nori) que apresenta um sabor distinto conferido pela alanina, 

o ácido glutâmico e a glicina (McHugh, 2003).   

As proteínas das macroalgas castanhas são descritas como fonte de treonina, valina, 

leucina, lisina, glicina e alanina. Nestas algas a biodisponibilidade das proteínas é por vezes 

limitada pelo elevado conteúdo de fenóis, o que possivelmente não sucede nas algas verdes e 

vermelhas uma vez que possuem níveis de fenóis mais baixos e maior conteúdo proteico (Holdt 

& Kraan, 2011; Mabeau & Fleurence, 1993). 

As lectinas são proteínas com afinidade para se ligarem a hidratos de carbono 

(glicoproteínas). É devido à ligação entre proteínas e hidratos de carbono que as lecitinas estão 

envolvidas em diversos processos biológicos, como interação entre hospedeiro e o agente 

patogénico, comunicação célula a célula e indução à apoptose. Atualmente existe interesse na 

purificação destas proteínas para uso na indústria farmacêutica (Holdt & Kraan, 2011; Hori et 

al., 2000). Estas glicoproteínas contribuem para o aumento da aglutinação das células do sangue 

(eritrócitos), intervêm também na deteção de alterações da síntese de glicanos relacionadas 

com doenças provocadas por agentes infeciosos como vírus, bactérias, fungos e parasitas (Holdt 

& Kraan, 2011). 

2.1.1.4 Polissacáridos 

 

Os polissacáridos são polímeros de açúcares simples, os monossacáridos, unidos por 

ligações glicosídicas. Podem ser usados como estabilizadores, emulsionantes e espessantes, 

entre outras utilizações para aplicação comercial (Holdt & Kraan, 2011). Os polissacáridos são 

classificados em dois grupos distintos de acordo com a sua função biológica: Polissacáridos de 

estrutura e de armazenamento de energia (Stadnik & Freitas, 2014). No seu conjunto, e em 

determinadas espécies, os polissacáridos representam até 76% da matéria seca de algumas 

macroalgas (Holdt & Kraan, 2011).  

Os polissacáridos das paredes celulares conferem rigidez ao talo nas macroalgas e são 

essencialmente compostos por celulose, hemicelulose e polissacáridos neutros. Quer os 

polissacáridos de estrutura, quer os de armazenamento estão presentes em diferentes 

concentrações em função das espécie da alga (Holdt & Kraan, 2011). 
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As algas verdes contêm polissacáridos constituídos por galactanos e xilanas sulfatados. 

Nas algas castanhas predomina o ácido algínico castanho, o fucoidano e a laminarina (β-1,3 

glucano). Nas algas vermelhas existe agar, carragenanas, xilanas, galactano sulfatado 

hidrossolúvel, bem como porfirano (Holdt & Kraan, 2011). 

Os alginatos são os principais polissacáridos nas algas castanhas. Estes são um dos 

coloides alimentares mais importantes com diversas aplicações, além de aplicados na indústria 

alimentar servem também a indústria farmacêutica e cosmética. Na indústria alimentar são 

utilizados como espessantes, emulsionantes e géis. Estes polissacáridos estão também 

associados a efeitos positivos no trato gastrointestinal, na regulação do apetite e possuem ainda 

propriedades com efeito antidiabético. São também considerados bons pré-bióticos, uma vez 

que promovem o crescimento de bactérias benéficas ao organismo (Afonso et al., 2019). 

O monómero fucose está presente nos fucanos sulfatados, polissacáridos que podem ser 

encontrados em algas verdes, vermelhas e, em maior quantidade, nas algas castanhas (Pomin & 

Mourao, 2008). Têm sido demonstradas atividades biológicas de interesse para os fucanos, a 

atividade antioxidante, anticoagulante, antitumoral, anti-inflamatória, entre outras com 

resultados pré-clinicos promissores (Wang et al., 2019) A ingestão de fucoidanos presentes em 

algas castanhas poderá ter efeito protetivo através da inibição da replicação viral e ao estimular 

o sistema imunitário(Holdt & Kraan, 2011). 

As fibras alimentares são polissacáridos não digeríveis presentes nas macroalgas e podem 

ser classificadas em dois tipos. As fibras insolúveis, como é o caso da celulose, dos mananos e 

xilanos, e as fibras solúveis em água como o agar, os ácidos algínicos, a laminarina e o porfirano. 

A fibra solúvel permite prolongar a sensação de saciedade, a redução dos níveis de colesterol e 

glicose no sangue (Fleurence & Levine, 2016; Holdt & Kraan, 2011). Por sua vez, a fibra insolúvel 

facilita o movimento do material no sistema digestivo facilitando a defecação, de forma a que 

ambas contribuem de forma positiva para o processo de digestivo (Holdt & Kraan, 2011).  Além 

dos benefícios mencionados as fibras alimentares podem agregar-se a compostos tóxicos e 

permitir que estes sejam eliminados do organismo (Mišurcová et al., 2010).  

 

2.1.1.5 Vitaminas e minerais 

 

Nas algas marinhas estão presentes vitaminas de dois tipos, hidrossolúveis e lipossolúveis. 

São uma excelente fonte de vitaminas A, B1, B12, C, D e E, riboflavina, niacina, ácido pantoténico 

e ácido fólico. Comparativamente às algas verdes e vermelhas, algumas algas castanhas 
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possuem níveis mais elevados de vitamina E. As macroalgas castanhas possuem também alfa, 

beta e gama tocoferóis (Fleurence & Levine, 2016). 

A importância das vitaminas advém das diversas funções bioquímicas que possuem. 

Funcionam como hormonas, antioxidantes e como mediadores na sinalização celular e 

reguladores no crescimento e diferenciação de células e tecidos (Holdt & Kraan, 2011). 

A vitamina B12, geralmente presente em maiores quantidades em produtos de origem 

animal, é importante para a mitigação dos efeitos adversos do envelhecimento e da anemia. 

Esta pode ser também encontrada nas macroalgas marinhas, que surgem como possível 

complemento para o aporte de vitamina B12 na ausência de produtos de origem animal 

(Fleurence & Levine, 2016). 

No que respeita a minerais, uns são necessários enquanto outros são mesmo tóxicos para 

a saúde do ser humano. Nas macroalgas a composição mineral varia, não só com o Filo das 

mesmas, como também com as variações ambientais, geográficas e fisiológicas (Holdt & Kraan, 

2011).  Devido às suas características fisionómicas as algas castanhas possuem grande 

capacidade para acumulação de minerais. É de destacar a acumulação de minerais como o 

cálcio, magnésio e o fósforo. É também de salientar os elevados níveis de iodo presentes nestas 

macroalgas, bem como o baixo rácio Na/K (Sódio/Potássio) que contribui para a boa 

manutenção da saúde cardiovascular (Afonso et al., 2019).  

2.1.1.6 Compostos Fenólicos 

 

Os compostos fenólicos são compostos químicos constituídos por um ou mais grupos 

hidroxilo (-OH) ligados a um grupo hidrocarboneto aromático que fazem parte de um variado 

grupo de metabolitos secundários. A sua importância é comum a plantas terrestres e algas, uma 

vez que garantem mecanismos de defesa contra infeções e agressões ambientais (Holdt & Kraan, 

2011; Santos et al., 2019).  

Os ácidos fenólicos são compostos fenólicos mais simples em que apenas um anel 

aromático está ligado a um ou dois grupos hidroxilo, dividindo-se este grupo em ácidos 

benzóicos e ácidos cinâmicos. Os polifenóis são caracterizados pela presença de várias unidades 

de fenóis. As propriedades químicas, físicas e biológicas destes compostos são determinadas  

pelo número de unidades fenólicas e as suas características (Wang et al., 2017).  

Estes compostos são considerados como uma das moléculas mais potentes no que 

respeita à sua capacidade de prevenir distúrbios mediados pelo stress oxidativo, exemplo de 
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distúrbios neurodegenerativos e do cancro. A capacidade que possuem de doar hidrogénios ou 

eletrões e de estabilizar o radical fenoxil resultante garante, aos compostos fenólicos, uma forte 

atividade de eliminar radicais livres (Custódio et al., 2016).  

Os florotaninos são um grupo heterógeno de compostos fenólicos com potencial para 

fornecer uma grande variedade de atividades biológicas. Estes estão presentes em diversas algas 

e em concentrações mais elevadas nas algas castanhas (Holdt & Kraan, 2011). Estes compostos 

fenólicos podem ser subdivididos em outros grupos em função das ligações que apresentam, 

nomeadamente em floroglucinol, eckol e dieckol (figura 1) (Wang et al., 2017).  

 

 

 

 

Figura 1- Estrutura química dos florotaninos: Floroglucinol, Eckol e Dieckol. Adaptado de Gupta & Abu-
Ghannam, (2011)  

 

As propriedades dos compostos fenólicos incluem atividade antioxidante, antidiabética e 

proteção contra a radiação. Alguns destes compostos atuam também na prevenção de 

determinados problemas, como doenças cardiovasculares, artrite e doenças autoimunes. Os 

efeitos benéficos destes compostos chamam à atenção para as possíveis aplicações que podem 

ter, como ingredientes nutracêuticos, na indústria alimentar e na indústria farmacêutica.  

 

 

Floroglucinol 

Dieckol Eckol 
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2.1.2 Atividade Biológica  
 

A atividade biológica é, no fundo, o resultado ou efeito que se observa a nível celular, dos 

tecidos ou do organismo em si, provocado pela exposição a determinados compostos que 

podem ser encontrados em determinadas matrizes como é o caso dos extratos de macroalgas 

(Duarte, 2016). 

2.1.2.1 Atividade Antioxidante 

 

Os antioxidantes são substâncias com capacidade para proteger o organismo uma vez que 

neutralizam o efeito dos radicais livres. Estes são sintetizados como resposta ao stress 

provocado pela exposição solar a que as macroalgas podem estar sujeitas (Francisco et al., 2020; 

Yan et al., 1999). As moléculas antioxidantes neutralizam as espécies reativas de oxigénio (ROS), 

como o peróxido de hidrogénio (H2O2), o óxido nítrico (NO), o anião superóxido (O2-) e o radical 

hidroxilo (OH.). Os ROS são produzidos durante o metabolismo celular, são altamente reativos e 

como tal, tendem a dar início a reações em cadeia que podem danificar as proteínas, os lípidos 

e o ADN (Balboa et al., 2013). O stress oxidativo surge quando a capacidade de um sistema 

biológico para desintoxicar rapidamente os intermediários reativos ou para reparar os danos 

provocados não é suficiente em relação aos ROS produzidos (Duarte, 2016). À semelhança de 

outras propriedades das macroalgas também a quantidade e diversidade de antioxidantes 

presente é influenciada por fatores externos ambientais como, a salinidade,  a exposição à luz e 

o local onde se encontram estes organismos (Francisco et al., 2020; Holdt & Kraan, 2011). 

Diversos estudos apontam os extratos de macroalgas como potencial fonte de 

antioxidantes para uso em alimentos funcionais ou na indústria farmacêutica (Holdt & Kraan, 

2011). As macroalgas castanhas e as vermelhas são consideradas boas fontes de antioxidantes, 

na sua composição apresentam pigmentos, como a fucoxantina, e polifenóis, como os 

florotaninos, com atividade antioxidante (Chakraborty et al., 2013). A presença de clorofilas e 

os carotenoides também poderá contribuir para a atividade antioxidante dos extratos de 

macroalgas (Francisco et al., 2020).  

Os polifenóis presentes nas macroalgas são compostos complexos e alguns apresentam 

poder antioxidante até 100 vezes mais forte quando em comparação aos biofenóis produzidos 

pelas plantas terrestres (Francisco et al., 2020). Os florotaninos são um grupo de compostos 

fenólicos geralmente presentes em elevadas quantidades nas macroalgas castanhas, além de 

que não estão presentes em plantas terrestres. Além de atividade antioxidante estes compostos 

demostram ação protetiva contra doenças vasculares, atividade anticancerígena, anti-
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inflamatória e antimicrobiana contra determinadas bactérias geralmente presentes em algumas 

matrizes alimentares (Francisco et al., 2020). 

 

2.1.2.2 Atividade Anti-inflamatória 

 

A inflamação é um processo que se manifesta como um fenómeno microcirculatório e 

que ocorre em resposta a diversos estímulos, desde infeções exógenas, a traumas físicos e 

celulares, bem como por ação de outros agentes irritantes. O processo tem início com a ativação 

de macrófagos, induzida pela exposição ao interferão-γ, ao fator de necrose tumoral-alfa (TNFα), 

ou o lipopolissacarído microbiano (LPS) (Xie et al., 1993). O processo inflamatório é mediado por 

compostos como as oxido nítrico sintases (NOS), as cicloxigenases (COX), as prostaglandinas, 

citocinas como a interleucinas, o fator de necrose tumoral alfa (TNF- α) e beta (TNF-β) e 

quimiocinas. A maioria dos mediadores são produzidas em células ativadas, como macrófagos, 

fibroblastos e monócitos (Fernando et al., 2018). 

Apesar de crucial para o organismo, a inflamação crónica pode resultar em danos a nível 

genético e de imunorregulação que por sua vez provocam a danificação dos tecidos com o 

aparecimento de diversas doenças como diabetes, obesidade, cancro e doenças 

neurodegenerativas e cardiovasculares (Fernando et al., 2018; Jaswir & Monsur, 2011).  

Devido aos efeitos mencionados é percetível a importância dos compostos anti-

inflamatórios no tratamento das doenças inflamatórias. Contudo os medicamentos anti-

inflamatórios também apresentam efeitos secundários indesejados. Como tal, existe urgência 

na procura de terapêuticas anti-inflamatórias com propriedades pretendidas e diminuição de 

efeitos indesejados. A procura de novos compostos nas macroalgas pode ser a resposta para 

colmatar a falta de terapêuticas que satisfaçam as necessidades do organismo no combate a 

estas patologias. É precisamente nas macroalgas que existe interesse pela presença de 

compostos bioativos que podem vir a garantir efeitos protetores contra doenças inflamatórias 

e como tal podem ser uma alternativa viável a medicamentos sintéticos (Fernando et al., 2016). 

Atualmente existem estudos promissores em torno dos compostos presentes nas 

macroalgas com atividade anti-inflamatória. Os compostos fenólicos, por exemplo, com foco 

nos florotaninos característicos de macroalgas castanhas, demonstram capacidade de inibição 

de citocinas pro-inflamatórias como a oxido nítrico sintase (NOS), a cicloxigenase-2 (COX-2), 

fator de necrose tumoral alfa (TNF- α), a interleucina-1β e interleucina-6 (Fernando et al., 2016). 
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Como já referidos anteriormente outros compostos com alegada capacidade anti-

inflamatória incluem os polissacáridos sulfatados, os ácidos gordos, os esteróis e pigmentos 

como os carotenoides e a fucoxantina.  

2.2 Macroalga Ericaria selaginoides como ingrediente funcional 
 

A presença de compostos com propriedades benéficas nas algas castanhas faz destas boas 

candidatas para a aplicação em produtos alimentares. A maioria destes compostos são 

considerados seguros e estão presentes em grandes quantidades (Mansur et al., 2020). Estas 

macroalgas, pertencentes à classe Phaeophyceae, possuem elevados níveis de polissacáridos, 

vitaminas, minerais e ácidos gordos polinsaturados.  Estão presentes também metabolitos 

secundários com grande relevância como compostos fenólicos, terpenóides e alcaloides 

(Vizetto-Duarte et al., 2016).  

Os polifenóis, como é o caso do floroglucinol, apresentam atividade antiproliferativa em 

tumores presentes no cólon e mama (Lopes-Costa et al., 2017; Murphy et al., 2014). Também 

os flavonóides extraídos com acetato de etilo de algumas algas castanhas mostram-se eficazes 

na redução da viabilidade celular de algumas linhas de células cancerígenas. Os polissacáridos, 

como a laminarina e o fucoidano, são agentes ativos contra o cancro da mama, da próstata, do 

cólon e dos pulmões (Mansur et al., 2020) 

No que respeita as algas castanhas existem diversas espécies que pertencem ao género 

Cystoseira, entre elas a Cystoseira tamariscifolia (=E.selaginoides). As macroalgas do género 

Cystoseira estão distribuídas  no Oceano Atlântico e no mar Mediterrânico (Boundir et al., 2022; 

Vizetto-Duarte et al., 2016) e  demonstram em estudos fitoquímicos abundância de compostos 

como esteróis e florotaninos. Alguns destes possuem atividades biológicas desejadas para 

aplicação na indústria alimentar e farmacêutica, o caso da atividade antitumoral, antioxidante e 

antimicrobiana (Vizetto-Duarte et al., 2016). 

De entre as algas pertencentes ao Filo Phaeophyceae, as macroalgas do género Cystoseira 

apresentam um dos níveis mais altos de compostos fenólicos totais e atividades antioxidantes 

(Vizetto-Duarte et al., 2016). A alga castanha Ericaria selaginoides (Linnaeus) (figura 2) (Novoa 

& Guiry, 2020) anteriormente designada Cystoseira tamariscifolia (Papenfuss, 1950) e 

Carpodesmia tamariscifolia (Orellana et al., 2019), é uma macroalga marinha que pertence ao 

filo Ochrophyta, classe Phaeophyceae, ordem Fucales, família Sargassaceae. Está distribuída 

geograficamente pela costa do Atlântico Nordeste (NE), desde a Mauritânia até aos Países 
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Baixos, Irlanda e os arquipélagos dos Açores, Canárias e Cabo Verde, bem como pela costa do 

Mar Mediterrâneo  (Boundir et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

De entre várias espécies de algas estudadas por Custódio et al. (2016) pertencentes às 

Ocrhrophytas, Rhodophytas e Clorophytas, as que possuem maior atividade antioxidante são as 

Ocrophytas onde se insere o género Cystoseira. O maior potencial antioxidante, por exemplo, 

verificado por Custódio et al., (2016) diz respeito ao extrato metanólico de  Cystoseira 

tamariscifolia. 

No que respeita à capacidade de inibição da enzima acetilcolinestrase (AChE) foi 

demonstrado por Custódio et al. (2016) que entre várias espécies de algas estudadas, aquelas 

pertencentes ao Filo Ocrophyta possuíam maior capacidade de inibição, sendo que para o 

extrato de metanol da alga C.tamariscifolia a percentagem de inibição foi de 70,1%  com 

concentração de 1mg/mL. A análise foi também feita em relação à inibição das enzimas 

butirilcolinesterase (BuChE) e tirosinase (TYRO), permitindo perceber que os extratos de 

C.tamariscifolia também se demonstram eficazes na inibição destas enzimas. A hidrólise do 

neurotransmissor acetilcolina (ACh) por AChE e BChe provoca a diminuição dos níveis de 

acetilcolina, o que se verifica ser preocupante pela associação que existe entre baixos valores 

deste neurotransmissor e o aparecimento de patologias como a doença de Alzheimer e de 

Parkinson (Custódio et al., 2016). O que reforça a importância da existência de alternativas com 

atividade para inibição destes compostos, como se verifica nos extratos de C.tamariscifolia. Os 

extratos também se mostraram eficazes no aumento da viabilidade de células expostas ao stress 

oxidativo provocado por peróxido de hidrogénio (H2O2 ) (Custódio et al., 2016).  

Os extratos de C.tamariscifolia são também ricos em ácidos hidroxicinâmicos, estes são 

compostos fenólicos que possuem grande capacidade para prevenir distúrbios provocados por 

stress oxidativo, como é caso das doenças neurodegenerativas e do cancro (Custódio et al., 

2016; Soobrattee et al., 2005). Extratos de diferentes espécies de macroalgas pertencentes ao 

Figura 2- Macroalga Ericaria selaginoides de uma poça de 
maré no concelho de Cascais. Joana Pedro, agosto 2020. 
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género Cystoseira demonstram atividade citotóxica contra células tumorais (Mansur et al., 

2020). 

A disponibilidade e distribuição geográfica da macroalga E.selaginoides bem como as 

propriedades acima mencionadas fazem desta uma boa candidata para estudo e posterior 

formulação de alimentos funcionais, com a adição de propriedades desejadas a partir dos 

compostos da macroalga. 

2.3 Alimentos Funcionais 
 

Os alimentos funcionais (AF), além das propriedades nutricionais base, têm propriedades 

benéficas para uma, ou mais funções do organismo, contribuindo para a redução de sintomas 

de determinadas patologias e consequentemente para uma vida mais saudável (Plaza et al., 

2008). A extração de compostos das algas marinhas permite introduzir os benefícios que os 

compostos das mesmas aportam na alimentação em geral e mais concretamente no sul da 

Europa, onde o consumo de algas comestíveis ainda é residual. O conjunto de vantagens que 

incluem, a elevada biodisponibilidade dos compostos naturais extraídos, os benefícios no 

combate a determinadas patologias e a possibilidade de incorporação em diversas matrizes, 

fazem das algas marinhas uma matéria prima de elevado interesse para a indústria alimentar 

(Lordan et al., 2011; Rodrigues, 2016) 

O termo nutracêutico pode ser referente a nutrientes isolados, alimentos e a  

suplementos alimentares com propriedades benéficas para a saúde, como prevenção ou auxílio 

no tratamento de algumas doenças (Russo et al., 2016). Existe, atualmente, grande foco no uso 

de nutracêuticos derivados de recursos marinhos como é o caso das macroalgas (Duarte, 2016). 

A elaboração de alimentos funcionais tem por base a identificação das interações entre os 

alimentos ou ingrediente específico, como um nutracêutico, e as funções do organismo. 

Idealmente devem existir provas concretas destas interações e dos mecanismos associados às 

mesmas (Plaza et al., 2008).  

Existe, atualmente, grande variedade de lacticínios utilizados como produtos funcionais. 

A sua natureza emulsificada permite incorporação de ingredientes nutracêuticos mais 

hidrofílicos, bem como dos mais lipofílicos com maior facilidade. Entre os lacticínios é de 

destacar o iogurte, cujos benefícios fisiológicos intrínsecos, os atributos organoléticos positivos 

e a popularidade crescente faz destes uma boa matriz para a formulação de alimentos 

funcionais. É um alimento bem conhecido e consumido pela população, o que faz deste um bom 
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candidato à incorporação de compostos com reconhecidas atividades biológicas, como aqueles 

que se podem extrair a partir das macroalgas (Rodrigues, 2016).  
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3 Desenvolvimento Experimental 

 

3.1 Delineamento Experimental 
 

O trabalho experimental foi desenvolvido em três etapas. Inicialmente realizou-se uma 

seleção do método mais indicado para extração da componente bioativa da macroalga 

E.selaginoides, tendo como resposta o rendimento de extração e o perfil de ácidos gordos 

(FAME). Após a escolha do método procedeu-se à caracterização química do extrato resultante, 

desse mesmo método, e da biomassa. Numa terceira fase estudou-se a potencialidade de 

desenvolver um iogurte funcional com adição do extrato da macroalga em estudo. Nesta etapa 

fez-se a análise sensorial e caracterização dos iogurtes formulados. 

As etapas do desenvolvimento do trabalho encontram-se descritas na figura 3. 

Figura 3- Esquema do desenvolvimento experimental de extração, caracterização e utilização do 
extrato da macroalga E.selaginoides para incorporação em iogurte natural 

 

1- Seleção do método de extração da macroalga E.selaginoides: 

Variáveis testadas:                                          Respostas estudadas: 

 

2- Caracterização da biomassa e do extrato selecionado 

-Polifenóis totais 

-Atividade Antioxidante                - Atividade Anti-inflamatória 

 

 

 

3- Desenvolvimento de um Iogurte Funcional 

-Análise sensorial 

-Caracterização da Atividade Biológica 
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3.2 Amostragem de Ericaria selaginoides 
 

As amostras de Ericaria selaginoides utilizadas na análise da biomassa e para obtenção 

dos extratos foram recolhidas no mês de Agosto de 2020 em poças de maré no concelho de 

Cascais nas imediações do Farol do Cabo Raso (38°42'38.7"N 9°29'09.7"W). Procedeu-se à 

lavagem com água do mar aquando da colheita e posteriormente à lavagem com água potável 

nas instalações do IPMA de forma a remover o sal e qualquer tipo de detritos. As algas foram 

então armazenadas na arca a -80ºC para congelação e após várias horas foram retiradas 

rapidamente para se iniciar o processo de liofilização (Thermo Fisher Scientific, EUA). As algas 

liofilizadas foram moídas no moinho de facas Grindomix GM 200 (Retsch, Alemanha) e 

armazenadas a -80ºC para posterior análise (figura 4). 

 

3.3 Seleção do método de extração da componente bioativa de E.selaginoides  
 

Para a seleção do método de extração efetuou-se um estudo prévio comparativo entre 5 

métodos de extração. Foram tomados como resposta o rendimento de extração e os resultados 

da análise cromatográfica dos ésteres metílicos dos ácidos gordos (FAME) presentes nas 

amostras. 

O solvente de extração usado foi o acetato de etilo. As variáveis estudadas foram o tempo 

e o tipo de fragmentação da biomassa recorrendo a diferentes instrumentos: 

• Agitador orbital durante 18h (método M1) 

• Homogeneizador durante 3 min (método M2) 

• Homogeneizador durante 3 min + 3 min (método M3) 

Figura 4- (A)-Amostra de biomassa de E.selaginoides após recolha e lavagem com água doce. (B)- 
Amostra de macroalga E.selaginoides após moagem no moinho de facas Grindomix GM 200 (Retsch, 
Alemanha)  Jéssica Abreu, 2021 

 

A B 
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• Ultrassons durante 10 min (método M4) 

• Ultrassons durante 10 min + 10 min (método M5) 

 

As extrações foram efetuadas em tubos de centrífuga onde foram utilizadas tomas de 0,5 

g da macroalga E.selainoides liofilizada para tubos de centrifuga, aos quais adicionou-se 3 mL de 

acetato de etilo p.a. Foram efetuados duplicados para cada método. 

Homogeneização com agitador orbital (M1) 

Esta metodologia é, geralmente, assumida como controlo e referência no laboratório do 

IPMA. Os tubos previamente preparados foram colocados no agitador orbital a 200 rpm durante 

cerca de 18h (“overnight”). Em seguida os tubos foram centrifugados 10 minutos a 4ºC a 5000 x 

g. Recolheu-se então a fase líquida para balão em forma de pera, como na figura 5(A), 

previamente tarado, e evaporou-se o acetato de etilo em evaporador rotativo (Heidolph, 

Alemanha) a 40ºC e 120rpm. Os resíduos de solvente foram removidos sob corrente de azoto 

num evaporador de azoto Reacti-Therm III nº 18940 (Pierce, EUA) ficando após a evaporação 

com o aspeto que se observa na figura 5(B). O balão foi então pesado de forma a se obter o peso 

do resíduo seco e a massa obtida foi reconstituída em 3 mL de acetato de etilo. 

Homogeneização com polytron – Extração Única (M2) e Dupla (M3) 

As amostras previamente preparadas foram homogeneizadas no polytron (Kinematica, 

Suiça) a 30000 rpm durante 3 minutos, em seguida as amostras foram centrifugadas (5000 x g, 

a 4 ºC durante 10 minutos), efetuando-se o restante procedimento igual ao descrito 

anteriormente até se obter as amostras reconstituídas (M2). O procedimento aplicado à 

extração dupla é idêntico, sendo que neste caso após a primeira homogeneização e posterior 

centrifugação foi recolhida a primeira fase líquida. Adicionou-se então 3 mL de acetato de etilo 

ao resíduo seco e procedeu-se a nova homogeneização. Após a junção de ambas as fases líquidas 

as amostras seguiram para evaporação e subsequente procedimento já descrito anteriormente 

(M3). 

Homogeneização com Ultra-Sons – Extração Única (M4) e Dupla (M5) 

O método de homogeneização das amostras foi o sistema de ultrassons Sonorex Super 

Modelo 10 P (Bandelin Electric, Alemanha) onde as amostras foram colocadas com recurso a um 

suporte de plástico durante 10 minutos sob potência máxima de 40 kHz, após este passo o 

procedimento foi idêntico ao referido acima (M4). Para a extração dupla após a primeira 
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homogeneização no ultrassons a amostra foi centrifugada (5000 x g, a 4 ºC durante 10 minutos 

) e a primeira fase líquida recolhida para um balão em forma de pera. Ao resíduo seco que 

permanece no tubo adicionou-se novamente 3 mL de acetato de etilo e foi efetuada nova 

homogeneização no aparelho de ultrassons nas mesmas condições. Após a centrifugação a 

segunda fase líquida é recolhida e adicionada à primeira. O procedimento teve continuidade 

com a evaporação e os seguintes passos descritos anteriormente até se obter a amostra 

reconstituída em acetato de etilo (M5). 

Foi determinado o rendimento de extração para todos os métodos. Todas as amostras, 

após reconstituídas em acetato de etilo, foram armazenadas a -80ºC para ulterior caracterização 

química. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.1.1 Análise dos ésteres metílicos dos ácidos gordos (FAME) por catálise 

ácida 

 

Ainda para avaliação do método com as melhores características para a extração da 

macroalga E.selaginoides, realizou-se a análise dos FAME. As amostras do extrato de acetato de 

etilo foram colocadas em tubos de vidro de 15 mL com tampa de rosca aos quais se adicionou 5 

mL de mistura de cloreto de acetilo:metanol (1:19). Em seguida, agitou-se os tubos no vórtex 

durante 30 segundos e colocou-se os mesmos no banho a 80ºC durante 1 hora. Após 

arrefecimento durante 30 minutos a temperatura ambiente adicionou-se a cada tubo 1 mL de 

água ultra-pura (obtida pelo sistema Milli-Q Plus Millipore) e 2mL de n-heptano p.a. e agitou-se 

a mistura durante 30 segundos no vórtex. Após centrifugação, durante 3 minutos a 3000 x g e 

4ºC recolheu-se a fase orgânica (fase superior) para um vial de 2 mL através de uma coluna com 

A B 

Figura 5- A- Balão em forma de pera com fase liquida extraída após 
centrifugação e antes da evaporação B- Balão em forma de pera 
com extrato seco evaporado 
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algodão e sulfato de sódio anidro para filtração. Em seguida colocou-se a amostra no 

cromatógrafo de fase gasosa Scion 456-GC (West Lothian, UK) equipado com um detetor de 

ionização de chama e um amostrador automático com um “split” injector (1:100), ambos a 250 

ºC, com volume de injeção de 2 µL.  

Mediante os resultados obtidos no cromatógrafo é necessário realizar concentração das 

amostras quando a atenuação (AT) é baixa. Evaporou-se as amostras com baixo valor de 

atenuação nos vials sob corrente de azoto até secura completa. Adicionou-se às mesmas 200 µL 

de n-heptano e colocou-se na arca a - 80ºC para posterior repetição do procedimento 

anteriormente descrito. 

 

3.3.2 Caraterização química da biomassa e dos extratos  
 

Após avaliação dos diversos métodos de extração anteriormente descritos, foi 

selecionado, como mencionado anteriormente o método de extração dupla com 

homogeneização por ação mecânica.  

Para a preparação dos extratos, pesou-se 0,5 g de alga liofilizada para tubos de centrifuga 

de 18 mL, em quadruplicado, aos quais foram adicionados 3 mL de acetato de etilo p.a. 

Homogeneizou-se a solução a 30,000 rpm durante 3 minutos no Polytron (Kinematica, Suiça). 

Em seguida, centrifugou-se os tubos durante 10 minutos a 5,000 × g a 4 ºC. A fase líquida foi 

então recolhida para um balão em forma de pera de 50 mL, previamente pesado. Ao resíduo 

seco resultante da centrifugação adicionou-se novamente 3 mL de acetato de etilo e procedeu-

se a nova homogeneização e centrifugação nas mesmas condições descritas anteriormente. A 

segunda fase líquida recolhida resultante foi adicionada à primeira fase recolhida no balão de 

pera previamente pesado. Procedeu-se à evaporação do acetato de etilo em evaporador 

rotativo sob vácuo a 40ºC e 120 rpm com pressão de 120 mbar. Colocou-se os balões sob 

corrente de azoto para remoção do resíduo de solvente e após evaporação total pesou-se os 

balões em forma de pera de forma a quantificar a massa extraída. Após pesagem os extratos 

foram reconstituídos com acetato de etilo de forma a se obter uma concentração de 50 mg/mL 

e armazenados em vials na arca a -80ºC.  

Para a obtenção de extratos para realizar a avaliação do teor de fenóis totais e da 

atividade antioxidante preparou-se alíquotas de 500 µL de extrato de acetato de etilo em vials 

e concentração de 50mg/mL. O acetato de etilo presente nos vials foi evaporado até secura sob 
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corrente de azoto. Posteriormente, dissolveu-se o extrato seco em etanol absoluto de forma a 

se obter uma concentração de 50 mg/mL, verificando a ocorrência de dissolução completa pela 

avaliação da turbidez.  

Para os extratos elaborados diretamente a partir da biomassa foram pesadas 0,5 g de E. 

selaginoides para um tubo, ao qual adicionou-se 10 ml de etanol absoluto. Para a 

homogeneização utilizou-se um Polytron (Kinematica, Suiça) a 30000 rpm durante 1 min e 

posteriormente a agitação num agitador orbital (IKA, Alemanha) a 300 rpm, durante cerca de 

18h após as quais seguiu-se a centrifugação a 5000 × g a 4 ºC durante 10 min. Os sobrenadantes 

foram recolhidos para balões volumétricos de 10ml, com objetivo de obter uma concentração 

final de 50 mg/ml. 

 

3.3.2.1 Teor de Fenóis Totais 

 

De forma a quantificar os compostos fenólicos foi utilizada uma adaptação do método 

de Singleton e Rossi (1965) com uso do reagente Folin-Ciocalteu. O reagente é amarelo e na 

presença de compostos fenólicos dá-se a sua redução, com alteração da coloração para azul. 

Foi preparada uma solução de carbonato de sódio a 2%. O reagente Folin-Ciocalteu foi 

preparado no momento, na proporção 1:1 com água ultra-pura ao abrigo da luz. Inicialmente as 

amostras não permitiram a leitura da absorvância uma vez que encontravam-se muito 

concentradas, com coloração escura que resultou em valores de absorvância muito elevados. 

Por esta razão procedeu-se à diluição na proporção de 1:10 com água ultra-pura. Pipetou-se 10 

µL a partir dos extratos em etanol (A,B,C e D) em duplicado para cada tubo, aos quais adicionou-

se ainda 690 µL de água ultra-pura e 150 µL de reagente Folin-Ciocalteu (1:1). Os tubos foram, 

posteriormente, colocados a incubar durante 5 minutos, no escuro e a temperatura ambiente. 

Após incubação adicionou-se 750 µL de solução de carbonato de sódio 2% (m/v). Os tubos 

seguem para nova incubação a temperatura ambiente no escuro durante 1 hora e 30 minutos, 

após a qual se realiza a leitura da absorvância a 757 nm no espectrofotómetro de luz UV/visível 

Helios Alpha model (Unicam, Reino Unido). Os ensaios foram realizados em duplicado para cada 

um dos extratos (A, B, C e D) num total de 8 leituras. Foram realizados brancos como controlo 

com etanol absoluto. Para os extratos a partir da biomassa aplicaram-se diluições de 1:4, sendo 

o restante procedimento semelhante. Para estes, os ensaios foram realizados em triplicado e 

como controlo realizou-se brancos em triplicado com etanol absoluto. 
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Para a realização da curva de calibração com o ácido gálico (Sigma-Aldrich, EUA) (figura 

17, anexo) foi preparada uma solução-mãe de ácido gálico na concentração de 1mg/1mL. A 

partir da solução mãe fez-se sucessivas soluções diluídas nas concentrações de 0,01; 0,025; 0,05; 

0,1; 0,2 e 0,3 mg/mL. Para cada concentração foi retirado um determinado volume da solução-

mãe, este foi adicionado a um balão volumétrico onde adicionou-se água ultra-pura até prefazer 

o volume necessário para obter cada uma das diluições pretendidas. O ácido gálico é utilizado 

como padrão e o conteúdo fenólico é expresso em equivalentes de ácido gálico (mg GAE/g ms). 

 

3.3.3 Caracterização da atividade Biológica 

3.3.3.1 Atividade antioxidante 

3.3.3.1.1 FRAP 

 

O método FRAP (poder antioxidante de redução férrica) utilizado foi adaptado da 

técnica descrita por Benzie e Strain (1996). Este método, avalia o poder antioxidante de redução 

do ião férrico. É baseado em reações redox, as espécies oxidantes reagem com os antioxidantes 

em vez do substrato, assim, os antioxidantes reduzem os oxidantes. Neste método a presença 

de antioxidantes dadores de eletrões na solução permite a redução do complexo férrico (Fe III) 

– 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) à sua forma ferrosa (Fe II/TPTZ), ocorre alteração de coloração 

que passa de incolor a azul intenso (figura 6). A cor azul permite a leitura da absorvância a 593 

nm (Benzie & Strain, 1996; Martins et al., 2013). O Fe III é usado em excesso para que a formação 

de Fe II esteja limitada apenas pelo poder antioxidante da amostra.  

 

 

 

 

 

 

O reagente de FRAP (10:1:1) foi preparado para um volume final de 300 mL, composto 

por 250 mL de solução tampão de acetato de sódio (300 mM, pH 3,6), 25 mL de solução de TPTZ 

Antioxidante 

Fe 3+- TPTZ 

Incolor 

Fe 2+- TPTZ 

Azul intenso 

Figura 6- Esquema ilustrativo da redução do complexo Fe III/TPTZ (Incolor) para FeII /TPTZ (Azul 
intenso) na presença de substâncias antioxidantes Adaptado de Prior et al. (2005). 
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(10 mM) previamente dissolvido em ácido clorídrico (40 mM) e 25 mL de solução de Cloreto de 

Ferro (FeCl3) (20 mM).  

O tampão de acetato de sódio (300 mM, pH 3,6), utilizado anteriormente, foi preparado 

com a dissolução de 4,9 g de acetato de sódio anidro em 200 ml de água ultra-pura e 8,5 ml de 

ácido acético glacial em 500 ml de água ultra-pura. Foram transferidos, respetivamente, 18,5 ml 

e 231,5 ml de cada solução, para um balão volumétrico, perfazendo o volume de 250 ml com 

água Milli-Q. Acertou-se o pH para 3,6 (Mettler Toledo, EUA), através da adição de soluções de 

NaOH 1M ou 0,1M e HCl 1M ou 0,1M, consoante a necessidade verificada. 

Os extratos previamente preparados como descrito na secção (3.2.1) foram diluídos 

numa proporção 1:100. A cada tubo foram adicionados 100 µL de extrato diluído e 3 mL de 

reagente FRAP. Os ensaios foram realizados em duplicado para cada um dos extratos A,B,C e D. 

Para controlo utilizou-se os brancos com etanol puro em substituição do extrato. Após agitação 

no vórtex colocou-se os tubos em incubação num banho a 37ºC (Büchi, Suiça) durante 30 

minutos no escuro. Posteriormente registou-se as absorvâncias a 595 nm das amostras no 

espectrofotómetro de luz UV/visível (Unicam, Reino Unido). 

Utilizou-se uma reta de calibração com sulfato de ferro (figura 18, anexo), com leitura 

das absorvâncias das soluções padrão de concentrações de 2; 1,5; 1; 0,5; 0,25 mmol/L realizadas 

a partir de uma solução mãe de sulfato de ferro de 1g/L. Os resultados foram expressos em µmol 

Fe2+ /g ms. 

 

 

3.3.3.1.2 ABTS 

 

O método do ácido 2,2’-azinobis-(3- etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS) permite 

avaliar a atividade antioxidante mediante a capacidade de neutralização do radical, ABTS •+ pela 

A B 
Figura 7- (A)Soluções padrão de sulfato de ferro; (B) e soluções do extrato de E.selaginoides, 
imediatamente antes da leitura das absorvâncias. Jéssica Abreu, 2021 
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amostra. A alteração na coloração após a neutralização pode ser avaliada pela leitura da 

absorvância. Neste método é adicionado persulfato de potássio ao ABTS para que ocorra a 

formação de um cromóforo azul-esverdeado ABTS • + (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfónico)). Este, quando em contacto com antioxidantes, é reduzido a ABTS o que resulta numa 

solução incolor (Figura 8). A redução que ocorre depende da concentração dos antioxidantes na 

amostra, da própria atividade antioxidante e do tempo de reação. O uso deste método permite 

obter informação sobre a atividade antioxidante de carotenoides e fenóis. (Re et al., 1999). A 

capacidade de neutralização do radical ABTS•+ das amostras é expressa como percentagem de 

inibição e pode ser calculada através na presente equação:  

 

% 𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =  
𝐴0 − 𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴0
 × 100  

Onde: A0 é a absorvância do branco e Aamostra a absorvância da amostra. 

 

De forma preparar a solução de ABTS •+  a 7 mM dissolveu-se 10 mg de ABTS em 2,6 mL 

de solução de persulfato de Potássio a 2,45 mM. A solução foi depois armazenada por um 

período de 16 horas no escuro e a temperatura ambiente. 

Para diluir a solução de ABTS •+ a 7 mM preparou-se o tampão de Fosfato de Sódio (PBS) 

a 5mM com pH de 7,4. Adicionou-se 353,8 mg de fosfato dissódico a 50 mL de água Milli-Q  e 

138,5 mg de fosfato monossódico  a 20 mL de água Milli-Q. Para elaboração do tampão PBS 

retirou-se das soluções, previamente preparadas, 38,7 mL de fosfato dissódico e 11,3 de fosfato 

monossódico para um balão volumétrico de 500mL e perfez-se o volume com água Milli-Q. A 

solução de ABTS •+ a 7 mM, após incubação de 16h, foi díluida com tampão de fosfato de sódio 

5 mM de forma a se obter um absorvância de 0,70 ± 0,02 a 734 nm, utilizou-se um volume 

aproximado de 238 mL do respetivo tampão.  

Para realização do procedimento foi necessário diluir os extratos de C.tamariscifolia. 

Retirou-se do extrato previamente preparado 20 µL e diluiu-se em 95 µL de etanol. Após esta 

diluição e de forma a realizar a análise retirou-se 20 µL para um tubo ao qual adicionou-se 2 mL 

da solução diluída de ABTS •+. Após homogeneização no vórtex incubou-se os tubos durante 6 

minutos num banho a 30ºC (Büchi, Suiça), no escuro. Para os brancos usados como controlo 

utilizou-se água ou etanol absoluto. 
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Foi utilizada uma curva de calibração com Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-

ácido carboxílico), que é um análogo hidrossolúvel da vitamina E (Alam et al., 2013; Re et al., 

1999). Para realização da curva de calibração realizou-se a leitura das absorvâncias de soluções 

padrão com as concentrações de 2000; 1000; 500; 250 e 100 µmol/L elaboradas a partir de uma 

solução mãe de Trolox de 4000 µmol/L (figura 19, anexo).  

 

3.3.3.2 Atividade Anti-Inflamatória 

 

A atividade anti-inflamatória da E. selaginoides foi determinada em extratos de acetato 

de etilo. Os extratos previamente preparados, como descrito no ponto 3.3- Metodologia 

Homogeneizador – Extracção Dupla, foram colocados em vials de peso conhecido e 

posteriormente secos sob corrente de azoto de forma a se obter o resíduo seco de cada extrato. 

Conforme a massa de resíduo seco, adicionou-se determinado volume de dimetilsulfóxido 

(DMSO) de forma a se obter uma solução de armazenamento com concentração de 10 mg/mL. 

A massa de resíduo seco presente em cada vial, bem como o volume de DMSO a adicionar estão 

descritos na tabela 1.  

Tabela 1-Volume de DMSO (µl) a adicionar ao resíduo seco de extrato (mg) para obter concentração de 
[10mg/mL] 

Vials M resíduo seco de 
extrato (mg) 

DMSO (µl) a adicionar 

para [10mg/mL] 

A 5,4 540 

B 2,6 260 

C 3 300 

D 5,3 530 

Figura 8- Tubo com extrato da E.selaginoides 
que possuia coloração, incolor após ABTS. 
Jéssica Abreu, 2021 
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Para o extrato a partir da biomassa pesou-se amostras em quadruplicado de 0,2 g da 

macroalga E.selaginoides liofilizada para tubos de ensaio com adição de 2 ml de etanol absoluto. 

Realizou-se homogeneização no Polytron (Kinematica, Suiça) a 30000 rpm durante 1 min, após 

a qual os tubos seguiram para banho a 80 ºC durante 1 h. Após centrifugação a 3000 × g a 4 ºC 

durante 20 min, foi recolhida a fase líquida para balões de pera previamente pesados. O solvente 

foi evaporado em evaporador rotativo com a banho a 40 ºC (Heidolph, Alemanha) e 

posteriormente sob corrente de azoto (Pierce, EUA). Para obter-se uma solução mãe com 

concentração final de 10 mg/ml o resíduo foi pesado e dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO), 

desta solução retirou-se 1 ml para balão volumétrico de 10 ml, onde o volume perfez-se com 

DMSO para obtenção da solução filha de concentração final de 1 mg/ml. Os extratos foram 

armazenados em vials a -80 ºC até posterior análise. 

 

3.3.3.2.1 Método de inibição da cicloxigenase 2 (COX-2) 

 

Através da quantificação da prostaglandina F2α (PGF2α), catalisada a partir do ácido 

araquidónico (AA), é possível determinar a inibição da enzima cicloxigenase-2 (COX-2) e dessa 

forma avaliar a atividade anti-inflamatória. Para tal, é realizado um ensaio imunoenzimático 

(ELISA), este tem por base a competição por um antissoro, entre prostaglandinas (PG) e um 

conjugado PG - acetilcolinesterase (AChE), denominado PG tracer. A quantidade de PG tracer 

que se liga ao antissoro será inversamente proporcional à concentração de PG que será 

produzida e depende da capacidade anti-inflamatória na amostra em questão. As placas 

possuem 96 poços e estão revestidas com imunoglobulinas G (IgG) anti-coelho de rato. Os 

complexos às quais se irão ligar os complexos de antissoro com PG ou PG “tracer” vão ligar-se 

às IgG. Após lavagem da placa e para remoção dos reagentes que não estabeleceram ligações 

nos poços, adiciona-se o reagente de Ellman’s. Este possuí o substrato necessário para que 

ocorra a reação catalisada pela AChE. É possível determinar a intensidade da coloração amarela 

do produto que resulta desta reação através da leitura da absorvância a 415 nm.  

Uma vez que a intensidade da cor é proporcional à quantidade de PG tracer que 

estabeleceu ligações no poço (Cayman Chemical Company, 2018), quanto menos PG livre maior 

será a absorvância. Por sua vez quanto maior a absorvância, maior a inibição da COX-2 e maior 

a atividade anti-inflamatória da amostra que foi testada. 

De forma a testar os extratos com concentração de 1 mg/mL adicionou-se 450 µl de 

DMSO a 50 µl da solução de armazenamento com concentração de 10 mg/mL em cada um dos 
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quatro vials (A, B, C e D). Utilizou-se um kit de inibição da COX (Cayman Chemical Company, Ann 

Arbor, MI, USA) para avaliação da inibição da cicloxigenase (COX-2) de acordo com as 

recomendações do fabricante. O volume utilizado foi de 10 μl de cada um dos extratos da 

amostra ou de DMSO. A reação tem início com a adição de 10 μl de ácido araquidónico 10 mM 

a todos os tubos de reação que, após agitação no vortex, seguem para incubação em banho 

termostatizado durante 2 minutos a 37 ºC. Adiciona-se 30 μl de cloreto estanhoso com a 

finalidade de parar a reação. Após 18 horas de incubação (a temperatura ambiente com 

agitação), lavagem, adição de reagente de Ellman e posterior incubação no escuro, com agitação 

(200 rpm), durante 90 minutos, os prostanóides produzidos foram quantificados indireta e 

espectrofotometricamente no leitor de microplacas Biorad, modelo 680 (figura 9), a 412 nm, via 

ELISA. Os resultados foram expressos como percentagem de inibição da COX-2.  

 

3.3.4 Análise Estatística 
 

Para testar a normalidade e a homogeneidade de variância, foram aplicados o teste de 

Kolmogorov-Smirnov e o teste de Levene F, respetivamente. Os dados que corroboraram estas 

assunções foram analisados por uma distribuição one-way ANOVA utilizando um teste post-hoc 

Tukey HSD para comparar o rendimento de extração em função do método e um teste LSD para 

comparar os métodos em função da análise FAME. Para comparação das atividades 

antioxidantes, teor de fenóis totais e atividade anti-inflamatória também foi usada uma one-

way ANOVA. Quando a normalidade e/ou homogeneidade da variância não foi verificada (como 

na análise do método FRAP dos iogurtes com adição de extrato), foi usado o teste não 

paramétrico Kruskal-Wallis (análise da variância) para análise dos dados. Seguido de um teste 

Figura 9- Placa no leitor de placas Biorad, modelo 680 para 

leitura da absorvância. Jéssica Abreu, 2021 
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não-paramétrico de comparações múltiplas (Zar, 1999). O nível de significância (α) foi 0,05 para 

todos os testes estatísticos. A análise de dados foi realizada utilizando o programa STATISTICA 7 

(Stat-soft, Inc. USA, 2004). 

 

3.3.5 Resultados e discussão 
 

3.3.5.1 Rendimento de extração 

 

Na figura 10 apresenta-se o rendimento de extração com acetato de etilo da macroalga 

E.selaginoides em função do método de extração utilizado. Os métodos onde se verificou um 

rendimento mais baixo foram o M4 e M5, ambos com recurso ao equipamento de ultrassons 

para agitação/fragmentação do material. O método que apresentou um valor mais baixo foi o 

M4, que diz respeito a uma única extração. O método onde o rendimento foi significativamente 

superior (p<0.05) diz respeito à extração dupla com recurso ao homogeneizador (M3).  Através 

dos resultados e com o objetivo de selecionar o método onde o rendimento foi superior é 

possível escolher com diferença significativa (p<0.05) o método M3.  

Os resultados obtidos permitiram excluir, de imediato, o método M4 com um rendimento 

inferior a 1% pelo que o respetivo extrato não prosseguiu para análise da percentagem dos 

ácidos gordos presentes. 
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Figura 10- Rendimento (%) de extração da macroalga E.selaginoides com acetato de etilo (M1- 
Agitador orbital M2- Homogeneizador (extração única) M3- Homogeneizador (extração dupla)  M4 
– Ultrassons (extração única) M5 - Ultrassons (extração dupla)). As diferentes letras minúsculas 
correspondem a diferenças estatísticas significativas (p<0.05) entre métodos usados. 
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Em relação à bibliografia é difícil a comparação de métodos, dadas as diferenças de 

metodologias e solventes usados. Para algas pertencentes ao género onde antes se incluía a 

macroalga E.selaginoides, o género Cystoseira, existe evidência de rendimentos de extração 

semelhantes aos obtidos neste estudo, enquanto outros são consideravelmente superiores. 

Num estudo feito por Ruberto et al. (2001) em que a extração foi realizada com CH2Cl2, o 

rendimento de extração para Cystoseira amentacea foi de 0,67%. C.crinita apresentou um 

rendimento de 0,87% e C.legans e C.algeriensis , 0,52% e 0,21% respetivamente. O rendimento 

superior no presente estudo poderá estar relacionado com o uso do acetato de etilo em 

substituição do diclorometano. Foram obtidos rendimentos de extração consideravelmente 

superiores por De La Fuente et al., (2021), onde extratos etanólicos de C. amentacea tiveram 

um rendimento de 31%. Para a alga C.tamariscifolia foi mostrado por Moussa et al. (2020) que 

o rendimento apresenta grande variabilidade em função da polaridade do solvente. Os extratos 

que apresentaram maior rendimento foram realizados com diclorometano (1,18%), hexano 

(0.376%) e metano (0,324%). 

Os rendimentos superiores de até 7,8 % para M3 e de no mínimo 0,7% para o método M4 

continuam a ser superiores aqueles verificados por Ruberto et al. (2001) e por Moussa et al. 

(2020) o que poderá estar relacionado não só com os solventes usados mas também com a 

metodologia de extração. Por sua vez também parece ser possível obter um rendimento 

consideravelmente superior, como aquele reportado por De La Fuente et al. (2021). 

Tendo em conta os resultados obtidos optou-se pela escolha do método M3, em que se 

recorreu ao Polytron para fragmentação da biomassa da macroalga e fez-se uma dupla extração. 

A escolha foi baseada no rendimento (7,8 %), significativamente superior em relação aos outros 

métodos. Escolha essa que também teve por base a simplicidade e rapidez de aplicação deste 

método que, possivelmente, será mais fácil de escalar quando comparado aos restantes. 

3.3.5.2 FAME 

 

Na tabela 2 é possível verificar a percentagem de alguns dos ácidos gordos analisados nos 

extratos obtidos pelos métodos M1, M2, M3 e M5. Não existem diferenças significativas na 

grande maioria dos grupos de ácidos gordos avaliados por catálise ácida. É exceção o somatório 

dos MUFA que engloba os ácidos gordos 16:1 ω9; 16:1 ω7; 18:1 ω9; 18:1 ω7; 18:1 ω5 e ainda 

outros MUFA. O valor mais elevado para o somatório de MUFA´s corresponde ao extrato obtido 
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pelo método M1, enquanto o valor mais baixo diz respeito ao extrato obtido através do método 

M5. 

 

Tabela 2- Perfil relativo de ácidos gordos (%) do extrato de E.selaginoides para cada um dos métodos de 
extração. Os valores são apresentados como média das amostras ± desvio padrão. As diferentes letras 
minúsculas correspondem a diferenças estatísticas significativas (p<0.05) no perfil relativo de ácidos gordos 
(%) da macroalga E.selaginoides entre métodos usados. 

 

 

Com foco nos resultados obtidos para o método selecionado (M3), os valores referentes 

aos SFA (32,12  ±  0,29 %) são idênticos aos verificados por Lorenzo et al. (2017) para três 

macroalgas castanhas, para as quais a percentagem de SFA mais baixa foi de 25.14 ± 0.49 para 

A. nodosum e o valor mais alto, para a macroalga F. vesiculosus, de 29.26 ± 0.34. A maior 

percentagem de MUFA das algas em estudo foi de 31.15 ± 0.23 para A. nodosum. enquanto o 

valor mais alto em relação aos PUFA diz respeito à F. vesiculosus com 48.19 ± 0.62 %. Para o 

método M3, do presente estudo, os valores são semelhantes aos mencionados na literatura, 

apesar de ligeiramente inferiores, sendo que os MUFA e PUFA foram de 21,61  ±  0,01 e 38,09  

±  0,30 %, respetivamente. Os valores obtidos para a análise FAME da E.selaginoides com 

extração pelo método 3 são semelhantes aqueles obtidos por Vizetto-Duarte et al. (2015) para 

a alga C.tamariscifolia (designação anterior para E.selaginoides), estudo onde reportou-se que 

os somatórios de SFA em percentagem foram de 39,22 ± 0,13,  de MUFA 16,44 ± 0,09 e de PUFA 

44,34 ± 0,22. 

Apesar de se obterem valores superiores no que respeita o somatório dos MUFA com 

recurso ao método M1 (22,5 %) este é o único dos parâmetros avaliados em que existiu 

 M1 M2 M3 M5 

∑ SFA 27,62  ±  0,73
a 31,72  ±  0,1

 a
 32,12  ±  0,29

 a
 27,9  ±  1,37 a 

∑ MUFA 22,5  ±  0,65
 b

 21,16  ±  0,01
 ab

 21,61  ±  0,01
 ab

 20,58  ±  0,08 a 

∑ PUFA 36,67  ±  0,63
 a

 35  ±  3,81
 a

 38,09  ±  0,30
 a

 41,06  ±  1,07 a 

EPA+DHA 4,67  ±  0,10
 a

 4,61  ±  0,63
 a

 5,12  ±  0,04
 a

 5,26  ±  0,16 a 

Razão ω3/ω6 0,52  ±  0,00
 a

 0,52  ±  0,05
 a

 0,46  ±  0,00
 a

 0,50  ±  0,00 a 

∑ SFA+Mufa+Pufa 86,79  ±  0,75
 a

 87,88  ±  3,72
 a

 91,83  ±  0,01
 a

 89,54  ±  0,38 a 
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diferença significativa favorável ao método M1 face ao método M3 em que a percentagem do 

somatório dos MUFA´s foi de 21,61 %.  

Pelas razões discutidas o método M3 foi selecionado para prosseguir o estudo da 

atividade antioxidante e anti-inflamatória, avaliação do teor de fenóis totais e para a posterior 

incorporação no iogurte formulado. 

Atentando aos resultados obtidos para a análise FAME do método selecionado M3, 

podemos verificar que o ácido gordo mais abundante (19,55%) foi o ácido araquidónico (C20:4n-

6), o EPA representa 5,12% dos FAME e o DHA não foi detetado (tabela 7, anexo). Estes 

resultados foram semelhantes aos verificados num estudo onde, para a análise de diversas algas 

do género Cystoseira, os valores para EPA estiveram entre 2,21% e 10,12% e não se verificou a 

presença de DHA (Vizetto-Duarte et al., 2015). 

 

3.3.5.3 Teor de fenóis totais 

 

O teor de fenóis totais para a matéria seca de biomassa e de extrato da macroalga 

E.selaginoides está apresentado na tabela 3. 

Tal como esperado observa-se diferença significativa entre os valores avaliados nos 

extratos a partir da biomassa e naqueles realizados a partir do extrato de acetato de etilo da 

macroalga. O teor de fenóis totais foi de 84,18 mg GAE/g de matéria seca de extrato, valor 

substancialmente superior aos 7,47 mg GAE/g de matéria seca da biomassa. 

Tabela 3- Teor fenóis totais (mg GAE/g) por matéria seca de biomassa e do extrato de acetato de etilo da 

macroalga E.selaginoides. Os valores são apresentados como média das amostras ± desvio padrão. As 

diferentes letras minúsculas em cada linha correspondem a diferenças estatísticas significativas (p<0.05) 

entre o tipo de matéria usada. 

 

 

 

 

Até à data na bibliografia encontrada os métodos para quantificar os polifenóis totais são 

realizados em extratos diretamente a partir da biomassa, em que os resultados estão 

apresentados por matéria seca de biomassa. Fica, assim, dificultada a comparação direta com 

os valores de polifenóis totais por matéria seca de extrato. 

 E.selaginoides 

Teor de fenóis totais 
 (mg GAE/g ms) 

Biomassa 7,47 ± 0,34a 

Extrato 84,18 ± 1,55b 
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Para um extrato de metanol da macroalga C.tamariscifolia há valores reportados de 105.0 

± 6.9 mg GAE/g ms (Custódio et al., 2016). Também (Vizetto-Duarte et al., 2016) verificou que 

entre algumas algas do género Cystoseira, a macroalga C.tamariscifolia foi a que apresentou 

valores mais elevados de polifenóis totais. Para os extratos desta alga com hexano, éter dietílico 

e acetato de etilo os valores de polifenóis totais foram superiores a 100mg GAE/g ms. A alga 

castanha Treptacantha abies-marina apresentou, num estudo realizado por C. Afonso et al., 

(2020) um valor de polifenóis totais de 8,43 ± 73 mg GAE/g ms, aproximado aquele que obteve-

se para no presente estudo para a biomassa. Já os valores para outra alga castanha, C. 

compressa, são superiores, e estão compreendidos entre 48.2 ± 0.5 a 83.4 ± 4.0 mg GAE/g ms, 

com a maior quantidade de polifenóis presentes referentes à alga colhida em Junho (Čagalj et 

al., 2022). A análise feita por Vizetto-Duarte et al. (2016) a 3 macroalgas castanhas permitiu 

constatar que o valor mais elevado de polifenóis totais (  ± 1.92 mg GAE/g ms) foi 

referente à macroalga C.tamariscifolia com uso do solvente de acetato de etilo para  extração. 

A diferença entre valores encontrados na bibliografia e com os obtidos no presentes 

estudo pode, além do método e solventes usados, estar dependente de características 

ambientais. Valores elevados de compostos fenólicos estão associados a uma maior exposição 

à radiação ultravioleta (UV), o que depende de fatores como a localização, a estação e a própria 

localização da macroalga (Afonso et al., 2020; Bischof et al., 2006). 

Em função dos benefícios dos polifenóis, o uso do extrato de E.selaginoides para  a 

formulação de alimentos funcionais poderia garantir um bom aportes destes compostos com 

menos adição de extrato face à biomassa, uma vez que o extrato possui aproximadamente 11 

vezes maior teor de polifenóis totais. 

3.3.5.4 Atividade Antioxidante 
 

A atividade antioxidante foi avaliada por meio de dois métodos, FRAP e ABTS. Os valores 

estão dispostos na tabela 4. 

Em ambos os métodos, e tal como seria de esperar, existe diferença significativa entre os 

valores obtidos na matéria seca da biomassa e os valores obtidos para a matéria seca do extrato 

de acetato de etilo.  Com o método FRAP o extrato de acetato de etilo possui 3211,68 μmol Eq 

Fe2+/g de matéria seca, enquanto para a biomassa o valor é de 80,31 μmol Eq Fe2+/g.  

O mesmo se verificou no método ABTS, em que os valores obtidos são consideravelmente 

mais altos para o extrato (379 (μmol Eq Trolox/g ms) quando em comparação à biomassa (44,97 

μmol Eq Trolox/g ms).  
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Com os resultados obtidos pela aplicação dos métodos FRAP e ABTS, é possível verificar 

que a macroalga possui atividade antioxidante relevante e que esta é concentrada aquando da 

realização de extrato com acetato de etilo.  

 

Tabela 4- Atividade antioxidante da matéria seca da Biomassa e matéria seca do Extrato de acetato de etilo 
de E.selaginoides quantificado pelos métodos FRAP(μmol Eq  Fe2+g matéria seca) e ABTS (μmol Eq Trolox/g 
ms). Os valores são apresentados como média das amostras ± desvio padrão. As diferentes letras 
minúsculas em cada linha correspondem a diferenças estatísticas significativas (p<0.05) entre o tipo de 
matéria usada. 

 

 

 

 

 

 

A comparação dos valores obtidos com a demais bibliografia mostrou-se difícil devido 

às diferenças dos métodos e das unidades usadas, em particular para o método FRAP onde a 

maior parte da bibliografia apresenta os valores em μmol Eq Trolox/g ms.  

Quando em comparação aos valores obtidos por C. Afonso et al. (2020)  em que pelo 

método FRAP o valor da atividade antioxidante foi de 113.1 ± 8.2 μmol Fe2+/g ms para a 

macroalga Treptacantha abies-marina o valor do presente estudo para a matéria seca da 

biomassa é ligeiramente inferior. Para a mesma alga também realizaram o método ABTS com 

valor de 43.5 ± 1.2 μmol Eq Trolox/g ms, muito próximo ao valor obtido para a biomassa de 

E.selaginoides (44,97 ± 2,5 μmol Eq Trolox/g ms). Os valores referentes à matéria seca de extrato 

podem ser comparados com aqueles que foram obtidos para a avaliação da atividade 

antioxidante pelo método ABTS de três macroalgas castanhas por Agregán et al. (2017) de onde 

resultaram valores entre os 147.26 ± 0.70 e os 1046.79 ± 18.38 μmol Eq Trolox/g ms. Neste 

intervalo insere-se o valor obtido para o extrato de E.selaginoides. 

O uso do extrato ao invés da biomassa permite obter, por uma grama de matéria seca 

uma atividade antioxidante quase 40 vezes superior à da biomassa quando avaliada pelo 

método FRAP e quase 8 vezes superior avaliada pelo método ABTS. Estes resultados sugerem a 

possibilidade de incorporação de um extrato em quantidades muito inferiores aquelas que 

seriam necessárias com a biomassa para obter produtos funcionais com propriedades 

antioxidantes desejadas. 

 E.selaginoides 

FRAP (μmol Eq  Fe2+g/ms) 
Biomassa 80,31 ± 11,77 a 

Extrato 3211,68 ± 340,52 b 

ABTS (μmol Eq Trolox/g ms) 
Biomassa 44,97 ± 2,5 a 

Extrato 379,01 ± 12,95 b 
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3.3.5.5 Atividade Anti-inflamatória 

 

A atividade anti-inflamatória avaliada está representada na tabela 5. A percentagem de 

inibição é consideravelmente alta e apesar de não se verificarem diferenças significativas, a 

percentagem de inibição da COX-2 é superior nos extratos etanólicos da biomassa em 

comparação aos extratos obtidos através do extrato de acetato de etilo. Para o extrato etanólico 

a partir da biomassa foi atingida quase 100% de inibição da COX-2 com o valor exato de 94,24 ± 

2,86% de inibição. Enquanto para os extratos realizados a partir do extrato de acetato de etilo a 

percentagem ascende quase aos 80% com o valor de 79,12± 5,03% de inibição da COX-2. 

 

Tabela 5 - Atividade anti-inflamatória do extrato etanólico da biomassa e do extrato do extrato de acetato 

de etilo expressa em percentagem (%) de inibição de COX-2). Os valores são apresentados como média das 
amostras ± desvio padrão. As diferentes letras minúsculas em cada linha correspondem a diferenças 
estatísticas significativas (p<0.05) entre o tipo de matéria usada (Biomassa e Extrato) 

 

 E.selaginoides 

Atividade Anti-inflamatória 
(% inibição) 

Biomassa 94,24 ± 2,86a 

Extrato 79,12 ± 5,03a 

 

Verificou-se difícil a comparação dos resultados obtidos uma vez que não foi encontrada 

bibliografia em que se utiliza o mesmo método para avaliar a atividade anti-inflamatória em 

extrato realizado a partir de extrato prévio na macroalga estudada ou em outras espécies 

pertencentes às algas castanhas. 

Contudo para a avaliação em extrato feito diretamente a partir da biomassa e na 

concentração de 1mg/ml, Campos et al., (2019) obteve, para extratos etanólicos da macroalga 

castanha, Halopteris scoparia capacidades de inibição de COX-2 79 ± 8 %. Este resultado é muito 

aproximado àquele que se obteve para o extrato de acetato de etilo, contudo é inferior ao valor 

que se obteve para a biomassa, em que a percentagem de inibição foi superior a 90%. Num 

extrato lipídico da macroalga Fucus vesiculosus em que Lopes et al., (2020), para a avaliação da 

atividade anti-inflamatória, utilizou o método de inibição da cicloxigenase 2 (COX-2) o resultado 

foi de 34.6 ± 7.1% de inibição. Este valor é inferior aqueles obtidos no presente estudo. Apesar 

do uso de uma metodologia diferente do presente estudo por Yang et al., (2010), este verificou, 

que um extrato de acetato de etilo da macroalga castanha Petalonia binghamiae apresentou 

capacidade de redução  da expressão, induzida por lipopolissacarídeos de síntese, de óxido 

nítrico induzível e COX-2. Resposta esta, detetada a nível das proteínas por Western blotting e 

dependente da concentração.  
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Apesar de não existir diferença significativa, a percentagem de inibição mostrou-se 

superior nos extratos a partir da biomassa o que poderá sugerir que a extração prévia com 

acetato de etilo pode levar à perda de compostos com propriedades anti-inflamatórias. 

 

3.4 Desenvolvimento de um Iogurte Funcional  

3.4.1 Ensaios prévios 
 

Foram realizados ensaios prévios para testar a dissolução do extrato da macroalga no 

iogurte natural. Para elaboração de 1 L de iogurte utilizou-se um copo de iogurte natural de 125g 

e 1 L de leite meio gordo à temperatura ambiente. Procedeu-se à homogeneização de forma a 

garantir a mistura apropriada à fermentação (43ºC).  

Inicialmente a incorporação de extrato foi realizada sem a presença de nenhum 

solvente. As características do extrato impossibilitaram a homogeneização do mesmo na 

mistura. Este apresentou uma consistência viscosa e pegajosa, a alternativa passou por dissolver 

o extrato com etanol (figura 11), de forma a possibilitar a incorporação do mesmo nos iogurtes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11- Extrato da macroalga Ericaria 
selaginoides dissolvido em etanol 
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3.4.2 Preparação do Iogurte funcional 
 

Foram preparados, no total, 3 L de iogurte natural nas proporções descritas no ponto 

3.4.1., utilizou-se 1L para cada um dos 3 iogurtes formulados: 

▪ C- Iogurte de controlo, natural sem adição de extrato.  

▪ I1- Iogurte com menor concentração de extrato, com adição de 4 mL de extrato 

diluído em etanol na concentração de 225mg/mL, correspondendo a 0,9 g de 

extrato seco.  

▪ I2- Iogurte com maior concentração de extrato onde adicionou-se o dobro do 

extrato, correspondendo a 1,8 g de extrato seco, adicionado como 

anteriormente na sua forma diluída, 8 mL de extrato diluído em etanol.  

O processo de fermentação ocorreu em copos de vidro, a uma temperatura de 43ºC, em 

estufa durante cerca de 5 horas. Findo o tempo de fermentação os iogurtes foram colocados em 

refrigeração a 5±1 ºC até posterior análise. Antes da homogeneização necessária para efetuar a 

análise sensorial os iogurtes C, I1 e I2 apresentavam aspeto diferente entre si como se verifica 

na figura 12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.3 Controlo analítico  

3.4.3.1 Análise Sensorial 

 

A Análise Sensorial permite avaliar, por meio dos órgãos dos sentidos as características 

organoléticas de determinado produto (ISO 6658:2005). É a identificação, medição científica, 

Figura 12- Iogurtes formulados: C- Iogurte Natural sem extrato; I1- iogurte com menor concentração de 
extrato; I2- Iogurte com maior concentração de extrato 

C I1 I2 
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análise e interpretação dos atributos de determinado produto alimentar por meio dos 5 sentidos 

como o paladar, a visão, a audição, o tato e o olfato (Carpenter et al., 2000). 

Sendo um método científico os procedimentos devem ser elaborados com rigor. As 

amostras devem ser preparadas e apresentadas em condições padronizadas para que não 

existam fatores variáveis a alterar os resultados obtidos (Caldeira et al., 2015) Para que se 

verifique um impacto positivo da análise sensorial no produto final é necessário a colocação das 

questões certas, bem como a escolha da população e das condições mais apropriadas para uso 

nas provas. (Carpenter et al., 2000) Na industria alimentar é importante recorrer à análise 

alimentar uma vez que esta permite a melhoria e o desenvolvimento de produtos, bem como 

permite reduzir o custo associado a matérias-primas e avaliar a aceitabilidade e preferência do 

por parte dos consumidores (Caldeira et al., 2015)  

Existem 3 tipos de testes utilizados com maior frequência para a avaliação sensorial dos 

produtos alimentares, os testes discriminativos, descritivos e hedónicos. Os testes 

discriminativos permitem determinar a probabilidade de diferença ou semelhança entre 

produtos. Através dos testes descritivos é possível detetar, descrever e quantificar as 

características dos produtos por um painel de provadores treinado. Por sua vez, os testes 

hedónicos são utilizados para perceber se os consumidores gostam ou não do produto e até que 

ponto, e o que preferem quando em comparação a outros produtos. Estes testes são muito 

aplicados por exemplo em comparação de produtos com outros concorrentes e na otimização e 

formulação de novos produtos (ISO 11136:2014; ISO 6658:2017) 

Caracterização do painel e local de provas 

Para a avaliação sensorial dos iogurtes elaborados utilizou-se um teste hedónico, tendo 

sido apresentadas três amostras em separado, respetivamente codificadas. O painel foi 

constituído por 50 elementos com idades compreendidas entre os 20 e os 60 anos, dos quais 

54%

14%

32%
Licenciatura

Mestrado

Doutorado

Figura 13- Percentagem de provadores em função da escolaridade: 
Licenciatura; Mestrado e Doutoramento 
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66% eram do sexo feminino e 33% do sexo masculino. Os provadores foram na sua maioria 

estudantes e funcionários do Instituto Superior de Agronomia do IPMA, tendo sido as duas 

provas realizadas no mesmo dia. Como é possível verificar através da figura 13 os provadores 

apresentam escolaridade ao nível do ensino superior, sendo que 54% possui ou está em vias de 

terminar uma licenciatura, 32% um doutoramento e 14% um mestrado. 

Realização da prova 

A ficha de prova, (figura 20, anexo), contempla atributos como a Aparência/aspeto; 

Sabor amargo; Cheiro/odor; Apreciação global e o Sabor/aroma numa escala estruturada com 9 

níveis: A escala de 9 respostas foi composta por Gosto extremamente, Gosto muito, Gosto 

moderadamente, Gosto ligeiramente, Não gosto nem desgosto, Desgosto ligeiramente, 

Desgosto moderadamente, Desgosto muito e Desgosto extremamente. À escala utilizada foram 

atribuídos valores numéricos de 1 a 9. Sendo o 9 correspondente a Gosto extremamente e o 1 

a Desgosto extremamente. 

 Na mesma ficha de prova foi avaliada a Intenção de compra, por meio de uma escala 

de atitude com 5 níveis de respostas que compreendia as opções de Certamente compraria; 

Provavelmente compraria; Talvez comprasse/talvez não comprasse e Provavelmente não 

compraria e Certamente não compraria. A esta foi também atribuída numeração onde 1 

corresponde a certamente não compraria e 5 a certamente compraria. A ficha apresentava 

ainda uma secção para qualquer comentário adicional. 

A prova foi realizada com a distribuição das amostras em copos de papel devidamente 

codificados. Para cada uma das provas a folha de prova foi entregue e seguidamente recolhida 

antes da entrega da próxima amostra, impossibilitando a alteração de respostas previamente 

entregues. Sem conhecimento do painel as amostras foram entregues em função da 

percentagem crescente de extrato incorporado.  

O primeiro iogurte a ser apresentado foi o controlo, sem adição de extrato, seguindo-se 

o iogurte I1 e depois o iogurte I2, com maior percentagem de incorporação de extrato (figura 

14). No início da prova e entre amostras foi pedido ao provador que bebesse água, foi ainda 

disponibilizada bolacha de água e sal de forma a eliminar evidências do sabor anterior.  
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3.4.3.2 Caracterização da atividade Biológica do iogurte 

 

O objetivo inicial passou por comparar as bioatividades analisadas no extrato às 

bioatividades analisadas no iogurte com e sem incorporação de extrato. Após dificuldades para 

obtenção de quantidades suficientes de extrato bem como de incorporação do extrato e 

aceitação por parte do consumidor a percentagem de extrato de E.selaginoides adicionada foi 

consideravelmente inferior.  

Para realização do estudo de bioatividades utilizou-se seis amostras de cada um dos três 

iogurtes C, I1 e I2. Para a preparação dos extratos homogeneizou-se vigorosamente cada iogurte 

a ser analisado de forma a garantir amostras com semelhante percentagem de extrato. Após 

homogeneização pesou-se 1,25 g de iogurte para tubos de centrifuga aos quais adicionou-se 25 

mL de acetato de etilo. Procedeu-se então à centrifugação durante 10 minutos a 4ºC e 5000 x g. 

Terminada a centrifugação removeu-se cuidadosamente os tubos de forma a garantir a 

separação do resíduo da fase líquida que foi recolhida para balões volumétricos de 25 mL onde 

se perfez o volume com acetato de etilo. As amostras foram armazenadas a – 80ºC para 

posterior utilização. 

Após os resultados obtidos nos métodos para análise do teor de polifenóis totais, da 

atividade antioxidante, avaliada com os métodos ABTS e FRAP optou-se pela não realização do 

método para avaliar as propriedades anti-inflamatórias. Este método foi descartado uma vez 

que a deteção das restantes atividades foi consideravelmente inferior quando comparada à 

avaliada nos extratos de E.selaginoides e a avaliação desta atividade exige a utilização de um kit 

de elevado custo. 

Foi avaliado o teor de fenóis totais e a atividade antioxidante (FRAP e ABTS) segundo os 

métodos descritos anteriormente para o extratos de iogurte.  

 

Figura 14- Iogurtes C, I1 e I2 ordenados para a prova de análise sensorial em 
função da percentagem crescente de extrato incorporado da esquerda para 
a direita 
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3.4.4 Resultados e Discussão 

3.4.4.1 Análise sensorial 

 

Os resultados da análise sensorial realizada como descrita anteriormente (3.4.3.1) para 

os 3 iogurtes formulados estão apresentados na figura 15. De forma a se obter um valor 

representativo para cada um dos atributos avaliados como Aparência/Aspeto; Sabor; 

Apreciação Global; Cheiro e Sabor amargo utilizou-se uma escala hedónica a variar entre gosto 

extremamente e desgosto extremamente. Com a atribuição de algarismos de 9 a 1, 

respetivamente, foi possível avaliar as respostas obtidas nos gráficos.  

 

 

Figura 15 – Resposta média dos provadores (n=50) para o iogurte controlo (C), o Iogurte com 0,9g de 
extrato (I1) e Iogurte com 1,8g extrato (I2) (9-Gosto extremamente; 8-Gosto muito; 7-Gosto 
moderadamente; 6-Gosto ligeiramente; 5-Não gosto nem desgosto; 4-Desgosto ligeiramente; 3-Desgosto 
moderadamente; 2- Desgosto muito e 1- Desgosto extremamente) 

 

Através da análise da figura 15 é possível verificar que quanto maior a adição de extrato 

ao iogurte formulado, maior o número de provadores que define os atributos avaliados com 

conotações menos positivas.  

Apesar de se verificar uma descida na avaliação geral dos atributos em função da 

presença e aumento da incorporação de extrato, no atributo que diz respeito à 

Aparência/Aspeto do iogurte I1 cerca de 30% dos consumidores diz gostar ligeiramente e 24% 

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Aparência/Aspeto

Sabor

CheiroSabor amargo

Apreciação Global

C I1 I2
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gostar moderadamente. Em relação ao iogurte I2 24% dos consumidores diz gostar ligeiramente 

(linha 6) e outros 24 % dizem gostar moderadamente (linha 7) da Aparência/Aspeto que o 

mesmo apresenta.    

Quanto à apreciação global a maior parte dos provadores, 36%, afirma gostar 

moderadamente do iogurte controlo. No que respeita o iogurte I1 30 % dos provadores afirma 

desgostar moderadamente. Ao passo que para o iogurte I2 a maior percentagem de provadores, 

36%, diz desgostar extremamente. 

Quanto à intenção de compra, como seria de esperar, também acompanhou a avaliação 

dos atributos com a diminuição da intenção de compra com o aumento da adição de extrato. É 

possível verificar, através da figura 16, a percentagem de provadores que escolheu determinada 

intenção de compra para cada um dos iogurtes. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Cerca de 46% dos provadores afirmou que provavelmente compraria o iogurte controlo 

sem adição de extrato e apenas 2 % disse que provavelmente não compraria. A percentagem de 

provadores que provavelmente compraria diminuiu para 4% no que respeita ao iogurte I1 e para 

2% no iogurte I2. A maioria dos provadores (46%), aquando a prova do iogurte I1 selecionou que 

certamente não compraria. Esta percentagem é ainda superior para o iogurte I2 em que 72% 

dos provadores afirma que certamente não compraria. De salientar que os iogurtes não foram 

adicionados de qualquer edulcorante ou aromatizante. Perante os resultados será e equacionar 

a adição de edulcorantes e, no caso do extrato, o encapsulamento. 

 

Figura 16- Intenção de compra dos iogurtes sem e com extrato da macroalga E.selaginoides (N=50) 
Legenda: 5-Certamente compraria; 4-Provavelmente compraria; 3-Talvez comprasse/talvez não 
comprasse 2-Provavelmente não compraria; 1-Certamente não compraria 
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3.4.4.2 Caracterização da Atividade Biológica do iogurte 

 

Após a determinação dos fenóis totais e das atividades antioxidantes por meio dos 

métodos FRAP e ABTS. Apenas foi possível ter em contra os resultados obtidos pelo método 

FRAP uma vez que para os restantes métodos os valores observados foram inferiores à 

sensibilidade do método, mesmo após repetição, o que evidencia a baixa atividade biológica do 

iogurte. 

Os dados referentes à atividade antioxidante avaliada por meio do método FRAP estão 

apresentados na tabela 6. No iogurte usado como controlo sem adição de extrato (C) a atividade 

antioxidante não foi detetada pelo método usado. Para o iogurte I1 o valor obtido foi de 0,43 

μmol Eq Fe2+/g de matéria seca de iogurte. Já para o iogurte I2 o valor foi de 2,47 μmol Eq Fe2+/g 

ms de iogurte formulado, valor que é significativamente diferente daquele que se obteve para 

o iogurte de I1. Estes valores estão de acordo com o esperado uma vez que mostram que o 

aumento da presença de extrato reflete-se no aumento da atividade antioxidante. 

 

Tabela 6 - Atividade antioxidante avaliada no matéria seca dos iogurtes c- controlo; I1- e I2 
quantificado pelo método FRAP (μmol Eq  Fe2+g matéria seca). Os valores são apresentados como 
média das amostras ± desvio padrão. As diferentes letras minúsculas em cada linha 
correspondem a diferenças estatísticas significativas (p<0,05) entre cada iogurte. 

 

  Iogurte 

FRAP (μmol Eq Fe2+/g ms) 

C 0 ± 0a 

I1 0,43 ± 0,1ab 

I2 2,47 ± 0,26b 
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4 Conclusões e Perspetivas Futuras 
 

A crescente procura por produtos funcionais com propriedades benéficas para a saúde 

do consumidor exige da indústria alimentar constante inovação e procura de alternativas que, 

além de apreciadas pelo consumidor, garantam a sustentabilidade e valorização dos recursos 

disponíveis. As macroalgas têm sido alvo de estudos que, de forma geral, comprovam o seu 

potencial biotecnológico, sendo naturalmente uma boa alternativa para incorporação em 

alimentos previamente familiares aos consumidores, como é o caso dos iogurtes. Contudo, a 

vasta variedade inerente às algas, a falta de métodos universais e estandardizados e de literatura 

apropriada, são desafios no que concerne o seu estudo e comparação de subsequentes 

resultados. Com este trabalho, caracterizou-se a alga edível Ericaria selaginoides, o método mais 

eficiente para a extração compatível com a adição numa matriz alimentar e procedeu-se ainda 

à avaliação sensorial de um iogurte funcional após incorporação do extrato da macroalga. 

O presente trabalho compreendeu 2 etapas, a seleção do método de extração da 

macroalga Ericaria selaginoides e análise do extrato e o desenvolvimento do iogurte com 

funcionalidade acrescida, das quais é possível tirar as seguintes conclusões: 

• Em relação aos métodos avaliados, utilizando o acetato de etilo como solvente, 

em termos de rendimento de extração selecionou-se o uso de homogeneizador 

para a fragmentação do material, bem como a dupla extração (método M3) uma 

vez que verificaram-se mais eficientes. O rendimento de 7,8% é superior ao 

verificado na bibliografia o que se poderá dever ao método de extração e 

solvente usado. A eficácia dos métodos de extração não teve impacto 

significativo na percentagem de ácidos gordos obtido. 

• O teor de fenóis totais foi mais elevado no extrato comparativamente à 

biomassa. O valor obtido de 84,18 mg GAE/g ms de extrato é relativamente alto 

para as macroalgas castanhas e está dentro do que seria esperado para a alga 

estudada.  

• A atividade antioxidante do extrato da macroalga Ericaria selaginoides pelos 

métodos FRAP e ABTS é de, respetivamente, 3211,68 μmol Eq  Fe2+g/ms e 

379,01 μmol Eq Trolox/g ms, indicadores de atividade antioxidante 

considerável.  

• A percentagem de inibição da COX-2 avaliada foi superior nos extratos 

etanólicos da biomassa (94%) em comparação aos extratos obtidos através do 
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extrato de acetato de etilo (79%), contudo ambos apresentam atividade anti-

inflamatória relevante. 

• A análise sensorial permitiu inferir que com o aumento da adição de extrato ao 

iogurte, ocorreu diminuição na avaliação positiva geral dos atributos 

percecionados pelo consumidor. Por sua vez a decisão de compra foi também 

afetada pela adição do extrato. Para os dois iogurtes em que se adicionou 

extrato, a resposta selecionada pelo maior número de consumidores foi 

“Certamente não compraria”. 

• Os iogurtes formulados foram também analisados quanto à sua atividade 

biológica, contudo o único método possível de aplicar foi o FRAP. Tal como seria 

de esperar, os valores da atividade antioxidante aumentam com o aumento da 

adição de extrato ao iogurte, contudo continuam relativamente baixos. Para um 

maior benefício seria necessário a adição de uma percentagem de extrato 

superior, o que por sua vez impediria o consumo do iogurte pelo consequente 

aumento de atributos sensoriais negativos. Uma maior adição de extrato 

levantou também dificuldades de incorporação, aspeto desagradável e poderia 

levar à inibição da fermentação. 

Verificados os benefícios da macroalga Ericaria selaginoides seria oportuno de futuro 

estudar outras opções de incorporação do extrato. Exemplo da microencapsulação do 

extrato com uso de spray-drying. Com recurso a este método poderia ser possível 

mascarar o sabor do extrato. Dado o grande interesse que esta alga demonstra e o 

desafio que representa a sua extração, em estudos futuros seria de interesse recolher 

maior quantidade de material. 
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Figura 17- Curva de calibração do ácido gálico para quantificação do teor total de fenóis.  

Figura 18- Curva de calibração do sulfato de ferro para quantificação da atividade 
antioxidante pelo método FRAP. 
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Figura 19- Curva de calibração de trolox para quantificação da atividade antioxidante pelo 
método ABTS. 



 
 

54 
 

 

Tabela 7 - Perfil relativo de ácidos gordos (%) do extrato de E.selaginoides para cada um dos 
métodos de extração. Os valores são apresentados como média das amostras. 

 % de Ácidos Gordos Totais 

  Métodos  

Ácidos Gordos M1 M2 M3 M5 

14:0 6,36 7,61 7,70 5,93 

16:0 14,66 16,60 17,19 15,11 

18:0 1,43 1,68 1,49 1,39 

∑ SFA 27,62 31,72 32,12 27,90 

16:1 ω9 0,08 0,09 0,07 0,11 

16:1 ω7 3,07 3,48 3,48 3,28 

18:1 ω9 17,33 15,69 16,45 15,91 

18:1 ω7 0,24 0,35 0,25 0,21 

18:1 ω5 0,04 0,04 0,06 0,00 

∑ Mufa 22,51 21,16 21,61 20,58 

18:2 ω6 6,90 5,99 5,77 7,18 

18:3 ω3 3,65 3,43 3,40 3,98 

18:4 ω3 2,87 2,62 2,43 3,08 

20:4 ω6 16,31 16,40 19,55 19,13 

20:5 ω3 4,55 4,61 5,12 5,21 

22:6 ω3 0,11 0,00 0,00 0,05 

∑ PUFA 36,67 35,00 38,09 41,06 

EPA+DHA 4,67 4,61 5,12 5,26 

∑ ω3 12,44 11,78 11,91 13,59 

∑ ω6 23,71 22,81 25,84 26,93 

Razão ω3/ω6 0,52 0,52 0,46 0,50 
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Análise Sensorial de iogurtes 
Ficha de Prova : Mestrado em Engenharia 
Alimentar    
Idade:                          Formação: 

Análise Sensorial de iogurtes 
Ficha de Prova : Mestrado em Engenharia Alimentar    
Idade:                          Formação: 
 
Para esta prova de análise sensorial de iogurtes suplementados com extrato de macroalga  

marinha  Cystoseira carpodesmia, caracterize o produto que lhe é apresentado, marcando com 

uma cruz (X) o termo que mais se adequa à sua apreciação. Beba um pouco de água antes de 

iniciar a prova e entre a prova das amostras. 

 Código da Amostra: 

Aparência/Aspeto 

 Gosto extremamente 

 Gosto muito 

 Gosto moderadamente 

 Gosto ligeiramente 

 Não gosto nem desgosto 

 Desgosto ligeiramente 

 Desgosto moderadamente 

 Desgosto muito 

 Desgosto extremamente 

 

Cheiro/Odor 

 Gosto extremamente 

 Gosto muito 

 Gosto moderadamente 

 Gosto ligeiramente 

 Não gosto nem desgosto 

 Desgosto ligeiramente 

 Desgosto moderadamente 

 Desgosto muito 

 Desgosto extremamente 

 

Sabor/Aroma 

 Gosto extremamente 

 Gosto muito 

 Gosto moderadamente 

 Gosto ligeiramente 

 Não gosto nem desgosto 

 Desgosto ligeiramente 

 Desgosto moderadamente 

 Desgosto muito 

 Desgosto extremamente 

Amargo 

 Gosto extremamente 

 Gosto muito 

 Gosto moderadamente 

 Gosto ligeiramente 

 Não gosto nem desgosto 

 Desgosto ligeiramente 

 Desgosto moderadamente 

 Desgosto muito 

 Desgosto extremamente 

 

Apreciação Global 

 Gosto extremamente 

 Gosto muito 

 Gosto moderadamente 

 Gosto ligeiramente 

 Não gosto nem desgosto 

 Desgosto ligeiramente 

 Desgosto moderadamente 

 Desgosto muito 

 Desgosto extremamente 

Intenção de compra 

 Certamente compraria 

 Provavelmente compraria 

 Talvez comprasse/talvez não 
comprasse 

 Provavelmente não compraria 

 Certamente não compraria

Comentários:  

 

Obrigada! 

Figura 20 – Ficha de prova da análise sensorial de iogurtes 


