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resumo

Extratos de macroalgas, antioxidantes, composi¢cdo nutricional, alheira

vegetariana, Fucus vesiculosus, Gracilaria sp., bioatividade

As macroalgas sdo uma fonte rica e equilibrada de nutrientes e fitoquimicos
bioativos associados a prevengado de diversas doengas. Embora o consumo
direto de macroalgas na Europa seja ainda muito insipido quando comparado
com oOs paises asiaticos, as industrias alimentares mostram um crescente
interesse em introduzir as macroalgas como ingrediente funcional em diversos
produtos, antevendo-se um aumento significativo da inclusdo de macroalgas
nos habitos alimentares nos paises europeus.

Neste trabalho pretendeu-se avaliar a potencialidade de extratos das
macroalgas F. vesiculosus e Gracilaria sp. para utilizagdo como ingrediente de
alimentos e/ou suplementos. Para tal, foram preparados extratos aquosos
(temperatura ambiente ou a 90°C), acetona a 70% e etanol a 80%, que foram
avaliados quanto ao seu teor de compostos fendlicos totais, atividade
antioxidante (radical livre 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH"), poder antioxidante
redutor férrico (FRAP) e co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico (-
caroteno)), capacidade de inibicdo de enzimas chave do metabolismo de
carbohidratos (a-glucosidase, a-amilase) e de lipidos (lipase), bem como
quanto ao seu valor nutricional no que respeita ao conteddo em proteina,
cinzas, fibra e agucares.

O extrato de etanol a 80% da F. vesiculosus apresentou o maior conteudo de
compostos fendlicos totais (5,7+0,3 g de equivalentes de acido galico/100g de
extrato), e maior potencialidade nos ensaios de DPPH" (ICs0= 99£7,2 pg/mL),
FRAP (ECso= 0,29+0,03 mg/mL) e B-caroteno (ICso= 19,71%£6,80 ug/mL). Por
outro lado, no geral os extratos ndo mostraram grande potencial inibitério das
enzimas em foco, com excecgéo do extrato de acetona a 70% da F. vesiculosus
que apresentou um valor de ICso de 0,032 mg/mL para a a-glucosidase. Em
termos de valor nutricional, o extrato de agua a temperatura ambiente da
Gracilaria sp. revelou teores elevados de proteina (1910,1%), cinza
(55,911,0%) e fibra soluvel (14,9+0,8%). Por outro lado, os extratos de agua
quente e agua a temperatura ambiente da F. vesiculosus apresentaram teores
elevados de acgucares totais (13,812,1%) e fibra soluvel (17,2+0,7%),
respetivamente.

Os extratos aquosos da F. vesiculosus foram utilizados como ingredientes na
formulagéo de alheiras vegetarianas numa percentagem de 0,4% (m/m peso
hamido). As alheiras foram analisadas quanto ao teor de compostos fendlicos,
atividade antioxidante e estado de oxidagdo pelos métodos Folin-Ciocalteu,
Acido 2,2°-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS™*) e substancias
reativas do acido tiobarbitdrico (TBARS), respetivamente, bem como quanto
aos seus conteudos proteicos, cinzas, acido latico e pH, parametro de cor e



analise sensorial. Os resultados obtidos indicaram nao existirem diferencas
significativas entre as alheiras contendo o extrato de macroalga e a formulagao
base da alheira (controlo), a excecéo da analise de cor em que a incorporagao
do extrato fez diminuir o parametro L* quando comparado com a alheira
controlo.
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Macroalgae are a rich and balanced source of bioactive nutrients and
phytochemicals, associated with the prevention of various diseases. Although
their direct diet consumption in Europe is still very low when compared to Asian
countries, food industries have shown a growing interest in introducing
macroalgae as a functional ingredient in diverse products, thus contributing to
the increment of macroalgae in food habits in the European countries.

The aim of this work was to evaluate the potential of macroalgae F. vesiculosus
and Gracilaria sp. extracts as a food ingredient and/or supplements. F.
vesiculosus and Gracilaria sp. extracts were produced with water (at room
temperature or at 90°C), 70% acetone and 80% ethanol. The extracts were
evaluated for their total phenolic compounds content, antioxidant activity ((2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl DPPH"), ferric reducing antioxidant power (FRAP) and
co-oxidation of B-carotene/linoleic acid (B-carotene)), inhibition capacity of key
enzymes of carbohydrate metabolism (a-glucosidase, a-amylase) and lipids
(lipase), as well as their nutritional value in relation to the content of protein, ash,
fiber and sugars.

The 80% ethanol extract of F. vesiculosus was the most promising one with
respect to the content of total phenolic compounds (5.7 + 0.3 g of gallic acid
equivalents / 100 g of extract), and antioxidant activity in DPPH" (ICs0 =99 + 7.2
Mg / mL), FRAP (ECso = 0.29 + 0.03 mg / mL) and B-carotene (ICso = 19.71 £
6.80 pg / mL) assays. Furthermore, the extracts did not show significant
inhibitory potential of the enzymes in focus, with exception of the F. vesiculosus
70% acetone extract which showed an ICso of 0.032 pg/mL towards the activity
of a-glucosidase. Concerning the nutritional value, the room temperature water
extract of Gracilaria sp. showed high levels of protein (19 + 0.1%), ash (55.9 £
1.0%) and soluble fiber (14.9 £ 0.8%). On the other hand, the hot water and
room temperature extracts from F. vesiculosus exhibited high contents of total
sugars (13.8 £ 2.1%) and of soluble fibers (17.2 + 0.7%), respectively.

The F. vesiculosus aqueous extracts were selected to be incorporated into
vegetarian alheira at 0.4% (m/m wet weight), and were subsequently submitted
to an evaluation of phenolic compounds, antioxidant activity and oxidation state
by Folin-Ciocalteu, 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(ABTS™) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) methods. Also
protein, ash, lactic acid, pH, color and sensory analysis were evaluated. Results
show that there were no significant differences between the alheiras containing
the macroalgae extract and the base formulation of the alheira (control), except



for the color analysis, in which the incorporation of the extract decrease the L *
parameter against the control.
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INTRODUCAO

Nos dias de hoje ¢ notéria uma sociedade com um estilo de vida caracterizado pela
falta de tempo e stress favorecendo o consumo de alimentos com um elevado teor calodrico e
a uma pratica de exercicio fisico cada vez mais reduzida (1).

Este desequilibrio na alimentagdo reflete-se em habitos alimentares pouco saudaveis,
que estdo muito relacionados com os principais problemas de satde civilizacionais como a
diabetes, obesidade, diminui¢do de defesas e caréncia de nutrientes (1). Assim, com o
objetivo de reverter este tipo de problemas, que cada vez mais sdo uma realidade nos dias de
hoje, ao longo dos ltimos anos as industrias alimentares tém feito um esforco no sentido de
desenvolver alimentos que sejam apelativos ao consumidor, ricos em termos nutricionais
e/ou funcionais. Dentro desta tendéncia o langamento de novos produtos com macroalgas
ocorre maioritariamente no mercado asiatico quando comparado com os restantes paises do
mundo. Contudo, na Unido Europeia a procura de produtos contendo macroalgas tem vindo
a crescer, levando a um aumento no langamento de novos produtos nos mercados europeus.
No cenario europeu entre 2011 e 2015, os novos produtos em que utilizam as macroalgas
sob diferentes formas, desde inteiras ou na forma de flocos, farinha ou extratos, aumentaram
147% o que torna a Europa a regido mais inovadora depois da Asia (2). A preocupagido de
demonstrar as potencialidades bioativas de alimentos com as macroalgas como ingrediente
tem-se refletido num crescente aumento no numero de trabalhos cientificos nesta area de
investigacao.

Hoje em dia, os consumidores mostram-se cada vez mais atentos aos produtos
alimentares que compram, dando um maior grau de importancia aos valores nutricionais e
aos beneficios que o consumo de determinado alimento lhes pode conferir. Note-se, por
exemplo, o aumento de consumo de produtos de origem botanica, que em parte se deve ao
facto de estes estarem identificados como fortes aliados da longevidade e do envelhecimento
saudavel (3).

Assim, este trabalho tem como objetivo perceber se a utilizacdo de extratos das
macroalgas Fucus vesiculosus e Gracilaria sp. podem conferir beneficios ao nivel
nutricional e funcional em alimentos. Para isso, numa primeira fase foi efetuado um

rastreamento de varios extratos, com o intuito de estudar a composi¢ao quimica e atividade



biologica (antioxidante e enzimatica), para posterior aplicagdo numa alheira vegetariana de

forma a conferir efeito benéfico ao consumidor.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 MACROALGAS

As macroalgas sdo organismos fotossintéticos multicelulares, diferentes das
designadas plantas superiores, uma vez que nao possuem raizes, folhas ou tecidos vasculares
(floema e xilema) (4). Estas sd3o comumente encontradas em habitats marinhos, onde
desempenham um papel importante na manutengado e estruturagdo dos ecossistemas através
da produgdo de material organico a partir da luz solar, dioxido de carbono e agua (5,6). As
macroalgas apresentam pigmentagdes muito diversificadas, no entanto, todas tém um
elemento em comum, a clorofila. As macroalgas verdes sdo caracterizadas por possuirem na
sua composi¢do clorofila a e b, conferindo-lhes assim a cor tipica. Adicionalmente, tém
também presente xantofilas (luteina e zeaxantina). No que diz respeito as macroalgas
castanhas, estas apresentam uma diversidade morfoldgica significativa e sdo caracterizadas
pelos pigmentos fotossintéticos primarios: clorofila a, cl e c2 e por outros pigmentos como
a fucoxantina, que confere a cor castanha, a neofucoxantina e o B-caroteno (7). Por fim, as
macroalgas vermelhas sdo principalmente caracterizadas pelos pigmentos clorofila a e as
ficobilinas (ficoeritrina e ficocianina), sendo estas ultimas as proteinas responsaveis pela sua
coloragdo, embora a sua cor varie de acordo com a proporcao de ficoeritrina e ficocianina.
Para além destes pigmentos, estas macroalgas possuem os carotenoides a- e -caroteno,
luteina e zeaxantina (4).

A classificacdo das macroalgas ¢ assim efetuada com base na sua composi¢ao
pigmentar, apesar do sistema de classificacao ter sido alterado ao longo do tempo, considera-
se que as macroalgas verdes, vermelhas e castanhas pertencem aos Filo Clorophyta,
Rhodophyta e Heterokontophyta, respetivamente (8).

Em todo o mundo sdo usadas cerca de 221 espécies de macroalgas: 125 (vermelhas),
64 (castanhas) e 32 (verdes). Destas, cerca de 145 t€ém como finalidade a utilizac¢ao direta
nos alimentos, enquanto as restantes sdo utilizadas em industrias de ficocoloides, medicina

tradicional, agricultura e em ra¢des de animais (9).



1.1.1 Composicao e valor nutricional

As macroalgas tém propriedades muito interessantes do ponto de vista nutricional,
sendo atualmente consideradas como ‘“‘superalimentos”, principalmente por serem
praticamente isentas de gordura, possuirem baixo conteudo calorico e serem muito ricas em

minerais essenciais, vitaminas, proteinas e outros fitoquimicos (10,11).

Polissacarideos e fibra dietética

As macroalgas sdo na generalidade ricas em polissacarideos, embora a sua
abundancia seja muito variavel nas diferentes espécies, apresentando valores entre 4 € 76%
de peso seco (12). No que diz respeito aos polissacarideos da parede celular, é possivel
encontrar em maior quantidade o alginato nas macroalgas castanhas; agar e carragenana
predominam nas macroalgas vermelhas e as ulvanas nas macroalgas verdes. Em menor
quantidade, encontram-se polissacarideos contendo fucose sulfatada (macroalgas
castanhas), xilanas (macroalgas vermelhas e verdes) e a celulose (encontrada de um modo
geral em todos os géneros de plantas superiores). Ao nivel dos polissacarideos de reserva, as
macroalgas verdes possuem o amido, enquanto as macroalgas castanhas possuem a
laminarina e as macroalgas vermelhas possuem amido florideo (7,13).

Muitos dos polissacarideos ndo sdo digeridos pelas secregdes do trato gastrointestinal
humano, sendo por isso considerados fibra dietética. No geral, esta ¢ classificada em dois
tipos de acordo com a sua solubilidade em 4gua, designadamente em fibra insolivel (como
a celulose e xilana) e fibra soluvel (como o agar-agar, acido alginico e laminarina) (13). A
fibra total presente nas macroalgas varia entre 33 e 62% de matéria seca, uma quantidade
superior quando comparado com as plantas terrestres (Tabela 1) (14). Contudo, os valores
de fibra dietética total, insolivel e soliivel podem variar dependendo da origem geogréfica,
variacdes sazonais € até mesmo o proprio processamento (secagem, moagem) depois da

colheita (15,16).

Tabela 1 - Teor de fibra das macroalgas comparadas com outros alimentos (adaptado de (17))

(% de peso seco) Fibra insolivel Fibra solavel Fibra total
Porphyra sp. 16,8 17,9 34,7
Undaria sp. 5,3 30 35,3
Ulva lactuca 16,8 21,3 38,1




Cebolas 13,32 3,59 16,89
Batatas 4,85 2,14 6,99
Péras 39,53 27,30 66,83

Proteina e aminodcidos

As macroalgas possuem uma elevada quantidade de proteina, principalmente as
verdes e as vermelhas, geralmente numa gama de 9-26% e 10-47% de peso seco,
respetivamente (18). Por sua vez, as macroalgas castanhas apresentam um contetido
relativamente mais baixo, 6-13% de peso seco (19). Estes valores podem ser considerados
elevados, quando comparados com alguns alimentos de elevado contetdo proteico, como ¢
o caso das cenouras, ovos ¢ feijdo (Tabela 2) (18,20). Em termos de variagdo do conteudo

proteico, € notoria a influéncia de diversos fatores como a espécie, condigdes ambientais e

ciclo de vida (18).

Tabela 2 — Comparagdo do teor proteico entre macroalgas e outros alimentos (adaptado de (21))

Amostra Proteina (g/100g de peso seco)
Verde 9-26%
Vermelha 10-47%
Macroalga
Castanha 6-13%
Cenoura 11,0%
Outros alimentos Ovo 49.80%
Feijao 40,3%

Na grande maioria, as macroalgas contém todos os aminodcidos essenciais cuja
concentragdo ¢ proxima dos valores recomendados pela Organizagdo das Nagdes Unidas
para a Alimentacdo e Agricultura/ Organizagdo Mundial de Saude (FAO/WHO) (22). As
macroalgas castanhas possuem elevadas quantidades de acido glutamico e acido aspartico,
enquanto as macroalgas vermelhas possuem niveis de isoleucina e treonina muito

semelhantes aos encontrados na proteina de leguminosas (Tabela 3) (18).



Tabela 3 — Comparacédo do teor de aminoacidos entre as macroalgas, plantas leguminosas, proteina
do ovo e os valores recomendados pela FAO/WHO (Adaptado de (18,21,22))

Aminoacidos Porphyra Ulva Laminarina Plantas Ovalbumina FAO/WHO
(aa)gaal/g sp. pinnatifida  sp. leguminosas

proteina

(His) 2,4-2.6 0,5-2,5 2,2 3,8-4,0 4,1 -
(1le) 3,1-33 2,8-4,1 2,7 3,6 4,8 2,8
(Leu) 5,9-7,1 7,4-8,4 4,9 73 6,2 6,6
(Lis) 4,9-5,2 3,6-5,6 3,9 6,4-6,5 7,7 5,8
(Met) 1,7 1,7-2,0 0,9 1,2-14 3,1 2,5
(Phe) 3,3-3,5 3,6-4,7 3,2 2,4 4,1 -
(Thr) 5,2 4,4-54 3,5 4,0 3,0 34
(Trp) 0,7 0,7-1,1 0,5 1,6-1,9 1,0 1,1
(Val) 4,5-5,2 5,2-6,8 3,8 4,5 5,4 3,5
(Ala) 2,2-6,2 4,4-4,7 5,7 - 6,7 -
(Arg) 5,9 3,0-5,2 33 13,0-14,0 11,7 -
(Asp) 8,5 5,9-8,7 12,5 4,7-5,4 6,2 -
(Glu) 9,3 6,5-14,5 23,8 6,4-6,7 9,9 -
(Cys) 1,2 0,9 1,2 1,1-1,3 - -
(Gly) 4,1-5,1 3,6-5,1 4,0 - 34 -
(Pro) 3,5 3,0-3,6 3,1 - 2,8 -
(Ser) 4,0-4,9 2,5-4,0 33 - 6,8 -
(Tyr) 3,4 1,6-2.9 1,7 2,3-2,6 1,8 6,3

Lipidos e acidos gordos

O contetdo lipidico das macroalgas ¢ muito reduzido, cerca de 0,7-1,8% de peso
seco, no entanto, o perfil das macroalgas ¢ no geral muito interessante em termos
nutricionais, ja que na sua grande maioria ¢ composto por acidos gordos polinsaturados
(PUFA) (23). Naturalmente, tal como para os outros nutrientes, o conteido € composi¢ao
dos acidos gordos ¢ uma variavel dependente do tipo de espécie, localizagdo, condigdes
sazonais e ambientais (24).

Os PUFA com a dupla ligagao no carbono 3 ou 6 sao os considerados acidos gordos
essenciais, uma vez que o corpo humano nao tem a capacidade de os sintetizar, tendo por
isso que ser obtidos a partir da dieta. Assim, estes acidos sdo indicados como benéficos para
a saude, dado o seu potencial para reduzir o risco de vdarias doengas, como as
cardiovasculares, osteoporose e diabetes. O acido docosa-hexaendico (DHA) e o acido

eicosapentaendico (EPA) sdo obtidos a partir da série dmega 3 (»-3) dos PUFA. O DHA ¢



um componente estrutural importante das membranas celulares, estando presente em
elevados niveis no tecido cerebral e na retina. Por sua vez, o cido araquiddnico ¢ obtido a
partir da série 6mega 6 (0-6) dos PUFA, desempenhando o papel de percursor de
eicosanoides, sintetizados a partir do acido linoleico (25).

A razdo de 4cidos gordos essenciais -6 e ®-3 deve estar proxima de 4:5-5:1 e ndo
deve exceder os 10:1, dado que uma baixa razao est4 associada a baixa ocorréncia de doencas
cardiovasculares (26,27). No entanto, nos dias de hoje as dietas ocidentais contém em média
cerca de 15:1, ou seja, sdo notavelmente deficientes em -3 e possuem quantidades
excessivas de -6 (27). Nas macroalgas, a propor¢ao de -6 ¢ em geral baixa, resultando
frequentemente numa razdo ®-6/®-3 de aproximadamente 1 nas macroalgas vermelhas e
castanhas (14).

De um modo geral, as macroalgas vermelhas e castanhas possuem na sua composicao
acidos gordos com 20 atomos de carbono, como ¢ o caso do acido eicosapentaendico (20:5
®-3) e do 4acido araquidonico (20:4 ®-6). As macroalgas castanhas e verdes apresentam
quantidades relativamente elevadas de acido palmitico (16:0) e oleico (18:1 ®-9) (28). Em
termos de fracdo insaponificavel, as macroalgas tém presente esterdis, terpenoides,
tocoferois e alguns carotenoides, como a luteina, violaxantina e -caroteno (em macroalgas

verdes e vermelhas) e fucoxantina nas macroalgas castanhas (12).

Minerais

No geral, as macroalgas possuem um elevado contetido de minerais (8-40% peso
seco) (21) que se relaciona com a sua capacidade de reter substancias inorganicas devido as
caracteristicas dos polissacarideos da superficie celular (29). No entanto, este contetido pode
variar dependendo do filo a que pertencem, das condi¢des ambientais, geograficas e sazonais
(30). Note-se que os minerais t€ém um papel importante no bom funcionamento do
metabolismo humano, sendo por exemplo conhecidas as necessidades de magnésio na
absor¢ao de calcio, o calcio na atividade de muitas enzimas como a NO sintetase, o iodo a
nivel da tiroide, o cromio na regula¢do do aglicar no sangue e o ferro, muito importante no
transporte de oxigénio, sintese do acido desoxirribonucleico (DNA) e transporte de eletrdes
(31-33). De entre minerais e oligoelementos, as macroalgas t€ém a capacidade de fornecer

cerca de 56, sendo estes essenciais na manutencao das fungdes metabolicas do corpo (10).



Ao comparar o teor de minerais das macroalgas com as plantas terrestres, ¢ possivel
verificar que as macroalgas possuem uma quantidade superior (Tabela 4) (9,34). Entre
outros, as macroalgas possuem elevadas quantidades de magnésio (Mg), sodio (Na), potassio
(K), zinco (Zn), iodo (I) e ferro (Fe). Apesar de terem elevado teor de Na e K, a razdo Na/K
das macroalgas por norma ¢ baixa, sendo este um detalhe importante de forma a compensar

as dietas ocidentais que sdo ricas em NaCl (35).

Tabela 4- Conteudo mineral das macroalgas comparado com outros alimentos (adaptado de (9) e

(34)

Na K P Ca Mg Fe Zn Mn Cu I

(mg/100g peso seco)

Fucus vesiculosus 2450- 2500- 725- 670- 4-
5469 4322 315 938 994 11 3,71 5,50 <0,5 14,5

Gracilaria spp. 5465 3417 - 402 565 3,65 4,35 - - -

Ulva rigida 1595 1561 210 524 2094 283 0,6 1,6 0,5 -

(mg/100g de peso)

Espinafre 140 500 - 170 54 2,1 0,7 - 0 2

Bananas 1 400 - 6 34 0,3 0,2 - 0,1 8

Amendoins 2 670 - 60 210 2,5 35 - 1 20
Vitaminas

As macroalgas sdo uma excelente fonte rica em micronutrientes, como € o caso das
vitaminas. Tém presente vitaminas hidrossoluveis e lipossoluveis, sendo possivel encontrar
as vitaminas A, D, E e B5, B9, B12, C, respetivamente (36,37). As macroalgas castanhas,
possuem em geral niveis mais elevados de vitamina E em comparagdo com as verdes e
vermelhas, contendo as variedades a-, - € y-tocoferol, enquanto as duas ultimas apresentam
apenas o-tocoferol (4). A vitamina E desempenha uma func¢do importante na nutri¢ao
humana, pela sua capacidade antioxidante, revelando-se capaz de inibir por exemplo a

oxidagdo da lipoproteina de baixa densidade (38).



Em termos de vitamina C, no geral as macroalgas castanhas e verdes possuem niveis
mais elevados do que as vermelhas. Esta ¢ uma vitamina importante na absor¢ao intestinal
de ferro e na regeneragao da vitamina E. Ao contrario de muitas plantas, algumas macroalgas
como a Porphyra e Ulva tém presente elevada quantidade de vitamina B12, tornando-se
numa macroalga de interesse relevante para os vegetarianos, dado que esta vitamina

geralmente se encontra presente em produtos de origem animal (4,39).

Compostos fitoquimicos

A maioria das macroalgas marinhas vive em habitats com condi¢des extremas
conduzindo assim a formagao de radicais livres. Contudo, apresentam mecanismos de defesa
quimica inerentes disponiveis, produzindo metabolitos secundarios capazes de atuar contra
o stress oxidativo (40). De entre uma mistura complexa obtida a partir do extrato de
macroalgas castanhas, ¢ possivel encontrar os compostos fitoquimicos de maior interesse,
como ¢ o caso de pigmentos e compostos fendlicos (41).

A fucoxantina ¢ uma xantofila (carotenoide), tendo presente uma estrutura Unica, que
inclui um carbono aleno, um grupo epoxido e um grupo carbonilo conjugado na cadeia
poliénica . Esta, ¢ um dos carotenoides presente em maior quantidade nos cloroplastos das
macroalgas castanhas (42). Os niveis deste pigmento nas macroalgas variam consoante o
ciclo de vida e a estagdo do ano, mas por norma, apresentam valores mais elevados no
inverno do que no verdo (43). Este composto, tem sido associado a varias atividades
benéficas para a saide, nomeadamente devido as propriedades antioxidantes (44),
antidiabéticas e anti-obesidade (45). Por outro lado, nas macroalgas vermelhas, o principal
pigmento encontrado ¢ a R-ficoeritrina, uma ficobiliproteina. Esta, em conjunto com outras
ficobiliproteinas tém sido usadas ao longo de décadas como corantes naturais em produtos
alimentares (46). Estas macroalgas apresentam niveis de ficoeritrina, tal como de
fucoxantina, mais elevados no inverno do que no verao (47). As ficobiliproteinas tém sido
associadas a propriedades biologicas, nomeadamente a atividade antioxidante, anti-
inflamatoria e neuroprotetora (48).

Em termos quimicos, os compostos fenolicos sdao caracterizados por um anel
aromatico tendo um ou mais grupos hidroxilos substituintes, variando entre compostos
monomeéricos, oligoméricos ou poliméricos. Os florotaninos sdo metabolitos secundarios

produzidos principalmente pelas macroalgas castanhas, ndo sendo encontrados nas plantas



terrestres. Estes sdo constituidos por polimeros de floroglucinol (1,3,5-tri-hidroxibenzeno),
encontrados em vesiculas, mais concretamente nas fisoides das células (49). Algumas
espécies de macroalgas castanhas, como a Laminaria japonica, Undaria pinnatifida,
Ecklonia kurome sao boas fontes de florotaninos (50). Varios estudos tém também isolado
varios destes compostos, em particular, alguns oligdmeros de florotaninos, entre os quais o
fucofloretol A, tetrafucol A e trifucodifloretol A, foram isolados a partir da Fucus
vesiculosus (51). Diversos autores demostraram que estes compostos possuem uma elevada

capacidade antioxidante, anti-inflamatoria e antibacteriana (52—54), entre outras.

1.1.2 Beneficios para a saude

Nas ultimas décadas a sociedade tem sido confrontada com um aumento dréstico na
incidéncia da sindrome metabdlica, como ¢ caso da diabetes, sendo estimado que mais de
640 milhdes de pessoas sofrerdao desta patologia até 2040 (55). Apesar do grande contributo
dos fatores genéticos, ¢ também altamente influenciada por uma dieta ndo saudavel,
inatividade fisica, consumo de tabaco ¢ obesidade (56).

Em paises como o Japao e a Coreia, as macroalgas sdo parte integrante da dieta
tradicional e existe uma menor prevaléncia destas sindromes, sugerindo que as macroalgas
podem conter compostos bioativos que sejam capazes de contribuir de forma positiva para a
reducdo de alguns sinais caracteristicos, nomeadamente da diabetes e obesidade (57).

Dentro deste contexto, as enzimas a-glucosidase e a-amilase sdo um alvo terapéutico
importante dada a sua participacao na etapa do processo digestivo de carbohidratos dietéticos
complexos. A a-amilase hidrolisa as ligacdes glicosidicas a-1,4 de varios oligossacarideos,
enquanto a a-glucosidase metaboliza dissacarideos mais simples para a absorcao intestinal.
Assim, a inibi¢ao destas enzimas, para além de poder retardar a digestao de oligossacarideos
e dissacarideos, pode também retardar a absor¢ao de glucose pelo intestino delgado e reduzir
os niveis de glucose no plasma (50). Na Tabela 5 encontram-se alguns estudos resumidos
que demonstram a capacidade dos componentes das macroalgas em inibir estas enzimas.

Nwosu et al. (58) tiveram como objetivo estudar os extratos ricos em fendlicos de
quatro macroalgas marinhas, nomeadamente da Palmaria palmata, Ascophyllum nodosum,
Alaria esculenta e Ulva lactuca, e a respetiva capacidade de inibir as enzimas digestivas, de
forma a conseguir obter potenciais efeitos anti-diabéticos. Das quatro macroalgas

selecionadas, os autores excluiram a Ulva lactuca, devido a baixa recuperacao de fenolicos.
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A Ascophyllum nodosum foi a que revelou maior contetido fenolico (4547,8 pg/g peso seco),
com um valor de ICs para a enzima a-amilase (concentracdo de extrato necessaria para inibir
a atividade enzimatica em 50%) cerca de 0,1 pg/mL EAG (equivalentes de 4cido galico).
Note-se que este valor ¢ inferior ao da acarbose (aproximadamente 0,8 pg/mL) isto €, um
inibidor da a-glucosidase e a-amilase. Também o extrato de 4. nodosum se mostrou eficaz
na inibi¢do da enzima a-glucosidase, apresentando um valor de ICso cerca de 20 pg/mL
EAG. Assim, os autores concluiram que os compostos fendlicos presentes na 4. nodosum
parecem ter potencial efeito antidiabético, inibindo estas duas enzimas chave do
metabolismo dos agucares.

Um estudo semelhante realizado por Apostolidis et al. (59) pretendeu identificar a
macroalga com maior conteido fenolico, determinar as condi¢des 6timas de extragdo em
termos da razao macroalga/agua e temperatura para posterior utilizagdo como inibidora das
enzimas o-glucosidase e a-amilase. De entre as macroalgas em estudo, Ascophyllum
nodosum, Ceramium virgatum, Ulva lactuca e Saccharina latissima, a A. nodosum foi a
escolhida, pelo facto de apresentar o maior conteudo em compostos fenolicos. Ao variar a
temperatura entre 20°C e 80°C, concluiu-se que a extracao a 80°C foi aquela que resultou
num maior conteddo em compostos fendlicos (4,2 mg/g peso himido). Os extratos
apresentaram niveis semelhantes de atividade antioxidante contra o radical DPPH". O extrato
a 80°C foi o que revelou uma maior atividade inibitoria da a-glucosidase e a-amilase com
um valor de ICsode 0,24 e 1,34 ug peso fresco, respetivamente, comparando com o inibidor
de referéncia (acarbose), sendo 0,37 e 0,68 ug respetivamente. Estes resultados, mostram
que a A. nodosum tem uma forte atividade inibitéria na a-glucosidase e mais suave na a-
amilase, estando correlacionado com o conteudo em compostos fendlicos.

Um outro estudo realizado por Hwang et al. (60) teve como objetivo estudar a
atividade inibitoria da a-amilase e a-glucosidase pela macroalga Sargassum hemiphyllum.
Para tal, prepararam extrato aquoso (EAQ), etanol 95% (EE) e acetona 70% (EA). Dos 3
extratos preparados, o EA foi o que revelou um maior contetido polifendlico (36,66+2,01
mg/g), seguindo-se o EE (22,35+1,41 mg/g) e o EAQ com (17,35+0,93 mg/g). A fucoxantina
foi apenas detetada no extrato de EE (7,89+0,03 mg/g) e EA (15,12+0,09 mg/g). Aplicando
estes extratos como inibidores da a-amilase, sucrase e maltase, os autores verificaram que
os valores de ICso do extrato EA para a a-amilase, sucrase e maltase foram de 0,35+0,05;

1,89+0,03 ¢ 0,09+0,01 mg/mL, respetivamente. J4 o extrato de EE inibiu apenas a sucrase e
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a maltase com um ICso de 3,47+0,10 e 2,88+0,09 mg/ml e o extrato de EAQ ndo teve
qualquer efeito inibitdrio. Os resultados sugerem assim, que a atividade inibitoria das
enzimas, esta correlacionada com a concentracao de polifendis e fucoxantina, presentes nos
extratos da S. hemiphyllum.

Para além das enzimas a-amilase e a-glucosidase, a lipase pancreatica ¢ também um
alvo terapéutico no tratamento da obesidade, uma vez que, a sua inibi¢do diminui os acidos
gordos livres e os monoacilglicerois no lumen intestinal, contribuindo para uma diminui¢ao
da absor¢ao de triacilglicerois (61). Com o intuito de se obter inibidores a partir de fontes
naturais, existem alguns estudos que apresentam as macroalgas como uma fonte promissora
de agentes anti-obesidade. Um estudo realizado por Eom et al. (62) pretendeu estudar o
extrato metanolico da Eisenia bicyclis como inibidor da lipase pancreatica. A partir do
extrato metanolico, fizeram o isolamento e identificacdo de 6 florotaninos: “eckol”,
“fucofuroeckol”, “7-phloroeckol”, “dioxindehydroeckol”, “phlorofucofuroeckol A’ e
“dieckol”. De entre os compostos isolados, o “fucofuroeckol” e “7-phloroeckol”, foram os
que apresentaram um potente efeito inibitorio na lipase pancreatica com valores de ICso
numa gama de 37,2+£2,3 e 12,7+1,0 mM, respetivamente.

Um outro estudo realizado por Wilcox et al. (63), verificaram que o alginato obtido
a partir da macroalga Laminaria hyperborea, com um elevado conteudo de &cido
glucurdnico, revelou uma maior capacidade de inibir a lipase pancreatica do que o alginato
obtido a partir da macroalga Lessonia nigrescens, com elevado teor de acido manurénico. O
estudo revelou assim que a atividade inibidora pode variar dependendo da fonte e forma

quimica do composto.

Tabela 5 — Efeito in vitro dos diferentes extratos das macroalgas nas enzimas associadas a diabetes
e obesidade

Doenga Macroalga Efeito Referéncia
Diabetes P. palmata, A. Extrato da A. Nodosum: Maior contetido em (58)
nodosum, A. compostos fenolicos (4547,8 ug/g peso seco);
esculenta e U. valor de ICso de 0,1 € 20 pg/mL(EAG) nas
lactuca enzimas a-amilase e a-glucosidase,
respetivamente.
A. nodosum, C. Extrato de A. Nodosum: extrato a 80°C (59)
virgatum, U. originou um contetdo em compostos

fenolicos de 4,2 mg/g peso himido; revelou
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lactuca e S. maior atividade inibitoria da a-glucosidase e
latissima a-amilase, com valor de ICsode 0,24 ¢ 1,34 ug

de fenolicos, respetivamente.

Extrato de acetona da S. hemiphyllum: maior (60)
S. hemiphyllum conteudo em compostos polifendlicos (36,66

+ 2,01 mg/g); valores de ICsy da a-amilase,

sucrase € maltase: 0,35 £ 0,05; 1,89+ 0,03 ¢

0,09 £ 0,01 mg/mL, respetivamente.

Obesidade “Fucofuroeckol” e “7-phloroeckol” (62)
E. bicyclis apresentaram maior efeito inibitorio da lipase,
com valores de ICso numa gama de 37,2+£2,3 e

12,7£1,0 mM, respetivamente.

L.hyperborea e L. Maior capacidade de inibir a lipase com o (63)
nigrescens alginato contendo elevado acido glucurénico

obtido da Laminaria hyperborea do que o

alginato com elevado &cido manurdnico

obtido a partir da Lessonia nigrescens.

1.1.3 Incorporacio em alimentos

Hoje em dia, as industrias alimentares procuram solucdes que satisfacam os
consumidores na busca por um estilo de vida mais saudavel, nomeadamente através da
producdo de alimentos que ndo visam somente saciar a fome ou fornecer os nutrientes
necessarios, mas também aliado a capacidade de prevenir doengas e aumentar o bem-estar
fisico e mental dos consumidores, ndo devendo ser encarados como uma solugdo, mas sim
como um auxilio (64).

A Acdo Concertada da Comissao no ambito do 11° projeto cientifico europeu sobre
alimentos funcionais (FUFOSE), define alimento funcional como: “Um produto alimentar
s6 pode ser considerado funcional se, juntamente com o impacto nutricional basico, tem
efeitos benéficos sobre uma ou mais fungdes do organismo humano, melhorando as
condigdes gerais e fisicas ou diminuindo o risco das doengas” (65).

Viérias investigacdes tém sido realizadas com o intuito de verificar de que forma as

macroalgas podem ser incorporadas em alimentos, nomeadamente em salsichas,
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hamburgueres, croquetes de peixe, noodles, massas e pao. Na Tabela 6, apresenta-se o
resumo de alguns estudos, em que utilizam macroalgas na forma de farinha e os principais
efeitos em termos fisico-quimicos, sensoriais € funcionais no alimento em que foram
incorporadas. No que diz respeito as salsichas tipo “frankfurters”’, um estudo realizado por
Jiménez-Colmenero et al. (66) pretendeu verificar o efeito da incorporagdo de 3,3% de
farinha da macroalga Himanthalia elongata ao nivel das caracteristicas fisico-quimicas
(estabilidade da emulsao, perda de cozimento, cor, textura e microestruturas) e sensoriais de
salsichas tipo “‘frankfurters” com baixo e reduzido teor de gordura, preparadas com o gel
“konjac” como substituto da gordura de porco e ainda reduzindo o teor de sal. A
incorporacdo da macroalga/gel “komjac” juntamente com uma diminui¢do do teor de sal
adicionado, levou a um aumento na perda de cozimento e reducao da estabilidade da emulsao
no sistema gel/emulsdo. Ao nivel da cor e comparando com as outras amostras, os autores
verificaram que a incorporagdo da macroalga/gel “konjac” conduziu a uma diminui¢ao da
luminosidade (L*) e vermelhiddo (a*), e um aumento do amarelamento (b*). No parametro
de textura, os efeitos da adi¢ao da macroalga nas salsichas com baixo teor de sal variaram
dependendo da propor¢ao do gel “konjac” usada na formulagao, verificado pela diferenca
na microestrutura. Os autores, concluiram assim que, existem algumas interferéncias nas
propriedades da matriz da carne por incorporagdo da macroalga/gel.

Num estudo semelhante realizado por Choi et al. (67), pretendeu-se verificar o efeito
das macroalgas nas propriedades fisico-quimicas e sensoriais em salsichas tipo
“frankfurters” com teor de sal reduzido. Para tal, utilizam 1% de farinha das macroalgas
Laminaria japonica, Undaria pinnatifida, Hizikia fusiforme e da planta Salicornia herbacea
L. de forma independente em diferentes ensaios, com o objetivo de compreender quais os
efeitos na composi¢ao proximal, salinidade, perda por cozimento, estabilidade de emulsao,
pH, cor, textura, viscosidade aparente e caracteristicas sensoriais na massa de carne e nas
salsichas com baixo teor em sal. Ao incorporarem a farinha das macroalgas L. japonica e U.
pinnatifida nas salsichas com baixo teor em sal, foi possivel melhorar a perda por cozimento
e a estabilidade da emulsdo, assim como manter as propriedades sensoriais que se revelaram
similares ao controlo (com o teor de sal regular). A combinacdo da macroalga e baixo teor
de sal nas salsichas foi mais efetiva com as macroalgas L. japonica e U. pinnatifida.

Para além das salsichas, tem sido estudada a possibilidade de incorporagdo em

hambtrgueres de carne. Assim, Cox et al. (68) estudaram o efeito da adi¢do entre 10-40%
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da macroalga Himathalia elongata como fonte de fibra dietética, antioxidante e nas
propriedades fisico-quimicas, microbiologicas e sensoriais de hamburgueres de carne
cozinhados, durante o armazenamento refrigerado. Os hamburgueres que tinham a
macroalga incorporada apresentaram reduzidas perdas no cozimento € mostraram ser cerca
de 50% mais tenras, quando comparadas com o controlo (sem a macroalga). Em termos
microbioldgicos e de oxidacdo lipidica, os valores revelaram-se mais baixos nos
hamburgueres que tinham a macroalga incorporada, em relacdo ao controlo. Com a
incorporagdo da macroalga, foi também possivel aumentar o teor de fibra dietética,
compostos fenolicos e a atividade captadora do DPPH’ quando comparado com os
hambtrgueres controlo. Assim, a adi¢gdo da macroalga na formulagdo dos hamburgueres de
carne levou a um aumento da qualidade nutricional, bem como da qualidade sensorial.

No que diz respeito a produtos com peixe, Senthil et al. (69) pretenderam estudar o
efeito da utilizacao da farinha da macroalga Eucheuma na qualidade dos croquetes de peixe.
Para tal, utilizaram a farinha da macroalga como ingrediente e adicionaram em diferentes
concentragoes: 5, 7,5, 10, 12,5 e 15%. A avaliagdo sensorial permitiu perceber que a
incorporagao da farinha da macroalga influenciou significativamente a textura do croquete,
e que, era possivel incorporar at¢ 10% da macroalga sem que a aparéncia, textura e
aceitabilidade fossem afetadas.

A incorporagdo em noodles tem sido investigada por Chang et al. (70), em que
tiveram como objetivo perceber de que forma a introducao da farinha da macroalga verde
Monostroma nitidum na formulacdo de noodles chineses, influenciava a textura e as
propriedades de qualidade deste produto. Para tal, incorporaram nos noodles a macroalga
em proporcdes de 4, 6 e 8%. Verificaram que a adi¢do da farinha da macroalga, aumentou o
conteudo de fibra, levando consequentemente a um aumento da absorc¢ao de agua durante o
cozimento pelas fibras e polissacarideos presentes na macroalga. Com a elevada absorcao
de dgua, os noodles ficaram com uma textura mais macia e esponjosa.

Um estudo semelhante realizado por Chang et al. (71), pretendeu perceber as
mudancas ocorridas na textura dos noodles frescos de ovos, contendo na formulagao farinha
de macroalga e massa de choco. A macroalga Monostroma nitidum foi incorporada em
diferentes proporg¢des (0, 3 e 6%) nos noodles e os ovos liquidos substituidos por massa de
choco em (0, 1/3, 2/3 ou substitui¢ao total). Os rendimentos mais elevados no cozimento

foram obtidos com a incorporacdo de 6% de macroalga, devido a absorcao de adgua pelas
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fibras e polissacarideos presentes na macroalga. Tal como, no estudo referido anteriormente,
a elevada absorcdo de 4agua pela macroalga fez com que os noodles ficassem com uma
textura mais macia e esponjosa. Em termos dos parametros de textura, estes foram
influenciados nao sé pela substituigdo da massa de choco e adicdo da macroalga, mas
também pelas propriedades de cozimento, em que os rendimentos foram maiores com a
macroalga incorporada.

A possibilidade de incorporar em massas foi avaliada por Prabhasankar et al. (72),
em que pretenderam utilizar a farinha da macroalga Undaria pinnatifida como ingrediente
na massa e avaliar de que forma esta incorporacao influenciava a parte quimica, funcional e
estrutural. Os autores prepararam a massa com diferentes niveis da farinha da macroalga,
10-30%, de forma a avaliar as propriedades antioxidantes, conteido fenolico total,
composi¢ao de acidos gordos, conteido de fucoxantina e fucosterol, bem como a sua
aceitacdo. Os resultados deste estudo, permitiram concluir que a massa at¢ 10% de
macroalga era sensorialmente aceite. A proporcao de acidos gordos -3 e ®-6 no controlo
foi de 1:15,2 enquanto que, na massa com a macroalga incorporada foi de 1:3,4. O teor em
compostos fendlicos totais variou entre 0,10 e 0,94 mg EAG/g, enquanto a atividade
antioxidante total variou entre 0,16 e 2,14 mg de 4cido ascorbico (EAA)/g entre diferentes
amostras. Ainda, a atividade captadora dos radicais livres DPPH" e superoxido, nas amostras
contendo a farinha da macroalga, foi de 7,71% e 4,56%, respetivamente, na massa
sensorialmente aceite. Os processos de calor que envolvem a preparagao da massa, nao
destruiram a fucoxantina. Assim, a incorporacdo de macroalgas na massa, para além de
melhorar o perfil de 4cidos gordos, aumentou o valor nutricional devido & presenca de
componentes biofuncionais como a fucoxantina e fucosterol. Em termos de microestruturas,
foi notdrio que a massa contendo até 20% de macroalga permitia um aumento de interagao
entre os granulos de amido e a matriz proteica e consequentemente aumentar a qualidade da
massa, no entanto, ndo era sensorialmente aceite.

Um estudo semelhante realizado por Prabhasankar et al. (73) teve como objetivo
avaliar a influéncia da farinha da macroalga Sargassum marginatum como ingrediente na
qualidade, biofuncionalidade e microestrutura da massa. Diferentes niveis de macroalga (1,
2,5 e 5%) foram incorporados na massa, enquanto a massa sem macroalga foi utilizada como
controlo. A atividade captadora de radicais livres (DPPH"), foi mais elevada na massa cozida

com a macroalga incorporada do que na massa crua. A perda por cozimento, foi menor nas
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amostras com a macroalga incorporada até¢ 2,5%. Estes autores concluiram assim, que a
incorporacdo da macroalga até 2,5% permitiu obter uma massa com melhor qualidade e
biofuncionalidade.

A incorporagao em produtos panificados, foi estudada por Mamat et al. (74) em que
pretenderam perceber qual o efeito da adi¢do da farinha de macroalga nas propriedades de
textura na massa e no pao. Assim, os autores adicionaram a farinha da macroalga vermelha
Kappaphycus alvarezii numa proporcao entre 2-8% na farinha de trigo utilizada para fabricar
0 pao. Os resultados do estudo indicaram que a adi¢do da farinha de macroalga aumentou a
absorcdo de 4gua da massa e revelou elevados valores de firmeza. Os autores sugeriram que
a farinha da macroalga poderia ser utilizada para substituir a farinha de trigo (até 8%),

mantendo as caracteristicas de qualidade final do produto.

Tabela 6 - Efeito da incorporacdo da farinha de macroalgas nas propriedades dos alimentos
Tipo de Tipo de Quantidade Tipo de efeito Referéncia

produto macroalga adicionada

Incorporagdo da macroalga/gel

konjac: 1 perda por cozimento; (66)
H. elongata 3.3% | estabilidade da emulséo;

interferéncia nas propriedades

da matriz da carne.

Adicao da L. japonica ou U. 67)
Salsichas pinnatifida: melhorou a
L. japonica, estabilidade da emulsdo e perda
U. por cozimento; a combinacgéo
pinnatifida, 1% macroalga/baixo teor de sal,
H. fusiforme mais efetivo; propriedades

sensoriais mais similares ao

controlo.

| perda no cozimento; a carne (68)
ficou mais tenra;
Hambirgueres H. elongata 10-40% 1 teor de fibra dietética,
compostos fenodlicos e atividade

captadora do DPPH".
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Influenciou a textura do (69)
Croquetes de 5,7,5, 10, croquete; possibilidade de
Eucheuma )
peixe 12,5e 15% incorporar até 10% sem afetar

textura e aceitabilidade.

Textura mais macia e esponjosa; (70)
4,6¢ 8%
M. nitidum 1 conteudo de fibra.

1 absorcao de agua pela (71)
Noodles
macroalga leva a formacdo de
M. nitidum 3¢6% noodles com uma textura mais

macia e esponjosa.

Processos de calor na (72)
preparagdo da massa nao
destruiram a fucoxantina;
1 acidos gordos e valor
U. pinnatifida nutricional;
10-30%
massa com 10% de macroalga,
Massas teve uma maior aceitagdo
sensorial.

1 Atividade captadora de (73)
DPPH’;

S.
. 1,2,5e¢5%  Incorporagdo da macroalga até
marginatum
2,5% melhorou a qualidade da

massa.

1 Absorgao de agua; (74)
2-8% 1 Firmeza

Pao K. alvarezii

Para além da incorporagdo da farinha de macroalga, existem véarios estudos na
literatura que descrevem a incorporacdo de extratos e os seus efeitos, nomeadamente em
presunto, hamburgueres, salmao e leite, os quais se destacam em resumo na Tabela 7.

Em relagdo ao presunto, um estudo realizado por Barbieri et al. (75) teve como
objetivo reduzir o NaCl em presunto cozinhado através da modificacdo do cozimento e
adi¢do do extrato aquoso da macroalga Palmaria palmata. Ao modificarem estes dois
parametros, os autores conseguiram obter um presunto cozido contendo uma percentagem

de sal mais reduzida (1,2 e 1%) ao invés de 1,8%, reduzindo assim a ingestdo de sodio em
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25% e 35%, respetivamente. O extrato da macroalga ndo se revelou um problema a nivel
sensorial, mesmo apds um periodo de refrigeragdo de 6 meses.

No respeitante aos hamburgueres, um estudo realizado por Moroney et al. (76)
pretendeu perceber qual o efeito da adicdo do extrato da macroalga castanha Laminaria
digitata contendo laminarina e fucoidana, na qualidade e tempo de prateleira de
hamburgueres de carne de porco picada, frescos e cozinhados. Para tal, foi adicionado
diretamente a carne de porco picada, o extrato da macroalga contendo 9,3% de laminarina e
7,8% de fucoidana a diferentes niveis (0,01, 0,1 e 0,5%) (m/m). Os hamburgueres foram
entdo armazenados durante 14 dias a 4°C em embalagens de atmosfera modificada contendo
80% 02:20% COz e 70% de N2:30% COg, respetivamente. Estes autores verificaram que a
adicao do extrato rico em laminarina e fucoidana nao conduziu ao aumento dos parametros
de qualidade nos hamburgueres frescos. Por outro lado, a adicao do extrato a 0,5% revelou
capacidade para diminuir a oxidagdo lipidica nos hamburgueres cozinhados, embora a sua
aceitacdo fosse mais baixa do que o controlo. J4 no extrato de laminarina/fucoidana de
0,01%, nao foi notério qualquer efeito na cor, oxidacdo lipidica, textura ou aceitacao
sensorial, quando incorporado nos hamburgueres.

Para além de produtos carneos, também tem sido testado em peixe, sendo que um
estudo realizado por Ortiz et al. (77), pretendeu avaliar o efeito na qualidade lipidica e
sensorial, utilizando diferentes extratos aquosos das macroalgas Durvillaea antarctica, Ulva
lactuca, Pyropia columbina como liquidos de cobertura em salmao enlatado. Apos um
periodo de 140 dias de armazenamento em conserva a 40°C, os autores verificaram que todos
os tipos de amostra de peixe tinham um odor oxidante aceitavel, assim como os valores de
sabor caracteristico. Ao utilizarem os extratos das macroalgas como parte do liquido de
cobertura, foi possivel diminuir a peroxida¢do secundaria em salmao enlatado, quando
comparado com a amostra controlo (sem a adi¢ao do extrato de macroalga). Para além disto,
foi possivel verificar baixos valores de odores oxidados. Em termos de parametros
sensoriais, estes nao foram significativamente diferentes entre os salmdes enlatados com os
diferentes liquidos de cobertura, estando sempre dentro dos limites aceitaveis.

Por ultimo, também se tem desenvolvidos estudos em produtos como o leite, em que
O’Sullivan et al. (78) estudaram a possibilidade de introduzir extrato de macroalga como
ingrediente funcional. Para tal, prepararam extrato aquoso e etanol 80% (v/v) de

Ascophyllum nodosum e etanol 60% (v/v) de Fucus vesiculosus. A introdugdo dos extratos
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etandlicos da A. nodosum e F. vesiculosus na propor¢ao de 0,25% e 0,50%, resultou num
aumento do verdor e amarelamento das amostras de leite fortificadas. O extrato de etanol a
60% da F. vesiculosus revelou capacidade antioxidante no leite semelhante ao padrdo de
floroglucinol. Em termos de parametros microbiologicos, ndo verificaram qualquer efeito
quer pelo tipo ou concentracdo de extrato, enquanto na andlise sensorial, concluiram que o
leite controlo e o leite contendo extrato preparado em dgua foram os mais aceitaveis pelo

painel.

Tabela 7 — Efeito da incorporagdo dos extratos de macroalgas nas propriedades dos alimentos

Tipo de Tipo de Quantidade Tipo de efeito Referéncia
produto macroalga adicionada
P. palmata | teor de sal do através da (75)
Carne 0,11% adi¢do do extrato e modificando

os parametros de aquecimento.

L. digitata Contendo O extrato laminarina/fucoidana (76)
laminarina nao melhorou a qualidade dos

(9,3%) e hamburgueres frescos. O extrato

fucoidana a 0,01% nao afetou a cor,
Hambirgueres (7,8%) a textura, oxidagao lipidica ou
diferentes aceitacdo sensorial. O extrato a
niveis (0,01, 0,5% revelou a melhor
0,1 ¢0,5%) capacidade para diminuir a
oxidagao lipidica dos
hamburgueres cozinhados.
D. antarctica, 30 mL do Extratos como parte do liquido (77)
U. lactuca, P.  liquido de de cobertura, permitiu diminuir
columbina cobertura a peroxidagao lipidica do
preparado a salmdo enlatado. Apresentou
Peixe partir de baixos valores de odores
500g de cada oxidados.
macroalga
em 2L de
agua
destilada
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A. nodosum e Extratos preparados com agua (78)

. F. 0,25 ¢ 0,50% foram mais aceitaveis do que os
Leite ) . .
vesiculosus etandlicos, quando incorporados
no leite.

1.2 OBJETOS DE ESTUDO

1.2.1 Macroalgas em foco: F. vesiculosus e Gracilaria sp.

As macroalgas castanhas s3o aquelas que parecem ser mais afetadas ao nivel do
desenvolvimento e morfologia, pelas condi¢cdes ambientais, apresentando diferentes
caracteristicas na flora, em diferentes regioes geograficas (4).

A F. vesiculosus (Figura 1) ¢ um exemplo de macroalga castanha, comumente
encontrada em aguas temperadas ao longo das costas rochosas das regides litoral e sublitoral
do hemisfério norte (79). Estruturalmente esta espécie apresenta um talo muito ramificado
que cresce por ramificagdao dicotdmica, sendo suportado por um caule pequeno e estreito,
que estd ligado a uma raiz em forma de disco. Nas ramificagdes existem segmentos
achatados compostos por uma veia central proeminente ¢ uma folha onde, normalmente,
estdo os criptoblastos, que sdo cavidades estéreis que facilitam a absor¢ao de nutrientes da
agua do mar (5). Esta, ¢ uma macroalga que apresenta alguns compostos com valor
nutracéutico com potencial beneficio para a satide, nomeadamente acidos gordos émega 3 e
6 para a prevencdo de doengas cardiovasculares e diabetes; fucoxantina com atividade anti-
inflamatoria e anti-obesidade; florotaninos com atividade antioxidante e a fucoidana com
efeito hipolipidémico (9). Gragas a presenca dos compostos funcionais, o género Fucus tem
sido visto como um potencial ingrediente funcional com enorme interesse e aplicagdo, ndo

sO nas industrias farmacéuticas e cosméticas, mas também nas industrias alimentares (80).
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Figura 1- Macroalga F. vesiculosus (Imagem da AlgaeBase)

Por outro lado, a Gracilaria sp. (Figura 2) ¢ um exemplo de macroalga vermelha,
tendo a capacidade de crescer numa ampla gama de salinidade, sendo por isso possivel
encontra-la tanto em agua salobra, como no mar (6). Estruturalmente, o talo cresce por meio
de uma célula apical de dois lados e os ramos vao afunilando (5).

Normalmente, as macroalgas do género Gracilaria sao cultivadas e colhidas com o
intuito de produzir agar, sendo que, atualmente mais de 50% da fonte de agar provem desta
macroalga. Em paises como a China, Japao, Coreia e Tailandia, sdo utilizadas como alimento
em sopas e saladas (6). Tal como nas macroalgas castanhas, as vermelhas possuem
compostos que podem ter um potencial benéfico, como € o caso da ficoeritrina e ficocianina,
que sdao normalmente associadas a propriedades antioxidantes; os polissacarideos agar e
carragenana, que nao sao digeridos pelo ser humano e podem por isso, ser considerados fibra

dietética (9).

Figura 2- Macroalga do género Gracilaria (Imagem da AlgaeBase)
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1.2.2 Alheira

Os enchidos sdo uma parte importante da gastronomia de diferentes paises e sdao
consumidos desde ha muitos séculos em diferentes partes do mundo. A alheira ¢ um produto
fumado e fermentado de carne tradicional portuguesa, geralmente de porco e/ou aves, € pao,
produzida no norte de Portugal (81).

Hoje em dia, as empresas apostam cada vez mais na inovacdo dos produtos
alimentares através da utilizacdo do conhecimento, como uma ferramenta estratégica de
forma a desenvolver novos produtos e novas formulacdes. O interesse em produtos
alimentares tradicionais inovadores parece estar relacionado com a possibilidade de se obter
produtos mais saudéaveis, embora com o risco associado da perda do sabor original (82).

Alguns estudos t€ém procurado demonstrar a possibilidade de mudar a imagem dos
produtos de carne tradicionalmente aceites, por uma que sugere um estilo de vida mais
saudavel através da adi¢do de ingredientes especificos como ¢ o caso de vegetais, extratos,
fibras, entre outros. Assim, os produtos a base de carne podem ser modificados através da
adicao de ingredientes considerados benéficos para a saude, reduzindo os componentes
considerados prejudiciais a saude (83,84).Com base nos factos referidos anteriormente, hoje
em dia encontra-se disponivel no mercado a alheira vegetariana, um enchido curado pelo
fumo, constituido por proteinas vegetais extrusadas e pao, com condimentos e aditivos,
sendo um produto com uma consisténcia firme, involucro sem roturas e aderente a massa

(85).
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Figura 3 - Alheira vegetariana (Imagem da Imnatura)
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2. METODOS

2.1 REAGENTES

Agua (H,0), Acetona, Etanol, Metanol (MetOH), Hidroxido de sédio (NaOH), Cloreto de
sodio (NaCl), Acido cloridrico (HCI), Acido ascérbico, acido galico, BHA (2(3)-t-butil-4-
hidroxianisol), Acido 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS™), Tris (2-
amino-2-(hidroximetil) propano-1,3-diol), Carbonato de calcio (Na2COs3), Hexacianoferrato
(I1) de potassio (K3Fe(CN)s), Cloreto de ferro (IIT) (FeCls), Acido tricloroacético (TCA),
Acido Tiobarbitirico (TBA), K20sS» (persulfato de potassio), B-caroteno, cloroférmio,
tween 80, &cido linoleico. Radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH"). Reagente Folin-
Ciocalteu, a-amilase a partir do Aspergillus oryzae, a-glucosidase a partir da Saccharomyces
cerevisiae, a-D-glucopirandsido de 4-nitrofenilo (pNPG), lipase e co-lipase a partir do
pancreas, Ester 1,2-di-O-lauril-rac-glicero-3-(acido glutarico 6-metilresorufinico) (DGGR),
foram adquiridos junto da Sigma. Deoxicolato de sddio, taurodeoxicolato de sodio hidratado,

captopril adquridos junto da Acros. Orlistat adquirido na TCI e a acarbose na Fluka.

2.2 MACROALGAS F. VESICULOSUS E GRACILARIA SP.

As macroalgas F. vesiculosus (lote 0716) e Gracilaria sp. (lote 1416) foram cedidas
pela empresa AlgaPlus. Apos colheita, as macroalgas foram lavadas com dgua da ria tratada
com radiacdao UV, seguidas de processo de secagem a temperatura de 25°C durante 16 horas.
Apos recegdo no laboratorio, as amostras foram congeladas e de seguida liofilizadas, de
forma a facilitar o seu processo de moagem, que foi efetuado em moinho de café (Yellowline
A10, 20000 rpm, IKA). Apds moagem, as amostras de macroalga foram passadas num crivo
com um tamanho de particula < 0,25 mm. Os valores nutricionais destas macroalgas

encontram-se discriminados na Tabela 8.
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Tabela 8- Valor nutricional das macroalgas F. vesiculosus e Gracilaria sp. (retirado do 1° relatorio
intercalar do SHARP)

(g/100g de macroalga seca) Amostra
F. vesiculosus Gracilaria sp.
Proteina 15,1+£0,2 23,6+0,2
Cinzas 25,5+0,2 28,9+0,2
Soluvel 7,6+£0,3 22,8+1,3
Fibra
Insoluavel 37,4+0,3 17,9+3,3

2.3 CARACTERIZACAO FUNCIONAL E QUIMICA DE EXTRATOS DAS
MACROALGAS F. VESICULOSUS E GRACILARIA SP.

2.3.1 Producao de extratos

As duas amostras de macroalgas, F. vesiculosus (F) e Gracilaria sp. (G), foram
submetidas a quatro procedimentos diferentes de extragdo utilizando os seguintes solventes
e condigdes numa propor¢do de 1:20 (m/v): (i) agua destilada a temperatura ambiente
durante 24 horas; (i) 4gua destilada a 90°C durante 30 minutos; (iii) etanol 80% (v/v) durante
24 horas a temperatura ambiente e (iv) acetona 70% (v/v) durante 24 horas a temperatura
ambiente. Note-se que, a amostra de Gracilaria sp. ndo foi extraida com agua destilada a
90°C devido ao seu elevado teor de agar que interferiu posteriormente no passo de filtragao.
Apos as extracdes, todas as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm durante 10 minutos e
filtradas através de um funil de placa porosa G4, seguido de remogao do solvente ndo aquoso
e/ou concentragdo no evaporador rotativo a 40°C. Os extratos foram entdo congelados,

liofilizados e armazenados a 4°C até a sua utilizacao.

2.3.2 Quantificacao total de polifendis

A quantificagdo total de polifendis foi avaliada pelo método de Folin-Ciocalteu, de
acordo com Singleton et al. (86), com algumas adaptacdes. Na microplaca de 96 pogos,
adicionou-se 60 pL de agua destilada, 15 pL de reagente Folin-Ciocalteu e 15 pL de amostra
ou padrdo. Apo6s 5 minutos, adicionou-se 150 pL. de solucdo de Na,CO3z a 7% (m/v). A
microplaca foi incubada na estufa a temperatura de 30°C durante 60 minutos. Apos este
tempo, procedeu-se a leitura da absorvancia a um comprimento de onda de 750 nm num

leitor de microplacas (Biotek). O acido galico foi utilizado como padrao para a curva de
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calibragdo, numa gama de concentragdes entre 0,05-0,26 mg/mL. A quantidade total de

polifendis foi expressa em gramas EAG/100 gramas de extrato.

2.3.3 Método de captacio de radicais livres (DPPH")

A avaliacao do poder antioxidante dos extratos foi efetuada através do radical livre
2,3 difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH"). Para tal, foi utilizada uma solu¢do metandlica 8,66x10"
> M de DPPH’ ¢ os extratos preparados em eppendorfs em varias concentragdes (entre 5 e 12
mg/mL). Colocou-se em tubos de ensaio diferentes quantidades da solucdo de amostra (21-
200 uL), e completou-se o volume de 300 pL. com agua destilada. Numa microplaca de 96
pogos, foi colocado 50 pL de cada uma das diluigdes dos extratos/padrao e 250 pL de
solu¢do de DPPH". A microplaca foi guardada no escuro durante 30 minutos a temperatura
ambiente e efetuou-se a leitura no leitor de microplacas a 517 nm.

O acido ascorbico foi utilizado como padrao para a curva de calibragdo, numa gama
de concentragdes entre 0,004 e 0,030 mg/mL. O controlo foi efetuado na presenga de todos
os reagentes e na auséncia do extrato.

A percentagem de inibi¢ao foi determinada para cada concentragdo através da

féormula representada na equagao 1:

o Abs. — Abs,
% inibicao = TxlOO (D
(o

Absc: Absorvancia do controlo

Abs.: Absorvancia do extrato ap6s 30 minutos no escuro

Os resultados foram expressos em gramas EAA/100 gramas de extrato e em valor de
ICso (i.e., concentracdo de extrato capaz de inibir 50% do radical DPPH'), no caso dos

extratos da F. vesiculosus. Uma vez que nao foi possivel determinar o valor de ICso nos
extratos de Gracilaria sp., os resultados relativos a esta macroalga foram apresentados

apenas em gramas EAA/100 gramas de extrato.

2.3.4 Método do Poder Redutor (FRAP)

A atividade do poder redutor foi determinada utilizando diferentes quantidades (50-

267 uL) de uma solucdo aquosa de extrato (5-12 mg/mL) e o volume de 400 uL foi
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completado com 4gua destilada. Nos tubos de ensaio, colocou-se 200 pL de amostra/padrao,
200 pL de tampao fosfato (0,2M e pH 6,6), 200 puL de K3Fe(CN)s 1% (m/v), agitando-se em
seguida no vortex. Apos 20 minutos num banho a 50°C, adicionou-se 200 pL de TCA e
agitou-se novamente no vortex. Transferiu-se de cada tubo de ensaio para a microplaca de
96 pocos, 75 pL da mistura anterior, 75 uL de dgua destilada e 15 pL de FeCls 0,1% (m/v).
Efetuou-se a leitura no leitor de microplacas (Biotek) a 700 nm. O BHA foi utilizado como
padrao para a curva de calibragcao, numa gama de concentragdes entre 0,03 ¢ 0,12 mg/mL.
O controlo continha todos os reagentes, exceto o extrato (substituido por solvente).

Os resultados relativos aos extratos da F. vesiculosus foram expressos em gramas
EBHA/100 gramas de extrato e no valor de ECso (ug/mL). Uma vez que ndo foi possivel
determinar o valor de ECso para os extratos da Gracilaria sp., os resultados foram expressos

apenas em gramas EAA/100 gramas de extrato.

2.3.5 Método da co-oxidac¢ao do B-caroteno/acido linoleico

Para a determinagao da atividade inibitoria contra a peroxidacao lipidica, preparou-
se uma solugdo de B-caroteno através da dissolucao de 20 mg de -caroteno em 10 mL de
cloroférmio. De seguida, prepararam-se dois baldes de 100 mL tendo-se colocado 1 mL de
“tween 80” em cada um deles. A um dos baldes foi adicionado 1 mL de cloroférmio, € no
outro, 1 mL da solucdo de B-caroteno. Apds remocao do cloroférmio (cerca de 45 minutos
a 40°C no evaporador rotativo), adicionou-se 50 mg de acido linoleico, sendo a solugdo
homogeneizada no evaporador rotativo a velocidade maxima durante 1 minuto. De seguida,
pesaram-se 100 gramas de dgua, tendo esta sido adicionada lentamente a cada mistura (cerca
de 20 mL de cada vez, seguindo-se de homogeneizag¢ao no evaporador rotativo a velocidade
maxima, durante 5 minutos).

Aliquotas de 800 pL das emulsdes acima preparadas foram transferidas para
diferentes tubos de ensaio contendo 200 puL de extratos de diferentes concentragdes. Assim
que as emulsdes foram adicionadas, foi retirada uma aliquota de 200 pL da amostra/padrdo
para uma microplaca de 96 pogos, sendo efetuada a leitura do tempo zero, num leitor de
microplacas (Biotek) a 470 nm. Apos este procedimento, os tubos foram colocados num
banho a 50°C durante 2 horas. Apos este periodo, a reacao foi parada colocando os tubos

num banho de gelo, tendo-se retirado uma aliquota de 200 uL para nova leitura a 470 nm no
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leitor de microplacas. A atividade antioxidante foi calculada através da formula representada

na equagao 2:

Ceo — Ciez) — (Ereo — Eoe
% de inibicio = (C (é‘Z) é t‘;’ =2) 100 2)
t=0 ~— b“t=2

Ci=0 = Controlo no tempo inicial
Ci=2 = Controlo ao fim de 2 horas
E«o0= Extrato/padrao no tempo inicial

E«> = Extrato/padrao ao fim de 2 horas

A concentragdo do extrato que proporcionou 50% da atividade antioxidante (ICso)
foi calculada a partir do gréfico da percentagem de inibigdo versus concentragao do extrato.
O BHA foi utilizado como padrao para a curva de calibracdo, numa gama de concentragdes

entre 0,80 e 3,99 ng/mkL.

2.4 CAPACIDADE DOS EXTRATOS NA INIBICAO DE ENZIMAS

2.4.1 Atividade da a-amilase

A atividade da a-amilase foi medida de acordo com Wickramaratne et al. (87), com algumas
modificagdes. Os extratos das macroalgas foram dissolvidos em tampao fosfato (20 mM, pH
6,9, contendo 6 mM de NaCl) a uma concentrag¢ao de 30 mg/mL e centrifugados a 6000 rpm
durante 10 minutos para remog¢ao do material insoluvel. 200 pL de extrato foram adicionados
a400 pL de solucao de amido 0,8% (m/v) no mesmo tampao fosfato e a mistura foi incubada
durante 5 minutos a 37°C, seguida da adicdo de 200 puL de solugdo a-amilase. Apos 5
minutos de incubagdo, foram recolhidos 200 pL da mistura reacional e imediatamente
misturados com 600 pL de reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) a 10 g/L, 300 g/L de
tartarato de potassio e de sodio e 0,4M de NaOH) para parar a reagdo. Uma segunda aliquota
de 200 pL foi adicionalmente recolhida apos 15 minutos e misturada com o reagente de
DNS. As amostras foram entdo fervidas durante 10 minutos e arrefecidas antes de ler a sua

absorvancia a 450 nm. A acarbose foi utilizada como controlo positivo da inibigao.
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2.4.2 Atividade da a-glucosidase

A atividade da a-glucosidase foi medida de acordo com Sakar ef al. (88), com
algumas modificagdes. Os extratos das macroalgas foram dissolvidos em tampao fosfato (50
mM, pH 6,8) auma concentragdo de 30 g/mL e centrifugados a 6000 rpm durante 10 minutos
para remover o material insoltivel. 50 pL de extrato foram misturados com 50 uL. de pNPG
6 mM, dissolvidos em agua destilada, seguindo-se da adi¢do de 100 pL de solucdo de a-
glucosidase. A microplaca foi incubada durante 20 minutos a 37°C e a absorvancia foi
medida a cada 60 segundos a 405 nm. A acarbose foi utilizada como um controlo positivo

da inibigao.
2.4.3 Atividade da lipase pancreatica

A atividade da lipase foi medida de acordo com o procedimento descrito por
Panteghini et al. (89), com algumas modificagdes. Os extratos das macroalgas foram
dissolvidos em tampao Tris (50 mM, pH 8,4) a uma concentragdo de 30 mg/mL e
centrifugados a 6000 rpm durante 10 minutos para remover o material insolivel. A mistura
de reacao foi preparada num microtubo, misturando 55 pL de extrato com 385 pL de solucao
A (tampao Tris 50 mM, pH 8,4, contendo 1,8 mM de desoxicolato de sodio e 1,0 pg/mL de
colipase) e 82,5 pnL de solugdo B (tampao acetato (18 mM, pH 4,5): isopropanol (3:2) (v/v)
com 0,2 mM de cloreto de célcio), 72 mM de taurodesoxicolato de sédio e 136 uM de
DGGR. A reagdo foi iniciada pela adi¢do de 27,5 pL de solucao de lipase e rapidamente
transferida para uma microplaca de 96 pocos. A microplaca foi incubada durante 35 minutos
a 37°C e a absorvancia foi medida a cada 60 segundos a 580 nm. Orlistat foi usado como um

controlo positivo de inibigao.

2.5 ANALISE NUTRICIONAL DOS EXTRATOS

2.5.1 Teor de humidade

Para determinar o teor de humidade, pesou-se os cadinhos previamente secos na
estufa (2 horas a 105 °C). De seguida, colocou-se cerca de 2 gramas de amostra em cada um
dos cadinhos e levou-se a estufa a uma temperatura de 105 °C durante a noite (cerca de 10-
12 horas). Apo6s o arrefecimento dos cadinhos em exsicador, efetuou-se a respetiva pesagem,

permitindo obter a percentagem de humidade da amostra.
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2.5.2 Teor de cinzas

Para a determinacdo das cinzas, a amostra anteriormente utilizada para a
determinagdo da humidade, foi levada a mufla a uma temperatura de 550°C durante 6 horas.
Apos o arrefecimento dos cadinhos em exsicador, foi registada a massa do residuo obtido e

calculada a percentagem de cinzas na amostra.

2.5.3 Teor de proteina

O teor proteico foi determinado por analise elementar da %N, através da
condutividade térmica, utilizando um analisador Truspec 630-200-200. O teor de proteina

foi calculado utilizando o fator de conversdo 6,25.

2.5.4 Teor de fibra dietética

Para a determinagao do teor de fibra soltivel e insoluvel, recorreu-se ao “fotal dietary
fiber assay kit” da Megazyme. Pesou-se 1 g de cada extrato num erlenmeyer e de seguida,
adicionou-se 40 mL de solu¢ao tampao MES-TRIS (pH 8,2), 50 uL. de enzima a-amilase e
um agitador magnético, colocando-se posteriormente o erlenmeyer num banho de agua
fervente por um periodo de 30 minutos (contabilizado a partir do momento em que a agua
comecou a ferver). Os erlenmeyers foram depois retirados do banho e colocados a arrefecer
até a temperatura de 60°C. Em seguida, adicionou-se 10 mL de 4gua destilada e apds
estabilizacdo da temperatura a 60°C, foi adicionado 100 pL da enzima protease, deixada a
incubar por um periodo de 30 minutos. Apds este periodo, foi adicionado 5 mL de 0,56N
HCI, 6 gotas de HCI 5% e 200 pL da enzima amiloglucosidase. A enzima foi incubada por
um periodo de 30 minutos (contabilizado a partir do momento em que a temperatura do
banho estabilizou nos 60°C).

Para a determinagao da fibra dietética insoluvel ¢ soluvel, utilizou-se os cadinhos
com cerca de 1 g de celite previamente secos na estufa durante a noite a 105°C e tarados. No
caso da fibra dietética insoluvel, foi efetuada uma filtragao a vacuo com o cadinho contendo
a celite, acoplado a um kitasato. Inicialmente adicionou-se cerca de 5 mL de agua de forma
a redistribuir a celite pelo cadinho. Apds este procedimento, a amostra foi filtrada, sendo o

residuo do cadinho lavado duas vezes com 10 mL de 4dgua destilada pré-aquecida a 70 °C.
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Os cadinhos contendo o residuo foram depois lavados duas vezes com 10 mL de etanol 95%
e com 10 mL de acetona.

Para a fibra dietética soluvel, o liquido recuperado (filtrado e lavagens de 4agua) foi
colocado num novo erlenmeyer onde foi adicionado etanol 95% a uma temperatura de 60 °C
numa propor¢do de quatro vezes o volume do liquido recuperado, deixado em seguida a
precipitar a temperatura ambiente durante uma hora. Apds este passo, foi efetuada uma
filtragdo a vacuo com o cadinho contendo a celite, acoplado a um kitasato. Inicialmente
adicionou-se cerca de 15 mL de etanol 78% de forma a redistribuir a celite pelo cadinho. A
amostra foi filtrada e os cadinhos com o residuo foram lavados duas vezes com cerca de 15
mL com etanol 78%, etanol 95% e acetona.

Todos os cadinhos contendo a fibra soluvel e insoltvel, foram colocados durante a
noite na estufa a uma temperatura de 105°C. No dia seguinte, foram retirados para um
exsicador e posteriormente pesados. Apos a pesagem, o conteudo dos cadinhos
(amostra+celite) foi homogeneizado num almofariz, de forma a retirar cerca de 2 mg para
analise de proteina. A restante amostra foi colocada novamente no cadinho, e colocados a
incinerar na mufla a 525°C durante 5 horas. Apds este periodo, os cadinhos foram retirados
para o exsicador e foram pesados. A percentagem de fibra dietética soluvel e insolivel foi

calculada através das formulas representadas nas equagdes 3 e 4, respetivamente:

, . s ’ Ms - Ps - Cs
Fibra dietética solavel (%) = — x100 3)
a
, e M, - P —C
Fibra dietética insoluvel (%) = T, x100  (4)
a

Onde, M, representa a massa de amostra, Msrepresenta a massa do residuo soluvel, Psmassa
de proteina da fibra soltvel, e Cs massa de cinza soltvel, M; representa a massa do residuo

insoluvel, Pimassa de proteina da fibra insolivel, e Cimassa de cinza insoluvel.

2.5.5 Teor de acucares livres

Para a determinagdo dos agucares livres, foi preparada uma solucdo aquosa dos
extratos numa concentragdo proxima de 5 mg/mL. A 100 pL de amostra/padrao adicionou-

se 50 pL de fenol 4% e logo de seguida, juntou-se 250 pL de &acido sulfurico 96%.

32



Transferiu-se para a microplaca de 96 pocos, 200 pL. da mistura anterior, sendo depois
incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos. A leitura foi efetuada num leitor de
microplacas a 490 nm. A glucose foi utilizada como padrdo para a curva de calibragao, numa
gama de concentracdes de 0,10 a 0,51 mg/mL. A quantidade de agucares livres foi expressa

em mg de agucares totais/100 mg de extrato.

2.6 PRODUCAO DA ALHEIRA VEGETARIANA COM OS EXTRATOS
AQUOSOS DE F. VESICULOSUS

Os extratos de dgua a temperatura ambiente e d4gua quente da F. vesiculosus foram
utilizados como ingrediente na produgdo de alheiras vegetarianas. Em geral, a preparagao
destes extratos foi idéntica a descrita na sec¢ao 2.3.1, com excecao da filtragdo em funil de
placa porosa G4, que foi substituida por filtracdo em tecido de nylon, e da eliminagdo do

passo de concentragdo de solvente e liofilizacao.

Figura 4 - Extrato de agua quente (esquerda) e a temperatura ambiente (direita) da macroalga
F. vesiculosus

A produgdo da alheira vegetariana (Figura 5) foi realizada durante o processo de
fabricagdo da mesma, na empresa Irmaos Monteiro, S.A, sediada na Gafanha de Encarnacao,
em Aveiro. No total, foram produzidas a) amostras controlo, que consistiam na formulacao
base de alheira vegetariana comercializada pela empresa (A C); b) formulacdo base
enriquecida com extrato de dgua a temperatura ambiente a 0,4% (m/m peso humido)

(A_ETA); c¢) formulacdo base enriquecida com extrato de agua quente a 0,4% (m/m peso
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humido) (A_EQ). Apds a produgdo das amostras com e sem extrato (amostra controlo), estas

ficaram armazenadas na cAmara fria da empresa até ao inicio da sua andlise (15 dias depois).

Figura 5 - Producdo da alheira vegetariana na empresa Irmaos Monteiro, S.A

2.7 CARACTERIZACAO DA ALHEIRA VEGETARIANA

2.7.1 Analises fisico-quimicas

Determinacdo da cor

A cor (AE) das alheiras foi medida usando um colorimetro digital, previamente
calibrado com o prato-branco modelo. Foi emitido um feixe de luz no espectro visivel sobre
a superficie das alheiras. A operagdo foi realizada em varios pontos aleatorios.

O valor da cor foi definido através da férmula representada na equagao 5:

AE = /(AL)? + (Aa)? + (Ab)? (5)

AL — Diferenca da luminosidade registada entre o valor da alheira com o extrato e o
valor da alheira controlo;

Aa — Diferenca do valor da alheira com o extrato correspondente ao eixo “a” e o da
alheira controlo para este eixo;

Ab — Diferenca do valor da alheira com o extrato correspondente ao eixo “b” e o da

alheira controlo para este eixo.
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Indice de acastanhamento

O indice de acastanhamento (IA) foi determinado pelas coordenadas CIELAB (L*,
a* e b*), por utilizagdo da expressdo representada na equacdo 6, que sdo normalmente

utilizadas para frutos e vegetais (90).

IA — [100X(X_0;31)] Onde X — a’+1,75XL

0,17 (5,645xL*+a*—3,012xb*

(6)

Teor de humidade, cinzas e proteina

A determinacdo do teor de humidade, cinzas e proteina foi efetuada de acordo com

os procedimentos descritos nas seccdes, 2.5.1, 2.5.2 e 2.5.3, respetivamente.

Determinacdo da acidez titulavel e pH

A determinagdo da acidez titulavel foi efetuada segundo o método descrito na
Associagdo de Quimicos Agricola Oficial (AOAC) (1998). Para tal, homogeneizaram-se 5
g de cada amostra em 45 mL de adgua destilada fervida, usando um Ultra-Turrax a 12000
rpm durante 1 minuto. A mistura, foi de seguida centrifugada a 6000 rpm durante 10 minutos
a temperatura de 20°C e o sobrenadante foi filtrado através de funil de placa porosa G4. A
leitura do pH foi realizada no filtrado obtido. Depois de se efetuar a leitura do pH, o filtrado
foi titulado com uma solu¢do padrao 0,1M NaOH, na presenca de algumas gotas de
fenolfetalina (1%) como indicador. Os resultados da acidez tituldvel foram expressos em

percentagem de acidez latica, calculada através da formula representada na equagdo 7:

. mL base titulavel X normalidade da base Xeq.acidez
A.latica = x 100 (7)
volume de amostra (mL)

2.7.2 Avaliacao de teor de compostos fenolicos e atividade antioxidante

A quantificagdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante, foi realizada a
partir de um extrato metanoélico. O extrato foi efetuado através da adigao de 20 mL de MeOH
com 1% de acido acético a 2 g de alheira num copo, durante 1 hora sob agitacdo a 200 rpm.

Apos este periodo de tempo, o contetido foi colocado durante 1 hora no congelador, sendo

35



depois centrifugado a 6000 rpm a uma temperatura de 4°C, durante 20 minutos. De seguida,
foi efetuada uma filtragao sob vacuo com um funil de placa porosa G4. O filtrado recuperado
foi transferido para um baldo e concentrado no evaporador rotativo até a secura da amostra.
A amostra foi depois ressuspensa em 3 mL de MeOH com 1% de acido acético.

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi efetuada como descrito na secgdo 2.3.,
enquanto a atividade antioxidante, foi determinada através do método do catido radical
ABTS*".

O catido ABTS®** foi gerado pela reagdo de ABTS (7 mM) numa solugdo de K>OsS: (2,45
mM) mantida no escuro cerca de 12 horas. A solu¢do de ABTS** foi depois diluida em agua
(1:80mL) e a absorvancia a 734 nm ajustada entre 0,750-0,800. Os extratos de alheira
(dissolvidos em MeOH com 1% de acido acético) foram preparados numa gama de
concentragdes entre 28 e 38 mg/mL De seguida, adicionou-se em eppendorfs varias
quantidades da solugdo de extrato (50-100 pL), sendo completado o volume de 500 pL com
MeOH com 1% de acido acético. Numa microplaca de 96 pogos, foi colocado 50 pL de
cada uma das dilui¢des dos extratos/padrao e 250 puL de solugdo de ABTS®**. A microplaca
foi deixada durante 20 minutos no escuro a temperatura ambiente, sendo em seguida
efetuada a leitura no leitor de microplacas (Biotek) a 734 nm. O acido ascorbico foi utilizado
como padrdo para a curva de calibracdo, numa gama de concentragdes de 0,004 ¢ 0,030
mg/mL. O controlo foi efetuado na presenca de todos os reagentes e na auséncia do extrato.
A percentagem de inibicdo foi determinada para cada concentracdo através da

formula representada na equagao 8:

L Abs. — Absg,
% inibicao = wao (8)
c

Abs.: Absorvancia do controlo

Absg: Absorvancia do extrato apos 30 minutos no escuro

2.7.3 Estado de oxidacao

Para a realiza¢do da medi¢ao dos niveis de oxidagdo utilizou-se o método TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitarico). Pesou-se 2 g de cada amostra e homogeneizou-
se tudo com a ajuda de um Ultra-Turrax em 10 mL de TCA (5%). Em seguida, as amostras

foram centrifugadas a 2100 G durante 20 minutos a temperatura de 20°C. Apds a
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centrifugacdo, foi efetuada uma filtracao a vacuo com um funil de placa porosa G4 acoplado
a um kitasato. O filtrado final de cada amostra foi utilizado na reacdo com o TBA.

Nos tubos de ensaio devidamente identificados, colocou-se 500 puL de filtrado
(amostra) e 500 uL de TBA (20mM). Em simultdneo preparou-se o branco, adicionou-se
num outro tubo de ensaio 500 uL de TCA (5%) e 500 uL TBA (20 mM). Os resultados
foram expressos em mg malonaldeido (MDA)/kg de amostra. Para converter estes resultados
de absorvancia em mg MDA/kg, efetuou-se uma curva de calibragao de MDA, que serve de
padrao. Assim, efetuou-se em simultaneo aos ensaios, a curva de calibragdo/padrao: em 7
tubos de ensaio adicionou-se respetivamente 100, 150, 200, 250, 300, 350 ¢ 400 uL de MDA
(2,29 ng/mL), 400, 350, 300, 250, 200, 150 e 100 pL de TCA (5%), 500 uL de TBA (20
mM) e homogeneizou-se no vortex. Seguidamente, os tubos de ensaio com as preparagdes
foram colocados num banho a 100°C durante 40 minutos para ativar a reacao. Apds este

periodo de tempo foi efetuada uma leitura no leitor de microplacas a 530 nm.

2.7.4 Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada na empresa Irmaos Monteiro SA e na Universidade
de Aveiro com um grupo de provadores nao treinados, englobando funcionarios da empresa,
estudantes, docentes e pessoal ndo docente, com um intervalo de idades entre os 19 e 59
anos. Esta analise foi realizada ao fim de 4 semanas ap6s a produgao da alheira. Este periodo
encontra-se dentro da data do prazo de validade referido e estimado pela empresa produtora
da alheira.

A avaliagdo envolveu diversos parametros, nomeadamente: a cor, sabor, textura e
aroma. Para a realizacdo do teste, a alheira foi grelhada e dividida em pedacos. A escala
utilizada para a classificacdo dos testes sensoriais foi a seguinte: 1- desgosto muito; 2-

desgosto; 3- ndo gosto nem desgosto; 4- gosto; 5 — gosto muito.

2.8 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos nos métodos realizados foram submetidos a uma andlise de
variancia (One-way ANOVA), utilizando o software “GraphPad Prism 6”. Seguidamente,
no tratamento dos resultados realizou-se o teste de Tukey a todos os parametros para verificar
a existéncia de diferencas significativas entre as médias dos resultados das amostras testadas.

Todos os testes foram analisados com um nivel de confianga de 95%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS DAS MACROALGAS F. VESICULOSUS E
GRACILARIA SP.

3.1.1 Rendimentos da liofilizacao

Apobs a producdo dos diferentes extratos das macroalgas F e G, estes foram
liofilizados por motivos de conservacdo da amostra e posterior caracterizacdo quimica,
sendo possivel calcular os respetivos rendimentos (Figura 6). De entre os varios extratos, 0s
aquosos eram os mais representativos em termos de massa. Os extratos de 4gua a temperatura
ambiente da F e da G representaram 27,842,3% e 30,7+1,4%, respetivamente, e o extrato de
agua quente da F representou 30,5+0,8%. No caso da G ndo foi possivel produzir o extrato
em agua quente, uma vez que devido a elevada quantidade de agar, este gelificava durante o
processo, impossibilitando a sua filtracdo. Os extratos de etanol a 80% e acetona a 70%
foram os que revelaram menores rendimentos, apresentando 15,3+1,8% e 18,2+0,9% no

casoda F, € 23,3+0,8% e 23,2+1,6% na G.
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Figura 6 - Rendimentos dos extratos liofilizados obtidos a partir das macroalgas F. vesiculosus e
Gracilaria sp., expresso em g de extrato/100 g de macroalga em base seca. Letras iguais indicam que
ndo existem diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

De forma geral, a utilizagdo de extratos ao nivel da induastria alimentar e/ou de

nutracéuticos tem por base a sua funcionalidade, sendo a atividade antioxidante uma das
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mais exploradas, dada a sua importancia para contrariar/prevenir as condi¢des do stress
oxidativo, que por sua vez, estd associado a inumeras condi¢des patoldgicas como por
exemplo as doengas inflamatorias e até mesmo a obesidade e diabetes. Nos dias de hoje,
estes dois ultimos problemas sao uma realidade e por isso, existe a necessidade de se efetuar
um rastreamento de extratos para o combate, nomeadamente através da inibicao das enzimas

a-glucosidase e a-amilase na diabetes e a lipase na obesidade.

3.1.2 Quantificacao total de compostos fendlicos

Os valores obtidos para a determinacao dos compostos fendlicos totais (CFT) nos
extratos de F e G, expressos em gramas de equivalentes de 4cido galico por 100 gramas de
extrato (g EAG/100g de extrato), encontram-se representados na Figura 7. Os resultados ai
representados, permitem perceber que o tipo de macroalga e solvente influenciaram as

extragoes dos CFT.
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Figura 7 - Teor de compostos fenoélicos totais (g EAG/100 g de extrato) dos extratos das macroalgas
F. vesiculosus e Gracilaria sp.. Letras iguais indicam que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05).

No geral, os extratos de F eram mais ricos em compostos fenodlicos do que os obtidos
na G, o que estd de acordo com os dados descritos na literatura (91). Estes resultados,

provavelmente estdo relacionados com os florotaninos presentes em abundancia nas
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macroalgas castanhas, e que alguns estudos tém evidenciado ser o tinico grupo de compostos
fenolicos detetado neste filo (92,93).

No que diz respeito a F, os extratos em que se conseguiu obter uma maior quantidade
destes compostos foram produzidos com uma mistura aquosa de solventes organicos, mais
concretamente, etanol a 80% e acetona a 70% com valores de 5,7+0,3 e 3,9+0,1 g EAG/100g
de extrato, respetivamente. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Wang et
al.(91), mostrando que os compostos fendlicos por norma sao mais soluveis em solventes
organicos polares do que em agua. No caso dos extratos obtidos por solventes aquosos (agua
quente e agua a temperatura ambiente), obteve-se 1,7+0,1 e 1,5+0,1 g EAG/100g de extrato,
respetivamente. No respeitante aos extratos de G, os valores obtidos foram muitos
semelhantes tanto no extrato de 4gua a temperatura ambiente, etanol a 80% e acetona a 70%,

com os valores de 0,6+0,03, 0,5+0,03 e 0,5+0,01 g EAG/100g de extrato, respetivamente.

3.1.3 Avaliac¢ido do poder antioxidante pelo método de DPPH"

O método do DPPH’ consiste em avaliar a capacidade antioxidante através da
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH’). Este radical
tem uma coloragdo purpura, que na presenca dos polifendis conduzem a uma reagdo de
descoloragao (94).

Analisando a Figura 8, € possivel observar que a capacidade sequestradora de DPPH",
ocorreu com maior eficiéncia nos extratos produzidos a partir da F. Note-se que, tal como
na quantificacdo dos compostos fenolicos totais, os extratos hidroetandlicos e
hidroacetonicos foram os mais eficientes, apresentando valores de 2,6+0,3 e 1,5+0,1 g
EAA/100 g de extrato, respetivamente. Em relagdo aos extratos aquosos (a temperatura
ambiente e quente), a sua capacidade sequestradora de radicais foi semelhante entre si, tendo

apresentado valores de 0,6+0,06 e 0,8+0,1 g EAA/100 g de extrato, respetivamente.
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Figura 8 - Potencial antioxidante dos extratos das macroalgas F. vesiculosus ¢ Gracilaria sp.,
avaliado pelo método de DPPH" (g EAA/100 g de extrato). Letras iguais indicam que ndo existem
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Quando comparados com os extratos da F, os resultados referentes aos extratos da G
demonstraram ser bastante menos promissores (cerca de 0,1+0,01 g EAA/100 g de extrato
de 4gua a temperatura ambiente e 0,04+0,0 g EAA/100 g de extrato de etanol a 80% e acetona
70%), ndo sendo possivel efetuar o calculo do respetivo valor de ICso. Assim, na Tabela 9
encontram-se apenas os valores de ICso para os extratos da F. O extrato de etanol a 80% ¢ o
que apresenta o valor mais baixo de ICso (99,0£7,2 pg/mL), contudo, este ndo ¢
significativamente diferente quando comparado com o extrato de acetona a 70%. Estes
valores correspondem a aproximadamente 70 vezes o do acido ascorbico (antioxidante de
referéncia).

No global, os resultados apresentados sugerem uma associagdo entre os valores de
CFT e a capacidade antirradicalar dos extratos. Resultados semelhantes foram obtidos por
Jiménez-Escrig et al. (95), em que verificaram que as macroalgas castanhas em estudo, entre
as quais a F, apresentam melhor capacidade sequestradora de radical DPPH" do que as

macroalgas vermelhas.
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Tabela 9 — Valores de ICso obtidos pelo método do DPPH" para os extratos da F. vesiculosus e acido
ascorbico

Macroalga/Antioxidante ICso
Extratos
sintético extratos (ng/mkL)
Agua T. ambiente 1074,9+57,2°
Agua quente 443 .9+41,6
F. vesiculosus Etanol a 80% 99,0+7,2°¢
Acetona a 70% 113,5+4,4¢
Acido ascérbico - 3,2+0,3¢

Resultados apresentados como média + desvio padrdo. Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo existem

diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)

3.1.4 Avaliacao da capacidade antioxidante pelo método do poder redutor (FRAP)

O método do poder redutor ¢ também um dos métodos utilizados para a determinagao
da atividade antioxidante. Em condi¢des 4cidas e na presenca de antioxidantes, estes podem
reduzir o Fe*" a Fe?", sendo que, o Fe?* liga-se ao ferrocianeto dando origem a uma coloragio
azul da prussia (96). Os resultados obtidos para os varios extratos de F e G encontram-se

representados na Figura 9, expressos em g EBHA/100g de extrato.

B [ucus vesiculosus

104
W Gracilaria sp.

FRAP (g EBHA/100¢g extrato)
(4]

i
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AguaT  Agua Etanol Acetona
ambiente  quente 80% 70%

Figura 9 - Potencial antioxidante dos extratos das macroalgas F. vesiculosus ¢ Gracilaria sp.,
avaliado pelo método de FRAP (g EBHA/100 g de extrato). Letras iguais indicam que ndo existem
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Por observacdo da Figura 9 € notorio, que tal como no ensaio de DPPH", os extratos
da F apresentaram uma eficiéncia muito mais elevada quando comparados com os da G.
Neste teste, ndo se verificou diferengas significativas nos extratos de etanol a 80% e acetona
a 70%, apresentando valores de 8,3+1,0 e 7,5+1,6 g EBHA/100 g de extrato, respetivamente.
Os extratos aquosos apresentaram valores mais baixos em compara¢do com os de mistura
aquosa de solventes organicos, mais concretamente 2,4+0,6 ¢ 2,7+0,6 g EBHA/100 g de
extrato de agua a temperatura ambiente e quente, respetivamente. No que respeita aos
extratos da G, os valores dos trés extratos variaram numa gama de 0,08-0,2 g EBHA/100 g
de extrato, ndo sendo possivel calcular o valor de ECso (concentracdo de extrato que atinge
0,5 de absorvancia) para estes extratos.

Assim, observando a Tabela 10, ¢ possivel analisar os valores de ECso obtidos para
os extratos da F. Estes resultados revelaram que o extrato etanol a 80% apresentou o melhor
valor de ECs (0,29+0,03 mg/mL), contudo, sem diferenca significativa para o extrato de
acetona a 70%, sendo estes valores aproximadamente 10 vezes superiores ao antioxidante
BHA. Em relagdo aos aquosos, apresentaram os valores de ECsomais elevados, também sem
diferencas significativas entre si. Note-se que, os resultados aqui apresentados estdo em
concordancia com outros estudos desenvolvidos por Jiménez-Escrig et al. (95) e O’Sullivan

et al. (97), em que a espécie F foi a que exibiu maior atividade de FRAP.

Tabela 10 - Valores de ECso obtidos pelo método de FRAP para os extratos de F. vesiculosus e para
o BHA.

Macroalga/Antioxidante ECs
Extratos
sintético extratos (mg/mL)
Agua T. ambiente 0,93+0,08*
Agua quente 0,85+0,10?
F. vesiculosus Etanol 80% 0,29+0,03°
Acetona 70% 0,32+0,06°
BHA 0,03+0,01¢

Resultados apresentados como média + desvio padrao. Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo existem

diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
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3.1.5 Avaliacao da co-oxidagao do B-caroteno/acido linoleico

O método antioxidante do B-caroteno ¢ realizado a partir de uma emulsao de acido
linoleico e B-caroteno, onde sao gerados radicais livres por auto-oxidagao do acido linoleico
sob a acdo de temperatura. Estes radicais atacam as duplas liga¢des do B-caroteno, levando
a perda do seu cromoforo e consequentemente a descoloracdo do pigmento alaranjado,
caracteristico da solugdo (98). Atendendo a maior complexidade de execucgdo deste teste, €
a simultanea dificuldade legislativa inerente a aplicagdo de extratos hidroacetonicos como
ingredientes alimentares, a potencialidade antioxidante destes extratos nao foi avaliada por
este teste (99).

Analisando a Figura 10, € notorio os baixos valores obtidos pelos extratos de 4gua a
temperatura ambiente e etanol 80% da G, com uma gama a variar entre 0,01-0,02 g
EBHA/100 g de extrato, respetivamente, nao existindo por isso diferencas significativas
entre si. Por outro lado, os extratos da F exibiram uma maior protecdo da oxida¢do com
valores de 0,72+0,04, 0,50+0,04 ¢ 0,47+0,03 g EBHA/100 g de extrato, para acetona 70%,

agua a temperatura ambiente e d4gua quente, respetivamente.
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Figura 10 - Potencial antioxidante dos extratos das macroalgas F. vesiculosus ¢ Gracilaria sp.,
avaliado pelo método da co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico (g EBHA/100 g de extrato).
Letras iguais indicam que ndo existem diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

Na tabela 11 encontram-se os valores de ICso apenas dos extratos da macroalga F,
uma vez que ndo foi possivel determinar os da G. Assim, analisando em maior detalhe, os

extratos de agua a temperatura ambiente e quente apresentaram valores de ICso mais
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elevados e sem diferencas significativas entre si, enquanto o de etanol a 80% foi o que exibiu
a melhor capacidade antioxidante (19,71+6,80 pg/mL), sendo este valor aproximadamente

47 vezes superior quando comparado ao antioxidante BHA.

Tabela 11 — Valores de ICso obtidos pelo método do B-caroteno/acido linoleico para os extratos de
F. vesiculosus ¢ BHA.

Macroalga/Antioxidante Extratos 1Co
extratos (ug/mkL)
Agua T. ambiente 36,80+6,15%
F. vesiculosus Agua quente 52,61+6,81*
Etanol a 80% 19,71+6,80°
BHA 0,42+0,02¢

Resultados apresentados como média + desvio padrdo. Letras iguais indicam que ndo existem diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05).

3.2 AVALIACAO DA INIBICAO ENZIMATICA DOS EXTRATOS

Para a avaliacdo da inibicdo enzimatica dos extratos, as enzimas a-amilase ¢ a-
glucosidase foram utilizadas, dado o seu papel importante no metabolismo de carbohidratos.
Dos extratos em analise, nenhum mostrou atividade inibitéria em relacdo a a-amilase até
concentracoes de 7,5 mg/mL (dados ndo mostrados). No entanto, os extratos da F revelaram-
se capazes de inibir a enzima a-glucosidade, com diferentes niveis de eficacia, sendo a do
extrato de acetona a 70% (ICso= 0,032 mg/mL) e o de 4gua a temperatura ambiente (ICso=
0,538 mg/mL) comparavel a do farmaco acarbose (ICso = 0,264 mg/mL) (Tabela 12). Assim,
estes resultados revelaram o potencial dos extratos da F em inibir fortemente a a-glucosidase,
especialmente os obtidos com agua a temperatura ambiente, demonstrando a possibilidade
da sua utilizacdo na diabetes através do controlo dos niveis de glicemia e reduzindo o
conteudo caldrico assimilavel dos alimentos sem alterar a formulagdo, além da adi¢ao do
extrato. Isto, esta de acordo com estudos realizados anteriormente por Gabbia et al. (100) e
Roy et al. (101) onde analisaram o efeito sobre a a-glucosidase de extratos de polifenois
comercialmente disponiveis, com ICso de 0,604 pg/mL e 5 pg/mL, respetivamente, obtidos

com agua quente, mas purificados adicionalmente com ultrafiltragdo.

46



Tabela 12 - Atividade inibitoria dos extratos F. vesiculosus € Gracilaria sp. na a-glucosidase e lipase.
Amostra Solvente o-Glucosidase Lipase

ICso (mg/mL) / % inibi¢ao ([extrato] (mg/mL))

Agua T. Ambiente 0,538 25,0% (3,05)
F vesicnlosus Agua quente 2,31¢ 15,2% (2,99)
Etanol a 80% ni ni
Acetona a 70% 0,032 19,5% (3,01)
Agua T. ambiente ni ni
Gracilaria sp. Etanol a 80% ni 26,1% (3,02)
Acetona a 70% ni ni
Acarbose 0,264 mg/mL -
Orliast - 74,5 ng/mL

Resultados apresentados como média de 3 ensaios independentes. Letras iguais na mesma macroalga, na
mesma coluna, indicam que nao existem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Para o metabolismo lipidico foi utilizada a enzima lipase. Neste caso, quatro dos
extratos testados, apresentaram valores mais baixos de inibicao quando comparados com o
medicamento orlistat (ICso= 74,5 ng/mL), enquanto os restantes nao apresentaram inibigao.
O extrato de etanol a 80% da Gracilaira sp. resultou numa inibicdo de 26,1% a uma
concentragdo de 3,02 mg/mL, enquanto os extratos de F. vesiculosus obtidos com acetona a
70%, agua a temperatura ambiente e 4gua quente revelaram-se capazes de inibir a atividade
da lipase em 19,5, 25,0 e 15,2% com concentragdes de 3,01, 3,05 e 2,99 mg/mL,

respetivamente.

3.3 ANALISE NUTRICIONAL DOS EXTRATOS

Tendo em vista o objetivo principal deste trabalho, isto €, a utilizagdo de extrato de
macroalgas como ingrediente alimentar numa alheira vegetariana, tornou-se obviamente
importante a andlise nutricional dos potenciais extratos a aplicar. Mais concretamente, estes
estudos foram efetuados com os extratos de dgua a temperatura ambiente, d4gua quente e
hidroetanolicos, ndo sendo considerados os extratos hidroacetonicos (devido a dificuldade
legislativa na sua aplicacdo) e o extrato hidroetanolico da G, uma vez que este nao
demonstrou nenhum valor acrescentado em termos de capacidade antioxidante, em relagao

ao respetivo extrato aquoso.
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3.3.1 Proteina

Pela andlise da Figura 11, onde estdo representados os valores de teor proteico,
observa-se que o extrato de agua a temperatura ambiente da G foi o que revelou maior
quantidade de proteina (19+0,1%), quando comparado com os extratos da F. No tltimo caso,
apresentaram valores ndo significativamente diferentes entre si numa gama de 6,6%-7,9%
nos extratos de agua quente, agua a temperatura ambiente e etanol a 80%. Os resultados
referentes a F. podem ser comparados aos descritos por Honold et al. (102). Neste estudo,
os autores obtiveram valores proteicos de 7,2% e 1,7% para os extratos de dgua fria e etanol
a 80%, respetivamente. No primeiro caso, o valor situou-se na mesma ordem de grandeza,
enquanto o extrato de etanol a 80% apresentou um valor bastante inferior ao obtido neste
estudo.

Estes resultados podem também ser comparados aos teores proteicos das macroalgas
(Tabela 8). A G e a F apresentaram valores de 29,54+0,2% e 18,9+0,3%, respetivamente, o
que revela que, o maior contetido de proteina no extrato de dgua da G, deveu-se ao facto da

macroalga ser mais rica em proteina e as ficobiliproteinas serem soliiveis em agua.
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Figura 11 - Teor proteico expresso em percentagem, na base seca, obtido nos extratos da F.
vesiculosus ¢ Gracilaria sp.. Letras iguais indicam que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05)
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3.3.2 Cinzas

Analisando o teor de cinzas dos extratos da F e G (Figura 12), verifica-se que o
extrato de dgua a temperatura ambiente da G foi também o que apresentou o valor mais
elevado de cinzas (55,9+1,0%), aproximadamente 2 vezes superior ao encontrado nos
extratos de agua a temperatura ambiente (28,8+0,3%), dgua quente (29,4+0,4%) e etanol
80% (24,8+0,4%) da F.

Estes resultados, quando comparados aos obtidos pelas macroalgas F (25,5+0,2%) e
G (28,9+0,2%) (Tabela 8), verifica-se que, tal como ocorreu no teor proteico, o extrato de G
foi o que exibiu maior teor, devendo este estar relacionado com o facto da macroalga

apresentar o teor mais elevado.
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Figura 12 - Teor de cinzas, expresso em percentagem, na base seca, obtido nos extratos da F.
vesiculosus ¢ Gracilaria sp.. Letras iguais indicam que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05).

3.3.3 Acucares livres

Em relagdo ao teor de actcares livres, os resultados obtidos (Figura 13) revelaram
que o extrato de 4gua quente da F foi o que originou o maior teor de agticares totais, com um
valor de 13,8+2,1%, enquanto, os extratos de dgua a temperatura ambiente e etanol a 80%

apresentaram valores mais baixos (7,5+1,0% e 2,4+0,5%), respetivamente. No caso da G, o
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extrato de dgua a temperatura ambiente exibiu um teor de 8,9+1,5%, ndo sendo este valor
significativamente diferente quando comparado com o mesmo extrato da F.
Comparativamente a valores descritos na bibliografia, foi apenas possivel encontrar
dados referentes ao extrato de 4gua a temperatura ambiente da F, descritos por Agregéan et
al. (103), em que o extrato aquoso foi preparado numa razao liquido/solido de 30g/g durante
5 minutos, sendo posteriormente sonicado durante 10 minutos. Estes autores obtiveram um
valor de agucares livres de 34,53+2,9%, sendo um valor muito superior ao obtido neste

estudo.
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Figura 13 — Teor de agucares livres, expresso em percentagem, na base seca, obtido nos extratos da
F. vesiculosus e Gracilaria sp.. Letras iguais indicam que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05).

3.3.4 Fibra

Na Tabela 13 encontram-se os resultados do teor de fibra soltvel e insoluvel para os
extratos da F e G. De acordo com o esperado, ¢ possivel verificar que o extrato de dgua
quente da F foi o que revelou um maior teor (24,5+4,0%) de fibra soluvel e o de etanol a
80% o menor (1,7+0,7%), enquanto que, os de 4gua a temperatura ambiente de ambas as
macroalgas apresentaram valores numa gama de 14,9-17,2%, ndo sendo significativamente
diferentes entre si. Em relagdo a fibra insoltvel, € possivel observar valores inferiores a 0,5%
nos extratos de dgua a temperatura ambiente de ambas as macroalgas e no de dgua quente

da F, sendo o unico valor mais relevante do extrato de etanol a 80% da F.
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Analisando os teores de fibra das macroalgas F e G (Tabela 8), realga-se que esta
ultima macroalga foi a que revelou um teor de fibra soluvel mais elevado (24,0%), enquanto
a F possui um valor de 7,6%. Assim, comparando com os valores dos extratos, verifica-se
que as fibras da F sdo mais soliveis em agua do que as da G, e que, tal como expectavel, a
agua (por oposicao ao etanol a 80%) foi mais eficiente na extracdo da fibra soluvel em ambas

as macroalgas.

Tabela 13 - Teor de fibra insolavel e solivel, expresso em percentagem, na base seca, obtido nos
extratos da F. vesiculosus ¢ Gracilaria sp.

Macroalga F. vesiculosus Gracilaria sp.
Extrato Agua T. Agua quente Etanol a 80% Agua T.
ambiente ambiente
Fibra 17,2 £0,7*¢ 24,5 £4,0° 1,7+0,7° 14,9 +0,8°
soluvel
Fibra <0,5° <0,5° 6,9 +2,6° <0,5°
insoluvel

Resultados apresentados como média + desvio padrao. Letras iguais na mesma linha, indicam que ndo existem
diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

3.4 APLICACAO DOS EXTRATOS NA ALHEIRA VEGETARIANA

3.4.1 Escolha do extrato a incorporar

Este trabalho contemplou ainda a incorporacao de extratos num produto alimentar,
mais especificamente numa alheira vegetariana. De entre os varios extratos anteriormente
estudados, foram inicialmente selecionados os extratos aquosos das duas macroalgas para
esta fase do trabalho, uma vez que esta etapa foi efetuada em ambiente empresarial,
nomeadamente na empresa Irmaos Monteiro SA, no ambito do projeto SHARP- “Seaweed
for Healthier Traditional Food Products”, que inclui a utilizagdo de extratos aquosos de F
e G, como ingredientes alimentares em varios produtos, com vista a melhorar o seu valor
nutricional e/ou bioativo.

Efetivamente, ¢ de realgcar que o extrato de dgua a temperatura ambiente da G ¢
interessante sob o ponto de vista proteico e de cinzas (principalmente tendo em conta a razao

Na/K desta macroalga ser cerca de 0,2), enquanto os da F revelaram-se interessantes em
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termos de minerais e fibras, para além de algum eventual aporte na introducdo de compostos
antioxidantes.

Apos a produgdo dos extratos, foi realizada uma analise sensorial (cheiro e sabor) em
conjunto com os responsaveis de produgdo na empresa Irmaos Monteiro, S.A, onde se
verificou que o extrato da G possuia um cheiro e sabor desagradavel muito forte, sendo por
isso eliminado nesta fase. E ainda importante salientar, que se tentou que o processo de
incorporagao dos extratos na alheira fosse bastante agil e barato, incluindo a possibilidade
de preparagao de extrato diretamente na empresa e incorporagdo direta na formulagdo das
alheiras, sem ter de proceder a qualquer evaporacgao/concentra¢ao do mesmo. Considerando
os rendimentos obtidos nos extratos de dgua a temperatura ambiente, d4gua quente e a
quantidade maxima de 4gua na formulacdo, a concentracao de extrato possivel de incorporar
no produto foi de 0,4% (m/m peso hiimido). Este valor foi considerado aceitavel, tendo em
consideracdo que na bibliografia a adi¢ao de extrato de Laminaria digitata em hamburgueres
foi realizada numa percentagem de 0,01; 0,1 e 0,5% (76), extrato aquoso de Palmaria
palmata em presunto (0,11%) (75), e 0,25% e 0,5% de extrato de Ascophyllum nodosum e
F. vesiculosus em iogurte (78).

Por outro lado, a percentagem de incorporacdo dos extratos de F a ser considerada
neste estudo teve ainda em consideragdo as fortes caracteristicas sensoriais dos extratos
preparados, uma vez que ndo se pretendia alterar as propriedades organoléticas da alheira
vegetariana devido a sua incorporagao. O sabor do produto ¢ um aspeto que condiciona
muito as opgdes do consumidor e por isso, era importante que este fosse preservado ou que

pelo menos, ndo fosse prejudicado.

3.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA ALHEIRA VEGETARIANA

3.5.1 Analise da cor

O aspeto e a cor da superficie de um determinado alimento sao um fator determinante
avaliado pelo consumidor, para que este seja aceite em termos comerciais. Sendo a cor da
superficie, um reflexo da primeira sensa¢io que o consumidor tem para aceitar ou rejeitar o
alimento (104). De facto, este ¢ um parametro que ndo pode ser descurado mesmo se o
alimento formulado for muito rico nutricionalmente. Se este possui uma cor diferente e

menos atraente quando comparado com a formulagdo a que consumidores estdo habituados,

52



pode causar impacto negativo na sua escolha. A observacao da cor permite ainda detetar
certos defeitos e anomalias que os alimentos possam apresentar.

Na Tabela 14 encontram-se os resultados da analise da cor, indice de acastanhamento
e diferenga total de cor (AE) efetuada as trés amostras de alheira vegetariana. Os dados
indicam que da leitura efetuada aos trés parametros (L*, a* e b*), o L* foi o inico onde se
verificaram diferengas significativamente diferentes, indicando que a adi¢ao dos extratos da
macroalga F causa uma diminui¢do da luminosidade da alheira, possivelmente devido ao
facto de os extratos produzidos apresentarem uma cor castanha bastante escura. De facto, o
indice de acastanhamento foi outro parametro a ser analisado, uma vez que funciona como
indicador da extensdo do acastanhamento em produtos alimentares contendo agucar, onde
ocorrem reacdes de acastanhamento enzimaticas ou ndo enzimaticas (90). Pela analise dos
resultados ¢ possivel verificar que o indice aumentou nas alheiras com os extratos
incorporados, alterando assim significativamente este pardmetro em relacdo ao controlo.
Globalmente, a diferenca total de cor (AE) das A ETA e A EQ face a A C foram
significativas, com valores médios de 3,68+0,5 e 3,95+0,1, respetivamente. E de notar que
a lista padrao define que o AE entre 0 e 1 o observador ndo percebe a diferenca, entre 1 e
2, o observador experiente pode notar a diferenga, entre 2 e 3,5, observadores experientes e
inexperientes observam a diferenca, enquanto valores entre 3,5 e 5 indicam claras diferengas
na cor e, quando acima de 5, os observadores veem duas cores distintas (105). De acordo
com isto, ¢ possivel concluir que seria possivel observar a diferenga entrea A Ce A ETA,

e A Ce A EQ por observadores experientes e inexperientes.

Tabela 14 — Resultados da analise da cor a alheira controlo (A _C), alheira com extrato de H>O a
temperatura ambiente (A ETA) e H>O quente (A EQ) da F. vesiculosus

A C A ETA A EQ
L* 48,75+2,292 45,30+3,26° 45,3542 .66°
a* 10,46+1,022 10,48+1,15% 9,65+1,47*
b* 23,182,372 22,561,702 21,96+2,02°
Indice de
74,74+5,702 84,86+5,08° 81,51+5,09°
acastanhamento

AE - 3,68+0,5 3,95+0,1

Resultados apresentados como média + desvio padro. Letras iguais na mesma linha, indicam que ndo existem diferengas

estatisticamente significativas (p<0,05)
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3.5.2 Analise quimica da alheira

Na Tabela 15 encontram-se os resultados obtidos na determinagdo do teor de
humidade, cinzas, proteina, acidez e pH das diferentes amostras de alheira (controlo e com
os extratos incorporados). Como se pode observar, o teor de humidade das trés amostras de
alheira, apresentaram valores muito semelhantes, ndo existindo por isso diferengas
significativas entre si. Relativamente a valores descritos na literatura, ndo foi possivel
encontrar nenhuma informacao para alheiras vegetarianas, contudo, um estudo efetuado por
Campos et al. (106), reportou um teor de humidade de 56,4+1,64% para alheiras tradicionais,

muito idéntico ao obtido neste estudo.

Tabela 15 - Valores obtidos na caracterizagao quimica da alheira controlo (A_C), alheira com extrato
de H,O a temperatura ambiente (A ETA) e H,O quente (A EQ) da F. vesiculosus

A C A ETA A EQ

Humidade (%) 55,51+0,19* 55,39+0,61* 56,92+0,00?
Cinzas (% b.s) 6,27+0,11* 6,50+0,15° 6,60+0,12°
Proteina (% b.s) 24,76+1,422 22,13+0,70? 22,82+1,432

Acidez (% acido
13,8+1,27* 14,9+1,06* 12,9+0,42*

latico)

pH 6,49+0,16* 6,55+0,09* 6,36+0,22°

Resultados apresentados como média + desvio padrao. Letras iguais na mesma linha, indicam que ndo existem
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Em relagdo ao teor de cinzas verificou-se que as amostras com os extratos parecem
ter uma tendéncia para o aumento, contudo, ndo sdo valores significativamente diferentes
quando comparados ao controlo.

No respeitante ao teor proteico, de um modo geral a incorporagdo dos extratos nao
influenciou a percentagem de proteina nas amostras. No entanto, foi encontrado um teor de
24,8+1,4% para A _C, enquanto a A ETA e A EQ possuiam 22,1+0,7% e 22,8+1,4%,
respetivamente. Qualquer uma das amostras apresentou valores mais elevados de proteina
quando comparadas com os valores encontrados por Patarata et al. (107) e Campos et al.

(106) 10,12+2,3% e 13,0+0,5% em alheira tradicional, respetivamente.
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Os parametros acidez e pH sdo fatores a considerar, pelo facto de os enchidos serem
um produto fermentado, tendo por isso, inerente a presenga de bactérias laticas. O seu
crescimento e desenvolvimento encontra-se associado a producdo de acido latico, que ¢
responsavel pela alteragdo da acidez do enchido. Neste contexto, torna-se importante a
determinagdo da acidez titulavel nas amostras, com a finalidade de se obter uma referéncia
na evolucdo destas bactérias. Note-se que, a diminuicdo do pH ¢ importante para a ndo
formacdo de bactérias indesejaveis no produto, este processo ocorre durante a maturagao,
onde o produto sofre uma fermentagdo conduzida pelas bactérias laticas, conferindo assim
um sabor mais acido (108).

Analisando em maior detalhe os valores obtidos, ¢ possivel verificar que nao houve
diferencas significativas entre amostras. No caso da A _C, esta apresentou uma percentagem
de 4cido latico de 13,8+1,3%, enquanto a A ETA e A_EQ revelaram valores de 14,9+1,1%
e 12,9+0,4%, respetivamente. No que respeita aos valores de pH da A ETA (6,6) e A EQ
(6,4) ndo se revelaram significativamente diferentes da A C (6,5). Comparativamente a
valores descritos na literatura para a alheira tradicional, Patarata et al. (107) apresentaram

um valor de 4,92, sendo este ligeiramente inferior aos alcangados neste estudo.

3.5.3 Teor de compostos fenolicos, atividade antioxidante e estado de oxidacao

O teor de compostos fenolicos, a respetiva atividade antioxidante (ABTS™) e o
estado de oxidacao (TBARS) da A C, A ETA e A EQ, encontram-se representados na
Figura 14. Analisando os resultados obtidos para os compostos fendlicos (Figura 14-A),
todas as amostras apresentaram valores inferiores a 0,04g EAG/100 g de alheira e sem
diferengas significativas em entre si. Estes resultados, revelaram que independentemente do
tipo de extrato incorporado, ndo foi possivel aumentar o teor de compostos fenolicos, e que,
possivelmente a percentagem de incorporacdo dos extratos, ndo foi suficiente para que se
pudesse verificar alteragdes neste parametro.

A avaliagdo da atividade antioxidante pelo método de ABTS™, baseou-se na
producdo de ABTS™ que apresenta uma cor azul esverdeado e que, com a adi¢ao de um
antioxidante, ¢ reduzido a ABTS promovendo a perda de cor no meio reacional (109).
Através da andlise da Figura 14-B ¢ possivel concluir que ndo se registou diferencas

significativas entre amostras. A A C, A ETA e de A_EQ, apresentaram valores de ICso de
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815,4+21,3; 825,2427,7 e 822,5£29,4 ng/mL, respetivamente, o que significa que a adicao
dos extratos ndo se revelou capaz de fornecer propriedades antioxidantes as alheiras.

A avaliagdo da peroxidagdo lipidica das alheiras foi realizada com base na
determinagdo do teor de MDA, pelo método TBARS, uma vez que a quantidade deste
composto ¢ proporcional a oxidacdo. Assim, na figura 14-C encontram-se representados os
valores obtidos, de onde € possivel concluir que ndo existiu diferengas claras entre os niveis
de MDA das diferentes amostras. A A C apresentou um valor de 3,35+0,4 mg MDA/kg
alheira, enquanto a A ETA e A EQ da F exibiram valores de 4,1+0,14 ¢ 4,05+0,07 mg
MDA/kg alheira, respetivamente, revelando novamente que a incorporacdo de extratos a
percentagem de 0,4% (m/m peso himido), ndo foi o suficiente para produzir algum efeito

protetor na oxidacao das gorduras.
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Figura 14 - Teor de compostos fenolicos totais (g EAG/100 g de alheira) (A), atividade antioxidante
(ABTS™) (B) e estado de oxidagdo (TBARS) (C) expressos em ICso (ng/mL) e (mg MDA/kg alheira),
respetivamente, obtidos a partir da alheira controlo (A_C), alheira com extrato de H>O a temperatura
ambiente (A _ETA) e H,O quente (A _EQ) da F. vesiculosus. Letras iguais indicam que ndo existem
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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3.5.4 Analise sensorial

Na figura 15 encontram-se representados os resultados da andlise sensorial obtidos a
partir de um painel de 29 provadores nao treinados. Analisando em maior detalhe cada um
dos parametros estudados, ¢ possivel verificar que no caso do sabor e cheiro, nao existiu
diferengas significativas quando comparado com o controlo, o que pode ser explicado pelo
facto da formulagao base ter um odor bastante forte, mascarando por isso o do extrato.

O parametro da cor, revelou que a incorporacao dos diferentes extratos nao teve
qualquer influéncia, uma vez que nao foram reportadas quaisquer diferengas significativas
entre as amostras. Note-se que, estes resultados diferem dos obtidos pela leitura de cor
superficial (seccdo 3.5.1), onde se registaram diferencas de AE, sendo possivel observar
diferenca entre a alheira com extrato e a alheira controlo. As diferen¢as encontradas entre
estas duas analises, podera estar relacionada com facto de terem sido utilizadas alheiras nao
confecionadas, enquanto que na analise sensorial estavam confecionadas.

Segundo a aceitacdo global, as amostras com os diferentes extratos e o controlo, ndo
registaram diferencas significativas para que os provadores atribuissem uma preferéncia
entre as amostras. Apesar da alheira controlo revelar um valor ligeiramente superior, nao foi

suficiente para que fosse significativamente diferente das amostras com o extrato.

Cor
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Figura 15 - Resultados da analise sensorial obtidos a partir dos extratos da alheira controlo (A _C),
extrato de H,O a temperatura ambiente (A_ETA) e H,O quente (A_EQ) da F. vesiculosus. Letras iguais
indicam que ndo existem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O trabalho desenvolvido teve como principal objetivo explorar a potencialidade de
extratos das macroalgas F e G para a utilizagdo em suplementos/alimentos funcionais que
conferissem beneficios nutricionais e/ou fisico-quimicos ao produto selecionado (alheira
vegetariana), uma vez que estas possuem componentes e exibem atividades que podem
contribuir de forma benéfica para a saude, incluindo os seus elevados conteudos de fibra
dietética, proteina, compostos fendlicos e a capacidade antioxidante.

Numa primeira fase, foi estudada a atividade biologica dos extratos das macroalgas,
através da quantificagdo dos compostos fendlicos, atividade antioxidante e inibigdo
enzimatica, permitindo perceber que os extratos da macroalga F foram aqueles que se
revelaram mais promissores. No entanto, quando efetuadas as analises nutricionais, os
extratos da macroalga G apresentaram teores mais elevados, nomeadamente de proteina e
cinzas.

Na segunda fase do trabalho, testou-se a aplicagao dos extratos de agua a temperatura
ambiente e 4gua quente da macroalga F numa percentagem de 0,4% (m/m peso himido) na
alheira vegetariana, tendo-se avaliado os parametros fisico-quimicos e bioldgicos. Em
termos nutricionais foi notdrio que as aplicagdes de ambos os extratos ndo corresponderam
as espectativas, uma vez que ndo se verificou qualquer acréscimo significativo. De forma
semelhante, os testes de atividade antioxidante indicaram que as incorporagdes dos extratos
nao tiveram qualquer influéncia significativa nos parametros testados, podendo concluir-se
que as caracteristicas originais da alheira ndo foram alteradas.

Em relagdo aos ensaios sensoriais, todas as amostras em estudo mantiveram os
parametros de andlise sem alteracdes significativas. Assim, € com base nos resultados de
aceitacao global da alheira vegetariana, os resultados indicaram que ndo existiram grandes
alteracdes em relagdo ao produto original, e que, as diferencas registadas ndo foram
suficientes para uma preferéncia entre amostras.

Em resumo, a incorporagdo dos extratos numa percentagem de 0,4% (m/m peso
hiimido) ndo se mostrou efetiva para que fossem notorias alteragdes dos parametros em
estudo. Contundo, ¢ de salientar que, apesar do cheiro intenso dos extratos foi possivel obter
alheiras sem valores sensoriais muito diferentes e bastante aceitaveis, sendo por isso, um

indicador de que ¢ possivel aumentar a concentracdo de extrato. Considerando estes
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resultados, fruto de uma primeira abordagem, futuramente seria interessante alterar algumas
condi¢des, nomeadamente a percentagem de extrato a incorporar, implementando um
aumento significativo de forma a perceber qual a percentagem maxima aceite por parte dos
consumidores. Outros aspetos a considerar, seria a determinagdo do teor de gordura, para
que a andlise da peroxidacao lipidica fosse mais fidedigna, bem como a realizag¢@o de ensaios
microbioldgicos as alheiras. Em termos de andlise sensorial, seria interessante fazer a

avaliacdo por painéis de provadores nao treinados e treinados.
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