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Resumo 

Devido ao aumento da esperança média de vida, torna-se cada vez mais importante 

promover a saúde durante o envelhecimento. Portanto, a busca por novos compostos 

neuroprotetores é um dos maiores desafios da atualidade. Neste contexto, as macroalgas 

marinhas são consideradas excelentes fontes de moléculas bioativas estruturalmente diversas 

com reconhecido potencial farmacêutico e biomédico. Assim, durante este trabalho, estudou-se 

a integração de uma fração do extrato de Codium tomentosum obtido por extração subcrítica 

com água em fitossomas e posterior integração num alimento funcional, um iogurte. 

As nanopartículas produzidas foram caracterizadas por espectrofotometria UV, 

calorimetria de varrimento diferencial (DSC) e espectroscopia infravermelho por transformada 

de Fourier, que permitiram confirmar a formação do complexo fitóssomico; analisou-se ainda 

a sua solubilidade em octanol-água e respetivo coeficiente de partição, comprovando se o 

aumento da lipofilicidade e hidrofilicidade em comparação à fração de extrato não encapsulada. 

Confirmada a formação dos complexos fitóssomico, produziram-se vários iogurtes 

integrando tanto a fração de Codium tomentosum como a fração complexada nos fitossomas, e 

analisando a sua influência neste alimento. Os parâmetros avaliados consistiram pela análise 

das suas características físico-químicas controlando se durante 7 dias a evolução do pH, acidez, 

sinérese, humidade, peróxidos, proteínas, lípidos totais, teor de açúcar, cinzas e a composição 

em minerais, como o cálcio, sódio e magnésio, permitindo ainda calcular o poder calórico dos 

alimentos e o teor de sal. Para além dos parâmetros físico-químicos, foi também avaliada a 

capacidade de inibição das enzimas cerebrais colinesterases, a acetilcolinesterase (AChE) e 

butirilcolinesterase (BuChE), envolvidas na patogénese da doença de Alzheimer, por parte dos 

iogurtes funcionais. Os iogurtes funcionais apresentaram fraca atividade contra estas enzimas, 

podendo concluir-se que o seu efeito benéfico só será visível após consumo duradouro, ou seja, 

por efeito cumulativo no organismo. 

Estes alimentos foram ainda analisados sensorialmente por olfato, aspeto visual e paladar, 

concluindo-se que a adição de percentagens de extrato acima dos 0,01% afetam a tonalidade do 

mesmo tornando-a amarelada e pouco apelativa depositando-se ainda resíduos de extrato na 

base do recipiente de preparação do alimento. 

 

Palavras-Chave Alimentos funcionais, Compostos Bioativos, Neuroproteção, 

Nanoencapsulamento, Tempo de prateleira 

 

  



 

iii 
 

Abstract 

Due to the increase of the average life expectancy, it becomes increasingly important to 

promote health during aging. Therefore, the search for new neuroprotective drugs is one of the 

biggest challenges of today, and, in this context, marine macroalgae are considered excellent 

sources of structurally diverse bioactive molecules with recognized pharmaceutical and 

biomedical potential. During this work, the integration of a fraction of Codium tomentosum 

extract obtained by subcritical water extraction into phytosomes and subsequent integration into 

functional food, an yogurt, was studied. 

The nanoparticles produced were characterized by UV spectrophotometry, differential 

scanning calorimetry (DSC) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), which 

allowed confirming the formation of the phytosome complex; and the octanol:water partition 

ratio proved an increase in lipophilicity and hydrophilicity compared to the non-encapsulated 

fraction.  

Once the formation of phytosome complexes was confirmed, various yogurts were 

produced integrating Codium tomentosum fraction and phytossomes, analyzing their influence 

on this food, by analyzing their physical-chemical characteristics, controlling for 7 days the 

evolution of pH, where a lower ratio of the reduction of this parameter was detected in samples 

containing extract or phytossomes, acidity, syneresis, which showed a tendency to increase as 

the percentage of extract included in the food increased, moisture, peroxides, where 

nanoencapsulation controlled its formation, proteins, total lipids, sugar content, ash and mineral 

composition, such as calcium, sodium and magnesium, also allowing the calculation of the 

calorific value of food and salt content. Besides physico-chemical parameters, the capacity of 

the produced yogurts to inhibit cholinesterases – acetylcholinesterase (AChE) and 

butyrylcholinesterase (BuChE) – which are brain enzymes involved in the pathogenesis of 

Alzheimer’s disease, was studied. The functional yougurts displayed weak enzyme inhibition, 

showing that their beneficial health effect will be probably by cumulative effect after regular 

consumption.  

These foods were also sensorially analyzed by smell, visual aspect and taste, concluding 

that the addition of percentages of extract above 0.01% affects the tone of the food, making it 

yellowish and unappealing, and also depositing extract residues in the base of the food 

preparation container. 

 

Keywords: Functional foods, Bioactive compounds, Neuroprotection, Nanoencapsulation, 

Shelf life 
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1. Introdução 

 

Estima-se que o número de idosos, com mais de 60 anos, duplique até 2050 e mais do 

que triplique até 2100, passando para 2,1 mil milhões em 2050 e 3,1 mil milhões em 2100. Em 

Portugal, as projeções indicam que um em cada três portugueses terá mais de 65 anos em 2050. 

Espera-se também que o consumo de alimentos funcionais aumente na maioria dos países 

industrializados, por questões de conveniência, promoção da saúde, aumento da esperança de 

vida, acréscimo dos custos e aceitação da relação entre a alimentação e a saúde. 1 

Qualquer pessoa pode desenvolver uma doença neurodegenerativa, como a demência, 

doença de Alzheimer (DA) e doença de Parkinson (DP). No entanto, é mais comum acontecer 

após os 65 anos. A nível mundial, a demência afeta 1 em cada 80 mulheres, com idades 

compreendidas entre os 65 e 69 anos, sendo que no caso dos homens a proporção é de 1 em 

cada 60. Nas idades acima dos 85 anos, para ambos os sexos, a demência afeta 

aproximadamente 1 em cada 4 pessoas. 2 

Diversos estudos demonstraram que a incorporação de algas marinhas e/ou isolados de 

algas marinhas nas dietas alimentares pode melhorar propriedades como a duração do período 

onde um alimento é seguro para consumo, tradicionalmente conhecido como a “validade”, o 

teor nutricional, textural, e aspetos sensoriais dos produtos finais. No entanto, os efeitos diferem 

de acordo com as espécies de algas marinhas e a quantidade utilizada na formulação. 3 

A grande variedade de compostos bioativos identificados nas algas marinhas pode 

auxiliar na prevenção e tratamento de muitas doenças. Diversos estudos associam a menor 

incidência de diferentes doenças crónicas, como cancro, deficiência cardiovascular, diabetes, 

doenças neurodegenerativas, transtornos relacionados à obesidade e síndrome metabólica, com 

um perfil dietético que inclua o consumo de algas marinhas. 4 
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2. Estado da Arte 

2.1 Alimentos funcionais  

O conceito de alimento funcional nasce nos anos oitenta, no Japão, aquando da 

implementação de regulamentação que aprova alimentos que apresentem estudos 

comprovativos dos seus benefícios para a saúde. Estes benefícios devem-se ao facto destes 

alimentos, para além seu valor nutricional, conterem substâncias bioativas que desempenhem 

um papel específico nas funções fisiológicas do organismo humano. Desde aí, o Japão tem sido 

tradicionalmente responsável por cerca de metade das vendas de alimentos funcionais. 5 No 

entanto esta proporção estará a diminuir à medida que os mercados europeu e americano se 

expandem. 6 

Nos anos de 2014 e 2015, de entre todos os produtos transacionados numa cadeia de 

hipermercados, onde estavam identificados 1.128 alimentos funcionais, foram contabilizadas 

818.233 e 939.923 transações com pelo menos um alimento funcional, respetivamente. Estes 

alimentos funcionais estavam agregados em 5 segmentos homogéneos dos quais se destacam 

os iogurtes enriquecidos e leites fermentados com 727 produtos (correspondendo a 64,5%), 200 

sumos e néctares, correspondendo a 17%, e 55 margarinas e cremes vegetais, correspondendo 

a 4,9%. Apresentaram, entre si, uma performance distinta verificando-se a preferência de 

compras dos iogurtes enriquecidos e leites fermentados, de aproximadamente 86% em ambos 

os anos. 7 

Todos os alimentos fornecem nutrientes e energia fundamentais para o suporte da vida, 

no entanto, estes só podem ser considerados funcionais se, para além do seu valor nutricional 

associado à composição química intrínseca de cada um, proporcionarem benefícios fisiológicos 

adicionais que contribuam para a prevenção ou tratamento de certos distúrbios metabólicos 

reduzindo o risco de doenças crónicas, ou promovendo a saúde do indivíduo. Sendo 

considerados como alimentos integrados na dieta ideal, estes não poderão ser um comprimido, 

uma cápsula ou um suplemento alimentar. 8  

O facto de a população estar cada vez mais envelhecida, ocasiona uma maior preocupação 

com a saúde, e fomenta o avanço das inovações tecnológicas, fatores que melhoram a 

recetividade do mercado para a introdução de novos alimentos com ação benéfica para a saúde 

em geral. 9 

Existem três classes principais de alimentos funcionais: os alimentos convencionais, os 

alimentos modificados e os alimentos sintetizados. Os alimentos funcionais convencionais são 

caracterizados por conterem substâncias bioativas naturais que possuam propriedades 

funcionais. Frutas e vegetais, como o tomate, framboesa, couve ou brócolos, são considerados 
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alimentos funcionais devido à sua composição com quantidades elevadas de licopeno, ácido 

elágico, luteína e sulforafano, respetivamente. Os alimentos modificados apresentam 

compostos bioativos provenientes de métodos de fortificação e enriquecimento, como por 

exemplo, os ovos e o leite enriquecidos com ácidos gordos ómega-3 e vitamina E. Os alimentos 

funcionais sintetizados são, por exemplo, os hidratos de carbono não digeríveis, que fornecem 

benefícios prebióticos, como os oligossacáridos ou o amido resistente. 10 

Portanto, um alimento funcional poderá tratar-se de um alimento natural, um alimento 

onde a natureza de um ou mais constituintes tenha sido modificado, um alimento ao qual foi 

adicionado um componente com características positivas, ou do qual foi removido um 

componente indesejável. 6 

Alimentos fortificados são aqueles aos quais foram adicionados nutrientes que não 

provêm naturalmente no alimento. Esses alimentos têm como objetivo melhorar o valor 

nutricional e promover benefícios à saúde. 11 

Atualmente, o foco está direcionado para alcançarmos uma nutrição que maximize a 

esperança e qualidade de vida, pela identificação de ingredientes alimentares que quando 

adicionados a uma dieta melhorem a capacidade de resistir a doenças e melhorem a saúde. Os 

alimentos funcionais são um dos resultados desta visão atual. 6 

O crescimento deste mercado tem sido impulsionado pelas novas investigações sobre as 

ligações entre a dieta e a prevenção de doenças crónicas, pelo envelhecimento da população na 

maioria dos países desenvolvidos suscitando a preocupação crescente com este grupo etário 

mais propenso a doenças degenerativas, a pressão crescente sobre as despesas da saúde pública, 

o ênfase na consciência entre os consumidores e preocupação com a saúde dietética, as 

melhorias na ciência e tecnologia alimentar, assim como as alterações ao quadro regulamentar 

que rege esta temática. 6 

Recentemente, têm sido feitos grandes avanços no estudo dos compostos bioativos dos 

alimentos, devido ao reconhecimento da relação entre nutrição, saúde e doenças. No entanto, 

apesar das novas descobertas, ainda se mantém a questão acerca da diferença dos efeitos 

biológicos de um determinado composto bioativo administrado na sua forma isolada ou numa 

matriz alimentar. É necessário avaliar se esse composto poderá exercer uma ação sinergética 

ou algum efeito antagónico com outros compostos presentes na matriz alimentar. 12 

Outro aspeto relevante na temática dos alimentos funcionais é a biodisponibilidade destes 

compostos e dos seus metabolitos a partir de diferentes matrizes alimentares, ou seja, quais as 

interações e dinâmica destes compostos posteriormente à sua ingestão e metabolização. 12 Por 

um lado, temos a bioacessibilidade que mede a proporção de um composto consumido numa 
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refeição após ser libertado da matriz alimentar durante a digestão e se torna acessível para 

absorção no intestino delgado ou para ser biotransformado pela microbiota intestinal. Já a 

bioatividade representa a atividade dos compostos absorvidos ou seus metabolitos nas vias 

metabólicas, resultando em efeitos biológicos no organismo. Por fim, a biodisponibilidade 

refere-se à quantidade de compostos que completam a rota de passagem pelo trato digestivo, 

são absorvidos e chegam aos tecidos-alvo na forma intacta ou metabolizada para realizar a sua 

ação ou para serem armazenados. 13 

Estudar a composição de um determinado alimento torna-se assim insuficiente para 

prever os seus benefícios para a saúde. Investigações realizadas nas últimas décadas 

demonstram que a noção de qualquer benefício à saúde estará sempre relacionada com a fração 

de compostos transferidos dos alimentos ingeridos para o organismo, uma vez que a absorção 

pode ser incompleta após o consumo oral. 13,14 

Os mecanismos de ação dos compostos bioativos de alimentos são complexos e podem 

ter influência de diversos fatores. Em primeiro lugar, os fatores mais importantes que 

influenciam a estabilidade dos ingredientes bioativos nos alimentos passam pelo calor, luz, 

humidade, degradação enzimática, possibilidade de hidrolise, oxidação e solubilidade. 15 Em 

segundo lugar, a questão da dose necessária a ser ingerida para um determinado composto 

bioativo exercer um efeito biológico é também muito relevante. 12 Por exemplo, a baixa 

solubilidade de compostos hidrofóbicos, como os carotenóides, dificulta muito a sua dissolução 

e absorção, tornando-se instáveis durante o processamento e armazenamento. 15 

Na área alimentar das principais superfícies comerciais não existe ainda uma secção 

específica de alimentos funcionais. Contudo, já há algumas referências a este tipo de alimentos 

nos sites de alguns hipermercados, sendo os mais populares: leites fermentados com 

bifidobactérias, que regulam o trânsito intestinal, 16 iogurtes e sobremesas que contribuem para 

o crescimento e desenvolvimento ósseo das crianças, 17 leites e cremes para barrar que 

prometem manter o coração saudável pela redução ativa do colesterol, 18 cereais ricos em fibras 

e pouco calórico, 19 leites em pó ricos em cálcio, vitaminas e proteínas, 20 sumos antioxidantes, 

21 leites que reduzem o colesterol, como o leite de aveia, ricos em fibras, cálcio e ómega 3, e os 

sem lactose, 22 assim como ovos ricos em ómega 3. 23  

No futuro, uma grande variedade de produtos alimentares são ou serão caraterizados 

como alimentos funcionais, afetando diversas funções corporais relevantes quer para um estado 

de bem-estar e saúde ou para a redução do risco de desenvolver uma doença. 6 

Se por um lado, nos Estados Unidos da América, a aceitação dos alimentos funcionais é 

bastante superior à dos consumidores europeus, que são mais céticos relativamente aos 
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benefícios deste tipo de produto, por outro lado, existem diferenças no consumo entre os 

habitantes dos vários países da Europa, sendo estes alimentos bastante populares na Finlândia, 

Suécia, Países Baixos, Polónia, Espanha e Chipre, ao contrário do que acontece na Dinamarca, 

Itália e Bélgica. 24 

De uma forma geral, os consumidores mais velhos parecem ter um maior interesse por 

alguns alimentos funcionais, em particular, relacionados com as patologias de que sofrem ou 

que querem prevenir. 24,25 Atualmente já existem estudos que evidenciaram efeitos benéficos 

na nutrição de idosos pela introdução de compostos bioativos em alimentos funcionais, 

conforme os exemplos apresentados na Tabela 2.1. 

 

Tabela 2. 1 - Benefícios para a saúde de idosos pela inclusão de compostos bioativos em alimentos funcionais 11,26 

Composto 

bioativo 

Alimento 

Funcional 

Benefício para a saúde 

Proteína Soja Reduzir o colesterol 

Ácidos gordos 

– ómega 3 

Peixe gordo Reduzir doenças cardíacas, mortes cardíacas e enfarte 

do miocárdio 

Probióticos Laticínios 

fermentados 

Melhoria da função da microbiota intestinal;  

Aumentar a imunidade;  

Reduzir o aumento de peso corporal;  

Reduzir a hipertensão e hiperglicemia 

Prebióticos Chicória, cebola 

e alho 

Reduzir sintomas de depressão e aterosclerose; Efeito 

bifidogénico 

Compostos 

fenólicos 

Uvas, mirtilos, 

linhaça, brócolos 

Prevenir e/ou tratar hiperuricemia e/ou gota;  

Reduzir o risco de diabetes, osteoporose e doença 

hepática;  

Reduzir a probabilidade de doenças cardiovasculares 

Simbióticos Granolas e 

chocolates 

Melhoria dos marcadores de inflamação; Aumento dos 

níveis de glutationa no sangue; Reduzir a hipertensão e 

da hiperglicemia 

 

Contudo, o sucesso dos alimentos e bebidas com benefícios para a saúde estará sempre 

dependente duma relação de confiança por parte dos consumidores. 
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2.2 Compostos Bioativos 

Existem vários componentes bioativos, os probióticos, prebióticos, ácidos gordos, 

vitaminas, antioxidantes, carotenoides, compostos fenólicos e fibras alimentares que integram 

os alimentos funcionais. 27 Quando integrados em alimentos funcionais estes compostos 

bioativos apresentam ações chave para o organismo humano, identificadas na Tabela 2.2. 

 

Tabela 2. 2 - Funções dos compostos bioativos 11 

Composto Bioativo Função 

Probióticos Melhoram a saúde gastrointestinal 

Ácidos gordos Contribuem para a manutenção da função 

mental e visual 

Vitaminas Contribuem para a manutenção de uma visão 

saudável, função imunológica e saúde óssea 

Compostos fenólicos Neutralizam radicais livres, que podem 

danificar as células; reforçam as defesas 

antioxidantes celulares 

Carotenoides Neutralizam os radicais livres, que podem 

danificar as células; contribuem para a 

manutenção de uma visão saudável; 

Fibra Contribuem para a manutenção de um trato 

digestivo saudável; reduzem o risco de 

doença cardíaca coronária e alguns tipos de 

cancro; contribuem para a manutenção de 

níveis saudáveis de glicose no sangue 

 

2.2.1 Probióticos 

O termo “probiótico” deriva da língua grega e significa “para a vida”. Foi usado 

primeiramente por Lilly e Stillwell em 1965 para descrever "substâncias secretadas por um 

microrganismo que estimulam o crescimento de outro". Em 1971, Sperti aplica o termo a 

extratos de tecido que estimulam o crescimento microbiano. No entanto, foi Parker o primeiro 

a usar o termo probiótico no sentido em que ele é usado hoje, definindo-o como "organismos e 

substâncias que contribuem para o equilíbrio microbiano intestinal". 28  
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A definição atual, formulada em 2002 por especialistas da Food and Agriculture 

Organization of the United Nations e da World Health Organization, afirma que os probióticos 

são “células vivas de microrganismos estritamente selecionados que, quando administrados em 

quantidades adequadas, conferem benefícios para a saúde do hospedeiro”. Mais tarde em 2013 a 

definição foi mantida pela Associação Científica Internacional para Probióticos e Prebióticos. 

29  

São conhecidos também como bio terapêuticos, bio protetores e bio profiláticos, sendo 

utilizados para prevenir as infeções entéricas e gastrointestinais. 30 

Conhecem-se ainda cada vez mais evidências que apoiam o uso de várias estratégias que 

modulam a microbiota intestinal para exercer alterações neurológicas e psicológicas como a 

utilização de probióticos como uma intervenção natural e dietética para a saúde do cérebro. 31 

Isto deve-se ao facto de a microbiota intestinal ser capaz de influenciar a atividade cerebral 

através da atividade imune/humoral ou do nervo que conecta os neurónios intestinais com os 

do sistema nervoso central. Assim, é possível que um tratamento adjuvante com pré/probióticos 

possa prevenir e/ou curar a disbiose intestinal e, assim, permitir que os efeitos terapêuticos dos 

fármacos para doenças como a DA sejam explorados de forma mais completa. 32 

A seleção destes microrganismos para uso alimentar deve obedecer a critérios como, 

pertencer à flora intestinal humana, não conferir patogenicidade, ser tolerável pelo trato 

gastrointestinal, possuir capacidade de sobreviver aos processamentos necessários, permanecer 

viável durante o tempo de vida útil do alimento integrante e os seus benefícios devem ser 

previamente comprovados cientificamente. 33–35 

Na prática, existem inúmeras formas de integrar probióticos em produtos industriais, 

isolados ou combinados com outros microorganismos, em alimentos, medicamentos ou em 

suplementos de dietéticos. 27 

Os principais benefícios dos probióticos para a saúde passam pela diminuição da 

obstipação, ocorrência de gastroentrite, o aumento da defesa da flora intestinal contra 

organismos patogénicos, a prevenção do cancro do cólon, a diminuição das reações alérgicas e 

da pressão arterial 36 

O microbioma gastrointestinal possui a maior e mais complexa comunidade de espécies 

de bactérias conhecidas no organismo humano, podendo variar de acordo com inúmeros fatores 

como a alimentação durante a infância, o uso de antibióticos, a idade, fatores genéticos e a dieta. 

Esta comunidade bacteriana desempenha funções de simbiose com o hospedeiro, tais como a 

manutenção da barreira epitelial, a inibição da adesão de agentes patogénicos à superfície 

intestinal e a adaptação do sistema imunitários. 12 
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A composição do microbioma intestinal está em constante mutação sob influência de 

fatores como a dieta, medicamentos ingeridos, mucosa intestinal, sistema imunitário e a própria 

microbiota. Variações naturais, como o stress oxidativo ou secreção de toxinas bacterianas, 

podem levar à sua deterioração, criando um estado de disbiose. A disbiose intestinal está 

associada ao risco de desordens intestinais como doenças metabólicas, obesidade, diabetes, 

cancro colorretal, doenças inflamatórias e autoimunes. 37 

Neste contexto, os alimentos funcionais contendo probióticos podem exercer efeitos 

benéficos sobre a composição ou atividade microbiotica intestinal do hospedeiro permitindo 

reconstruir esta comunidade e restaurar as suas interações. 12. Na Tabela 2.3 apresentam-se 

alguns exemplos de ensaios clínicos que estudaram o efeito dos probióticos na saúde humana. 

Tabela 2. 3 - Exemplos de ensaios clínicos acerca do efeito de probióticos na saúde humana 

Doença Microorganismo Tempo de ensaio Resultado Principal 

Obesidade Lactobacillus gasseri 

SBT2055 em leite 

fermentado 38 

12 semanas Redução dos valores de 

índice de massa corporal 

e pressão arterial  

Lactobacillus 

plantarum em queijo 

39 

3 semanas 

Diabetes tipo 2 Lactobacillus 

acidophilus La5, 

Bifidum lactis Bb12 

em iogurte 

6 semanas Melhoria do colesterol 

total e do colesterol de 

lipoproteína de baixa 

densidade 40 

L. plantarum A7 em 

leite de soja 

8 semanas Processo de metilação 

diminuído 41 

Diferentes tipos de 

câncer e seus efeitos 

colaterais  

L. plantarum 

CGMMCC No 1258, 

L. acidophilus LA-

11, Bifidum longum 

BL-88 em cápsula 

16 dias Melhoria da integridade 

da barreira da mucosa 

intestinal e diminuição 

das complicações de 

infeções 42 

L. acidophilus, 

Bifidobacterium 

bifidum em 

suplemento alimentar 

7 semanas Redução da incidência 

de diarreia e melhoria 

consistência das fezes 43 
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Efeito neuroprotetor Bifidobacterium 

animalis subsp. lactis 

+ B. longum + 

Bifidobacterium 

adolescentes + 

prébioticos 

(frutooligossacáridos) 

12 semanas A decorrer até janeiro de 

2023. Pretende-se 

avaliar o efeito dos 

probióticos nos 

mecanismos de 

neuroinflamação por 

monitorização do 

sistema imune periférico 

de pacientes com doença 

de Parkinson. Para além 

disso, também serão 

monitorizados os 

sintomas motores e não 

motores destes 

pacientes. 44 

Bifidobacterium 

breve Bv-889, B. 

longum subsp. 

infantis BLI-02, B. 

bifidum Bf-688, B. 

animalis subsp. lactis 

CP-9, L. plantarum 

PL-02 

 

12 semanas 

 

A decorrer até junho de 

2023 com pacientes com 

DA. Os parâmetros a 

monitorizar são: função 

congnitiva, 

comportamento, padrão 

de sono, fluxo sanguíneo 

cerebral, marcadores 

sanguíneos, e variações 

na flora fecal. 45 

 
 

Os mecanismos de ação dos probióticos podem ocorrer em três níveis. O primeiro ocorre 

no lúmen intestinal, onde as bactérias probióticas interferem com o crescimento ou 

sobrevivência de microrganismos patogénicos por exclusão competitiva. No segundo nível, 

bactérias probióticas interagem com o muco intestinal e o epitélio, sendo capazes de aumentar 

a função de barreira e a resposta imunitária da mucosa. Já no terceiro nível, atuam na resposta 

imunitária sistémica e em órgãos, como o cérebro 12. 
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2.2.2. Prebióticos 

Em 1995, Gibson e Roberfroid definiram os prebióticos como componentes alimentares 

não digeríveis que, por meio da estimulação do crescimento ou atividade de um único tipo ou 

de uma quantidade limitada de microrganismos residentes no trato gastrointestinal, melhoram 

a condição de saúde do hospedeiro. 46 

Em 2004 a definição é alterada para componentes seletivamente fermentados que 

permitem alterações específicas na composição e/ou atividade de microrganismos no trato 

gastrointestinal, benéficas para a saúde e bem-estar do hospedeiro. 47 

Atualmente, a organização mundial da saúde (OMS) define prebióticos como 

oligossacarídeos não digeríveis, porém fermentáveis, cuja função visa mudar a atividade e a 

composição da microbiota intestinal, numa perspetiva de promover a saúde do hospedeiro. 

Estes compostos afetam de forma seletiva a flora intestinal, melhorando as suas características, 

não são hidrolisados na cavidade bocal pela saliva, não são afetados pela hidrólise ácida 

gástrica, não sofrem hidrólise enzimática no intestino delgado, chegando praticamente intactos 

ao intestino grosso onde são fermentados pelas bifidobactérias, estimulando o seu crescimento. 

27 

Embora estes substratos mais atuais sejam administrados por via oral, eles também podem 

ser administrados diretamente em outros locais do corpo, como o trato vaginal e a pele. Além 

disso, os efeitos na saúde conferidos pelos prebióticos incluem benefícios para o trato 

gastrointestinal, cardiometabólicos, saúde mental e óssea, entre outros. 12 

A fibra alimentar é um dos principais exemplos. Os seus efeitos estão relacionados, em 

parte, com o facto de que uma parcela da fermentação dos seus componentes ocorrer no 

intestino grosso, o que produz impacto sobre a velocidade do trânsito intestinal, sobre o pH do 

cólon e sobre a produção de subprodutos com importante função fisiológica. Indivíduos com 

elevado consumo de fibras apresentam menor risco para o desenvolvimento de doença 

coronariana, hipertensão, obesidade, diabetes e cancro de cólon. 48 

Habitualmente, consideram-se cinco critérios básicos para a classificação de 

componentes alimentares como os prebióticos. 49 O primeiro critério assume que os prebióticos 

não são digeridos, ou que são apenas parcialmente digeridos. Como consequência, eles atingem 

o cólon, onde são seletivamente fermentados por bactérias potencialmente benéficas, requisito 

do segundo critério. 50 A fermentação aumenta a produção ou potencia a mudança da 

abundância relativa de diferentes ácidos gordos de cadeia curta, o aumento da quantidade fecal, 

a redução moderada do pH do cólon, e melhora o sistema imunológico, beneficiando o 

hospedeiro, requisito do terceiro critério. 29 A estimulação seletiva do crescimento e atividade 
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das bactérias intestinais potencialmente associadas à proteção da saúde e bem-estar é 

considerada outro critério. O último critério da classificação pressupõe que um prebiótico deve 

ser capaz de resistir às condições de processamento de alimentos e permanecer inalterado, não 

degradado ou quimicamente inalterado e disponível para o metabolismo bacteriano no intestino. 

49 

Ressalva-se que a estabilidade a longo prazo durante a vida de prateleira de alimentos, 

bebidas e rações, a resistência ao processamento e as propriedades físicas e químicas que 

exibem um efeito positivo no sabor e na consistência dos produtos tornam os prebióticos 

bastante competitivos face aos probióticos. 29 

A presença de prebióticos na dieta pode levar a inúmeros benefícios para a saúde, 

conforme alguns ensaios clínicos apresentados na Tabela 2.4. 

Tabela 2. 4 - Exemplos de ensaios clínicos acerca do efeito de prebióticos na saúde humana 

Doença Microorganismo Tempo de ensaio Resultado Principal 

Obesidade Oligofrutose 12 semanas Redução do peso corporal e 

diminuição da glicose 51 

Intolerância à 

lactose 

Galactooligossacarídeos 36 dias Melhorias em sintoma 

como:dor, inchaço, diarreia, 

cólicas ou flatulência. 

Aumento das populações de 

bifidobactérias 52 

Cancro 

colorretal e 

efeitos 

colaterais 

Inulina Sem dados Inibição do crescimento e 

indução de apoptose do 

carcinoma colorretal humano 

53 

Efeito 

neuroprotetor 

Barra pré-biótica 10 dias Modulação da flora intestinal 

em pacientes com doença de 

Parkinson. 54 

 

2.2.3 Simbióticos 

A palavra “simbiótico” implica sinergias, e portanto, o termo é empregue para produtos 

onde um componente prebiótico favorece seletivamente um microrganismo probiótico. Assim, 

estes produtos têm propriedades probióticas e prebióticas, criados para superar as dificuldades 

de sobrevivência dos probióticos no trato gastrointestinal 29 
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Considerando o número de combinações possíveis, a aplicação de simbióticos para a 

modulação da microbiota intestinal em humanos parece promissora. Quanto à sua eficácia 

terapêutica estes apresentam efeitos antibacterianos, anticancerígenos e antialérgicos. Eles 

também neutralizam os processos de decomposição no intestino e previnem a obstipação e a 

diarreia, podem ainda ser altamente eficientes na prevenção da osteoporose, redução dos níveis 

de gordura e açúcar no sangue, regulação do sistema imunológico e tratamento de distúrbios 

cerebrais associados à função hepática, 55 56 conforme ensaios clínicos apresentados na Tabela 

2.5. 

Tabela 2. 5 - Exemplos de ensaios clínicos acerca do efeito de simbióticos na saúde humana 

Doença Composição do 

simbiótico 

Tempo de 

ensaio 

Resultado Principal 

Obesidade Lactobacillus 

rhamnosus 

CGMCC1.3724, 

inulina 

36 

semanas 

Perda de peso e redução da leptina. 

Aumento em Lachnospiraceae 57 

Diabetes 

tipo 2 

Lactobacillus 

sporogenes, inulina 

8 semanas Diminuição do perfil lipídico sérico 

(TAG, TC/HDL-C) e aumento 

significativo dos níveis séricos de HDL-C. 

29 

 

2.2.4 Ácidos gordos ómega-3 

Os ácidos gordos podem ser classificados de acordo com o grau de saturação das 

moléculas de carbono em saturados, monoinsaturados e polinsaturados (PUFA). Os ácidos 

gordos ómega-3 são PUFA, e a primeira insaturação ocorre no terceiro carbono a partir da 

extremidade com o grupo metilo terminal. Já os ácidos gordos da série ómega-6 possuem a 

primeira insaturação no carbono 6. 58 

A maior fonte de ácidos gordos polinsaturados na alimentação era obtida até à data, 

através do peixe e igualmente de óleos vegetais como milho ou óleo de soja. Assiste-se, todavia, 

ao crescente declínio do stock global de peixe devido não só à generalização dos métodos de 

pesca, mas também à crescente contaminação dos mares e rios com a inúmera variedade de 

poluentes. 59,60  

A maioria da população global carece desta classe de compostos ativos. Em particular, o 

ácido docosahexaenóico (DHA), um ácido gordo ómega-3 de cadeia longa relevante para o 
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desenvolvimento do cérebro e dos olhos. O DHA desempenha um papel significativo na saúde 

mental durante a primeira infância e até na idade adulta, e no cérebro, na fluidez da membrana 

celular, função e libertação de neurotransmissores. Uma baixa ingestão de ómega-3 aumenta o 

risco de vários problemas de saúde mental, incluindo transtorno de déficit de atenção e 

hiperatividade, autismo, transtorno bipolar e depressão. Estudos que fornecem suplementação 

com ómega-3 marinho mostraram-se um efeito benéfico na saúde mental. 61 

Por outro lado, é importante ter em consideração que os ácidos gordos não são produzidos 

pelo peixe, mas sim pelas algas marinhas acumuladas ao longo da cadeia trófica. 62,63 Como tal, 

o consumo de algas por humanos é uma alternativa viável para a obtenção destes compostos. 64 

Os efeitos anti-inflamatórios dos ácidos gordos ómega-3 têm sido extensivamente 

investigados e estudos epidemiológicos já demonstram uma associação inversa entre o consumo 

destes ácidos gordos e diversos marcadores inflamatórios. 58 

 

2.2.5 Vitaminas antioxidantes 

Para combater o stresse oxidativo que surge pela acumulação de espécies reativas de 

oxigénio e de nitrogénio que provocam danos irreversíveis nas estruturas das biomoléculas de 

ADN, proteínas, hidratos de carbono e, em menor extensão, a outros componentes celulares, 

podemos recorrer a antioxidantes, que atuam diretamente na neutralização da ação dos radicais 

livres ou participam indiretamente nos sistemas enzimáticos com essa função. 65 

A quantidade relativa de antioxidantes na dieta influencia a suscetibilidade de um 

indivíduo desenvolver o stresse oxidativo. A vitamina E é a principal vitamina antioxidante 

transportada na corrente sanguínea pela fase lipídica das partículas lipoproteicas e encontra-se 

predominantemente nos óleos vegetais. 65 

Outro exemplo, a vitamina C, presente em todos os frutos e vegetais é considerado um 

excelente antioxidante natural auxiliando na prevenção do desenvolvimento de tumores e danos 

causados pela excessiva exposição à radiação e toma de medicamentos. Atualmente, esta 

vitamina pode ainda ser adicionada a muitos alimentos processados com o intuito de inibir a 

formação de metabolitos de óxido nítrico carcinogénicos. 66 

A vitamina C é considerada uma molécula antioxidante vital no cérebro ajudando a 

manter a integridade e a função de vários processos no sistema nervoso central (SNC), incluindo 

maturação e diferenciação neuronal, formação de mielina, síntese de catecolaminas, modulação 

da neurotransmissão e proteção antioxidante. Como as doenças neurológicas são caracterizadas 

pelo aumento da geração de radicais livres e as maiores concentrações de vitamina C no corpo 
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são encontradas no cérebro e nos tecidos neuroendócrinos, pressupõe-se que esta consiga alterar 

o curso de doenças neurológicas e apresentar potenciais papéis terapêuticos. 67 

Alguns estudos concluíram que a vitamina E pode desempenhar um papel protetor na 

neurodegeneração em relação a doenças como a DA, a DP, acidente vascular cerebral e 

esclerose lateral amiotrófica (ELA). 68 

 

2.2.6 Carotenoides 

Os carotenoides, tetraterpenos (C40), são pigmentos presentes na natureza, com mais de 

600 estruturas caracterizadas, abundantes em alimentos de cor amarela, vermelha ou laranja, 

como é o caso de frutas e vegetais (ex.:  abóbora, tomate e a laranja), podem ser extraídos de 

fungos e flores, podendo ser comercializados como corantes alimentícios.  

Os carotenos, os precursores da vitamina A, e o licopeno são os principais tipos de 

carotenoides descritos como agentes antioxidantes, apresentando uma ação protetora contra o 

cancro e doenças cardiovasculares, capazes de inibir a aterosclerose, um tipo particular de 

arteriosclerose, que afeta sobretudo os grandes vasos e que está na base das doenças arteriais 

mais comuns, como a hipertensão arterial, a doença coronária, o aneurisma da aorta ou a doença 

arterial dos membros inferiores. 65 

Os carotenoides também atuam como antioxidantes que reduzem os subprodutos reativos, 

como as espécies reativas de oxigénio (ROS), durante a fotossíntese, protegendo o aparelho 

fotossintético de danos oxidativos. Além disso, os carotenoides desempenham vários outros 

papéis na natureza, incluindo o desenvolvimento e a sinalização do stresse oxidativo em plantas, 

padrões de coloração relacionados ao sexo e como precursor da vitamina A em muitas espécies. 

69 

Os carotenoides podem ainda inibir o aparecimento de doenças neurodegenerativas 

através de uma variedade de mecanismos. No caso da DA, foi demonstrado que, através da 

supressão de ROS, efeitos anti neuroinflamatórios, atividade de anti agregação da beta-amiloide 

e regulação da sinalização induzida por oligómero beta-amiloide, os carotenoides melhoram a 

disfunção mitocondrial, stresse oxidativo, neuroinflamação sustentada e metabolismo lipídico 

prejudicado, todos criticamente associados com a patogénese da DA. 70 

 

2.2.7 Fibras alimentares 

As fibras alimentares, conhecidas como fibras dietéticas, resistem à ação das enzimas 

digestivas humanas. A sua importância está relacionada com a regulação das funções 
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intestinais, nomeadamente trânsito intestinal, volume fecal, prevenção de doenças, como 

diverticulite, hiperlipidemia, obstipação, hiperglicemia e cancro de intestino grosso. 71 

A ingestão regular e adequada de fibras tem demonstrado ser eficaz na redução de risco 

de várias doenças como: aterosclerose e doença coronária, acidente vascular cerebral, 

hipertensão, diabetes mellitus e algumas desordens gastrointestinais. 71–77 As fibras são 

encontradas principalmente em frutas, legumes e verduras, em geral, e em cereais integrais 

(arroz integral, chia, quinoa, aveia, farelo de trigo, semente de linhaça). 78 

O baixo teor de fibra e a falta de antioxidantes na dieta afetam negativamente o resultado 

de certos distúrbios neurológicos. Intervenções dietéticas podem desempenhar um papel na 

fisiopatologia de distúrbios neurológicos comuns, como DA, DP, acidente vascular cerebral, 

enxaqueca, esclerose múltipla e epilepsia. 79 

 

2.2.8 Compostos Fenólicos 

Os compostos fenólicos são substâncias encontradas em abundância na Natureza. Nesse 

sentido, é relevante destacar que mais de 8000 compostos fenólicos já foram descobertos em 

frutas e hortaliças, e frequentemente são associados a dietas saudáveis e à prevenção de diversas 

doenças crónicas devido às propriedades antioxidantes desses compostos. 80 

Os compostos fenólicos são estruturas químicas que apresentam grupos hidroxilo e anéis 

aromáticos, com formas simples ou poliméricas, o que lhes confere poder antioxidante. Esses 

compostos podem ser naturais ou sintéticos. Quando presentes em vegetais podem estar em 

formas livres ou complexadas como açúcares e proteínas. Dentre eles, destacam-se os 

flavonoides, os ácidos fenólicos, os taninos e os tocoferóis como os antioxidantes fenólicos 

mais comuns de fonte natural. 81 

Os compostos fenólicos agem como antioxidantes, não exclusivamente pelo facto de 

doarem hidrogénio ou eletrões, mas pelos seus radicais intermediários estáveis, que impedem 

a oxidação de vários ingredientes do alimento, particularmente de lípidos. 82 

A presença de compostos fenólicos na dieta, de forma regular, pode fornecer benefícios 

à saúde associados à redução do risco de desenvolver doenças crónicas. 83 Avanços recentes 

demonstraram que vários compostos fenólicos podem reduzir o risco e retardar distúrbios 

relacionados com o envelhecimento, incluindo doenças neurodegenerativas, síndromes 

metabólicas e cancros, particularmente pela modulação das vias de sinalização envolvidas na 

inflamação, danos oxidativos, autofagia e apoptose. Assim, os fitoquímicos vegetais, como os 
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compostos fenólicos, são considerados potenciais agentes antienvelhecimento devido às suas 

ações bioquímicas multi-alvo. 84 

 

2.3 Macroalgas 

As algas fazem parte de um grupo heterogéneo de organismos fotossintéticos. Como 

organismos multicelulares, as macroalgas ou algas marinhas, atingem até 60 metros de 

comprimento, como organismos unicelulares, também conhecidos como microalgas, medem de 

1 milímetro a vários centímetros. Uma maneira de classificar macroalgas é com base na sua 

pigmentação, existindo algas castanhas, algas vermelhas e algas verdes. 85 

Apresentam alto teor em compostos com diferentes atividades biológicas, incluindo 

compostos orgânicos complexos e metabolitos primários e secundários. Entre eles, ácidos 

gordos polinsaturados, compostos fenólicos, vitaminas, entre outros. Evidenciam-se como uma 

fonte viável, além de económica, de biomassa de compostos valiosos com aplicações potenciais 

nas indústrias nutracêutica, farmacêutica, química, alimentar e cosmética devido às suas 

propriedades biologicamente ativas e regenerativas. 3,85–87 

Entre 2010 e 2020 o uso de diferentes macroalgas marinhas como fontes de compostos 

bioativos teve a vantagem de explorar um recurso natural renovável subutilizado. 4 

As algas marinhas têm evoluído para sobreviver a muitas alterações e ameaças ambientais 

e de predadores. Elas enfrentam continuamente altas concentrações de agentes infeciosos e 

incrustantes que são nativos das águas oceânicas, acabando por desenvolver certos mecanismos 

de defesa, como a produção de compostos bioativos. 88  

A composição química da macroalga varia consideravelmente devido tanto às condições 

ambientais (intensidade de luz, habitat de crescimento, salinidade da água do mar, temperatura) 

quanto a diferenças genéticas entre as espécies. 88 Apresentam um teor proteico que pode variar 

de 7 a 31% de peso seco e um teor lipídico variando de 2 a 13% de peso seco. 89 Uma quantidade 

considerável de hidratos de carbono também pode ser encontrada em macroalgas (até 32-60% 

de peso seco), assim como vitamina A, B e E. 90–92 

As variedades de algas marinhas que possuem alto teor de proteína podem ser utilizadas 

como ingredientes no processo de fabrico de diversos alimentos. 3 

O conteúdo lipídico é relativamente baixo nas espécies de macroalgas. Variações na 

quantidade e no perfil de ácidos gordos são associadas tanto a diferenças ambientais, como a 

intensidade luminosa, salinidade da água do mar ou temperatura, quanto a diferenças genéticas 

entre as espécies. Em geral, observou-se que as espécies castanhas apresentam maior teor de 

lípidos em comparação com as verdes. 93 O ácido icosapentaenóico (EPA) e o DHA são 
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considerados os dois PUFAs mais importantes dos lípidos marinhos, uma vez que estão 

intrinsecamente relacionados a importantes efeitos biológicos, como proteção cardiovascular, 

anti-inflamatório e anticancerígeno. 94,95 

Os hidratos de carbono, são considerados uma fonte importante e insubstituível de energia 

necessária para suportar as diferentes funções do corpo humano e a sua atividade física. 4 

Destes, os polissacarídeos das algas, apresentam um amplo espectro de atividades biológicas, 

entre as quais as atividades antioxidante, anti-inflamatória e neuroprotetora. 96 

Os compostos fenólicos das macroalgas também tem ganho especial atenção devido às 

suas bioatividades específicas e benefícios de promoção da saúde, incluindo propriedades 

antioxidantes, antiproliferativas, antimicrobianas, antialérgicas, antidiabéticas e 

neuroprotetoras. 97–99 

Além de carnes e produtos de panificação, vários estudos avaliaram o efeito da adição de 

algas marinhas nas propriedades nutricionais, texturais e sensoriais de outros produtos 

alimentares. Por exemplo, recentemente, foram produzidos novos produtos lácteos pela adição 

de extratos de algas marinhas avaliando-se o impacto no aspeto final do produto. Como 

exemplo, foi relatado que o verde e o amarelecimento das amostras de leite fortificado 

aumentaram pela adição de extratos etanólicos preparados a partir de algas, proporcionando, no 

entanto, funcionalidade antioxidante semelhante ao padrão floroglucinol. Além disso, o tipo ou 

concentração de extrato de algas marinhas não teve influência nos parâmetros de qualidade, por 

exemplo, na microbiologia, e a avaliação sensorial mostrou que o extrato foi aceite como 

ingrediente funcional no leite. Extratos de algas marinhas mostraram-se estáveis no leite, 

concluindo-se que a sua adição pode melhorar certas qualidades do leite e características de 

vida de prateleira. 100 

Relativamente às algas verdes, estudos mostraram que estas apresentam um elevado teor 

em hidratos de carbono permitindo-lhes utilizações em fermentações, razão pela qual na 

indústria farmacêutica estas algas têm sido aproveitadas como vermicidas (em fármacos para 

expelir vermes do trato gastrointestinal) ou no tratamento da gota. 101 

Grande quantidade de polissacarídeos, especialmente os presentes nas paredes celulares 

são extraídos pela indústria de hidrocolóides: alginato de algas castanhas, carragenana e ágar 

de algas vermelhas. Contêm também polissacarídeos de armazenamento como a laminarina nas 

algas castanhas e o amido florídeo nas algas vermelhas. Grande parte destes polissacarídeos 

não são digeridos pelo sistema digestivo dos humanos, pois as enzimas destes não conseguem 

quebrar as macromoléculas que os constituem e, assim, podem ser considerados como fibras 

dietéticas. Os lípidos representam apenas entre 1-5% do peso seco das algas, mas oferecem uma 
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composição em PUFA muito interessantes. As algas marinhas também contêm carotenoides 

(como o β-caroteno, luteína e violaxatina nas algas vermelhas, fucoxantina nas algas castanhas) 

e terpenoides. Em relação, por exemplo, a polifenóis os níveis mais elevados são encontrados 

nas algas castanhas, onde o florotanino pode variar entre 5 e 15% do peso seco. 101,102 

As algas castanhas são edíveis, podendo ser usadas como alimento, no entanto, o seu 

grande potencial deriva dos seus extratos, úteis, por exemplo, para tratamentos anti-

inflamatórios e na perda de peso. Estas algas são estruturalmente constituídas por celulose e 

polissacarídeos estruturais e as suas reservas de alimento constituídos por polímeros de hidratos 

de carbono. Contém também polissacarídeos, polifenóis, oligoelementos e minerais, potássio, 

bromo, cloro, magnésio, cálcio, ferro, manitol, silício, iodo, vitaminas, e pró-vitaminas A e D, 

ácido ascórbico (vitamina C) e lípidos. Devido a todas estas características, estas algas são 

utilizadas no tratamento de processos reumáticos, arteriosclerose, transtornos menstruais, 

hipertensão, úlceras gástricas, bócio, doenças da pele, sífilis e possuem também efeito 

anticoagulante. 103 

A grande variedade de compostos bioativos integrantes das algas marinhas podem 

auxiliar na prevenção e tratamento de muitas doenças. Já existem estudos epidemiológicos, 

clínicos e de meta-análise que associam a menor incidência de diferentes doenças crónicas, 

como cancro, doenças cardiovasculares, diabetes, doenças neurodegenerativas, transtornos 

relacionados à obesidade e síndrome metabólica, com um perfil dietético que inclua o consumo 

de algas marinhas. 104–106 

As doenças neurodegenerativas são caracterizadas por fenómenos complexos e 

profundamente correlacionados, como a neuroinflamação, danos oxidativos causados por ROS, 

perda de sinapse e outras vias potenciais de morte celular neuronal. 107 A atividade 

neuroprotetora das algas marinhas está relacionada com uma vasta classe de compostos, como 

polissacarídeos, proteínas, lípidos, pigmentos ou polifenóis. Muitos destes compostos isolados 

de macroalgas demonstraram exercer efeitos neuroprotetores através de uma multiplicidade de 

mecanismos, como mostram os exemplos apresentados na Tabela 2.6. 108 

 

Tabela 2. 6 - Compostos neuroprotetores de macroalgas e mecanismos envolvidos 

Classe Composto Efeitos neuroprotetores 

Polifenóis Floroglucinol  Supressão da superprodução de ROS intracelulares, 

diminuição dos níveis de cálcio intracelular e redução 

da morte celular 109 
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Florotaninos Dieckol Atividade inibitória contra AChE 110 

Supressão da superprodução de ROS intracelulares, 

diminuição dos níveis de cálcio intracelular e redução 

da morte celular 109 

 DPHC Atividade inibitória moderada contra BuChE 111 

Mecanismos antioxidantes e controlo dos níveis 

intracelulares de cálcio 112 

Carotenoides Fucoxantina Inibição da formação de ROS intracelular, danos no 

DNA e apoptose induzida por peróxido de hidrogénio 

113 

Ácidos gordos DHA Atividade inibitória contra AChE 114,115 

 

▪ Macroalga Codium tomentosum Stackhouse 

Estima-se que as doenças neurodegenerativas superem o cancro como causa mais comum 

de morte entre os idosos, razão pela qual a procura de novos agentes neuroprotetores mais 

seguros e eficazes que possam ser utilizados na terapia de doenças neurodegenerativas tenha 

crescido exponencialmente nos últimos anos. 116,117 

Os produtos naturais obtidos a partir de organismos marinhos têm-se demonstrado uma 

fonte potencial de novos agentes terapêuticos, nos quais as macroalgas foram incluídas devido 

à sua capacidade de produzir compostos bioativos relevantes, derivados principalmente do seu 

metabolismo secundário, desenvolvido como forma de defesa contra as variações ambientais e 

predadores. 116,118 

Recentemente, foram isolados numerosos compostos anti-inflamatórios de algas 

marinhas com potencial eficácia protetora contra a neuroinflamação, como os hidratos de 

carbono, lípidos, proteínas, aminoácidos e compostos fenólicos. 119 

Codium tomentosum é uma macroalga verde da família Codiaceae, com ramificações 

finas e estrutura cilíndrica, conforme Figura 2.1, conhecida em Portugal como o “chorão do 

mar”. Pode ser encontrada ao longo de toda a costa, atingindo o seu pico de crescimento no 

final do verão ou início do outono quando as condições de temperatura e luminosidades são 

mais favoráveis ao seu desenvolvimento. Adicionalmente, é uma espécie comestível e que está 

a ser cultivada em sistemas de aquacultura, pelo que é uma fonte adequada para exploração sem 

impacto negativo nos ecossistemas marinhos. 120 
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           Figura 2. 1 - Macroalga Codium tomentosum 

Em 2020 foi efetuado um estudo do potencial neuroprotetor de frações de Codium 

tomentosum evidenciando a sua capacidade para promover a recuperação celular da toxicidade 

induzida no cérebro por ROS. 121 

Em 2021, frações da alga verde Codium tomentosum, apresentaram novamente 

capacidade de proteger as células neuronais dos efeitos nocivos provocados por 6-OHDA, um 

composto orgânico neurotóxico usado para destruir seletivamente neurónios, neutralizando a 

sua citotoxicidade. O 6-OHDA é um agente agressor usado em modelos celulares para 

mimetizar características histológicas e bioquímicas da doença de Parkinson. Além disso, este 

estudo sugeriu que a fração da Codium tomentosum atua através de diferentes mecanismos 

relacionados com a doença de Parkinson, reduzindo o stress oxidativo, prevenindo a disfunção 

mitocondrial e bloqueando as vias inflamatórias, evitando assim a morte celular neuronal. 122,123 

A composição química desta alga já foi estudada por alguns autores que obtiveram os 

valores de humidade próximos dos obtidos para outras algas, de 9,0 ± 0,2 g/100 g dw, o 

conteúdo lipídico de 22 ± 0,1 g/100 g (dw) 124 face a um conteúdo lipídico total noutras algas 

de 3,6 ± 0,2 g/100 g (dw). 125 A alga apresentou um teor relativamente alto de cinzas, associado 

à alta concentração de minerais característica das algas marinhas 126, comparável com outros 

valores relatados na literatura de 35,99% ± 0,48 125 O teor de proteína é conhecido por ser 

tendencialmente superior em algas verdes e vermelhas 10-47% (dw) 127 variando ao longo do 

ano dependendo da área geográfica e das condições ambientais 128, estando de acordo com o 

obtido de 25,3% ± 0,2. O género Codium também é conhecido por conter ácidos gordos n-

carboxílicos, carotenoides, metabolitos halogenados e outros compostos bioativos. 129–131 

 

2.4 Neuroproteção e nanoencapsulamento 

A neuroinflamação é um dos principais fatores responsáveis pelo aparecimento e 

progressão de doenças neurodegenerativas, como a DA e a DP. No entanto, até ao momento 
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não há terapias farmacológicas capazes de retardar ou parar a progressão da neurodegeneração, 

caracterizada pela progressiva e permanente destruição de neurónios em regiões específicas do 

cérebro. 119 

A neurodegeneração refere-se a uma perda progressiva e permanente de neurónios em 

regiões específicas do cérebro e da medula espinhal. É a condição patológica que caracteriza 

muitas doenças neurodegenerativas, incluindo a DA, a DP, esclerose múltipla e doença de 

Huntington. 132 

Os neurónios são células diferenciadas com uma estrutura que lhes permite captar, 

conduzir e transmitir a informação de um modo coerente, e assim processar estímulos 

provenientes do interior e do exterior para coordenar o funcionamento do organismo como um 

todo. 133 

Os principais eventos celulares e moleculares que desencadeiam a neurodegeneração são 

o stress oxidativo, a deposição anormal de proteínas, como a beta-amiloide, a alfa sinucleina, 

entre outras, a função mitocondrial danificada, a indução de apoptose, o comprometimento da 

proteostase, a neuroinflamação e alterações nos níveis de neurotransmissores nas fendas 

sinápticas. 134 

Ser mentalmente saudável e ativo durante o envelhecimento é uma das maiores 

preocupações do século XXI, o que impulsionou a procura urgente por novos compostos neuro 

protetores. 135  O envelhecimento é um processo inerente aos organismos multicelulares, 

caracterizado por uma redução progressiva da capacidade funcional dos vários tecidos e órgãos 

e pelo aumento da vulnerabilidade a agentes de stress. 136 

Vários extratos e compostos de algas marinhas, devido à sua constituição ser rica em 

compostos fenólicos, carotenoides, ácidos gordos e vitaminas insolúveis, têm-se destacado no 

combate a doenças neurodegenerativas, como a DA e a DP. 137,138 

Assim, o estudo das algas marinhas como fontes potenciais de compostos bioativos pode 

abrir caminho para novas estratégias de combate a essas doenças, seja através do 

desenvolvimento de novos produtos farmacêuticos ou através do uso direto de algas em 

alimentos. 135 O uso de antioxidantes naturais na indústria alimentar, cosmética e farmacêutica 

é uma alternativa promissora devido ao seu baixo custo e ao seu potencial efeito benéfico para 

a saúde. 139 

No entanto, a produção e venda de alimentos funcionais requerem especificações legais, 

relacionadas com a utilização de novos ingredientes, não menosprezando os aspetos de 

rotulagem relativos a alegações nutricionais e de saúde. 12 
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De acordo com o Regulamento (CE) nº258/97 do Parlamento Europeu de 27 de Fevereiro 

de 1997, sobre novos alimentos e ingredientes alimentares, o processo a nível comunitário 

deverá conter informação científica a vários níveis, incluindo as especificações, efeitos do 

processamento e modificação do alimento versus estabilidade, o uso, história e características 

do produto, a avaliação nutricional, composição e impacto na alimentação, a eficácia 

comprovada a vários níveis (populações diferentes e patologias diversas), a avaliação 

toxicológica versus informação microbiológica e possíveis efeitos alergénicos ou efeitos 

secundários no organismo humano. 12 

As tecnologias e os processos utilizados pela indústria alimentar para a incorporação de 

compostos bioativos em alimentos não têm sido eficazes, apresentando muitas vezes problemas 

relacionados com solubilidade, degradação, agregação, coalescência e interação com as 

matrizes alimentares, diminuindo o seu efeito funcional, muitas vezes antes de chegar ao 

consumidor. A nanotecnologia tem sido apresentada nos últimos anos como uma das formas de 

solucionar alguns desses problemas. 140 No entanto, o desenvolvimento de nano estruturas 

enfrenta muitos desafios, desde a escolha do melhor método para obtê-las até identificar o tipo 

de nano material ideal para um composto bioativo de interesse. 141 

A nanotecnologia é usada desde 1959, quando o físico Richard Feynman reconheceu o 

potencial de manipular átomos e moléculas individuais na escala de nanometros e propôs que 

os materiais nesta escala possuíssem propriedades físicas únicas. 142 A nanotecnologia é 

geralmente definida como o projeto, produção e aplicação de estruturas, dispositivos e sistemas 

onde o controlo do tamanho e forma do material está na escala de 10−9 m. 143  

Esta tecnologia transformou muitas áreas da ciência dos alimentos, especialmente aquelas 

que envolvem processamento, embalagem, armazenamento, transporte, funcionalidade e outros 

aspetos da segurança alimentar. 144 

Neste sentido, a nanotecnologia começa a ser abordada para questões relevantes para a 

alimentação e nutrição, impulsionadas pela necessidade de sistemas comestíveis capazes de 

encapsular, proteger e libertar compostos funcionais. 145,146 

A ação neuroprotetora de um composto bioativo depende da concentração efetiva deste, 

no seu local de ação, durante um período desejável. Assim, a sua disponibilidade assume um 

papel crítico na eficácia neuroprotetora. Os sistemas de libertação controlada a esta escala, 

representam uma área relativamente nova e tem como objetivos prolongar e controlar a 

administração de forma direcionada. 147 

Neste contexto, uma das principais aplicações da nanotecnologia na indústria alimentar 

passa por desenvolver sistemas de libertação de compostos bioativos à nano-escala, que devido 
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ao seu tamanho nanométrico podem melhorar a solubilidade, biodisponibilidade e aspetos 

sensoriais desses compostos, assim como permitir que estes sejam libertados de uma forma 

controlada. 148–150 

Alguns dos materiais utilizados para alcançar esse objetivo são polissacarídeos, proteínas 

e lípidos, encontrados em muitos alimentos e que devido à sua biodegradabilidade e não 

toxicidade, podem ser utilizados para construir sistemas à nano-escala. 151 

Desta forma, a encapsulação de compostos bioativos ou ingredientes que promovem a 

saúde, tais como vitaminas, compostos bioativos e antioxidantes em nanossistemas e a sua 

posterior incorporação em sistemas alimentares é uma forma simples de desenvolver alimentos 

funcionais. Contudo, a eficácia dos ingredientes funcionais dependerá da preservação da sua 

biodisponibilidade, consequentemente os potenciais benefícios para a saúde humana dos 

compostos bioativos podem ser comprometidos pelo insuficiente tempo de residência no trato 

gastrointestinal, pela sua baixa permeabilidade ou solubilidade, assim como pela sua 

instabilidade quando submetidos às condições encontradas durante o processamento alimentar 

ou no trato gastrointestinal. 152 A nanoencapsulação é uma alternativa viável para preservar e 

proteger estes compostos contra circunstâncias ambientais inadequadas e aumentar a sua 

biodisponibilidade e estabilidade, favorecendo assim a sua aplicação em alimentos e produtos 

farmacêuticos. 153 O encapsulamento diminui a volatilidade, aumenta a estabilidade química e 

térmica protegendo contra a oxidação, a luz, o pH, a humidade e a digestão gástrica, tendo 

também a capacidade de disfarçar o sabor e aroma desagradáveis, promover a libertação 

controlada, melhorar a solubilidade de compostos lipofílicos em meios aquosos, e permitir a 

absorção prolongada de nutrientes. 154 

A nanotecnologia emprega materiais que interagem com sistemas biológicos a nível 

molecular e podem revolucionar o tratamento de doenças neurodegenerativas estimulando, 

respondendo e interagindo com locais-alvo para induzir respostas fisiológicas, minimizando os 

efeitos colaterais, tornando-se uma ferramenta promissora para o diagnóstico e terapia de 

doenças neurodegenerativas. 142 

Na indústria farmacêutica, os primeiros estudos começaram na década de 50 do século 

XX com o propósito de libertar os compostos necessários apenas nos órgãos que deveriam 

realmente receber o composto. 155 

Em 2019 já eram conhecidos 633 nanomateriais disponíveis sendo 55 associados à 

agricultura e alimentos. Além disso, as estimativas já previam um aumento exponencial dos 

produtos alimentares associados à nanotecnologia. As aplicações mais estudadas para 

nanoestruturas de alimentos são a produção de ingredientes nanométricos ou aditivos para 



 

25 
 

alterar o ingrediente, a funcionalidade, geralmente associada à melhoria da qualidade, 

fortificação, encapsulamento de probióticos, formação de estruturas ou texturas alimentares, e 

sistemas de embalagens inteligentes que detetam e neutralizam a deterioração química. 156 

Existem diferentes nanoestruturas e uma variedade de materiais para a sua construção, 

dentre estas, as os lipossomas são os mais estudados. Produzidos por métodos convencionais 

de alta energia ou novos de baixa energia. Além dos lipossomas, existe, ainda os sistemas 

fitóssomicos, mais versáteis em termos de moléculas que podem ser encapsuladas e produtos 

alimentares aos quais podem ser adicionados. 156 

 

2.4.1 Lipossomas 

Os lipossomas são vesículas esféricas, com diâmetro entre 20 nm e centenas de 

micrómetros, compostas por uma ou múltiplas bicamadas concêntricas de fosfolípidos, 

separadas por fases aquosas englobando internamente um compartimento aquoso. 157–159 

Gregory Gregoriadis foi o primeiro a definir o conceito de lipossomas, estabelecendo que 

estes sistemas lipídicos poderiam encapsular fármacos e serem usados como sistemas de 

distribuição dos mesmos. Durante os anos 70 e 80, foram feitos vários progressos no campo da 

composição e consequente estabilidade dos lipossomas, permitindo o aumento do seu tempo de 

circulação sanguínea. 142 

Os lipossomas podem ser produzidos com várias classes de fosfolípidos encontradas nas 

membranas biológicas, nomeadamente fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e 

esfingomielina. 160 

Atualmente a tecnologia de lipossomas tem   sido   aplicada   à   maioria   dos produtos 

alimentares funcionais. Para além das aplicações convencionais como transportador de 

conservantes e corantes naturais, esta tecnologia tem sido usada na fortificação de alimentos, a 

fim de acrescentar constituintes nutricionais, em especial na libertação controlada e estabilidade 

aprimorada de compostos bioativos. 155 

Lipossomas ativos contêm substâncias que providenciam uma libertação seletiva e 

controlada, que pode ser ativada de dois modos. A ativação por afinidade, associada a 

compostos que interagem por afinidade, como por exemplo antigénios, anticorpos ou enzimas, 

em que depois da interação com o alvo, a substância encapsulada é libertada. Por outro lado, 

temos um mecanismo de libertação que envolve a incorporação de um composto que promove 

alterações estruturais no lipossoma e, consequentemente, a libertação do fármaco, como 

resposta a determinados estímulos externos, como alterações do pH, concentrações de iões, 

temperatura ou irradiação de luz. 161
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O lipossoma tem a capacidade de incorporar substâncias lipofílicas e hidrossolúveis. Esta 

propriedade deve-se ao facto de a sua estrutura ter uma porção hidrofílica que retém água. 162 

Devido às suas características hidrofílicas (cabeça polar dos fosfolípidos) e hidrofóbicas 

(cadeias hidrocarbonadas dos fosfolípidos), a dispersão destes fosfolípidos em água promove a 

sua auto-organização em estruturas supramoleculares, como os lipossomas. Os lipossomas 

apresentam uma bicamada lipídica nanoestruturada (Figura 2.2), formada por duas 

monocamadas de fosfolípidos com orientação justaposta, que devido ao efeito hidrofóbico 

forma vesículas fechadas com um compartimento interno aquoso. 163Devido às suas 

características hidrofílicas (cabeça polar) e hidrofóbicas (cadeias hidrocarbonadas), a dispersão 

destes fosfolípidos em água promove a sua auto-organização em estruturas supramoleculares, 

como os lipossomas. Os lipossomas apresentam uma bicamada lipídica nanoestruturada (Figura 

2.2), formada por duas monocamadas de fosfolípidos com orientação justaposta, que devido ao 

efeito hidrofóbico forma vesículas fechadas com um compartimento interno aquoso. 163 

 

Figura 2. 2 - Representação de um lipossoma e respetiva bicamada lipidica164 

Além disso, reduzem a toxicidade e aumentam a estabilidade dos fármacos encapsulados. 

158 

A desvantagem da sua formulação está relacionada com a sua estabilidade, ficando 

comprometida devido à formação de cristais de gelo, oxidação e hidrólise dos fosfolípidos bem 

como a instabilidade das bicamadas após a libertação do material retido, condicionando o seu 

tempo de vida. Além disso, os lipossomas apresentam baixa solubilidade em água e alto custo 

de produção. 158 

 

2.4.2 Fitossomas 

Muitos constituintes ativos extraídos de plantas são pouco absorvidos quando 

administrados por via oral, o que a limita sua ampla aplicação. 165 A má absorção destes 

compostos resulta de duas propriedades. Primeiro, as estruturas multi-anéis dos polifenóis são 

muito grandes para serem absorvidas por difusão passiva ou absorção não ativa. Em segundo 
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lugar, a baixa solubilidade em água impede-os de atravessarem a membrana externa das células 

gastrointestinais. 165 

Foram desenvolvidos fitossomas pela incorporação de extratos de plantas ou 

fitoconstituintes solúveis em água em fosfolípidos, como a fosfatidilcolina, com estrutura 

representada na Figura 2.3, de forma a constituírem complexos moleculares. A fosofatidilcolina 

apresenta na sua estrutura uma cabeça solúvel em água e duas caudas solúveis em lípidos. 

Caracterizados pela sua dupla solubilidade, os fosfolípidos atuam como um emulsionante 

eficaz. 166 

 

Figura 2. 3 - Estrutura da Fosfatidilcolina165 

Esta complexação aumenta a biodisponibilidade e pode reduzir a dose necessária das 

substâncias ativas quando administradas por via oral, pela absorção mais rápida e melhorada 

no trato intestinal. 165–167 

Extratos contendo flavonoides são insolúveis em clorofórmio, éter etílico ou benzeno. No 

entanto, tornam-se extremamente solúveis nesses solventes após a formação de fitossomas. Esta 

mudança de propriedades químicas e físicas é devido à formação de um verdadeiro complexo 

estável. 166 

Foi demonstrado que a principal interação fosfolipídio e substrato se deve à formação de 

ligações de hidrogénio entre a cabeça polar dos fosfolípidos e os grupos funcionais polares do 

substrato. 166 

Qualquer tipo de composto que possua um átomo de hidrogénio ativo gerará um agente 

anfifílico, um composto químico que possui, na sua composição, uma parte hidrofílica, solúvel 

em água e outra hidrofóbica, não solúvel em água, mas que interage com outros compostos ou 

substâncias, facilitando a passagem da barreira da membrana celular. Tornam-se num material 

de interesse para a produção de nanopartículas, aumentando a absorção através de barreiras 

biológicas ricas em lípidos e a eficácia do extrato com efeitos terapêuticos subsequentes 

aprimorados. 168 

A diferença entre um lipossoma e um fitossoma, ilustrada na Figura 2.4, é que nos 

lipossomas não existe nenhuma ligação química formada entre os fosfolípidos e as substâncias 

que incorporam, ao contrário do que acontece com o fitossoma. 169 
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Figura 2. 4 – Diferença estrutural entre fitossoma e lipossoma 170 

Não se formando qualquer ligação química no caso dos lipossomas, as moléculas de 

fosfatidilcolina circundam a substância solúvel em água podendo haver centenas ou mesmo 

milhares de moléculas de fosfatidilcolina em torno do composto solúvel em água. Em contraste, 

no fitossoma, a fosfatidilcolina e os componentes da planta formam um complexo molecular 

1:1 ou 2:1, considerando-se que, uma razão estequiométrica de 1:1 será a razão mais eficiente 

para a preparação de complexos de fosfolípidos. Esta diferença permite ao fitossoma uma 

melhor biodisponibilidade e muito melhor absorção do que os lipossomas. 165,166 

Além disso, a fosfatidilcolina não atua apenas como ingrediente adicionado à 

formulação de complexos fitofosfolipídicos, mas também atua como hepatoprotetor. Assim, 

quando a fosfatidilcolina é tomada pelo paciente, ela mostrará o efeito sinérgico para proteger 

o fígado. Em algumas situações, os fosfolípidos também têm benefícios nutricionais. 165 

Os fatores que influenciam a formação de complexos de fitofosfolípidicos são 

principalmente os solventes utilizados, a razão estequiométrica de constituintes ativos, a 

temperatura de reação e o tempo de reação162 A reação de formação do complexo é realizada 

isoladamente ou na mistura natural em solvente aprótico, tal como dioxano, etanol ou acetona, 

a partir do qual o novo complexo pode ser isolado por precipitação com um não solvente, 

geralmente um hidrocarboneto alifático, por liofilização ou secagem por pulverização. 171 

Quando o rendimento de formação dos complexos fosfolipídicos é suficientemente alto, o 

etanol é um solvente bastante útil e popular que deixa menos resíduos e causa danos mínimos. 

165 

 

2.5 Avaliação do tempo de prateleira, análise sensorial e nutricional de alimentos que 

integram compostos bioativos 

2.5.1 Tempo de prateleira 

De acordo com o Institute of Food Science and Technology o tempo de prateleira é o 

período de tempo no qual o produto alimentar permanece seguro, mantém as características 
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sensoriais, químicas, físicas e microbiológicas e que está de acordo com a sua declaração 

nutricional, quando é armazenado nas condições recomendadas. 172 

Segundo a legislação Europeia (diretiva 2000/13/CE), o tempo de prateleira tem que ser 

indicado no rótulo do produto alimentar como: “Consumir de preferência antes de”: indica a 

data de durabilidade mínima, ou seja, a data até à qual o produto conserva as suas propriedades 

nas condições de conservação adequadas, ou “Consumir até” no caso de géneros alimentares 

microbiologicamente muito perecíveis e que rapidamente podem constituir um perigo imediato 

à saúde humana indica-se a data limite de consumo. 

A vida útil de um produto alimentar é geralmente definida como o período em que ele 

pode ser armazenado sem se tornar inadequado para o consumo. Além da segurança alimentar 

não deverá apresentar defeitos físicos ou organoléticos e deverá manter uma certa qualidade 

nutricional. 100
 

Durante o processamento de alimentos, são empregues diferentes tecnologias para 

produzir alimentos com distintas características sensoriais, nutricionais e físico-químicas.  Com 

o intuito de garantir a qualidade microbiológica desses produtos, são tradicionalmente aplicados 

tratamentos térmicos para aumentar o tempo de vida de prateleira e conservar os alimentos. 155 

Os tratamentos térmicos, por exemplo, esterilização tradicional ou pasteurização, são 

amplamente utilizados, aumentando a vida útil de alimentos por inativação de enzimas e 

microrganismos. No entanto, esses processos estão associados a algumas desvantagens, 

incluindo perdas de nutrientes e ingredientes bioativos, bem como mudanças físicas 

indesejáveis. 155Os tratamentos térmicos, por exemplo, esterilização tradicional ou 

pasteurização são amplamente utilizados, aumentando a vida útil de alimentos por inativação 

de enzimas e microrganismos. No entanto esses processos estão associados a algumas 

desvantagens, incluindo perdas de nutrientes e ingredientes bioativos, bem como mudanças 

físicas indesejáveis 155 

Também conhecida como ''Shelf Life'', a análise de tempo de prateleira visa verificar 

o tempo que uma substância leva para sofrer algum tipo de transformação, podendo perder 

a sua capacidade sensorial, físico-química e até microbiológica. Alguns parâmetros 

considerados no momento das determinações da integridade e validade de um alimento, 

incluem: o crescimento de bactérias, a perda de nutrientes, a alterações no sabor, a perda 

ou ganho de humidade, entre outros. Estes parâmetros são de extrema importância, e devem 

ser escolhidos de acordo com o tipo de alimento analisado, garantindo uma análise 

completa e com alto grau de confiabilidade. 173 
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Um ponto importante sobre a análise de tempo de prateleira é a necessidade de um 

tempo relativamente grande para a sua realização. Como os resultados dessa análise afetam 

diretamente o consumidor, podem ser necessários meses para que um diagnóstico completo 

seja finalizado. 173 

 

2.5.2 Análise sensorial 

A nanoencapsulação pode ser usada para evitar a alteração dos atributos sensoriais que 

ocorrem em alimentos enriquecidos com ingredientes de origem marinha. No entanto, a análise 

sensorial não deixa de ser uma parte essencial no desenvolvimento de produtos alimentares que 

atendam às expectativas dos consumidores. 174
  

Este tipo de teste é frequentemente empregue para alimentos funcionais e bebidas que 

contenham compostos bioativos derivados de ambiente marinho, devido a estes poderem afetar 

negativamente atributos sensoriais, como aroma, sabor e textura. 174 Definida como a disciplina 

da Ciência usada para evocar, medir, analisar e interpretar as reações às características dos 

alimentos e materiais tal como são percebidas pelos sentidos da visão, olfato, paladar, tato e 

audição, a análise sensorial tem-se demonstrado como uma de ferramenta-chave para as 

indústrias alimentares para alcançar a performance de excelência exigida pelo mercado. Evolui 

como disciplina da ciência a passos largos nas últimas décadas como instrumento valioso não 

só na qualidade do produto, mas também no seu processo de desenvolvimento e definição de 

aceitabilidade, pela investigação minuciosa das preferências e das perceções do consumidor em 

relação ao produto, através da análise dos sentidos. 175  

Esta análise poderá ser desenvolvida por três métodos, o discriminativo, que pretende 

identificar as diferenças qualitativas e/ou quantitativas que há entre as amostras, o descritivo, 

onde se descrevem de maneira qualitativa e/ou quantitativamente as amostras, incluindo odor, 

textura, aparência e sabor, ou o método afetivo, onde se expressa essencialmente a opinião 

pessoal. 176–178 Todos os métodos têm por objetivo analisar os atributos sensoriais do produto, 

respetivamente, a cor, onde é considerado o tom, a intensidade e o brilho. Quando qualquer 

uma destas propriedades é alterada, seja por fatores internos ou externos, a qualidade dos 

alimentos pode ser afetada. Por isso, é necessário verificar e relacionar estes fatores aos 

resultados esperados 179,180Todos os métodos têm por objetivo analisar os atributos sensoriais 

do produto, por exemplo, a cor, o aroma, o sabor, a textura, etc. Quando qualquer uma destas 

propriedades é alterada, seja por fatores internos ou externos, a qualidade dos alimentos pode 

ser afetada. Por isso, é necessário verificar e relacionar estes fatores aos resultados esperados. 

179,180 No que respeita à cor, é considerado o tom, a intensidade e o brilho. Devido a existirem 
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substâncias no alimento que volatilizam e são captadas pelo olfato, o aroma torna-se num dos 

parâmetros que compõe o sabor do alimento. Quando o alimento é colocado na boca 

percecionando-se nesta etapa o aroma pelo olfato e o sabor pela identificação de características 

primárias (doce, amargo, ácido, salgado etc.) 181Devido a existirem substâncias no alimento que 

volatilizam e são captadas pelo olfato, o aroma torna-se num dos parâmetros que compõe o 

sabor do alimento. Quando o alimento é colocado na boca perceciona-se nesta etapa o aroma 

(pelo olfato) e o sabor (pela identificação de características primárias como doce, amargo, 

ácido, salgado etc.). 181 Percebida assim que mastigamos, cortamos ou pressionamos o alimento, 

a textura permite avaliar a maciez, elasticidade, crocância, entre outras características 

182Percebida assim que mastigamos, cortamos ou pressionamos o alimento, a textura permite 

avaliar a maciez, elasticidade, crocância, entre outras características. 182 

As circunstâncias de armazenamento, especialmente concentração de oxigénio e 

temperatura, apresentam-se como os fatores mais significativos que afetam o crescimento 

microbiano e as reações químicas nos produtos alimentares. 183 No entanto, as alterações 

organoléticas e perda de estabilidade física causada por processos físico-químicos ou atividade 

enzimática residual são o principal fator limitante para os produtos. 100
 

O efeito da integração de extratos de algas marinhas ou algas marinhas em alimentos 

funcionais ainda cria algumas dificuldades e desafios na sua comercialização devido ao seu 

impacto sensorial sobre os alimentos e há pouca consciencialização dos consumidores sobre os 

seus benefícios para a saúde. 100 

Nos subcapítulos seguintes, detalhar-se-ão os vários tipos de deterioração que podem 

ocorrer durante o armazenamento dos alimentos. O tipo de deterioração mais perigoso é o 

microbiológico, em que o alimento se torna um problema de segurança alimentar podendo 

causar doença ou morte. No entanto, outros tipos de deterioração poderão ocorrer, ao nível da 

cor, do sabor, do aroma e da textura. Por último, poderá haver deterioração ao nível nutricional, 

havendo perdas de nutrientes, como por exemplo de vitaminas. Podem referir-se 3 grandes tipos 

de deterioração alimentar: física, química e microbiológica, estando relacionadas, ou seja, um 

tipo de deterioração pode levar ao aparecimento de outro. 184 

 

2.5.3 Deterioração química 

2.5.3.1 Oxidação lipídica  

Os lípidos são os macro constituintes menos estáveis nos alimentos, principais 

constituintes das carnes e frutos do mar. A oxidação lipídica ocorre quando as ligações duplas 
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de um ácido gordo são atacadas por oxigénio, hidrogénio e enzimas. Este tipo de oxidação causa 

alteração do cheiro e sabor dos alimentos, além da perda de vitaminas, degradação das proteínas 

e produção de substâncias tóxicas. 185 

Os produtos primários da oxidação lipídica são os hidroperóxidos, que são compostos 

instáveis e tendem a quebrar formando produtos de oxidação secundária, incluindo aldeídos, 

cetonas e álcoois, que são os produtos voláteis que causam sabor estranho nos produtos. 186 

A temperatura, o oxigénio e a presença de água são os fatores mais críticos que 

influenciam a taxa de oxidação, aumentando exponencialmente com o aumento da temperatura. 

184,187 

 

2.5.3.2 Degradação enzimática 

Geralmente gera um produto mole ao ponto de ser inaceitável para os consumidores. As 

reações envolvem a degradação enzimática das pectinas, nas quais a pectina é primeiramente 

parcialmente degradada, e posteriormente despolimerizada originando a perda de firmeza. 188 

Certas reações catalisadas por enzimas podem ocorrer em frutas e vegetais, causando 

degradações na cor e na textura. Bananas maduras descascadas ou maçãs, peras ou alguns 

vegetais fatiados podem desenvolver uma descoloração castanha desagradável quando expostos 

ao ar. Essas reações são catalisadas pelas polifenol oxidases, enzimas que reagem com 

compostos fenólicos e com o oxigénio para formar pigmentos. Essas reações ocorrem 

rapidamente quando as células são fraturadas por hematomas ou cortes. 185 

 

2.5.3.3 Escurecimento não enzimático 

Outras reações de deterioração química são as reações de Maillard, ou mais comummente 

conhecidas por acastanhamento não enzimático, as quais ocorrem entre os grupos amino das 

proteínas e açúcares redutores. Estas reações estão associadas à perda do valor nutricional do 

alimento. O esquema de reação envolve reações para formar uma base de Schiff instável e 

depois a transformação através do rearranjo de Amadori. As reações continuam através da 

degradação de Strecker e reações de polimerização para formar voláteis e pigmentos escuros. 

Essa reação leva ao desenvolvimento de uma cor acastanhada e sabor que acompanha os 

alimentos, o que é altamente desejável no cozimento de pão e fabrico de cerveja, mas 

indesejável em alimentos quando armazenados. Ocorre principalmente em alimentos 

desidratados e semi húmidos, como frutas e vegetais secos, ovos e leite em pó, concentrados de 

sumos de frutas, alguns vegetais enlatados e produtos à base de carne. Além do escurecimento 
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da cor, a reação de Maillard também leva à perda de solubilidade da proteína, sabor amargo, 

alterações de textura e até mesmo a produção de substâncias tóxicas. 189 

Entre os fatores que afetam as reações de escurecimento durante o armazenamento estão 

as estruturas de aminoácidos e açúcares envolvidos, temperatura, teor de humidade, atividade 

de água (aw) e valor de pH. 184 

A taxa de escurecimento aumenta à medida que a aw aumenta e atinge um máximo entre 

0,6 e 0,8. A reação de escurecimento de Maillard é fortemente afetada pelo pH ocorrendo a 

valores de pH alto sendo ainda catalisada por iões metálicos como cobre e ferro. 184 

 

2.5.3.4 Foto-oxidação 

Leite, chocolate, manteiga e outros alimentos, quando expostos à luz, como luz solar ou 

luz fluorescente, podem desenvolver um sabor característico causado pela foto-oxidação. 

Poderá ocorrer devido à oxidação fotolítica de radicais livres ou oxidação lipídica 

fotossensibilizada. Ambas as vias de reação podem levar à formação de radicais livres iniciando 

assim processos oxidativos autocatalíticos. Em particular, produtos lácteos, como leite e queijo, 

são muito sensíveis à oxidação. 190 

O processo oxidativo induzido pela luz é também uma das principais causas de 

deterioração em bebidas alcoólicas, como vinhos, degradando o sabor e a cor. 191 

O potencial de foto- oxidação está relacionado com a distribuição espectral e intensidade 

de uma fonte de luz, seu comprimento de onda, da presença de sensibilizadores, temperatura, 

tempo de exposição e quantidade de oxigénio disponível. 185 

 

2.5.3.5 Degradação de proteínas 

Durante o armazenamento, a proteína poderá degradar-se de inúmeras maneiras. A 

atividade enzimática, é um importante fator contribuinte. Uma protéase pode originar hidrólise 

das ligações peptídicas que unem os aminoácidos na cadeia polipeptídica da proteína, digerindo 

estas cadeias em fragmentos mais pequenos. No leite, a degradação das proteínas lácteas, leva 

à coagulação e gelificação. 185 

A oxidação de proteínas é outra maneira pela qual as proteínas são degradadas. Nas 

carnes, a superexposição ao oxigénio pode fazer com que a mioglobina e a oximioglobina se 

oxidem em metamioglobina, resultando na mudança da cor da carne de vermelho brilhante para 

castanha. A oxidação de proteínas é causada por reações com oxigénio geradas via oxidação 

lipídica, reações oxidativas catalisadas por metais ou enzimas e outros processos químicos e 
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biológicos. Alterações físicas e químicas nas proteínas oxidadas incluem destruição de 

aminoácidos, diminuição da solubilidade da proteína devido à sua polimerização, perda da 

atividade enzimática e aumento da digestibilidade da proteína. 192 

 

2.5.4 Deterioração Física 

Para a instabilidade física, alguns exemplos são: frutas e vegetais “pisados” ou partidos, 

alimentos quebradiços como as batatas fritas e os cereais, quebra devido à desidratação, etc. 

Além do problema direto a que deterioração física leva, relacionado com a aparência visual, 

pode haver consequências a partir desta, por exemplo, a rutura das células será seguida pela 

propagação de rutura da parede celular e quebra de ligações intercelulares, resultando na perda 

de fluido celular. Estes acontecimentos podem levar à perda de cor, acastanhamento enzimático 

e a um crescimento microbiano mais rápido. 185,193,194 

O teor de humidade e  aw são outros dois fatores críticos que influenciam a estabilidade 

e a vida útil dos alimentos. A aw descreve o grau em que a água está livre ou ligada a outros 

componentes, dependendo da composição, temperatura e estado físico dos compostos. Para um 

teor de água fixo, quanto mais fracas as interações de água, maior a aw, e mais instável será o 

produto. 195 

A humidade relativa do ambiente afeta diretamente o teor de humidade dos alimentos. A 

diferença entre a humidade relativa do ambiente circundante e a aw do alimento determina se 

um alimento ganha ou perde humidade durante o armazenamento. Quanto maior a diferença 

entre estes dois valores maior será o potencial de migração da humidade para ou do ambiente. 

Esta migração ocorre continuamente até que o equilíbrio seja alcançado. 196 A migração de 

humidade e a mudança na aw impactam diretamente a vida de prateleira e a qualidade dos 

alimentos quando os alimentos são consumidos, alterando a sua textura. O exemplo mais 

reconhecido são os produtos secos como cereais matinais e batatas fritas que perdem sua a sua 

crocância depois de ganhar humidade. 196 

A transferência de humidade pode causar mudanças na temperatura de transição vítrea 

(Tg), uma propriedade que reflete o nível de mobilidade molecular nos alimentos e afeta 

significativamente a estabilidade e a vida útil. A Tg infere o material mudando do estado vítreo 

para o estado de borracha, ou vice-versa, acompanhado de mudanças nas propriedades 

termodinâmicas, mobilidade molecular, constante dielétrica e propriedades mecânicas. 197 

A Tg de um alimento pode ser identificada com um diagrama de estado, um mapa de 

estabilidade mostrando diferentes estados e fases de um alimento, como ponto de congelamento 

e transição vítrea em função do teor de sólidos e da temperatura. O diagrama de estado define 
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o teor de humidade e a região de temperatura na qual um domínio alimentar é vítreo, 

emborrachado, cristalino ou congelado. Ele ajuda a entender as mudanças complexas na 

estrutura do alimento quando o seu teor de água ou temperatura é alterada e pode ser usado para 

identificar a estabilidade do alimento durante o armazenamento, bem como selecionar 

condições adequadas de temperatura e teor de humidade para o processamento. 198 

A vida útil resultante raramente depende de um único fator, mas de uma combinação de 

fatores que podem ter efeitos antagónicos ou sinérgicos, que precisam de ser considerados para 

cada tipo de produto e formulação. Isso também implica que estudos de vida útil requerem 

conhecimentos de múltiplas disciplinas dentro da ciência alimentar. 199 

 

2.5.5 Fatores de deterioração 

Como referido anteriormente, existem diversos fatores que afetam deterioração dos 

alimentos. Estes podem ser intrínsecos, como o pH, a aw e a presença de nutrientes no alimento, 

ou podem ser extrínsecos, como a temperatura e a exposição à luz e/ou oxigénio. Todos estes 

fatores são influenciados pelo processamento, embalamento e as condições de armazenamento. 

172 

 

2.5.5.1 Temperatura 

A temperatura é dos fatores mais importantes que afeta o tempo de prateleira dos 

alimentos. O controlo deste fator é dos métodos mais usados para manipular o conteúdo 

microbiano dos produtos alimentares, quando controlada pode inibir o crescimento de 

microrganismos deteriorantes e patogénicos ou então otimizar o crescimento de outros 

microrganismos com interesse para o produto final. 200 Embora os microrganismos se tenham 

adaptado a crescer em diferentes intervalos de temperatura é possível inferir que as 

temperaturas de crescimento mais comuns das bactérias são entre 35 °C e 40 °C e de 25 °C a 

30 °C para os fungos. 200 

Além da influência na flora microbiana, aumentar a temperatura normalmente leva ao 

aumento de reações químicas havendo uma deterioração mais rápida. 185 

 

2.5.5.2 Atividade da água (aw) 

Este parâmetro é indicador do potencial que certo produto tem para interações químicas 

e é bastante utilizado como indicador de estabilidade de alimentos porque se relaciona com o 

crescimento microbiano (microrganismos necessitam de água disponível para crescer) e com a 
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taxa de reações químicas. Deste modo, pode-se utilizar a aw para se prever a estabilidade de 

um alimento durante determinado período de tempo sob certas condições de armazenamento. 

Os valores de aw variam de 0 a 1, sendo 1 o valor para água pura. 200 

Na Figura 2.5 é possível observar que a baixa atividade de água retarda o crescimento 

microbiano, decresce as reações enzimáticas e as reações de Maillard. Por outro lado, baixa aw 

aumenta as reações de oxidação lipídica. 201 

 

                Figura 2. 5 - Deterioração em função da atividade da água 201 

2.5.5.3 pH 

Verifica-se que o pH tem muita influência nos microrganismos, nomeadamente no seu 

crescimento, sobrevivência, esporulação e germinação. Deste modo, o pH afeta a conservação 

dos alimentos e a sua segurança microbiológica. Cada microrganismo tem uma gama de pH na 

qual consegue crescer, por exemplo, as bactérias crescem entre 4,0 e 9,0. As leveduras e os 

bolores têm gamas de crescimento maiores, nomeadamente entre 2,5 e 8,5 e entre 1,5 e 9,5 

respetivamente. 200 

Além de ter efeito a nível microbiológico, o pH tem também influência nas reações 

químicas. Relativamente à reação de Maillard, valores de pH altos normalmente promovem 

esta reação 185 

Além disso, o pH tem grande influência na solubilidade e funcionalidade das proteínas e, 

por isso, a atividade enzimática pode ser bastante afetada, sendo que valores extremos de pH 

podem levar à sua perda de atividade. Deste modo o acastanhamento enzimático poderá ser 

afetado. 185 

 

2.5.5.4 Oxigénio e Luz 

Tanto a luz como o oxigénio, como anteriormente referido, podem levar à deterioração 

dos alimentos. Ambos têm a capacidade de provocar e acelerar o processo de oxidação lipídica. 

Além disso, o oxigénio tem influência ao nível microbiano, pois permite o crescimento de 
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bactérias aeróbias e de fungos e a sua ausência permite o crescimento de bactérias anaeróbias. 

185 

 

2.5.6 Métodos de estudo do tempo de prateleira 

Não há falta de métodos para medir as alterações nos produtos que, se indesejáveis, para 

um determinado contexto, seriam chamadas de degradação. Assim, medir o desenvolvimento 

de sabor positivo é equivalente a medir a degradação do alimento em questão. 202 

O método mais utilizado é o método direto, o qual implica o armazenamento do produto 

em estudo, nas condições desejadas, durante determinado período de tempo sendo regularmente 

analisado para se observar o momento em que começa a deterioração. Há vários passos a ter 

em conta para implementar este método, começando pela identificação do que poderá causar a 

deterioração do alimento, escolher quais os testes a utilizar, tendo em conta os fatores que 

afetarão o produto. Habitualmente, devem escolher-se os testes sensoriais, microbiológicos, 

químicos e físicos, planear o estudo de tempo de prateleira, definir quanto tempo será o estudo, 

com que regularidade serão efetuados os testes, quantas amostras serão testadas, efetuar o 

estudo do tempo de prateleira, durante o qual as amostras deverão estar todas sob as condições 

a que estariam normalmente sujeitas e essas condições deverão ser monitorizadas, e por fim 

determinar o tempo de prateleira para qual o produto se mantém seguro e é aceite pelo 

consumidor. 203 

Tendo em conta todos estes tópicos verifica-se que um estudo de tempo prateleira é único 

para cada produto. Idealmente, este tipo de estudo deveria ser feito nas condições de 

armazenamento: ótimas, as que são mais desejáveis para o produto e as condições que levem a 

um maior tempo de prateleira; nas condições normais, as que são mais prováveis de acontecer; 

e nas condições mais severas para o produto. 184 

Os métodos indiretos poderão ser executados através de testes acelerados, em que o tempo 

de estudo é reduzido pelo aumento deliberado da deterioração. O princípio do estudo está em, 

por exemplo, aumentar a temperatura de armazenamento, o que irá proporcionar um aumento 

da taxa de certa reação limitante e assim o tempo de vida é atingido muito mais rapidamente. 

Os valores obtidos são depois extrapolados para a temperatura normal de armazenamento. Estes 

estudos são bastante atrativos para a indústria alimentar pois perante a pressão competitiva e 

comercial a que o mercado obriga o facto de se ter resultados mais rápidos é bastante vantajoso. 

No entanto, estes estudos só podem ser aplicados caso haja uma relação entre o comportamento 

do produto à temperatura normal e o seu comportamento sob condições aceleradas. Para isso é 

necessário que o processo de deterioração do alimento siga um modelo cinético válido. 184 
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Diversos estudos demonstraram que a incorporação de algas marinhas, como a Eisenia 

bicyclis (Kjellman) Setchell, Cystoseira nodicaulis (Withering) M.Roberts, Sargassum 

siliquastrum (Mertens ex. Turner) C.Agardh, Padina antillarum (Kützing) Piccone, Caulerpa 

racemosa (Forsskål) J.Agardh e Kappaphycus alvarezzi (Doty) Doty ex Silva e/ou isolados de 

algas marinhas nos sistemas alimentares pode melhorar as propriedades de validade, 

nutricional, textural, organolética, sensorial e sanitária dos produtos finais. No entanto, os 

efeitos diferem de acordo com as espécies de algas marinhas e a quantidade utilizada na 

formulação. 100 

 

2.6. Objetivos da dissertação 

Esta tese teve como objetivo principal desenvolver um produto funcional com atividade 

neuroprotetora, que fosse adequado para a população sénior. Desta forma, pensou-se num 

alimento de fácil deglutição e rico em água, como os iogurtes, e incorporou-se uma fração de 

um extrato de Codium tomentosum obtido por extração subcrítica com água. Esta fração 

demonostrou ter atividade neuroprotetora em vários ensaios in vitro. Assim, os vários objetivos 

secundários da tese foram: 

1 – Desenvolver e caracterizar fitossomas contendo a fração do extrato de Codium 

tomentosum. 

2 – Desenvolver iogurtes contendo diferentes percentagens de fração de Codium 

tomentosum ou de fitossomas. 

3 – Caracterizar os iogurtes através de vários parâmetros fisico-químicos bem como 

avaliar a atividade de inibição das enzimas cerebrais (AChE e BuChE). 

4 – Efetuar estudos preliminares de análise sensorial dos iogurtes desenvolvidos. 
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3. Secção Experimental 

3.1 Materiais e reagentes 

Extrato de Codium tomentosum (alga verde) obtido a partir de extração subcrítica com 

água 135, L-α-fosfatidilcolina (gema de ovo, Tipo XI-E, 100 mg/mL em clorofórmio, ≥ 99%, 

solution) da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, Missouri, Estados Unidos da América), etanol 

absoluto anidro, da Carlo Erba Reagents (Chau. du Vexin, Val-de-Reuil, França), clorofórmio 

ACS BASIC CL0217, estabilizado com etanol da Scharlab (Barcelona, Espanha), 1-octanol 

ACS reagente, adequado para UV/Vis spectroscopy, ≥ 99,5% (GC) da Sigma Chemicals Co, 

KBr – Brometo de potássio (IR) PAI da Panreac (Darmstadt, Alemanha), ApoE3 humana 

(recombinante, expresso em E. coli, ≥ 90% (SDS-PAGE), (HPLC) da Sigma Chemicals Co., 

DSPE-PEG (2000) amina (clorofórmio 1,2 - distearoyl-sn-glycero - 3 - fosfoetanolamina - N - 

[amino (polietilenoglicol) - 2000]), da Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, EUA), iodeto 

de acetiltiocolina  ≥ 98% (TLC), iodeto de butiriltiocolina ≥ 98%, ácido 2-nitrobenzóico (5,5'-

Dithiobis, reagente de Ellmans, DTNB), da Pierce™ da Thermo Fisher Scientific (Waltham, 

Massachusetts, EUA), amido solúvel GR ISO. CAS 9005-84-9, pH 6.0 - 7.5, tiossulfato de 

sódio penta hidratado 99.5% para análise, ambos da Merck (Darmstad, Alemanha), iodeto de 

potássio RPE-ACS, hidróxido de sódio AGR, micropérolas de baixo teor em metais, da Labbox 

(Barcelona, Espanha), hidrogenoftalato de potássio, ≥99.5%, da Honeywell (Charlotte, 

Carolina do Norte, EUA), ácido sulfúrico a 96%, RPE (Para análise – ISSO), 2.5 l, da Carlo 

Erba reagentes, pastilhas para Kjeldahl (Catalisador com 0.3 % CuSO4.5H2O) da Panreac, 

padrão primário e solução tampão Trizma®, ≥ 99.9% (titulação), cristalino, albumina sérica 

bovina, fração de etanol frio, pH 5,2, ≥96% ambos da Sigma Chemicals Co. 

 

3.2 Resultados de estudos prévios 

3.2.1 Preparação dos extratos aquosos de Codium tomentosum 

A macroalga Codium tomentosum foi produzida em sistema integrado de aquicultura 

multitrófico sendo fornecida pela ALGAplus, localizada em Ílhavo, Portugal. Segundo um 

estudo prévio realizado no GRAQ 124 as amostras foram hidratadas por 5 min em água salgada 

(35 g NaCl/L) e depois lavadas em água ultrapura para eliminar o NaCl. Em seguida, foram 

desidratadas a 41°C durante 18 horas, moídas e peneiradas para obtenção de partículas na faixa 

de 1–2 mm. Resumidamente, a extração por água subcrítica da alga foi efetuada iniciando se 

pela injeção de água destilada por bomba de líquido de alta pressão num reator de leito fixo de 
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aço inoxidável (51 cm de comprimento, 2,6 cm de diâmetro interno) colocado dentro de um 

forno elétrico com controlo de temperatura. 

O fluxo de água foi aquecido antes de entrar, a temperatura da água no reator foi 

monitorizada continuamente por um termopar e a pressão do sistema controlada por um 

regulador de contrapressão. 

O reator foi preenchido com aproximadamente 20 g da alga marinha, colocada entre 

discos porosos. A pressão foi mantida constante em 100 bar e o fluxo de água constante de 10 

mL/min. Foi utilizado um gradiente de temperatura para se obter 4 frações diferentes a partir 

da mesma matriz de alga: F1 (temperatura ambiente – 90 ºC); F2 (90-140 ºC); F3 (140-190 ºC); 

F4 (190-250 ºC). A frações foram liofilizadas e posteriormente armazenados à temperatura 

ambiente. Para este trabalho, utilizou-se apenas a F4, que se demonstrou, segundo o mesmo 

estudo, rico em compostos fenólicos (Figura 3.1 [A]), mas também em produtos da reação de 

Maillard (Figura 3.1 [B]), também conhecidos pelo seu efeito antioxidante e neuroprotetor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2 Desenvolvimento do método de preparação de fitossomas 

3.3 Preparação dos Fitossomas 

Os fatores que influenciam a formação de fitossomas são principalmente os solventes, a 

razão estequiométrica dos constituintes ativos, a temperatura e o tempo de reação. 165 

Para a preparação dos fitossomas foi seguido o protocolo definido por estudos prévios 

realizados no GRAQ onde se definiram as condições ótimas de preparação dos fitossomas 

seguindo um desenho fatorial do tipo Box-Behnken. Duas condições óptimas resultaram deste 

desenho fatorial: (condição 1) razão estequiométrica 1:1 dos constituintes ativos e L-α-

Fosfatidilcolina, no fundo de um recipiente dissolvida em etanol por aquecimento durante 1 

hora a temperatura constante de 59 ºC e (condição 2) de 4 horas, a 25ºC com uma estequiometria 

de 1:4. Os complexos preparados foram obtidos por evaporação de modo a remover o solvente 

sob azoto. 
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Figura 3. 1 – [A] Conteúdo fenólico Total; [B] Produtos das reações de Maillard obtidos no estudo em estudo anterior 

realizado no GRAQ 124 
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Foram seguidas as primeiras condições (condição 1) de modo a produzir fitossomas em 

menos tempo (1h), evitar o elevado gasto de L-α-fosfatidilcolina, conseguir um tamanho menor 

de fitossomas, bem como uma menor polidispersão de tamanho entre fitossomas (avaliados por 

técnica de dynamic light scattering) conforme dados da Figura 3.2, e uma eficiência de 

encapsulamento superior, de 61,76 ± 10,11 % face aos 57,63 ± 10,65 % da segunda condição. 

 

Tempo 

(h) 

Temperatura 

(ºC) 

Rácio R1 (experimental) Tamanho (nm) PDI 

4 25 1:4 57,63±10,65% (n=7) 261,02±70,46 0,32±0,02 

1 59 1:1 61,76±10,11% (n=7) 245,76±49 0,26±0,06 

  

 

 

 

 

 

A produção de fitossomas iniciou-se pela pesagem de 3 mg da fração de Codium 

tomentosum (F4) às quais foram adicionados 30 µL de L-α-fosfatidilcolina (100mg/mL). 

Posteriormente efetuou-se uma secagem sob azoto de modo a evaporar o solvente da L- α-

fosfatidilcolina, clorofórmio, evitando a sua mistura com o etanol, seguindo-se a adição de 3 

mL de etanol. Esta mistura foi colocada sob agitação, a 100 rpm, durante 1 hora em banho a 

temperatura constante de 59ºC, seguida de secagem sob azoto, um gás inerte e, portanto, não 

reativo, após a qual foram adicionados 3 mL de clorofórmio. 

Seguidamente, efetuaram-se 2 filtrações com filtros PTFE (0,22 µm), próprios para 

solventes orgânicos, assegurando a remoção de todos os possíveis resíduos do extrato não 

complexados com o fosfolípido, procedendo-se a uma última secagem com azoto. Apenas o 

complexo F4-fosfatidilcolina foi permeado através dos filtros de PTFE. 

Os fitossomas foram posteriormente funcionalizados com ApoE3 humana, e DSPE-PEG 

(2000) Amina. 

 

Figura 3. 2 - Distribuição de tamanho dos fitossomas por DLS produzidos nas condições ótimas encontradas em estudo prévio 

realizado no GRAQ 
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3.4 Caracterização de Fitossomas 

3.4.1 Solubilidade e coeficiente de partição octanol-água 

 A determinação da solubilidade em água ou em solventes orgânicos e o coeficiente de 

partição n-octanol/água permite caracterizar os constituintes ativos e os complexos de 

fitofosfolípidos dos constituintes ativos. Geralmente, os fitossomas têm melhor lipofilicidade e 

hidrofilicidade do que os constituintes ativos. 165 

A solubilidade foi determinada pela adição do extrato F4 ou do complexo fitóssomico a 

10 mL de água e 10 mL de n-octanol em ampola de vidro, selada à temperatura ambiente. O 

líquido foi agitado por 24h à temperatura ambiente, considerado o tempo adequado para que o 

equilíbrio fosse alcançado. Após separadas as duas fases formadas, foram pesadas amostras 

com igual massa e posteriormente centrifugadas durante 20 minutos a 1000 rpm, de forma a 

permitir a dissolução de suspensões do extrato ou complexo restantes. O sobrenadante foi 

filtrado através de um filtro de PTFE (0,22 μm). 204,205 

As concentrações das amostras foram determinadas espectrofotometricamente no 

comprimento de onda característico da fração F4 de Codium tomentosum a 280 nm UV. 

As curvas de calibração (anexos B.1 e B.2) para cada uma das fases foram feitas 

previamente utilizando dissoluções da fração F4 em n-octanol e em água. 

Durante o procedimento foram utilizados, uma centrifuga (Megafuge™ 16 Centrifuge 

Series da ThermoFisher Scientific) e um leitor de placas (BioTek Synergy HTX Multimode 

Reader, Winooski, Vermont, EUA).  

A coeficiente de partição foi estimado pela equação 1. 

𝐾𝑜𝑤 = 𝑃 =  𝐶𝑜
𝐶𝑤⁄           Equação 1 

Onde as variáveis independentes, Co = Concentração na fase octanol e Cw = Concentração da 

fase aquosa 

 

3.4.2 Espectro ultravioleta 

As amostras foram analisadas em espectrofotómetro UV – VIS, modelo UV – 2101PC, 

da Shimadzu (Tokio, Japão), diluídas em 4 mL de clorofórmio, e após serem sujeitas a banho 

de ultrassons (VWR Ultrasonic Cleaning Bath, Radnor, Pennsylvania, EUA) durante 

aproximadamente 5 minutos garantindo a correta solubilização. Foi traçado o espetro da fração 

F4, da L-α-fosfatidilcolina e dos fitossomas no intervalo de comprimento de onde de 200-700 

nm. 
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3.4.3 Calorimetria de varredura diferencial (DSC) 

No DSC, as interações podem ser observadas comparando a temperatura de transição, 

aparecimento de novos picos, desaparecimento dos picos originais, pontos de fusão e mudanças 

na área relativa dos picos 165 

O comportamento térmico foi estudado aquecendo 3,0 ± 0,2 mg de cada amostra 

individual em cápsulas de alumínio sob azoto, usando um analisador térmico simultâneo STA 

449 F3 Jupiter® (NETZSCH, Selb, Alemanha) com rampa de aquecimento de 20 ºC min−1 de 

25°C a 1000°C. 204,206,207 

Uma cápsula de alumínio vazia, selada da mesma forma foi usada como referência. 

Foram criados termogramas pelo software NETZSCH Proteus®, da L-α-fosfatidilcolina, 

da fração F4 de Codium tomentosum e do fitossoma. 

 

3.4.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

O FTIR é um método rigoroso para análise estrutural e deteta diferentes grupos funcionais 

que apresentam características distintas em número de banda, posição, forma e intensidade. A 

formação de complexos de fitofosfolípidos pode ser verificada pela análise da espectroscopia 

destes com as da fração F4 e da L-α-fosfatidilcolina. 165 

A amostra da fração F4 de Codium tomentosum foi triturada com KBr cristalino seco 

(1:100) em almofariz, seguida de formação de discos circulares transparentes comprimidos sob 

pressão (10 Ton/nm2).  

As amostras de L-α-fosfatidilcolina e dos complexos não permitiram criar discos pela 

trituração com o KBr, pelo que foram colocadas diretamente entre as lamelas do espectrómetro. 

O espectro foi desenvolvido após varrimento a 4 mm/s com resolução de 2 cm−1 e 

elucidado dentro da região do número de onda de 700–200 nm. 206 

Picos em números de onda específicos no espectro infravermelho da fosfatidilcolina, do 

fitossoma e do próprio extrato foram comparados de forma a elucidar a ligação química entre a 

fração rica em compostos fenólicos e fosfolípidos. 206 

As amostras foram analisadas no espectrómetro Nicolet 6700 FT-IR da Thermo Fisher 

Scientific, e os gráficos obtidos no software OMNIC™ Spectra. 
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3.5 Produção dos alimentos funcionais 

3.5.1 Iogurte  

A produção dos iogurtes seguiu receita pré-definida. Inicialmente foram fervidos 100 mL 

de três tipos de leite (magro, meio-gordo e sem lactose) durante cerca de 5 a 10 minutos, de 

modo a permitir a correta dissolução do extrato. Posteriormente foi deixado arrefecer até cerca 

de 45ºC, adicionando-se uma colher de iogurte natural comercial. 

Foram produzidos um total de dez iogurtes contendo respetivamente, 0%, 0,005%, 

0,01%, 0,05% 0,1%, e 0,2% da fração F4 de Codium tomentosum, com quantidade de 

fitossomas para conter 0,01% e 0,15% de F4, e com 0,01% e 0,15% de F4 mas adicionando 

também amora e framboesa desidratadas. 

Os dez iogurtes preparados foram colocados na iogurteira e deixados a fermentar durante 

aproximadamente 12 horas, após as quais foram armazenados em frigorifico a 4ºC. 

 

 

 

 

 

Figura 3. 3 - Preparação do Iogurte contendo respetivamente, 0% [A] 0,005% [B], 0,01% [C], 0,05% [D] 0,1% [E] e 0,2% 

[F] de extrato de Codium tomentosum e com 0,01% [G] e 0,15% [H] de extrato, mas adicionando também amora e framboesa 

desidratadas. 0,1% 



 

45 
 

3.6 Análises físico-químicas dos iogurtes 

3.6.1 pH 

Os valores de pH foram medidos 4 e 7 dias após o término da etapa de fermentação usando 

um medidor de pH com elétrodo de vidro calibrado208, mergulhando-o diretamente no iogurte, 

três vezes consecutivas lavando o elétrodo entre medições com água desionizada (pH-meter 

Model Crison micro pH 2000, Barcelona, Espanha). 

As análises foram realizadas em duplicado. 

 

3.6.2 Acidez  

Para determinação da acidez titulável, a 10 mg de iogurte foram adicionados 10 mL de 

água destilada quente e adicionadas 5 gotas de fenolftaleína, e titulados com solução de 

hidróxido de sódio (NaOH) 1M previamente padronizada com hidrogenoftalato de potássio 

(KHF). 208,209 

A acidez titulável foi expressa em gramas de ácido láctico/100 g de iogurte, calculada 

pela Equação 2. 

Acidez total =
V (L) x  F (mol/L) x A x D 

massa da amostra inicial (g)
 x 100  Equação 2 

 

Onde V equivale ao volume da solução de NaOH titulada (L), A ao fator de conversão do 

ácido láctico de 0,009, D ao fator de diluição e F a concentração de 0,0923 mol/L de NaOH. 

208,209 

As análises foram realizadas em duplicado. 

 

3.6.3 Sinérese 

A quantificação do soro aquoso formado na superfície dos iogurtes foi determinada 

centrifugando 20g de amostra (Megafuge™ 16 Centrifuge Series da ThermoFisher Scientific) 

a 500 rpm durante 10 minutos e posteriormente separando se o líquido filtrando com auxílio de 

gaze.  

A percentagem de sinérese foi calculada segundo a equação 3. 

 

Sinérese (%) =
Peso do liquido filtrado (g)

Peso total da amostra (g)
 x 100    Equação 3 

 

As análises foram realizadas em duplicado. 
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3.6.4 Índice de Peróxidos 

Para a quantificação do índice de peróxidos, a 5 gramas de amostra foram adicionados 

30mL de solução de clorofórmio (CHCl₃):ácido etanóico (CH₃COOH) (70:30) e 0,5 mL de 

iodeto de potássio sobressaturado (KI). Após 1 minuto de repouso, adicionaram-se algumas 

gotas de amido ((C6H10O5)n) previamente diluído e 30 mL de água destilada. Posteriormente a 

solução foi titulada com tiossulfato de sódio (Na2S2O3) (0,01N) até atingir a transparência.210 

O valor de Peróxido foi estimado pela equação 4.  

 

Índice de peróxido (
meq

g
) =

normalidade (0,01) x volume de titulação (L)

massa da amostra (g)
    Equação 4 

 

As análises foram realizadas em duplicado. 

 

3.6.5 Humidade, Sólidos Totais, Matéria orgânica e Matéria inorgânica (Cinzas) 

A percentagem de humidade, sólidos totais e matéria orgânica de cada iogurte foi 

determinada colocando uma amostra de cinco gramas em cadinho de porcelana previamente 

calcinado e pesado. Posteriormente foi mantido em estufa de secagem por ar aquecido durante 

24h a 105ºC. Após este período, deixou-se arrefecer em exsicador e novamente pesado até peso 

constante.211 

De forma a determinar o teor de matéria inorgânica, foram utilizadas as amostras finais 

das quais foram determinadas as percentagens de humidade, e colocadas em mufla (Neytech 

Vulcan Model A-550 Single Set Point Furnace, Lilongwe, Malawi) a 600 ºC durante seis horas. 

O cálculo do teor de cinzas, após devido arrefecimento das amostras em exsicador212, foi 

efetuado segundo a equação 9. 

A percentagem de humidade foi determinada pela equação 5, os sólidos totais pela 

equação 6, matéria inorgânica pela equação 7 e de matéria orgânica pela equação 8. 

 

Humidade (%) =
Massa inicial de amostra (húmida)− Massa final da amostra (seca)

Massa inicial da amostra
x 100       Equação 5 

 

Sólidos Totais (%) =
Massa final da amostra (seca)

Massa inicial da amostra (húmida)
 x 100    Equação 6 

 

Teor de cinzas (%) =
Massa da amostra após inceneração

Massa inicial da amostra húmida
x 100     Equação 7 
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Matéria orgânica (%) = Massa inicial da amostra − Hhumidade (%) − Cinzas (%)    Equação 8 

As análises foram realizadas em duplicado. 

 

3.6.6 Minerais Ca, K, Mg e Na 

Os minerais Cálcio (Ca), Potássio (K), Magnésio (Mg) e Sódio (Na) foram determinados 

por absorção atómica com atomização por chama em espectrómetro (ContrAA® 700, Analytik 

Jena, Jena, Alemanha). O conteúdo mineral foi analisado nas amostras finais da análise do teor 

de cinzas, de modo a ter já amostras isentas de matéria orgânica às quais foi adicionado 1mL 

de ácido nítrico (HNO3) em balão volumétrico de 100mL, e o restante volume perfeito com 

água ultrapura. Esta solução foi diluída com a solução de 1% HNO3 sempre que necessário. 

213,214 

Foram traçadas curvas de calibração pela leitura de soluções padrão de Mg, Ca, K e Na, 

apresentadas no Anexo B. 

O comprimento de onda do espectrómetro foi fixado em 422,7 nm para Ca, 589,6 nm para 

Na, 766,5 nm para K e 285,2 nm para Mg. As análises foram realizadas em triplicado. 214 

Além da concentração destes minerais foi ainda calculado o teor de sal segundo o 

Regulamento (EU) n.o 1169/2011 de 25 de outubro de 2011215, pela equação 9. 

 

Teor de Sal (%) = Na (%) x 2,5   Equação 9 

 

3.6.7 Lípidos Totais 

Os lípidos foram extraídos das amostras por pequenas alterações ao método de 

Folch216,217. Duas gramas de amostra foram misturadas com 40 mL de cloróformio 

(CHCl₃):metanol (CH3OH) (2:1, v/v) em falcon de 50mL e centrifugadas a 2500 rpm por 10 

min. De seguida, foram adicionados 8 mL de solução de cloreto de sódio (NaCl 0,73%) e 

novamente centrifugadas a 2500 rpm durante 15 min de modo a separar o sistema bifásico. A 

fase aquosa superior foi eliminada e a inferior transferida para tubo previamente pesado 

adequado a evaporador rotativo onde foi efetuada a evaporação dos solventes a 45ºC. O resíduo 

obtido foi deixado em repouso por 24 horas em exsicador e posteriormente pesado. 

O cálculo da percentagem de lípidos totais foi efetuado pela equação 10. 

 

Lípidos Totais (%) =
Massa da amostra final (tubo+ residuo seco)−Peso do tubo (vazio)

Massa da amostra inicial
x 100  Equação 10 
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As análises foram realizadas em duplicado. 

 

3.6.8 Proteínas 

A percentagem de proteínas foi determinada segundo o método de Kjedahl. Foram 

pesadas dois gramas de cada amostra em tubo de digestão (250 mL), adicionadas três pastilhas 

de catalisador (0,3% de sulfato de cobre CuSO4·5H2O) e 12 mL de ácido sulfúrico (H₂SO₄ 

96%). A digestão foi efetuada gradualmente até 420º até que a amostra apresentasse um aspeto 

incolor. 

Após a digestão os tubos foram deixados arrefecer. De seguida, foram adicionados a cada 

tubo 75 mL de água desionizada. Em simultâneo prepararam-se matrazes com 25 mL de solução 

de ácido bórico (H3BO3) a 2%. Os tubos contendo as amostras e os matrazes preparados foram 

colocados no destilador. Na solução final da digestão foram adicionados 50 mL de hidróxido 

de sódio (NaOH) a 40%. A destilação teve a duração de aproximadamente 4 minutos. 

No final o azoto amoniacal formado presente no destilado foi titulado com solução de 

ácido clorídrico (HCl) 0,1M usando como indicador o vermelho de metilo e verde de 

bromocresol. O ponto final da titulação foi detetado pela mudança de cor da solução de verde 

para rosa acinzentado. 

A percentagem de proteína foi determinada segundo o Regulamento (EU) n.o 1169/2011 

de 25 de outubro de 2011215, pela equação 11. 

 

Proteína (%) =
Normalidade HCL (0,1) x V (L) x 14 

g

mol
 N

massa da amostra inicial (g)
x 100 x F  Equação 11 

 

Onde F equivale ao fator de conversão da percentagem de azoto para percentagem de 

proteína, que no caso de derivados do leite é de 6,25 e V ao volume de ácido clorídrico (HCl) 

gasto na titulação. 

 

3.6.10. Determinação de Açúcares Totais 

Para a determinação dos açúcares totais, seguiu-se o método fenol-sulfúrico. 

Primeiramente foram extraídas as gorduras, e para isso, a um grama de cada amostra foram 

adicionados 20 mL de n-hexano (C₆H₁₄), e o sistema homogeneizado por ultrassons durante 

cinco minutos e centrifugação a 9000 rpm durante dez minutos. No final o n-hexano (C₆H₁₄) 

foi decantado e à solução resultante adicionados 20 mL de solução etanólica (C2H5OH 75%), 

após homogeneização a solução foi colocada em banho-maria a 80ºC com agitação constante a 
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100 rpm durante quinze minutos, após os quais foi ainda centrifugada a 9000 rpm durante vinte 

minutos. 218,219 

A 2 mL do sobrenadante foram adicionados 1,5 mL da solução etanólica (C2H5OH 75%), 

0,05 mL de solução fenol (C6H6O 80%) e 5 mL de ácido sulfúrico (H₂SO₄). Após agitação a 

solução resultante formou uma coloração alaranjada, analisando-se em leitor de microplacas 

por UV-Vis (Synergy HTX Multi-Mode Reader) a 480 nm para pentoses e ácidos urónicos e a 

490 nm para hexoses (estruturas ilustradas na Figura 3.4.). 219 

Para a construção das curvas de calibração (Anexo C) foram preparadas quatro 

concentrações a partir de solução padrão de glucose (1 mg/mL) de 0,05, 0,1, 0,15 e 0,2 mg/mL. 

220  

Para cada amostra, a medição foi repetida em triplicado. 

 

Figura 3. 4 – Estrutura dos Carboidratos: Hexose e Pentose 

 

3.6.11. Valor energético 

Para a determinação do valor energético de cada iogurte produzido, foi seguido o disposto 

no regulamento (EU) n.o 1169/2011 de 25 de outubro de 2011 relativo à prestação de 

informação aos consumidores sobre os géneros alimentícios 215, pela equação 12. 

 

Valor energético (
Kcal

g
) = Hidratos de carbono (g) x 4 

kcal

g
+ Proteínas (g) x 4 

kcal

g
+ Lipidos(g) x 9 

kcal

g
    Equação 12 

 

 3.6.12. Ensaio de inibição das enzimas AChE e BuChE 

O ensaio em microplaca para medir a atividade de inibição da AChE e da BuChE foi 

modificado a partir do ensaio descrito por Ellman, onde a atividade da enzima é medida 

seguindo o aumento da cor amarela produzida a partir da tiocolina quando esta reage com o íão 

ditiobisnitrobenzoato. 221 

Este método colorimétrico baseia-se na medição por espectrofotometria do número de 

moléculas de tiocolina pela reação com o ácido 5,5-bisditionitrobenzóico (DTNB), resultando 

na formação do anião 5-tio-2- nitrobenzoato (TNB2-). A cor deste produto é amarela e tem 

absorvância máxima em 405 nm. 221 
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Figura 3. 5 - Reação química durante o ensaio de colorimetria 

Em cada poço da microplaca foram adicionados, 25 µL de ATCI/BTCI, conforme o 

ensaio, 125 µL de DTNB, 50 µL de Tampão B (50mM Tris-HCl, pH 8 com 0,1 % albumina), 

25 µL de amostra dissolvida em tampão A (50 mM Tris-HCL (pH=8)) e 25 µL de 

AChE/BuChE. As concentrações finais de iogurte no poço correspondem a 2 e 4 mg/mL. Em 

cada microplaca foi sempre criada uma linha de branco, contendo todos os reagentes à exceção 

da enzima, com o intuito de subtrair a cor à amostra. A galantamina foi usada como controlo 

positivo (IC50 = 0,92 µg/mL contra a AChE e IC50= 4,92 µg/mL contra a BuChE) e tampão 

Tris-HCl como controle negativo. 124 

A leitura no leitor de placas (Synergy HTX Multi-Mode Reader) foi efetuada a 405nm 

(cinética, durante 2 minutos, efetuando 6 leituras). 

A percentagem de inibição foi determinada com base na Equação 13. 

 

% 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =  
(𝑑𝑒𝑐𝑙𝑖𝑣𝑒𝐶−𝐶𝑏−𝑑𝑒𝑐𝑙𝑖𝑣𝑒𝐴−𝐴𝑏)

(𝑑𝑒𝑐𝑙𝑖𝑣𝑒𝐶−𝐶𝑏)
× 100      Equação 13 

 

Onde, C corresponde ao controlo, Cb ao branco do controlo, A à amostra, e Ab ao branco 

da amostra. 

 

3.7 – Análise sensorial 

Para a análise sensorial foi efetuada foi selecionado um grupo restrito de provadores 

informais devidamente informados, não treinados, com o objetivo de verificar possiveis 

alterações no aroma, paladar, cor e textura dos iogurtes com extrato integrado sendo usado o 

método afetivo, onde se expressou essencialmente a opinião pessoal de cada provador. 
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4. Análise e Discussão de resultados 

4.1 Caracterização dos fitossomas 

4.1.1 Composição: ApoE3 e DSPE-PEG 

Acredita-se que a acumulação de Aβ no cérebro desempenhe um papel crucial na 

patogénese da DA. Uma das formas de início da DA é caracterizada por um comprometimento 

geral na depuração de Aβ. Portanto, o desenvolvimento de nanomedicina que facilite a 

depuração de Aβ representa uma estratégia promissora para intervenção na DA. 222 

A inclusão de ApoE3 baseou-se em estudos que verificaram que a adição da mesma à 

formulação de fitossomas demonstra alta afinidade de ligação tanto ao monómero quanto ao 

oligómero Aβ, e acelera a degradação microglial, astroglial e hepática de Aβ, facilita o 

transporte lipossomal, aumenta a eficiência de penetração na barreira hematoencefálica, e a 

afinidade de ligação de Aβ. A sua administração consegue ainda acesso ao sistema nervoso 

central, melhora as alterações neurológicas e reduz a perda de memória característicos de 

DA.222 

Por outro lado, a absorção de nanopartículas pode ser comprometida devido ao grande 

tamanho e hidrofobicidade da partícula. Para contornar os problemas de penetração celular e 

simultaneamente melhorar a especificidade, os medicamentos nanoparticulados têm sido 

associados a ligantes direcionados que se ligam às superfícies das células malignas e entram 

nas células por endocitose mediada por recetores. Por estas razões, a utilização da DSPE-PEG 

(2000) peptídeo visou melhorar a especificidade do direcionamento das nanopartículas 

formuladas, e auxiliar a nanopartícula a evitar os processos de digestão, principalmente a 

gástrica. 223  

 

4.1.2 Solubilidade e coeficiente de partição  

O estudo da solubilidade da fração F4 Codium tomentosum e do fitossoma são 

apresentados na Tabela 4.1 e comparados nos gráficos da Figura 4.1. A fração F4 apresenta 

elevada solubilidade aquosa (95%), enquanto a solubilidade em n-octanol é bastante reduzida 

(5%), o que seria de esperar devido ao carácter altamente aquoso desta fração. No entanto esta 

baixa lipossolubilidade característica do extrato restringe a sua resposta terapêutica. 224 

Ainda que a solubilidade aquosa do fitossoma tenha sofrido um decréscimo não muito 

acentuado em comparação com a fração não encapsulada, apresentou melhoria significativa na 

solubilidade em n-octanol atribuída à modificação físico-química, bem como à amorfização do 

extrato durante a complexação com a L-α-fosfatidilcolina anfifílica. 225 
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A complexação do extrato com o fosfolipídio confere um carácter amorfo ao sistema e 

modera o carácter lipofílico, melhorando a sua solubilidade e perfil de dissolução. 226 

Por fim, pela análise do valor do coeficiente de partição dos fitossomas em comparação 

com o do extrato constata-se mais uma vez o aumento da lipofilicidade. 

 

Tabela 4. 1 - Dados referentes à solubilidade em água e n-Octanol e respetivos coeficientes de partição 

Amostra Solubilidade em H2O Solubilidade em n-Octanol  

Kow (mg/mL) (%) (mg/mL) (%) 

Extrato 13,5 95% 0,712 5% 0,0530 

Fitossoma 10,6 72% 4,03 28% 0,382 

 

 

4.1.2 Espectro ultravioleta (Espectro UV) 

Amostras que refletem absorção diferente na faixa de comprimento de onda UV podem 

ser usadas para caracterizar as próprias propriedades estruturais. A maioria dos estudos não 

revelou diferenças nas características de absorção de UV dos constituintes antes e depois da 

complexação, concluindo-se que os cromóforos dos compostos não são afetados por serem 

complexados com fosfolípidos. 165 
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Figura 4. 1 - Estudo da solubilidade em água e n-Octanol do extrato Codium tomentosum e do Fitossoma 
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Os espectros UV da L-α-fosfatidilcolina, da fração F4 e do fitossoma são apresentados na 

Figura 4.2. 

O pico característico de absorção da fração F4 de Codium tomentosum (280 nm) manteve-

se presente no do fitossoma sugerindo que ocorreram interações físicas fracas entre o extrato e 

a L-α-fosfatidilcolina durante a formação do complexo. 227 

 

Figura 4. 2 - Espectro UV das amostras: [Vermelho] Fitossomas com fração F4; [Azul] Fração F4; [Verde] Fosfatidilcolina 

 

4.1.2 Calorimetria de varredura diferencial (DSC) 

Os termogramas da fração F4 de Codium tomentosum, da L-α-fosfatidilcolina e do 

fitossoma estão representados na Figura 4.3 com a cor azul, verde e vermelho, respetivamente. 

A fração F4 exibiu um primeiro pico endotérmico a 49,2 ºC característico de uma primeira 

absorção de calor característica das algas por evaporação do seu teor de humidade, em 377,5 

ºC exibiu um pico de fusão nítido e de alta intensidade, seguidos de rápida decomposição a 500 

ºC. 228,229 

A L-α-fosfatidilcolina apresentou três picos endotérmicos de baixa intensidade, largos e 

difusos, o primeiro pico a 249,5 ºC que é indicativo da fusão da região polar dos fosfolípidos. 

Os dois últimos picos a 355,8 ºC e 391,4 ºC surgem devido à fusão térmica das caudas 

hidrofóbicas dos fosfolípidos levando à transição de fase do estado gel para líquido cristalino. 

224,229 

O complexo fitossomal não apresentou nenhum dos picos característicos da fração F4 de 

Codium tomentosum, ou da L-α-fosfatidilcolina, apresentando um novo pico endotérmico 

completamente diferente dos observados nos constituintes individuais, de muito baixa 

intensidade a 462,5 ºC. Além disso, o pico de fusão acentuado da fração F4 de Codium 

tomentosum desapareceu, indicando a sua amorfização, indicando o aparecimento das novas 
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ligações de hidrogénio entre os grupos -OH dos anéis fenólicos do extrato com o fosfolípido. 

Um comportamento de fusão DSC completamente diferente, além das ligações fracas de 

hidrogénio, indica ainda a ocorrência de forças de van der Waals ou forças ião-dipolo entre o 

extrato e o fosfolípido. Assim, sugere-se que o processo de formulação dispersou 

completamente a fração F4 dentro da matriz fosfolipídica, levando à formação do complexo 

fitossómico amorfo e estável. 224,229 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. 3 – Termogramas DSC: [Azul] Extrato; [Verde] Fosfatidilcolina; [Vermelho] Fitossomas com extrato;  
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4.1.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

A possível interação entre a fração F4 de Codium tomentosum e a L-α-fosfatidilcolina no 

fitossoma foi estudada por espectroscopia IR (Figura 4.4). 

Os espectros de FTIR do complexo fitossómico (Figura 4.4 [c]) confirmaram a ligação 

química entre os compostos da F4 de Codium tomentosum e a L-α-fosfatidilcolina. 

Os picos em 3416,62, 3289,81 e 3369,38 cm−1 representam o grupo O-H alcoólico na 

região IR do extrato (Figura 4.4 [a]), do complexo fitossomal (Figura 4.4 [c]) e da L-α-

fosfatidilcolina (Figura 4.4 [b]), respetivamente.  

Os sinais de absorção a 2922,01 da fração F4 e 2854,92 cm-1 do complexo representam o 

alongamento C-H característico da cadeia longa de ácidos gordos, os picos a 1664,39 do extrato 

e 1667,26 do complexo representam o alongamento da ligação dupla C=O, alusivos também à 

existência de aromaticidade, e no caso da fração F4 aparece o pico a 1079,99 cm-1 para o 

alongamento COC de éter. 230 

O espectro FTIR da L-α-fosfatidilcolina (Figura 4.4 [b]) marcou a presença de múltiplos 

sinais de absorção característicos, que apareceram em 2925,81 e 2854,71 cm- 1 representando a 

banda de alongamento C-H característica da cadeia longa de ácidos gordos. O sinal a 1735,17 

cm-1 é característico da ligação C=O, banda reconhecida do alongamento característico do éster 

de ácido gordo. 230 

Além destes, alguns sinais adicionais também foram observados em 1247,26, 1215,94 

cm−1, para P=O, característicos do grupo funcional dos fosfatos, 1090,92 de alongamento P-O-

C e 969,12 cm−1 para -N+ (CH2313)3 de acordo com estudos anteriores. 225,232 

Não foram observados novos picos significativos no complexo (Figura 4.4 [c]). No 

entanto, o pico C=O da fração F4 foi deslocado no complexo para comprimentos de onda 

superiores, surgiram ainda bandas de absorção nítidas em 1234,51 cm-1 características, no caso 

de complexos, das fortes ligações C–O provando a formação de novas ligações. Houve também 

um alargamento da banda fenólica característica (O-H) causada pela formação de ligações de 

hidrogénio, sinal de que a formulação de fitossomas foi bem-sucedida. 233  
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4.2 - Caracterização dos alimentos funcionais 

4.2.1 Inibição da AChE e BuChE 

Segundo a hipótese colinérgica de que a deficiência de memória em pacientes com DA 

são resultado de um defeito do sistema colinérgico, atualmente, uma possível abordagem para 

o tratamento desta doença passa pela tentativa de aumentar os níveis de acetilcolina (ACh) no 

cérebro. 234,235 

Figura 4. 4 - Espectros FTIR: Codium tomentosum [a], L-α-Fosfatidilcolina [b], Complexo Fitossómico [c] 

a 

b 

c 
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A ACh é um neurotransmissor que quando libertado na fenda sináptica, se liga a recetores 

pós-sinápticos em resposta à estimulação nervosa. Pode ser inativada por clivagem, ao ser 

catalisada pela enzima AChE, da qual resultam uma molécula de colina e um grupo acetato. A 

perda gradual da ACh foi associada à deterioração cognitiva progressiva, deterioração das 

funções neuromusculares e, consequentemente, à diminuição da autonomia. Com base nestes 

pressupostos, são usados na terapêutica atual alguns inibidores da AChE. No entanto, devido à 

sua fraca eficácia em doentes cuja doença já se encontra numa fase avançada de progressão, 

estão a ser investigados novos inibidores de AChE para o tratamento sintomático da doença de 

Alzheimer. 236–238 

Além da AChE, a enzima BuChE está também envolvida na hidrólise de ACh. A BuChE 

possui um padrão de distribuição cerebral diferente do da AChE, enquanto a AChE se projeta 

difusamente para o córtex, modulando o processamento cortical e as respostas a estímulos 

novos e relevantes, a BuChE projeta-se especificamente para o córtex frontal e pode ter 

intervenção na atenção, memória emocional e comportamento. Além disso, a atividade da 

BuChE aumenta progressivamente à medida que a gravidade da demência avança, enquanto a 

atividade da AChE diminui. Portanto, a inibição de BuChE pode fornecer benefícios adicionais. 

237,238 

As amostras recolhidas dos iogurtes produzidos integrando percentagens de extrato 

inferiores a 0,15% apresentaram inibição da AChE e BuChE inferior a 10%, pressupondo-se 

que se deva à baixa concentração de extrato colocada em cada iogurte (Figura 4.5). 

Das amostras testadas, observa-se que os iogurtes controlo não apresentaram inibição das 

colinesterases ou apresentaram fraca inibição (no caso da BuChE). De uma forma geral, os 

iogurtes contendo fitossoma com 0,01% de fração F4 apresentam uma capacidade de inibição 

da AChE semelhante aos iogurtes contendo 0,01% de fração F4 não encapsulada + fruta 

desidratada. No entanto, no caso da BuChE, a adição de fruta não permitiu atingir a mesma 

percentagem de inibição que a verificada para os iogurtes sem fruta, revelando um certo efeito 

antagónico. De todos os iogurtes preparados, o que apresentou melhores resultados (30% de 

inibição da AChE) foi o iogurte contendo uma percentagem de fração F4 de 0,15% (4 mg/mL 

de amostra) (Figura 4.5). 
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Ainda que as percentagens de inibição obtidas sejam relativamente baixas devido aos 

iogurtes fabricados integrarem percentagens bastante baixas da fração F4 e fitossomas, sabe-se 

que a fração F4 de Codium tomentosum apresenta elevada percentagem de inibição das 

colinesterases 124 (Figura 4.6) e, portanto, por efeito cumulativo a possibilidade de se alcançar 

inibição pelo consumo destes iogurtes não deve ser descartada. Ainda que as percentagens de 

inibição obtidas sejam relativamente baixas devido aos iogurtes fabricados integrarem 

percentagens bastante baixas de extrato e fitossomas, sabe-se que o extrato apresenta elevada 

percentagem de inibição das colinesterases 124 (Figura 4.6) e, portanto, por efeito cumulativo a 

possibilidade de se alcançar inibição pelo consumo destes iogurtes não deve ser descartada. 

 

Figura 4. 6 - Gráfico de % de inibição das colinesterases (AChE e BuChE) da F4 do extrato Codium tomentosum 124 

 

Figura 4. 5 - Gráficos de % de inibição das colinesterases (AChE e BuChE) pelos iogurtes fabricados 
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4.2.2 pH e Acidez 

De acordo com o presente estudo, a inclusão da fração F4 de Codium tomentosum ou 

fitossomas não alteraram significativamente os valores de pH entre amostras nos primeiros dias 

de armazenamento, tendo sido o menor valor obtido ao sétimo dia de armazenamento no iogurte 

contendo 0.01% de extrato e fruta desidratada (pH = 4,23), e o mais elevado no iogurte ao qual 

foi adicionada uma percentagem de 0,05% de extrato, de 4,38.  

Entretanto, durante o tempo de armazenamento, observou-se que os valores de pH 

diminuíram ligeiramente entre o quarto e sétimo dia em todas as formulações de iogurtes 

(Figura 4.7), apresentando taxas decrescentes entre estes dois momentos de análise, de 1,80% 

a 8,65%. Este decréscimo deveu-se, provavelmente, ao crescimento de bactérias que 

transformam a lactose em ácido láctico durante o armazenamento, conforme relatado noutros 

estudos. 239 

Notou-se, no entanto, que o pH das amostras que continham a fração F4 ou fitossomas 

teve uma redução menor, em média 3%, em comparação com os iogurtes de controlo onde não 

foi adicionado extrato ou fruta desidratada, em média de 6%. Esta observação poderá ser 

atribuída à atividade antibacteriana característica dos compostos fenólicos presentes nos 

extratos, conforme descrito em estudos anteriores, inibindo o crescimento das bactérias. 240,241 

 

 

Figura 4. 7 - Comparação dos valores de pH das amostras de iogurte ao 4º e sétimo dia de armazenamento 

 

À semelhança do que ocorreu ao valor de pH, a adição da fração F4, ou fruta desidratada 

não afetou significativamente os níveis de acidez (representados pelas linhas da figura 4.8) do 
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iogurte quando comparados com os de controlo, no entanto, ao sétimo dia de armazenamento 

os resultados indicaram que o valor da acidez no iogurte de controlo (mínimo de 0,81353 

gramas de ácido láctico por 100 gramas de iogurte) e com adição da fração F4 (mínimo de 

0,71328 gramas de ácido láctico por 100 gramas de iogurte), foi maior do que as amostras 

contendo fitossomas (0,678 gramas de ácido láctico por 100 gramas de iogurte), comprovando 

que as amostras encapsuladas foram mais estáveis durante o armazenamento, tendência 

atribuída ao efeito da proteção do encapsulamento em estudos anteriores. 209 

 

Figura 4. 8 - Dispersão dos valores de acidez das amostras de iogurte 

 

A diminuição do pH e o aumento da acidez durante o armazenamento podem ser 

atribuídos à alta atividade metabólica das bactérias ácido lácticas, que hidrolisam a lactose, 

produzem ácido láctico e degradam ácidos gordos, reduzindo o pH e aumentando a acidez. 242  

A tendência observada nestes dois parâmetros esteve de acordo com estudos anteriores 

que a atribuíram também à capacidade tampão relativamente alta do leite. 243 

Os valores de acidez de todas as amostras de iogurte estavam na faixa de 0,92 a 1,27% 

de ácido láctico, que está dentro da faixa padrão mínima (0,60 a 1,5% de ácido láctico), 

conforme descrito pela Codex Alimentarius Commission. 244 

 

4.2.4 Humidade, Sinérese e Matéria Orgânica 

A humidade e a sinérese são atributos físicos importantes do iogurte, pois podem 

influenciar a aceitabilidade e até mesmo limitar o tempo de vida útil do produto, ao causar uma 

aparência indesejável. 244 
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A sinérese envolve o rearranjo espontâneo da rede de gel de iogurte, resultando na 

separação do soro. 245 Em estudos anteriores, iogurtes fortificados com extratos de plantas ou 

frutas apresentaram menor sinérese devido à formação de complexos estáveis entre compostos 

fenólicos e caseína, que poderiam conter mais soro de iogurte pela estabilização da matriz de 

gel, também ligada à afinidade do extrato por sistemas aquosos. 246,247 

No entanto no presente estudo verificou-se uma tendência oposta com o acréscimo da 

percentagem de extrato incluído no iogurte, embora a percentagem de humidade se tenha 

mantido, a libertação do soro aumentou consideravelmente (Fig. 4.9). Aparentemente não terá 

ocorrido a correta ligação entre o leite e a fração F4 de Codium tomentosum durante a 

fermentação, evidente pela deposição do mesmo no fundo dos recipientes, e comprovado pelo 

aumento da percentagem de matéria orgânica com o aumento da percentagem de extrato. 248 

 

Figura 4. 9 - Comparação da alteração da percentagem de matéria orgânica, humidade e sinérese com o aumento da 

percentagem de extrato F4 

 

4.2.5 Índice de Peróxido e Lípidos Totais 

A oxidação lipídica foi determinada por análise dos peróxidos lipídicos. No caso dos 

iogurtes com adição da fração F4 de Codium tomentosum, com o aumento da percentagem de 

lípidos, ligada ao conteúdo lipídico de 2.2 ± 0,1 g/100 g da alga 124 , verificou-se um aumento 

do índice de peróxidos. 

Ao quarto dia tanto os iogurtes controlo (sem aditivos), ou contendo F4 e fitossomas não 

apresentaram valor de peróxido, enquanto, ao sétimo dia este valor aumentou 

consideravelmente para os iogurtes que integraram 0,01% e 0,15% de fração F4, até 0,048 

meq/100 gramas no iogurte contendo 0,15% de F4 e fruta desidratada (Figura 4.9) enquanto no 

iogurte controlo não se verificou a peroxidação. No caso do iogurte controlo, alguns estudos 

reportaram a capacidade de inibição da peroxidação do ácido linoleico, por algumas estirpes de 
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bactérias produtoras de ácido lático. 249 O aumento do índice de peróxidos após a adição dos 

extratos, poderá estar relacionado com a inibição das bactérias presentes no iogurte, tal como 

reportado anteriormente na secção 4.2.2, diminuindo assim o efeito destas bactérias na inibição 

da peroxidação dos ácidos gordos do iogurte.  

Para o iogurte contendo fitossomas, embora também tenha apresentado valor de 

peróxidos de 0,006 meq/100 gramas, associado ao facto de a fosfatidilcolina ser altamente 

insaturada e a predominância de ácidos gordos polinsaturados gerar hidroperóxidos e produtos 

de oxidação secundária, o valor de peróxidos lipídicos foi bastante inferior em comparação aos 

restantes iogurtes que integraram extrato, de acordo com estudos anteriores que referem que a 

inibição da peroxidação lipídica pode ser consequência da combinação de mecanismos como a 

propriedade antioxidante intrínseca dos compostos adicionados e dos seus efeitos nas 

propriedades da membrana ao limitar a penetração de oxigénio molecular na bicamada lipídica, 

sendo que os extratos utilizados no presente estudo foram relatados como tendo capacidade 

antioxidante, que normalmente é maior no caso de compostos fenólicos. 250 

Tornou-se evidente que a nanoencapsulação, mesmo aumentando consideravelmente o 

teor de lípidos, protegeu os ácidos gordos insaturados dos fatores de deterioração, como a 

oxidação, conforme reportado em estudos anteriores.251 209 

Comparativamente com valores rotulados, em média de 0,03%/100g de iogurte, os 

iogurtes contendo extrato apresentaram valores tendencialmente inferiores estando de acordo 

com estudos anteriores reportaram a diminuição do teor de gordura de iogurtes pela integração 

de compostos de origem vegetal, evidenciando uma possível influencia no metabolismo da 

gordura pelo extrato levando à sua diminuição. 151,152 

 

Figura 4. 10 - Comparação do valor de Lípidos Totais e Peróxidos Lipídicos das amostras de iogurte produzidos 

4.2.6 Matéria inorgânica (Cinzas) e Minerais (Ca, K, mg e Na) 

O teor de cinzas aumentou com o aumento da percentagem da fração F4 introduzida nos 

iogurtes, até um máximo de 7,82% em comparação com o iogurte de controlo, que apresentou 
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um valor de 5,20%. Consequentemente os valores dos minerais totais por cada 100 mL de 

iogurte (Fig 4.11) também são maiores nos iogurtes com adição de extrato. Este aumento poderá 

estar ligado à alta concentração de minerais característica das algas marinhas extraídos durante 

a preparação dos extratos. 126 

Os valores para os teores de minerais quantificados nos iogurtes preparados neste trabalho 

são semelhantes aos valores reportados na literatura para a maioria dos minerais: Ca 82,4±1,2 

a 124,1±1,9; Mg 7,0±0,1 a 10,7±0,1, Na 42,6±0,6 a 63,0±1,0 e K 121,3±1,8 a 178,5±2,7 mg/100 

mL para diferentes tipos de iogurte, apresentando valores superiores para Mg e Na. 

Concordando com estudos anteriores que demonstraram que o Na é um dos minerais presentes 

com maiores teores em algas marinhas. 252,253 

Os valores de minerais quantificados nos iogurtes produzidos demonstram que os iogurtes 

são boas fontes de Ca (94,97 a 112,66 mg/100 mL), K (94,1 a 137 mg/100 mL) e Na (84,7 a 

85,2 mg/100 mL), e fontes razoáveis de Mg (19,3 a 23,1 mg/100 mL). 

A concentração de Ca em alimentos destinados a idosos revela-se como crucial pelos seus 

benefícios já relatados em estudos anteriores que, comprovaram que a densidade mineral óssea 

aumenta significativamente pelo consumo de alimentos com dose diária de cálcio relevante. 

Outros estudos revelaram ainda que mulheres saudáveis na pós-menopausa com ingestão 

adequada de cálcio podem aumentar a densidade mineral óssea da anca após um ano de 

suplementação. 254 

Estudos anteriores revelaram alterações do metabolismo do Mg com o envelhecimento, 

incluindo a diminuição da sua ingestão, déficit na absorção intestinal e perda renal deste 

mineral. O consumo reduzido de alimentos que contenham Mg leva ao défice deste mineral no 

organismo sendo muitas vezes assintomático. Distúrbios do sono e distúrbios cognitivos são 

comuns em idosos com déficit leve de Mg e podem ser frequentemente confundidos com 

sintomas catalogados para essas idades. 255 

Os déficits crônicos de Mg aumentam a produção de radicais livres que têm sido 

implicados no desenvolvimento de vários distúrbios crónicos, incluindo doenças 

cardiovasculares, hipertensão, diabetes mellitus tipo 2, asma, depressão, distúrbios 

psiquiátricos, doença de Alzheimer (DA) e outras síndromes demenciais, doenças musculares 

(dor muscular, fadiga crônica e fibromialgia), fragilidade óssea e cancro. 256 
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Figura 4. 11 - Concentração (mg/100mL) de minerais Cálcio (Ca), Fósforo (K), Magnésio (mg) 

e Sódio (Na) 

Com o aumento da percentagem de fração F4 notou-se ainda um acréscimo da 

concentração de sal no iogurte passando de 0,14 g/100 mL no iogurte de controlo para uma 

média de 0,18 g/100 mL. Este valor deverá estar associado ao ambiente salino de onde provém 

a alga utilizada para a extração do extrato empregue na produção dos iogurtes. 

Segundo o Decreto de Lei 54/2010, de 28 de maio, a quantidade a ter em consideração 

para decidir, num alimento, o que constitui uma quantidade significativa para a dose diária de 

consumo recomendada (DDR), deverá corresponder a 15 % da dose diária recomendada. 257 

Os iogurtes contendo extrato F4 ou fitossoma apresentaram em média, para a DDR 

relativamente baixas: 3,98 (Na), 6,06 (K), 5,76 (Mg) e 0,003 (Sal), enquanto o valor de cálcio 

se aproximou bastante da quantidade significativa, com 12,85 % DDR. 

Importante referir que comparando a % DDR de sal, onde iogurtes comercializados 

apresentam valores médios de 2, os iogurtes produzidos apresentaram um valor 

consideravelmente mais baixo, tornando-se benéfico para a saúde do idoso. 

Estudos anteriores reportaram para diferentes iogurtes valores de % DDR de 7 para K, 

bastante próximos do obtido no presente estudo (6,06) e 3 para Mg, relativamente inferior ao 

obtido (5,76), possivelmente devido à integração do extrato de algas conhecidas por serem uma 

rica fonte de proteínas e minerais (cálcio (Ca), magnésio (Mg), potássio (K), iodo (I), sódio 

(Na), fósforo (P), níquel (Ni), cromo (Cr), selênio (Se), ferro (Fe), zinco (Zn) e manganês (Mn)). 

258 

O Na é considerado um regulador essencial da pressão arterial, com ingestões mais altas 

correlacionadas com pressão arterial elevada e ingestões reduzidas com pressão arterial 
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excessivamente baixa. A ingestão baixa ou excessiva deste mineral poderá estar associada a 

maiores taxas de mortalidade. 259 

Por outro lado, o K, além de ser um nutriente fisiologicamente essencial ao ser humano, 

foi identificado como uma alternativa saudável ao consumo de Na. A sua coexistência é 

essencial para prevenir efeitos adversos à saúde, onde a alta proporção de Na para baixo K pode 

ser um fator crítico de risco de hipertensão. De salientar ainda que. ensaios clínicos confirmam 

a capacidade de reduzir a ingestão de Na e o uso de suplementos de K podem reduzir a pressão 

arterial sem efeitos colaterais prejudiciais. 260 

A análise de Na e K permite o cálculo da relação Na/K, e segundo estudos anteriores há 

uma redução do risco de doenças cardiovasculares se obtida uma relação Na/K < 1,0, 

demonstrando-se como bastante relevante a análise desta na dieta humana. 261 

Os iogurtes apresentaram na generalidade valores abaixo de 1, variando entre ,0,16 no 

iogurte de controlo até 0,81 em iogurtes contendo extrato F4. 

 

4.2.7 Proteínas e Açúcares totais 

O teor de proteína é conhecido por ser tendencialmente superior em algas verdes e 

vermelhas com valores entre os 10-47%. 127 Com base nos valores de proteína de algas verdes 

de estudos anteriores pode-se atribuir o aumento proteico nos iogurtes fortificados ao aumento 

da percentagem de extrato, conforme Tabela 4.2, podendo ainda concluir-se que o 

nanoencapsulamento aumenta a concentração de proteínas do extrato protegendo-a de possíveis 

fatores de deterioração que ocorram durante as etapas de fermentação ou armazenamento. 

Comparativamente com os iogurtes comercializados, os iogurtes contendo extrato F4 e 

fitossomas ultrapassam o valor de proteína de 3,30, alcançando-se valores de 4,40 g/100g em 

iogurtes contendo 0,15% de extrato F4, e chegando às 4,45 g/100g nos iogurtes onde foram 

incluídos os fitossomas. 

O teor de açúcar total apresentou uma ligeira redução, comparativamente com o iogurte 

de controlo com o aumento da percentagem de extrato F4, notando-se uma redução acentuada 

face a iogurtes comercializados, no entanto, o nanoncapsulamento mostrou-se também uma boa 

opção para contrariar este efeito, ao reduzir o aumento da acidez, reduziu o consumo da lactose, 

permitindo que o iogurte apresentasse um valor de açucares totais bem mais semelhante aos 

comercializados, conforme a Tabela 4.2.  

Ressalva-se que a tendência de redução do valor de açucares nos iogurtes de controlo e 

contendo extrato F4 deverá estar ligado ao já referido, na secção 4.4, aumento da acidez ao 
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sétimo dia mais acentuado nestes iogurtes, que deverá estar na origem do consumo da lactose 

e produção de ácido láctico. 

 

Tabela 4. 2 - Valores de Açúcares Totais e Lípidos Totais, Proteínas e Valor energético das amostras de iogurtes produzidos 

Leite % de extrato Codium 

tomentosum 

Valor energético 

Kcal/g 

Açúcares Proteína 

Meio Gordo 0 2,101 3,174 

0,01% 1,507 3,539 

0,01% FD 1,271 3,751 

0,15% 1,373 4,277 

0,15% FD 2,139 4,398 

(Fitossoma) 0,01% 3,004 4,454 

Iogurte Meio gordo  4,30 3,30 

 

4.2.8 Valor energético 

A nível calórico tendo em conta que a dose de referência para um adulto médio é de 

2000Kcal, notou-se uma discrepância de valores na % DR, entre o iogurte de controlo e os 

contendo 0,01% de extrato, com valores entre 1,42 a 1,53, face ao iogurte comercializado, que 

identifica no rótulo valores de 3%. No entanto, os iogurtes produzidos contendo 0,15% de 

extrato F4 encontram se perto deste valor, chegando aos 2,15%, ultrapassando-o no caso dos 

contendo fitossomas, com 3,90% (Fig. 4.3). 

 

Tabela 4. 3 - Valores de Energia (Kcal/g) e % Dose recomendada para um adulto médio das amostras de iogurtes produzidos 

Leite 
% de extrato Codium 

Tomentosum 

Valor energético 

Kcal/g 

 

% Dose 

recomendada 

Meio Gordo 

0 30,59 1,53 

0,01% 27,33 1,37 

0,01% FD 28,38 1,42 

0,15% 36,00 1,80 

0,15% FD 43,19 2,15 

(Fitossoma) 0,01% 78,01 3,90 

Iogurte Meio gordo  56,50 3 

 

4.3 Avaliação sensorial 

A análise sensorial efetuada seguiu o método efetivo no qual os provadores se 

pronunciaram sobre o seu gosto pessoal em relação aos iogurtes preparados. Nesta análise 
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participaram 5 provadores consumidores de iogurte naturais. A análise permitiu avaliar o aspeto 

visual, aroma e paladar dos iogurtes produzidos de forma a selecionar as misturas mais 

agradáveis. 

As opiniões foram bastante coerentes, iogurtes com percentagens de fração F4 acima dos 

0,01% apresentaram uma tonalidade amarelada e pouco apelativa, também verificado em 

estudos anteriores de adição de extratos de algas marinhas a iogurtes 262. Além disso, os resíduos 

da fração F4 no fundo do iogurte inviabilizariam a compra do mesmo (Figura 4.12). A adição 

da fruta desidratada ajudou neste aspeto, não permitindo detetar se o resíduo se tratava da 

mesma ou da fração F4 (Figura 4.13). Por outro lado, a adição desta quantidade de extrato 

integrados em fitossomas solucionou este aspeto, no entanto verificou-se que a adição de 

percentagens superiores, o resultado não foi o esperado (Figura 4.14), sendo que os fitossomas 

se aglomeraram na base do recipiente. 

O sabor dos iogurtes a partir dos 0,10% de F4 tornou-se mais ácido fazendo com que os 

provadores se questionassem quanto à viabilidade de consumir o mesmo até ao final. Neste 

caso, a adição de fruta aos iogurtes ajudou a melhorar o sabor, mas não o solucionou por 

completo. 

E por fim, em relação ao aroma o mesmo não foi afetado pela inclusão da fração F4 ou 

fitossomas, mantendo-se a opinião do aroma a “iogurte natural comprado no minimercado”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 

Figura 4. 12 - Iogurtes fabricados com 0,005% [1], 0,01% [2], 0,05% [3], 0,10% [4] e 0,2% [5] de extrato Codium 

tomentosum 
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Figura 4. 13 - Iogurtes fabricados com 0,01% de extrato com [6] e sem [2] fruta desidratada e com 0,15% de extrato com 

fruta desidratada [7] 

Figura 4. 14 - Iogurtes fabricados com 0,01% [8] e 0,15% [9] de extrato em fitossomas e 0,15% de extrato [10] 
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5. Considerações finais e trabalho futuro 

A implementação de comportamentos promotores da saúde, incluindo hábitos alimentares 

equilibrados, pode estar associada ao envelhecimento saudável e ao aumento da longevidade, 

bem como à diminuição do risco de declínio cognitivo. 

O presente estudo teve por objetivo a produção e caracterização de fitossomas contendo 

uma fração de um extrato de Codium tomentosum, do qual já tinha sido confirmado o poder 

neuroprotetor em estudo anterior desenvolvido no GRAQ. Posteriormente, foram produzidos 

iogurtes nos quais foi introduzida a fração F4 ou os fitossomas, caracterizando-se físico-

química e sensorialmente de modo a poder-se avaliar a viabilidade da inclusão deste alimento 

como um hábito alimentar para a geração mais envelhecida. 

Os fitossomas produzidos confirmaram que têm melhor lipofilicidade e hidrofilicidade 

do que os constituintes ativos. A fração F4 apresentou elevada solubilidade aquosa (95%), 

enquanto a solubilidade em n-octanol foi bastante reduzida (5%). A solubilidade aquosa do 

fitossoma sofreu um decréscimo não muito acentuado em comparação com o extrato, mas 

apresentou uma melhoria significativa na solubilidade em n-octanol.  

O pico de absorção UV característico de absorção da fração F4 de Codium tomentosum 

(280 nm) manteve-se presente no do fitossoma sugerindo que ocorreram interações físicas 

fracas entre o extrato e a L-α-fosfatidilcolina durante a formação do complexo, e assim concluí-

se que os cromóforos dos compostos não são afetados por serem complexados com fosfolípidos. 

O comportamento de fusão DSC sugeriu que o processo de formulação dispersou 

completamente a fração F4 dentro da matriz fosfolipídica, levando à formação do complexo 

fitóssomico amorfo e estável. 

A possível interação entre a fração F4 de Codium tomentosum e a L-α-fosfatidilcolina no 

fitossoma foi também estudada por FTIR e os espectros obtidos confirmaram, mais uma vez, a 

ligação química entre os compostos da fração F4 de Codium tomentosum e a L-α-

fosfatidilcolina. 

Após caracterização dos fitossomas, foram desenvolvidos diferentes tipos de iogurtes e 

avaliados os seus parâmetros fisico-químicos bem como o seu efeito neuroprotetor.  

A inclusão da fração F4 de Codium tomentosum ou fitossomas não alteraram 

significativamente os valores de pH entre amostras nos primeiros dias de armazenamento. 

Entretanto, com o aumento do tempo de armazenamento, observou-se que os valores de pH 

diminuíram ligeiramente entre o quarto e sétimo dia em todas as formulações de iogurtes. 
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Notou-se, no entanto, um menor rácio da redução do pH em amostras que continham extrato 

ou fitossomas. À semelhança do que ocorreu ao valor de pH a adição da fração F4, ou fruta 

desidratada não afetou significativamente os níveis de acidez do iogurte quando comparados 

com os de controlo. As amostras encapsuladas foram mais estáveis durante o armazenamento. 

Com o acréscimo da percentagem de fração F4 incluído no iogurte a sinérese aumentou, 

embora a percentagem de humidade se tenha mantido. Aparentemente não terá ocorrido a 

correta ligação entre o leite e o extrato durante a fermentação, ou a dissolução do extrato no 

leite. 

Ao quarto dia tanto os iogurtes isentos, ou contendo F4 ou fitossomas não apresentaram 

valor de peróxido, enquanto, ao sétimo dia este valor aumentou consideravelmente para os 

iogurtes que integraram 0,01% e 0,15% de extrato. O iogurte contendo fitossomas apresentou 

valor de peróxidos bastante inferior em comparação aos restantes iogurtes que integraram 

extrato. No caso dos iogurtes integrando a fração F4 de Codium tomentosum, com o aumento 

da percentagem de lípidos, aumentaram também os peróxidos lipídicos. 

Notou-se um aumento de proteína no iogurte com o aumento da percentagem de fração 

F4 concluindo-se, no entanto, que o nanoencapsulamento aumenta a concentração de proteínas 

do extrato. 

O teor de açúcar foi bastante afetado pela adição da fração F4, no entanto, o 

nanoencapsulamento mostrou-se também uma boa opção para contrariar este efeito, 

principalmente em comparação ao iogurte comercializado. 

O teor de cinzas aumentou com o aumento da percentagem de fração F4 introduzida nos 

iogurtes, até um máximo de 7,82% em comparação com o iogurte de controlo, com um valor 

de 5,20%.  

Com o aumento da percentagem de fração F4 notou-se ainda um acréscimo da 

concentração de sal no iogurte passando de 0,14g/100mL no iogurte de controlo para uma 

média de 0,18g/100mL. 

Relativamente ao efeito neuroprotetor, ainda que as percentagens de inibição das enzimas 

AChE e BuchE obtidas tenham sido relativamente baixas devido aos iogurtes fabricados 

integrarem percentagens bastante baixas da fração F4 ou fitossomas, sabe-se que a fração F4 

apresenta elevada percentagem de inibição das colinesterases (Figura 4.6) e, portanto, por efeito 

cumulativo a possibilidade de se alcançar inibição pelo consumo destes iogurtes não deve ser 

descartada. 

Sensorialmente, iogurtes com percentagens de fração F4 acima dos 0,01% apresentaram 

uma tonalidade amarelada e pouco apelativa e os resíduos de F4 depositaram-se no fundo do 
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frasco de preparação do mesmo. A adição da fruta desidratada ajudou neste aspeto, por outro 

lado a adição desta quantidade de fração F4 em fitossomas também funcionou. No entanto para 

percentagens superiores o resultado não foi o esperado, sendo que os fitossomas se 

aglomeraram na base do recipiente. 

O sabor dos iogurtes a partir dos 0,10% de fração F4 tornou-se mais ácido fazendo com 

que os provadores se questionassem quanto à viabilidade do seu consumo. Neste caso, a adição 

de fruta aos iogurtes ajudou, mas não o solucionou por completo. 

E por fim, em relação ao aroma o mesmo não foi afetado pela inclusão da fração F4 ou 

fitossomas, mantendo-se a opinião do aroma a “iogurte natural comprado no minimercado”. 

Assim, podemos concluir que a nanoencapsulação é uma alternativa favorável para 

preservar e proteger compostos bioativos contra circunstâncias ambientais inadequadas e 

aumentar a sua biodisponibilidade e estabilidade, favorecendo a sua aplicação em alimentos. 

Além disso, o encapsulamento diminui a volatilidade e aumenta a estabilidade química e 

térmica; protege contra oxigénio, pH, humidade e digestão gástrica; mascara sabor e aroma 

desagradáveis; melhora a solubilidade de compostos lipofílicos em meio aquoso; e possibilita 

a absorção prolongada de nutrientes. Todas essas vantagens são possibilitadas pela redução do 

tamanho das nanopartículas. 

Futuramente, deveria ser analisado o poder antioxidante destes alimentos assim como 

aumentar consideravelmente o número e faixa etária dos indivíduos envolvidos na análise 

sensorial. 
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Anexos 

A - Determinação da Solubilidade Octanol-Água e Coeficiente de partição 

A.1 - Curva de calibração para determinação da Solubilidade em Água 

No decorrer desta determinação foi necessário preparar soluções da fração F4 de 

concentrações entre 0,01 e 0,2 mg/mL. 

As diluições foram preparadas a partir da solução mãe de 1mg/mL, usando como 

solvente àgua ultrapura em balões volumétricos. 

Tabela A. 1 - Valores da concentração em mg/mL e das absorvâncias medidas a  280 nm das soluções padrão de 

Extrato/H2O 

Concentração 
(mg/mL) 

Absorvância (n=3) 
Absorvância 

(média) 

Desvio 
Padrão 

0,200 0,589 0,616 0,597 0,601 0,011 

0,100 0,366 0,367 0,380 0,371 0,006 

0,0500 0,218 0,217 0,232 0,222 0,007 

0,0200 0,148 0,150 0,148 0,149 0,001 

0,0100 0,108 0,124 0,120 0,117 0,007 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela A. 2 - Valores referentes aos limites de deteção e quantificação 
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Figura A. 1 - Curva de calibração da absorvância em função da concentração das soluções padrão de Extrato/H2O, com 

H2O ultrapura 
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𝐿𝑂𝑄 = 10 x (
𝑆𝐷

𝑚
) 

 

Tabela A. 3 - Registo dos valores obtidos das absorvâncias para as amostras Extrato/H2O e Fitossoma/H2O, respetivas 

concentrações com e sem fator de diluição (n=3) 

1:5 (n=3) Concentração 

Extrato/H2O 

(mg/mL) 

Fator de 

Diluição 
Concentração corrigida 

Extrato/H2O (mg/mL) A1 A2 A3 Média 

0,425 0,384 0,412 0,407 1,136 10 11,365 

1:10 (n=3) Concentração 

(mg/mL) 

Fator de 

Diluição 
Concentração corrigida 

(mg/mL) A1 A2 A3 Média 

0,261 0,274 0,266 0,267 0,779 20 15,586 

 

1:5 (n=3) Concentração 

Fitossoma/H2O 

(mg/mL) 

Fator de 

Diluição 

Concentração corrigida 

Fitossoma/H2O 

(mg/mL) A1 A2 A3 Média 

0,305 0,276 0,281 0,287 0,831 10 8,312 

1:10 (n=3) Concentração 

(mg/mL) 

Fator de 

Diluição 

Concentração corrigida 

Fitossoma/H2O 

(mg/mL) A1 A2 A3 Média 

0,231 0,201 0,206 0,213 0,641 20 12,814 

 

 

Concentração corrigida (mg/mL) 
 

Amostra Média Desvio Padrão  

Extrato/H2O 13,5 2,1  

Fitossoma/H2O 10,6 2,3  
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A.2 – Curva de calibração para determinação da Solubilidade em n-Octanol 

No decorrer desta determinação foi necessário preparar de soluções da fração F4 

com concentrações entre 0,01 e 0,5 mg/mL. 

As diluições foram preparadas a partir da solução mãe de 1mg/mL, usando como 

solvente n-Octanol em balões volumétricos. 

Tabela A. 4 - Valores da concentração em mg/mL e das absorvâncias medidas a  280 nm das soluções padrão de 

Extrato/n-Octanol 

Concentração 

(mg/mL) 
Absorvância (n=3) 

Absorvância 

(média) 

Desvio 

Padrão 

0,5 0,674 0,643 0,604 0,640 0,029 

0,2 0,285 0,312 0,263 0,286 0,020 

0,1 0,189 0,147 0,175 0,170 0,017 

0,05 0,066 0,088 0,061 0,0710 0,012 

0,01 0,012 0,009 0,016 0,0120 0,003 

 

 

Figura A. 2 - Curva de calibração da absorvância em função da concentração das soluções padrão de Extrato/n-

Octanol 

Tabela A. 5 - Valores referentes aos limites de deteção e quantificação 

LOD (mg/mL) 0,0520 

LOQ (mg/mL) 0,174 
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Tabela A. 6 - Registo dos valores obtidos das absorvâncias para as amostras Extrato/n-Octanol e Fitossoma/n-Octanol, 

respetivas concentrações com e sem fator de diluição (n=3) 

1:5 (n=3) Concentração Extrato/n-

Octanol (mg/mL) 

Fator de 

Diluição 

Concentração corrigida 

Extrato/n-Octanol (mg/mL) A1 A2 A3 Média 

0,355 0,357 0,362 0,358 0,0641 10 0,641 

1:10 (n=3) 
Concentração Extrato/ 

n-Octanol (mg/mL) 

Fator de 

Diluição 

Concentração corrigida 

Extrato/ n-Octanol 

(mg/mL) A1 A2 A3 Média 

0,167 0,164 0,150 0,160 0,039 20 0,784 

  

1:5 (n=3) Concentração 

Fitossoma/n-Octanol 

(mg/mL) 

Fator de 

Diluição 

Concentração corrigida 

Fitossoma/n-Octanol 

(mg/mL) A1 A2 A3 Média 

0,292 0,304 0,245 0,280 0,372 10 3,721 

1:10 (n=3) Concentração 

Fitossoma/n-Octanol 

(mg/mL) 

Fator de 

Diluição 

Concentração corrigida 

Fitossoma/n-Octanol 

(mg/mL) A1 A2 A3 Média 

0,163 0,163 0,146 0,157 0,217 20 4,340 

 

 

Concentração corrigida (mg/mL) 
 

Amostra Média Desvio Padrão  

Extrato/n-Octanol 0,712 0,071  

Fitossoma/n-Octanol 4,03 0,303  
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B - Determinação do Teor de Minerais 

B.1 - Curva de calibração para determinação da concentração de Magnésio (Mg), 

Cálcio (Ca), Potássio (K) e Sódio (Na) 

No decorrer desta determinação foram efetuadas leituras de soluções padrão de Mg, 

Ca, K e Na (Fig. B.1, B.2, B.3 e B.4) 

As diluições foram preparadas a partir das amostras finais da análise do teor de 

cinzas, às quais foi adicionado 1 mL de ácido nítrico (HNO3) em balão volumétrico de 100 

mL, e o restante volume perfeito com água ultrapura. Esta solução foi diluída com a 

solução de 1% HNO3 sempre que necessário 

 

 

Figura B 1 - Curva de calibração da absorvância em função da concentração das soluções 

padrão Mg 

 

Tabela B 1 - Valores referentes aos limites de deteção e quantificação 

LOD (mg/L) 0,230 

LOQ (mg/L) 0,766 
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Figura B 2 - Curva de calibração da absorvância em função da concentração das soluções padrão Ca 

 

Tabela B 2 - Valores referentes aos limites de deteção e quantificação 

LOD (mg/L) 1,468 

LOQ (mg/L) 4,894 

 

  

Figura B 3 - Curva de calibração da absorvância em função da concentração das soluções padrão K 

 

Tabela B 3 - Valores referentes aos limites de deteção e quantificação 

LOD (mg/L) 1,468 

LOQ (mg/L) 4,894 
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Figura B 4 - Curva de calibração da absorvância em função da concentração das soluções padrão Na 

 

 

Tabela B 4 - Valores referentes aos limites de deteção e quantificação 

LOD (mg/L) 0,240 

LOQ (mg/L) 0,799 
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C - Determinação do Teor de Açucares Totais 

C.1 - Curva de calibração para determinação da concentração de Pentoses 

No decorrer desta determinação foi necessário preparar soluções de glucose de 

concentrações entre 0,05 e 1 mg/mL. 

As diluições foram preparadas a partir da solução mãe de 1mg/mL, usando como 

solvente água ultrapura em balões volumétricos. 

Tabela C. 7 - Valores da concentração em mg/mL e das absorvâncias medidas a  480 nm das soluções padrão de 

Glucose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela C. 8 - Valores referentes aos limites de deteção e quantificação 

 

 

LOD (mg/mL) 0,114
LOQ (mg/mL) 0,380

mg Glucose/mL     0  orri id  
Média 

(n =2) Desvio padrão 

0,05 
0,1815 

0,177 0,005 

0,1715 

0,10 
0,2585 

0,261 0,002 

0,2625 

0,15 
0,3475 

0,353 0,006 

0,3585 

0,20 
0,4745 

0,493 0,019 

0,5115 

1,00 
1,4585 

1,48 0,03 

1,5105 
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Figura C. 3 - Curva de calibração da absorvância em função da concentração das soluções padrão de Glucose 
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C.2 - Curva de calibração para determinação da concentração de Hexoses 

No decorrer desta determinação foi necessário preparar soluções de glucose de 

concentrações entre 0,05 e 1 mg/mL. 

As diluições foram preparadas a partir da solução mãe de 1mg/mL, usando como 

solvente água ultrapura em balões volumétricos. 

Tabela C. 3 - Valores da concentração em mg/mL e das absorvâncias medidas a  490 nm das soluções padrão de 

Glucose 

 

mg Glucose/mL     0  orri id  Média 
Desvio 

padrão 

0,05 0,2355 
0,238 0,002 

0,05 0,2395 

0,1 0,3205 
0,323 0,0025 

0,1 0,3255 

0,15 0,4195 
0,4065 0,013 

0,15 0,3935 

0,2 0,5015 
0,521 0,019 

0,2 0,5395 

1 1,5785 
1,60 0,02 

1 1,6255 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela C. 4 - Valores referentes aos limites de deteção e quantificação 

 

 

LOD (mg/mL) 0,069

LOQ (mg/mL) 0,229

Figura C. 2- Curva de calibração da absorvância em função da concentração das soluções padrão de Glucose 

y = 1,415x + 0,1934

R² = 0,9977

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

 
  
 
0

mg Glucose/mL


