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 RESUMO 

A procura crescente por produtos alimentares inovadores e mais saudáveis, tor-

nam as macroalgas potenciais substitutos dos alimentos terrestres e piscícolas, dado 

possuírem uma composição nutricional rica em ácidos gordos polinsaturados, proteína, 

vitaminas, fibra e sais minerais.  

O presente trabalho pretendeu desenvolver e otimizar uma versão de base ve-

getal do garum (produto fermentado produzido a partir das partes menos nobres dos 

peixes, amplamente utilizado como iguaria gastronómica/tempero pelos romanos), o 

VEGarum, a partir da fermentação espontânea de duas macroalgas (Palmaria palmata e 

Ulva rigida). As fermentações decorreram em presença de 5% (p/v) de NaCl adicionado 

e Aspergillus oryzae (koji) e foram realizadas pela microbiota fermentativa autóctone. 

A microbiota dominante envolvida nas fermentações foi identificada por méto-

dos clássicos e moleculares, sendo detetada a presença de bactérias acido-lácticas (Pe-

diococcus pentosaceus e Levilactobacillus brevis) e leveduras fermentativas (maioritari-

amente Wickeranomyces anomalus). A evolução da fermentação realizada pela micro-

biota autóctone foi avaliada determinando periodicamente o pH e ºBrix, observando-se 

um abaixamento do pH e um aumento da concentração de ácido láctico em ambas as 

fermentações até ao 11º dia (valores de pH de 4,06 para Palmaria palmata e 4,08 para 

Ulva rigida), mais acentuados entre o 2º e o 4º dia de fermentação. O aumento do ºBrix 

verifica-se até ao 11º dia para Palmaria palmata (12,2), enquanto Ulva rigida aumenta 

apenas até ao dia 9 (9,20). Verificou-se o aumento da acidez titulável em ambas as al-

gas. 

De forma a caracterizar os VEGaruns, foram realizadas análises à composição 

química, não se observando diferenças significativas na proteína total (p<0,05). Por 

outro lado, observou-se um aumento no teor em fenóis e flavonoides totais, muito 
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embora os VEGaruns tenham apresentado uma redução no potencial antioxidante. Por 

fim, realizaram-se provas de análise sensorial pelo consumidor, verificando-se que os 

produtos foram sensorialmente aceites, destacando-se o VEGarum de Palmaria palmata 

(60% aceitação). 

 

Palavras-chave: Palmaria palmata, Ulva rigida,  Fermentação, Macroalgas, Garum. 
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ABSTRACT 

Growing interest in food novels and healthy diets opens a window of opportuni-

ty to explore macroalgae as a potential substitute to terrestrial and fish food. Macroal-

gae detain a complete nutritional composition, composed by essential fat acids, high 

protein content and essential vitamins, fibers, and minerals.  

Our main goal is to develop a green version of an ancient recipe, garum, a ro-

man sauce fermented from fish uneatable parts. This sauce was greatly used in cooking 

to attenuate overall flavours. Our final product is not produced from animal protein, 

instead we studied the evaluation of spontaneous fermentation in Portuguese indige-

nous seaweed species - Palmaria palmata and Ulva rigida. Fermentation occurred under 

a NaCl 5% (p/v) concentration with the addition of koji inoculum (Aspergillus oryzae). 

Fermentation process started naturally due the indigenous microbiota of the seaweeds.  

The dominant microbiota involved in the fermentations was identified by classi-

cal and molecular methods, and the presence of lactic acid bacteria (Pediococcus pen-

tosaceus and Levilactobacillus brevis) and fermentative yeasts (mostly Wickeranomyces 

anomalus) was detected. The evolution of the fermentation conducted by the autoch-

thonous microbiota was evaluated by periodically determining the pH and ºBrix. ob-

serving a decrease in pH and an increase in the concentration of lactic acid in both fer-

mentations until the 11th day (pH values of 4.06 for Palmaria palmata and 4.08 for Ulva 

rigida), more pronounced between the 2nd and 4th day of fermentation. The increase 

in ºBrix occurs until the 11th day for Palmaria palmata (12.2), while Ulva rigida increases 

only until the 9th day (9.20). There was an increase in titratable acidity in both macroal-

gae. 

In order to characterize the VEGaruns, chemical composition analyzes were car-

ried out, with no significant differences in total protein (p<0.05). On the other hand, an 
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increase in the total phenols and flavonoids content was observed, although the VE-

Garuns showed a reduction in the antioxidant potential. Finally, sensorial analysis was 

carried out by the consumer, verifying that the products were sensorially accepted, with 

emphasis on VEGARum from Palmaria palmata (60% acceptance). 

 

Keywords: Palmaria palmata, Ulva rigida, Fermentation, Macroalgae, Garum. 
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1.  

Introdução 

Com o crescimento das dietas de base vegetal como o plant-based e vegetaria-

nismo no sentido lato, surgem novas oportunidades de desenvolvimento de produtos 

alimentares inovadores e com foco numa alimentação mais clean e saudável (Mintel, 

2021). Cada vez mais, o consumidor tem consciência do impacto da indústria alimentar, 

procurando produtos que visem a sustentabilidade e estimulação de economia locais e 

nacionais, onde a criatividade e autenticidade detêm um papel fundamental na tomada 

de decisão de compra, procurando ainda alimentos que apresentem funções nutracêu-

ticas devido à preocupação acrescida com a saúde (Innova, 2022; Mintel, 2021). 

 

Tendencialmente, os alimentos fermentados ganham relevância e espaço em to-

do o tipo de dietas, principalmente pelos benefícios que lhes estão associados. Durante 

os processos fermentativos, ocorrem transformações físico-químicas que os tornam 

alimentos mais ricos nutricionalmente: aumento da biodisponibilidade dos compostos 

nutricionais e bioatividade dos compostos promotores de saúde, aliados a uma nova 

experiência gastronómica através de flavours e texturas (Rezac et al., 2018; Tamang et 

al., 2016).  

 

A fermentação trabalha em simbiose com sustentabilidade no setor alimentar, 

uma vez que facilmente se consegue inovar e transformar alimentos que seriam des-

cartados, em novos produtos potencialmente nutritivos e apelativos ao consumidor 

(Tamang et al., 2020).  
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Dentro das novas tendências alimentares, as macroalgas surgem como potenciais 

substitutos dos alimentos provenientes da pesca, tendo especial relevância para dietas 

de base vegetal, onde se apresentam como uma solução sustentável face à exploração 

de plantas terrestres e produtos de origem animal (Mouritsen & Styrbæk, 2020), com 

uma composição nutricional bastante completa e interessante – contém ácidos gordos 

polinsaturados, elevados níveis de proteína, fibra alimentar, minerais como o iodo - 

mineral essencial que apenas se encontra em concentrações mais elevadas, sendo ricas 

em compostos bioativos como os antioxidantes, pigmentos, polissacáridos sulfatados, 

e vitaminas, entre estas a vitamina B12, ausente em vegetais e plantas terrestres 

(Shannon & Abu-Ghannam, 2019). Para além disso, apresentam um fator diferenciador 

que torna as macroalgas  apetecíveis ao paladar, o sabor umami (Milinovic et al., 2021). 

 

Atentos às exigências e necessidades do consumidor atual e à procura por parte 

dos chefs por produtos que visem a inovação aliada à herança cultural, seguindo a ten-

dência de explorar as potencialidades das macroalgas na alimentação, surge o projeto 

VEGarum, pensando no forte contexto histórico e gastronómico da cozinha mediterrâ-

nica, valorizando a longa ligação afetuosa que o povo português detém com o mar, e 

explorando técnicas ancestrais através da fermentação. Neste contexto, este projeto 

pretendeu criar um produto inovador, reintroduzindo e inovando um produto fermen-

tado ancestral deixado como herança gastronómica pelos romanos através do desen-

volvimento de uma versão vegetal feita a partir de macroalgas portuguesas criadas em 

regime multitrófico de aquacultura, tornando-o inclusivo e proporcionando assim uma 

nova experiência gastronómica. 

 

Durante o Império Romano, Troia e Lisboa foram os maiores polos de produção e 

exportação de garum em Portugal (Bugalhão, 2001). Este “elixir” era consumido pelas 

classes mais abastadas como substituto do sal e intensificador de sabor, resultado da 

transformação das partes menos nobres dos peixes como as vísceras e guelras, com 

recurso à técnica de salga e utilização ervas aromáticas (Grainger, 2014).  
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Este processo fermentativo, iniciava-se através das enzimas endógenas do pesca-

do, que atuam na primeira fase de transformação, onde ocorria uma hidrólise enzimáti-

ca, e simultaneamente, devido à grande concentração de sal existente (10% a 25%) 

(Zang et al., 2020), dava-se um processo osmótico, em que a água proveniente dos 

tecidos animais extraia os nutrientes e sais minerais necessários para o crescimento da 

microbiota fermentativa (Curtis, 2017) . A duração da fermentação encontrava-se entre 

os 3 e 12 meses (Mouritsen et al., 2017). Após concluído o processo, a pasta de consis-

tência gelatinosa seria prensada e filtrada: o sobrenadante extraído seria o garum, en-

quanto a pasta resultante da prensagem, seria designada como allec (Grainger, 2011). 

 

Esta dissertação encontra-se inserida no projeto exploratório 

UID/AGR/04129/2020 financiado pelo LEAF - Landscape, Environment, Agriculture and 

Food Research Center do Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa e 

tem como objetivo desenvolver os seguintes pontos:  

 

1. Avaliação do processo metabólico; 

2. Caracterização da microbiota fermentativa;  

3. Isolamento, identificação dos microrganismos fermentativos que fazem parte 

da microbiota autóctone; 

4. Avaliação das características químicas do produto;  

5. Estudo e avaliação da aceitação do consumidor através da realização de tes-

tes de análise sensorial;  
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2.  

  Revisão Bibliográfica  

2.1. A fermentação 

2.1.1. Ancestralidade, tradição e identidade cultural  

A fermentação, no seu sentido lato, caracteriza-se pelo processo de transforma-

ção por atividade metabólica de microrganismos que convertem compostos orgânicos 

como hidratos de carbono em álcool e ou em ácidos orgânicos, tendo sido amplamen-

te utilizada pelos nossos antepassados como forma de aumentar o tempo de vida útil e 

conservação dos alimentos (Amato et al., 2021; Terefe & Augustin, 2020).  

 

O processo fermentativo pode ocorrer de uma forma espontânea, sendo obser-

vado frequentemente na natureza em matérias-primas em cru, como por exemplo 

quando frutas amadurecidas acabam por ter os açúcares naturalmente presentes con-

vertidos em álcool, ou de uma forma não espontânea, amplamente utilizada pela in-

dústria, e baseada na inoculação de determinados microrganismos específicos (starters 

ou culturas de arranque), para que esta ocorra de forma controlada, padronizada e 

otimizada  (Amato et al., 2021; Ilango & Antony, 2021; Josephsen & Jespersen, 2004). 

 

Segundo, Amato et al. (2021), o consumo de alimentos fermentados estaria asso-

ciado ao início da civilização humana com o domínio da agricultura e aprendizagem de 

métodos de conservação, mas a relação desenvolveu-se a par da nossa evolução. É 

colocada a hipótese de que os nossos antepassados primatas consumiam frutas e tu-

bérculos naturalmente fermentados, sendo que o consumo destes pode ter tido um 
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impacto direto na adaptação e evolução biológica dos seres humanos enquanto espé-

cie, uma vez que os processos fermentativos, facilitavam a biodisponibilidade e a ab-

sorção dos nutrientes, podendo por exemplo, o consumo frequente destes alimentos 

ter contribuído para a encefalização da espécie Australopithecus.1  

  

O domínio das técnicas de fermentação permanece uma incógnita. Os fermenta-

dos surgiram de forma espontânea e inevitável, uma vez que a fermentação faz parte 

do ciclo natural de “reciclagem” de matéria orgânica, tendo acontecido repetidamente 

até serem observados os seus benefícios (R. Hutkins, 2006; Steinkraus, 2004; Tamang et 

al., 2020; Terefe, 2016).  

 

Com a anexação das civilizações, a domesticação dos animais e o domínio das di-

ferentes espécies de cultivo agrícola como os cereais, dão indícios de que as bebidas 

fermentadas foram as primeiras com as quais os seres humanos estabeleceram contac-

to, como o hidromel e o leite fermentado, enquanto o vinho, o pão e cerveja, foram 

possivelmente os primeiros a ter as suas produções massificadas, uma vez que matéria-

prima utilizada era cultivada em grande escala para alimentação das populações. (R. 

Hutkins, 2006; Prajapati & Nair, 2008; Ross et al., 2002; Steinkraus, 2004).  

 

Neste sentido, a fermentação surge como um método revolucionário e importan-

te de armazenamento e conservação de alimentos, uma vez que diminuía a perecibili-

dade das matérias-primas utilizadas, através da produção de metabolitos primários e 

secundários, tornando-os mais seguros para consumo e supria as necessidades nutrici-

onais (R. Hutkins, 2006; Ross et al., 2002; Terefe, 2016; Terefe & Augustin, 2020).  

 

O conhecimento empírico da produção de alimentos fermentados foi possivel-

mente passado por via oral e de geração em geração (Tamang & Samuel, 2010; Terefe 

& Augustin, 2020), mas Katz (2012) e Tamang et al. (2020), argumentam que os fenó-

menos migratórios contribuíram para a disseminação do conhecimento ancestral e 

 

1 É importante salientar que não existem muitos estudos realizados nesta vertente, sendo que a hi-

pótese colocada é difícil de comprovar, como referido pela própria autora.  



 

 

7 

 

práticas culturais, uma vez que os imigrantes levavam consigo culturas fermentativas 

como herança cultural e símbolo de tradição. Dunn et al. (2021), referem que a diversi-

dade de alimentos fermentados, é resultado do contacto entre diferentes culturas, pela 

troca de conhecimento dos processos utilizados e dos substratos, tendo sido utilizados 

como moeda de troca e estimulação de economias no passado (Shoda, 2021).  

 

A criação da enorme diversidade de alimentos fermentados, pode ser explicada 

por vários fatores externos e que diretamente se influenciam entre si: as condições am-

bientais, a localização geográfica e os locais utilizados para fermentação, as questões 

culturais e económicas, as práticas gastronómicas e dietas predominantes, e por fim, os 

substratos disponíveis e utilizados para fermentação, vão ter um impacto direto na in-

trodução de microrganismos com características fermentativas específicas, quanto à 

viabilidade, dominância e interações das diferentes populações (Dunn et al., 2021; 

Ilango & Antony, 2021; Tamang et al., 2020; Terefe, 2016).  

 

Dunn et al. (2021), argumentam que, quando os nossos antepassados ancestrais 

fermentavam e partilhavam alimentos fermentados, aumentavam o hologenoma indi-

vidual e cultural, como uma identidade única, que facilitava a propagação de diferentes 

estirpes de microrganismos.  

 

Apesar de ser do conhecimento geral que existem diferenças culturais e prefe-

rências a nível gastronómico entre o oriente e ocidente (Tamang et al., 2020), Luís Froís 

(1585) missionário jesuíta em missão no Japão no século XVI, citado por Shonda (2021), 

relata bem esse contraste, ao descrever que os japoneses detestavam os cheiros dos 

alimentos lácteos fermentados amplamente consumidos nos países de Ocidente, mas 

adoravam os odores libertados dos órgãos de peixe em processo de fermentação. 

 

É importante referir a relevância que os produtos fermentados representam en-

quanto comidas étnicas, património gastronómico e atrações turísticas, estimulando 

economias. No Japão, frequentemente, a fermentação e alimentos fermentados, são 

colocados em destaque e são promovidos em revistas de turismo e gastronomia 

(Shoda, 2021). O Kimchi, na Coreia do Sul, integra a lista da UNESCO na categoria de 
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património imaterial da humanidade. Na Índia, o Dahi (coalhado) de leite de vaca ou 

búfala fermentado, é consumido por uma diversidade enorme de populações, sendo 

considerado um alimento sagrado em festivais e rituais para comunidades hindus e 

budistas. (Tamang et al., 2016). No ocidente, facilmente determinados fermentados são 

associados a localizações geográficas e tradições: os queijos à Suíça, as azeitonas e 

chouriços a Portugal e Espanha, os vinhos a França, e as cervejas a países com produ-

ção massificada de cerveja como Alemanha, Bélgica e Países Baixos.  

 

2.1.2. Processos fermentativos 

Os alimentos fermentados podem ser definidos como o resultado do processo 

tecnológico, em que a atividade metabólica e crescimento de microrganismos, estabili-

zam e transformam as matérias-primas utilizadas em produtos alimentares seguros, 

com valor nutricional acrescentado e com características organoléticas diferenciadas e 

únicas (Tamang et al., 2020; Terefe & Augustin, 2020). 

 

Na produção de alimentos fermentados em pequena escala e de forma artesanal, 

é comum ser utilizada a técnica de back slopping, que consiste na inoculação do ali-

mento com uma pequena parte do resultado da fermentação anterior, ou a fermenta-

ção espontânea, em que o ambiente envolvente e a microbiota autóctone do alimento 

dão início ao processo fermentativo (Dunn et al., 2021; Ilango & Antony, 2021; Nout & 

Aidoo, 2002; Tamang et al., 2020). As fermentações espontâneas, são resultado da ati-

vidade competitiva de diferentes microrganismos não identificados, em que diferentes 

espécies dominam diferentes fases do processo fermentativo (Holzapfel, 1997), resul-

tando em consórcios (mixed cultures). As espécies podem estar ou não identificadas e 

caracterizadas isoladamente. Com a diversidade de microrganismos e espécies envolvi-

das nos processos fermentativos, as características dos produtos não são homogéneas, 

resultando numa variabilidade entre lotes de produtos (Hutkins, 2006). 

 

Na indústria e produção de larga escala, são utilizados starters (culturas de arran-

que) conhecidos pelas suas características funcionais e tecnológicas, em que o resulta-

do é mais facilmente previsível, com características sensoriais, nutricionais, e reológicas 
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padronizadas, onde os parâmetros de qualidade são consistentes, de forma a corres-

ponder aos critérios de segurança alimentar (Hutkins, 2006; Ilango & Antony, 2021; 

Terefe, 2016). Os starters caracterizam-se pela preparação e definição de uma enorme 

variedade de microrganismos fermentativos previamente identificados que, quando 

inoculados, aceleram o processo de fermentação e diminuem a perda de produto 

(Buzzini et al., 2017; Ilango & Antony, 2021). 

 

É bastante comum a adição de starters quando a microbiota autóctone é inativa-

da através da aplicação de diversos tratamentos como temperaturas elevadas e pH,  

permitindo assim o crescimento dos microrganismos adicionados (Altieri et al., 2017; 

Josephsen & Jespersen, 2004). As culturas de starters definidas podem ser compostas 

por uma cultura/estirpe pura (monocultura) ou uma mistura entre 2 e 6 estirpes (multi-

culturas) de microrganismos identificados e conhecidos pelas suas características fer-

mentativas (Hutkins, 2006; Josephsen & Jespersen, 2004; Tamang, 2010). 

 

Os alimentos fermentados podem ser classificados com base no resultado da 

fermentação ou no tipo de processo. Por exemplo, Tamang (2010), menciona que os 

alimentos fermentados podem ser definidos pelas suas propriedades ácidas, alcalinas e 

alcoólicas, enquanto Terefe & Augustin (2020), classificam os processo fermentativos 

consoante os microrganismos dominantes envolvidos. 

2.1.3. Microrganismos fermentativos 

2.1.3.1. Bactérias ácido-lácticas (BAL) 

As Bactérias ácido-lácticas (BAL) são bactérias Gram-positivas e não produtoras 

de catálase, anaeróbias obrigatórias ou facultativas e acidófilas que metabolizam açú-

cares em ácido láctico. São ainda conhecidas pela produção de bacteriocinas, compos-

to com potencialidade de biopreservação, uma vez que inibe o crescimento de micror-

ganismos patogénicos.  A acidificação é responsável pela conservação através do abai-

xamento de pH e aumento da concentração de ácidos orgânicos. Para além disso, as 

BAL apresentam capacidade para tolerarem concentrações até 5%, o que leva a que o 

sal seja adicionado frequentemente em diversos alimentos fermentados que envolvem 
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fermentações lácticas proporcionando condições favoráveis para o seu desenvolvimen-

to (Altieri et al., 2017; Josephsen & Jespersen, 2004; Lacasse, 2000a; Ross et al., 2002).  

 

As BAL encontram-se subdividas com base no seu metabolismo: 

- Homofermentativas quando a glucose é metabolizada através de enzimas pela 

via glicolítica de Embeden-Meyrhof. A partir de um 1 mol de glucose são produzidos 2 

mol de ATP e 2 mol de piruvato, sendo este convertido em 2 mol de lactato por via 

enzimática, o que leva a que o ácido láctico seja o principal composto produzido atra-

vés desta via metabólica (Altieri et al., 2017; Amato et al., 2021; Hutkins, 2006; Ross et 

al., 2002). 

- Heterofermentativas quando produzem quantidades equimolares de diferentes 

compostos como ácido láctico, ácido acético, etanol e dióxido de carbono, a partir da 

glucose, pela via das hexoses monofosfatadas ou pentoses (Altieri et al., 2017; 

Josephsen & Jespersen, 2004; Ross et al., 2002). 

 

As diferentes espécies de BAL podem ser classificadas consoante a temperatura 

ótima de crescimento e de produção de ácido láctico: as espécies/estirpes mesófilas 

têm temperaturas ótimas em torno de 30 ºC , enquanto as espécies termófilas têm uma 

temperatura ótima de crescimento a 42 ºC (Altieri et al., 2017; Lacasse, 2000a). Os gé-

neros de bactérias Bifidobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococ-

cus e Streptococcus pertencem ao grupo das bactérias ácido-lácticas (Bourdichon et al., 

2021). 

2.1.3.2. Leveduras  

As leveduras são microrganismos eucarióticos unicelulares, em que na sua forma 

vegetativa se reproduzem de forma assexuada por gemulação ou fissão binária, sendo 

classificadas consoante o seu metabolismo respiratório (aeróbias estritas, anaeróbias 

estritas ou aeróbias-anaeróbias facultativas), os nutrientes utilizados para crescimento, 

tolerância térmica e osmótica, presença ou não de ascósporos, modo de reprodução e 

formação ou não de pseudomicélio, sendo encontradas em legumes, cereais e frutas 

(Lacasse, 2000b).   
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Estes microrganismos apresentam propriedades biotecnológicas importantes pa-

ra a indústria alimentar (Rai et al., 2019).  São os principais responsáveis pela realização 

de fermentações alcoólicas, uma vez que têm preferência por substratos ricos em fon-

tes de carbono provenientes de hidratos de carbono, convertendo açúcares em álcool 

(Maicas, 2020; Rai et al., 2019). O seu crescimento depende da existência de compostos 

como açúcares fermentescíveis, aminoácidos disponíveis, vitaminas, minerais e não 

menos importante, a quantidade de oxigénio disponível (Maicas, 2020). A produção e 

tolerância ao etanol, ácidos orgânicos e dióxidos de enxofre são ferramentas que per-

mitem a diferenciação metabólica das espécies (Maicas, 2020). Os valores de pH ótimos 

de crescimento encontram-se entre 4,5 e 5,5, dependendo da espécie podem adaptar-

se a valores de pH mais ácidos ou mais alcalinos (Lacasse, 2000b). As temperaturas 

ótimas de crescimento situam-se entre os 20 ºC e os 30 ºC, mais uma vez, estes valores 

podem variar consoante a espécie (Lacasse, 2000b).  

 

As leveduras estão frequentemente envolvidas em processos fermentativos resul-

tante de consórcios, como fungos filamentosos ou bactérias ácido-lácticas, e detém o 

importante papel na produção e utilização de ácidos orgânicos, desenvolver flavours, 

aromas e texturas, potencializando as propriedades nutricionais, através da redução de 

compostos anti nutricionais (Rai et al., 2019). As enzimas produzidas por leveduras são 

responsáveis pela produção de diferentes metabolitos que aumentam a biodisponibili-

dade de compostos bioativos, como péptidos, oligossacáridos e polifenóis livres (Rai et 

al., 2019).  

2.1.3.3. Fungos filamentosos 

Os fungos filamentosos ou bolores pertencem ao grupo dos organismos multice-

lulares, caracterizando-se como aeróbios estritos. A sua forma filamentosa, deve-se ao 

desenvolvimento de hifas, onde está contido o citoplasma e informação genética. Nas 

extremidades das hifas, encontram-se os esporos. O processo de esporulação é o prin-

cipal responsável pelas diferentes colorações (Behera et al., 2019; Lacasse, 2000b). 

 

A sua reprodução caracteriza-se por ser assexuada, mas a reprodução sexuada 

acontece em várias espécies de fungos filamentosos. Os esporos, por norma, são resis-
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tentes a condições ambientais extremas.  As temperaturas ótimas de crescimento situ-

am-se na maioria dos casos entre os 20 ºC e 25 ºC, enquanto a gama de pH's ótimos 

localiza-se entre 4 e 6. No entanto, devido à grande capacidade adaptativa facilmente 

se desenvolvem numa gama ampla de temperaturas e valores de pH (Behera et al., 

2019; Lacasse, 2000b). 

 

Apesar de ser do conhecimento geral que os fungos filamentosos são problemá-

ticos quando se trata de produção de micotoxinas causando grandes perdas a nível 

alimentar, diversas espécies de fungos são utilizados para a produção de alimentos 

fermentados, pela sua capacidade de produção de enzimas capazes de realizar a hidró-

lise de macromoléculas (lípidos, hidratos de carbono e proteínas) e pela produção de 

compostos responsáveis por propriedades organoléticas distintas, sendo muitos deles 

classificados como indígenas e tradicionais principalmente nos países orientais 

(Lacasse, 2000b; Nout & Aidoo, 2002).  

 

Dentro dos grupo de fungos filamentosos que são utilizados para produção de 

alimentos, encontra-se Aspergillus oryzae (Figura 1). Este fungo, considerado como 

GRAS, tem uma temperatura ótima de crescimento entre 32 ºC e 36 ºC e o valor de pH 

ótimo encontra-se entre 5.0 e 6.0, sendo que pode multiplicar-se numa vasta gama de 

valores de pH (2.0-8.0) (Daba et al., 2021).  Quando inoculado em substratos ricos em 

amido, como o arroz (koji), produz uma grande variedade e quantidade de enzimas, 

formando um starter enzimático altamente eficiente (Daba et al., 2021; Yamashita, 

2021). As principais enzimas produzidas são amilases (α-amilases, β-amilases e gluco-

amilases), β-galactosidase, celulases, pectinases, asparaginases, proteases e lipases 

(Daba et al., 2021; Nout & Aidoo, 2002).  
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O koji detém a importante função de hidrolisar macromoléculas complexas em 

moléculas simples, disponibilizando nutrientes e fontes de energia para a microbiota 

fermentativa, sendo amplamente utilizado na produção de uma variedade de produtos 

tradicionais no Japão como miso, molho de soja, sake, mirin, entre outros, sendo consi-

derado o fungo nacional (Yamashita, 2021). Durante o processo de fabrico de koji, são 

libertados compostos que contribuem para aromas e flavours agradáveis deste tipo de 

alimentos (Yamashita, 2021).  

 

2.2. Dos fermentados ancestrais ao património gas-

tronómico 

2.2.1. O sal e a salga: a importância comercial  

Apesar das tendências alimentares atuais, visarem a redução do sal adicionado 

aos alimentos, é importante frisar que, desde os primórdios das civilizações, o sal apre-

senta uma elevada importância, tendo sido utilizado desde então como conservante e 

amplificador de sabores nos alimentos (Elias et al., 2020; Steinkraus, 2004). Para os ro-

manos, o sal desempenhava um papel socioeconómico relevante, uma vez que o exér-

cito era pago em sal, dando origem à palavra salarium (Kurlansky, 2002).  

 

Com a expansão do Império, a indústria conserveira detinha um papel socioeco-

nómico acrescido, uma vez que permitiu o desenvolvimento da atividade píscola e de 

FIGURA 1 - FUNGO FILAMENTOSO ASPERGILLUS 

ORYZAE VISTO AO MICROSCÓPIO. 

CRÉDITOS: FRANCISCO DUARTE  
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oficinas de manipulação dos produtos resultantes destes nas orlas marinhas, com o 

principal objetivo de conservar e estender o tempo de vida útil dos pescados, fornecer 

e garantir o consumo de peixe durante as épocas em que a pesca era escassa, e supri-

mir as necessidades existentes de sal (Bernardes, 2015; Bugalhão, 2001; Marzano, 2018).  

 

Curtis (2017), menciona que os produtos derivados da salga do peixe podem ser 

divididos em duas tipologias de produtos: as salgas de peixe (incluindo as secagens e 

desidratações) e os molhos de peixes fermentado e não fermentados. 

 

Salsamentum, era a palavra utilizada pelos romanos para descrever produtos 

conservados em sal utilizando diferentes técnicas de salga, sendo o peixe o mais im-

portante de todos (Curtis, 1991; Kurlansky, 2002), as salgas sólidas eram designadas de 

salsamenta (Bernardes, 2015). 

 

 As técnicas de salga foram adaptadas e aprimoradas pelos romanos, partindo 

dos conhecimentos adquiridos através dos gregos, que utilizavam o termo geral tari-

chos, para descrever salga de peixe, mas que detinham diferentes terminologias para 

descrever os tipos de cura, as espécies de peixe processadas (thynnides) e as partes do 

peixe (melandrua) que seriam utilizadas, se consistiam numa salga leve (arkeopastos), 

intermédia (hēmitarichos) ou intensa (teleios), entre outras (Curtis, 2017).  

 

As partes menos nobres como o sangue, vísceras e guelras, também detinham a 

sua importância, uma vez que não eram descartadas, mas sim reutilizadas para a pro-

dução dos diferentes molhos de peixe (garum, liquamen, muria e allec) (Curtis, 1991; 

Kurlansky, 2002). 

 

Troia foi um dos maiores centros industriais de salga de todo o império romano, 

onde as principais atividades seriam a transformação de pescado e produção de produ-

tos a partir destes, devido à proximidade com as salinas, uma vez que a extração de sal 

já era uma atividade com forte expressão na região (Bugalhão, 2001; Pinto et al., 2014).  
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2.2.2. Garum, liqueman, muria e allec 

Grainger (2018, 2021), argumenta sobre a dificuldade de definir o que é garum, 

uma vez que nos textos clássicos não é consensual a terminologia dos diferentes mo-

lhos de peixe utilizados, referindo ainda que a diferenciação entre garum e liquamen 

que utiliza nem sempre é aceite nas comunidades académicas.  

 

Esta dificuldade, deve-se principalmente às referências encontradas em diferentes 

fontes, a partir do século III, em que a palavra garum, passa a ser substituída por li-

quamen, passando a ser o termo comum para qualquer tipo de molho de peixe fer-

mentado (Bernardes, 2015; Curtis, 2017; Grainger, 2018).  

 

Grainger, (2018, 2021), menciona que na obra de Apicius, os 2 temperos apresen-

tam aplicações distintas na cozinha: o garum é utilizado como tempero de acabamen-

to, enquanto o liquamen aparece mencionado como tempero adicionado durante o 

processo de cozedura com outros ingredientes para amplificar sabores e desenvolver 

flavours. A autora refere que a utilização de temperos com outros ingredientes adicio-

nados como vinho (Oenogarum), vinagre (Oxygarum), azeite ou óleo (Oleogarum), 

água (Hydrogarum) e mel (Meliogarum) (Bernardes, 2015; Bugalhão, 2001; Curtis, 2017; 

Mouritsen et al., 2017) mencionados em diversas receitas de Apicius, apesar de se refe-

rirem ao garum, eram possivelmente misturados com liquamen, uma vez que a concen-

tração de sal contida neste era menor, tornando-o assim mais facilmente utilizável e 

consumível como tempero. Um liquamen de peras, possível versão vegetariana do tra-

dicional, é mencionado e discutido por Palladius na sua obra Opus Agricultura 

(Grainger, 2021).  

 

O Garum resulta da fermentação de sangue, órgãos e vísceras de peixes que 

possam ser sangrados e eviscerados, como a cavala, e detém influências romanas, uma 

vez que foram estes que começam a produção em larga escala, criando diferentes tipos 

de garum com diferentes espécies de peixe, trazendo valor acrescentado ao produto, 

estando principalmente acessível apenas para as classes socialmente mais altas 

(Grainger, 2021).  
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O Liquamen (nome latim), por sua vez, apresentava ser um molho mais barato e 

comum, resultado da fermentação de todas as partes de médios/pequenos peixes com 

sal em que adicionavam vísceras extras para hidrolisação e maior liquidificação, tendo 

menos densidade do que o garum, amplamente utilizado pelos Gregos, apelidado de 

Garos (Grainger, 2011, 2018, 2021; Mouritsen et al., 2017).  Curtis (2017), refere que 

apesar da diferenciação entre garum e liquamen, manter-se incerta, o liquamen po-

deria ser resultado das lavagens do allec com água morna e sal. 

 

Halmer em grego ou Muria em latim, era um molho, resultante da salmoura de 

peixe armazenado durante longos períodos, resultado do processo osmótico induzido 

pela adição de sal e exsudação da água presente nos tecidos dos peixes, não eram adi-

cionadas enzimas digestivas e, portanto, não era um molho fermentado (Grainger, 

2021).  

 

Por fim, o allec (ou hallex), pasta fermentada resultante do processo de filtração 

do garum e liquamen, composta por restos que não foram dissolvidos durante o pro-

cesso fermentativo, como as espinhas. Segundo Bernardes (2015), existia diferentes 

variedades de allec classificadas consoante a constituição do mesmo ou receita utiliza-

da. 

2.2.3. A herança gastronómica: molhos de peixe e atualidade  

Historicamente, a fermentação de peixe está intrinsecamente ligada ao uso de 

sal, uma vez que permite a sua preservação e criação de produtos. Apesar do consumo 

de molhos de peixes fermentados ser ancestral, detém uma importância acrescida nos 

países asiáticos, sendo incluído na alimentação diária, uma vez que garante o consumo 

recomendado de proteína diária e é uma fonte importante de minerais como cálcio, 

magnésio e ferro e vitaminas do grupo B, como a B12, sendo considerado património 

cultural, histórico e gastronómico (Lopetcharat et al., 2001; Xu et al., 2021; Zang et al., 

2020). 
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A forma de fabrico dos molhos de peixe fermentados de hoje, continuam a ter o 

mesmo princípio fermentativo que os ancestrais, uso de todas as partes de peixe ou 

moluscos, sal para inibição de crescimento de patogénicos e diferentes tempos de fer-

mentação, em que o abaixamento dos valores de pH e produção de ácidos orgânicos 

por bactérias ácido-lácticas e liquidificação através da hidrólise enzimática, são as prin-

cipais transformações químicas que permitem a sua conservação e obtenção (Kose & 

Hall, 2011; Lopetcharat et al., 2001).  

 

Os produtos obtido a partir da fermentação de peixe podem ser classificados conso-

ante a quantidade de sal adicionado (0 até 30%), o tipo de substrato utilizado, onde é 

comummente adicionado arroz cozido ou assado, millet, farinha ou até mesmo açúcar,  

fonte de energia para a população de bactérias lácticas, leveduras e fungos filamento-

sos (Saisithi, 1994), o método fermentativo (fermentação espontânea ou controlada 

através de inoculação), e por fim a aparência do produto final como demonstra a Figu-

ra 2 (Kose & Hall, 2011; Zang et al., 2020).  

FIGURA 2 - TIPOLOGIA E CLASSIFICAÇÃO DOS PRODUTOS FINAIS , MÉTODOS FERMENTATIVOS, TIPOS DE 

SUBSTRATOS E CONCENTRAÇÃO DE SAL ATRAVÉS DA FERMENTAÇÃO DE PEIXE. ADAPTADO DE ZANG ET AL., 

(2020). 
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2.3. Do ancestral à inovação: potencialidade das ma-

croalgas  

2.3.1. Os objetivos de desenvolvimento sustentável da ONU  

Segundo Cai et al.,(2021), as macroalgas vão de encontro a diversos objetivos de-

finidos pela Organização das Nações Unidas para o Desenvolvimento Sustentável, 

Agenda 2030 (Figura 3), tendo sido definido um report "Seaweeds  Revolution: A Mani-

festo For A Sustainable Future" por Lloyd’s Register Foundation (2020):  

 

SG1, SG2 e SG3: Devido à riqueza nutricional das macroalgas (macronutrientes e 

micronutrientes) enquanto alimento completo, tem o potencial de contribuir para o 

sistema alimentar mais justo, suprimindo necessidades nutricionais através do consumo 

de alimentos formulados à base das mesmas ou consumo direto. Atualmente, já são 

utilizadas na produção de rações animais (incluindo aquacultura), biofertilizantes e bio-

diesel. Utilização dos compostos bioativos para formulação de potenciais aplicações 

medicinais e na formulação de medicamentos à base dos mesmos (Bizzaro et al., 2022; 

Yong et al., 2022).  

 

SG8 e SG10: O desenvolvimento de indústria de exploração de macroalgas e pro-

dutos derivados destas, podem ser uma oportunidade de gerar novas empresas, con-

sequentemente, o desenvolvimento e criação de postos de trabalho em países de eco-

nomias emergentes, principalmente em áreas costeiras, onde as comunidades que vi-

vem nas orlas marítimas continuam a sofrer de desigualdades socioeconómicas (Cai et 

al., 2021; Yong et al., 2022).  

 

SG12:  A extração de polissacáridos presentes nas macroalgas, apresentam po-

tencialidade de exploração e utilização para a produção de biofilmes e embalagens 

inteligentes não tóxicas e biodegradáveis, como forma de redução do plástico (Lloyd’s 

Register Foundation, 2020; Yong et al., 2022).  

 

SG13 e SG14: As macroalgas enquanto plantas marinhas contribuem para o de-

senvolvimento de biodiversidade dos ecossistemas e manutenção dos habitats mari-
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nhos, sendo ainda produtoras de oxigénio a partir do dióxido de carbono, através do 

processo de fotossíntese e decompositoras de compostos inorgânicos. Face às plantas 

terrestres, têm a vantagem  de não requerem o uso de terra, tornando a sua produção 

sustentável e amiga do ambiente. A aquacultura multitrófica integrada é uma fonte 

importante tanto na produção de macroalgas para aplicação na alimentação humana e 

animal como de preservação e produção de espécies marinhas para consumo humano 

(García-Poza et al., 2020; Yong et al., 2022).  

 

FIGURA 3 - OBJETIVOS DE DESENVOLVIMENTO SUSTENTÁVEL DA ONU, AGENDA 2030, EM QUE AS MA-

CROALGAS SE INSEREM. 

2.3.2. As macroalgas 

Classificadas como seres multicelulares e autotróficos, realizam fotossíntese e cres-

cem principalmente nas zonas costeiras, com máximo de 60 metros de profundidade. 

Dividem-se em 3 grupos taxonómicos em que as verdes (Chlorophyta) e as vermelhas 

(Rhodophyta) pertencem ao Reino Plantae, enquanto as castanhas (Phaeophyceae), 

pertencem ao Reino Chromist (Gomez-Zavaglia et al., 2019; Pereira, 2016). Esta divisão 

deve-se principalmente aos diferentes pigmentos fotossintéticos, e aos teores de fito-

coloídes presentes na constituição das diferentes espécies (Pereira, 2009).  

 

A clorofila a, pigmento fotossintético orgânico comum a todas as macroalgas, tem 

a capacidade de absorver energia solar e produzir oxigénio (O2) a partir da água. No 

processo fotossintético ocorre a fixação de dióxido de carbono (CO2) e produção de 

glucose. Este processo torna as macroalgas, uma das principais fontes responsáveis de 

produção de oxigénio para a atmosfera (Pereira, 2016). Para além disso, contribuem 
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para a formação de ecossistemas marinhos, onde diferentes espécies coabitam e inte-

ragem (Gomez-Zavaglia et al., 2019). 

 

Contrariamente às plantas terrestres, as macroalgas não contêm raízes, mas discos 

basais que facilitam a aderência às rochas, não sendo utilizados como órgão de nutri-

ção, mas detêm a capacidade de absorver nutrientes em toda a sua superfície (Gomez-

Zavaglia et al., 2019). A constituição nutricional varia consoante a época do ano e é 

influenciada através de diferentes fatores ambientais entre eles, a localização geográfi-

ca, a salinidade e pH da água, a intensidade solar, entre outros (Chye et al., 2018). 

 

Os níveis de fibra presentes nas macroalgas são iguais ou superiores quando 

comparadas com as plantas terrestres (MacArtain et al., 2007; Øverland et al., 2019). 

Devido aos diferentes graus de polimerização, os oligossacáridos (AGAROS, NAOS, 

COS, ALGOS e  FUCOS) presentes nas macroalgas não são decompostos na parte supe-

rior do trato gastrointestinal por via enzimática, mas apresentam potencial enquanto 

compostos pré-bióticos, uma vez que chegam ao intestino intactos, prontos a serem 

consumidos pela microbiota intestinal (Gomez-Zavaglia et al., 2019; Patel et al., 2021; 

Zheng et al., 2020).  

 

As macroalgas fazem parte da alimentação diária dos países asiáticos, enquanto 

o consumo em países ocidentais é relativamente limitado. A procura por alimentos tra-

dicionais orientais, pela perceção de serem mais saudáveis e a busca por novas experi-

ências gastronómicas em restaurantes de especialidades orientais (como o sushi) pro-

porcionam a introdução de macroalgas na alimentação, ainda que o seu seja esporádi-

co (Blikra et al., 2021). Principalmente utilizadas na formulação de rações para animais e 

produção de biodiesel, tendencialmente ganham destaque devido aos compostos bio-

ativos, como os polissacáridos sulfatados, aminoácidos essenciais, ácidos gordos polin-

saturados, pigmentos, compostos fenólicos, capacidade antimicrobianas, compostos 

antioxidante e anti-inflamatórios, que podem ser extraídos e utlizados como ingredien-

tes chave na formulação de novos produtos alimentares (Chye et al., 2018; Monteiro et 

al., 2021).  
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TABELA 1 - SUMÁRIO DA CONSTITUIÇÃO FILOGENÉTICA, PIGMENTOS E FICOCOLÓIDES PRESENTES NAS AL-

GAS CASTANHAS, VERDES E VERMELHAS. FONTE: *GOMEZ-ZAVAGLIA ET AL.,(2019). 

 

2.3.2.1. Palmaria palmata 

Palmaria palmata, em português, conhecida como Botelho Comprido, é uma 

macroalga vermelha, pertencente Reino Plantea, filo Rhodophyta e Classe Floride-

ophyceae, o seu comprimento máximo é de 50 cm, crescendo em águas atlânticas e 

pacíficas, sendo que em regime de aquacultura o seu crescimento também é bem su-

cedido (Figura 4). O seu nome foi dado pela sua divisão, que se parece com os dedos 

de uma mão (Mouritsen, 2013), sendo das algas para as quais mais registos existem 

do seu consumo alimentar e usos medicinais pelos povos que viviam nas costas norte 

atlânticas e pacíficas durante séculos (Mouritsen et al., 2013).  

 

Rica em teores de proteína (entre 8 a 35% em peso seco, este valores podem 

variar do inverno para o verão), contendo quase todos os aminoácidos essenciais à 

exceção do triptofano, enquanto os mais abundantes, segundo Mouritsen et 

al.,(2013), são ácido aspártico, glicina, a alanina, acido glutâmico, prolina e serina. O 

ácido aspártico e o ácido glutâmico são os responsáveis pelo sabor a umami, a proli-

na, serina e alanina responsáveis pelo sabor doce e por fim a isoleucina, leucina  e va-

Reino Filo Classes* Pigmentos Ficocolóides Referências 

Protista Ochrophyta Phaeophyceae 

Clorofila b, c1, c2, c3; 

α, β-caroteno; 

Xantofilas: 

- Fucoxantina, 

 entre outras. 

Alginato; 

Laminarina; 

Fucoidan. 

Cardoso et al.,(2014) 

Gallardo (2015) 

Gomez-Zavaglia et 

al.,(2019); 

Pereira (2011) e (2016); 

Pérez-Alva et al.,(2022); 

Reboleira et al.,(2021); 

. 

Plantea 

Chlorophyta Ulvophyceae 

Clorofila a e b; 

Carotenoides: 

- α, β, ε-caroteno; 

- Xantofilas; 

Amido;  

Celulose; 

Ulvan. 

Rhodophyta 

Bangiophyceae; 

Compsopogonophyceae; 

Florideophyceae; 

Porphyridiophyceae; 

Rhodellophyceae; 

Stylonematophyceae. 

Clorofila a e d; 

α, β-caroteno; 

Aloficocianina; 

r-Ficoeritrina; 

r-Ficocianina; 

Xantofilas. 

Agar; 

Agarrose; 

Carrageninas. 
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lina são responsáveis pelo sabor amargo, conferindo a Palmaria palmata um comple-

xo de sabores intensos (Mouritsen, 2013; Mouritsen et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palmaria palmata apresenta elevados níveis de vitamina C, potencializando a 

absorção de ferro (Pereira, 2011), é rica em ficoeritrina (0,5% em peso seco), ficobilipro-

teína característica das algas vermelhas, pigmento importante na formação de vitamina 

A (Pereira, 2009, 2018). Através da Figura 5, caracterização de Palmaria palmata utiliza-

da na realização deste trabalho, é possível observar a riqueza de vitaminas do comple-

xo B, grupo de vitamina solúveis em água que desempenham a função de regulação do 

metabolismo e crescimento celular, vitamina E e K, vitaminas solúveis em gordura, que 

detém a importante função de regulação de atividades biológicas, como a atividade 

antioxidante (Pereira, 2018).  

 

Apresenta riqueza a nível de diversos minerais como demonstra a Figura 5, sen-

do que se destacam os elevados valores de iodo, potássio, cálcio, magnésio e ferro. 

Relativamente aos hidratos de carbono, Palmaria palmata, apresenta 50,6 g, destes, 

28 g são fibra alimentar (solúvel e insolúvel) e 22,6 g são açúcares, potencialmente 

fermentescíveis como será discutido no ponto 4.3.  

FIGURA 4 - PALMARIA PALMATA.  

 Fonte: algaeBASE   
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FIGURA 5 - INFORMAÇÃO NUTRICIONAL DE PALMARIA PALMATA  DA MARCA TOK DE MAR, ALGAPLUS, 

PORTUGAL. %VRN - VALORES DE REFERÊNCIA DO NUTRIENTE; %DDR - DOSE DIÁRIA RECOMENDADA. 

 

2.3.2.2. Ulva rigida 

Ulva rigida ou alface-do-mar, em português, é uma alga verde pertencente ao 

Reino Plantea, filo  Chlorophyta, Classe Ulvophyceae, que pode atingir até 15 cm de 

comprimento, encontrada frequentemente em rochas (Figura 6). Usualmente cresce em 

climas  temperados e quentes, podendo ser consumida em saladas e sopas (Pereira, 

2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6 - ULVA RIGIDA. 

Fonte: algaeBASE   
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Detém elevados níveis de proteínas (entre 10 a 25% de peso seco), contendo um 

bom aporte de aminoácidos e essenciais e não essenciais, fibras solúveis e insolúveis, 

vitaminas (destacando-se a A e a C) e minerais como cálcio, magnésio e ferro, como 

demonstra a Figura 7; e apresenta elevados níveis de ácidos glutâmico e aspártico, rica 

em ácidos gordos polinsaturados (Pereira, 2011; Queirós et al., 2021; Taboada et al., 

2009). 

Os ulvanos são heteropolissacáridos sulfatos solúveis em água que contribuem 

para a resistência e flexibilidade da alga, sendo constituídos por ácidos urónicos (ácido 

glucurónico e ácido idurónico), por L-ramnose sulfatada, xilose e glucose (Cesário et al., 

2018). Os polissacáridos sulfatos estão associados a atividades biológicas como imuno 

inflamatória, antioxidante, antiviral, anticoagulante e anti tumor  (Adrien et al., 2019; 

Cesário et al., 2018; Leiro et al., 2007). 

 

Ulva rigida é frequentemente incorporada em rações para alimentação animal 

(Calheiros et al., 2021). As primeiras fermentações de macroalgas foram com algas da 

espécie Ulva (Uchida & Murata, 2004).  

FIGURA 7 - INFORMAÇÃO NUTRICIONAL DE ULVA RIGIDA  DA MARCA TOK DE MAR, ALGAPLUS, PORTU-

GAL. %VRN - VALORES DE REFERÊNCIA DO NUTRIENTE; %DDR - DOSE DIÁRIA RECOMENDADA. 
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2.3.3. Fermentação de macroalgas 

A fermentação de macroalgas é estudada para produção de metano desde os 

anos 70. Em 1998, o Dr. Motoharu Uchida deu início ao estudo das fermentações lácti-

cas e alcoólicas, através da utilização de diferentes inóculos em algas verdes, Ulva spp., 

recorrendo ao uso de enzimas comerciais, para quebra dos diferentes polissacáridos. A 

fermentação durou 17 meses a uma temperatura controlada de 2 ºC. (Uchida, 2014; 

Uchida & Miyoshi, 2013).  

 

Um dos principais constituintes das macroalgas são hidratos de carbono, sendo a 

maior parte constituídos por fibras solúveis e insolúveis (MacArtain et al., 2007) Uchida 

(2014), refere que grande parte destas fibras são não fermentescíveis ou apresentam 

dificuldade de serem fermentáveis, sendo necessário recorrer à utilização de enzimas 

para degradação destas macromoléculas. Por outro lado, as macroalgas são ricas em 

açúcares armazenados com potencialidade para serem utilizados como substratos para 

fermentação.  

 

Segundo Stiger-Pouvreau et al., (2016), as macroalgas são constituídas por dife-

rentes hidratos de carbono: mono e dissacáridos (açúcares simples) onde se incluem os 

de baixo peso molecular e solúveis em água (glucose, galactose, fucose, manitol etc) e 

os polissacáridos (açúcares complexos), que se dividem em dois tipos: os homopolissa-

cáridos (amido, celulose, laminarano etc) e os heteropolissacáridos (alginato, agar, car-

rageninas etc), de grande peso molecular e insolúveis em água.  

 

MacArtain et al., (2007), argumentam que existem dois tipos de polissacáridos 

presentes nas macroalgas: os estruturais como a hemicelulose, e os armazenados, onde 

se incluem os ficocolóides como demonstra a Tabela 1. Estas fibras solúveis apresen-

tam propriedades estabilizantes, gelificantes, emulsionantes e espessantes, com ampla 

utilização e importância para a formulação de produtos em diversas indústrias, mas 

detém uma importância acrescida para a indústria alimentar (Cardoso et al., 2014), uma 

vez que conferem principalmente características físicas aos produtos (Roohinejad et al., 

2017).  
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Zheng et al., (2020), detalham que os ficocolóides presentes nas algas castanhas 

são constituídos em subunidades de monossacáridos de glucose, ramnose, galactose, 

fucose, xilose, manose, ácido glucurónico e manurónico, enquanto a composição dos 

ficocolóides nas vermelhas são glucose, galactose e 3,6-anidro-galactose, e por fim nas 

verdes, pode-se encontrar glucose, manose, ramnose, xilose, ácido idurónico e glu-

curónico.  

 

O processo de sacarificação de algas, é um passo importante para o processo 

fermentativo ocorrer, através da hidrólise enzimática, os polissacáridos são quebrados 

em monossacáridos e dissacáridos, tornando-se em açúcares simples de baixo peso 

molecular, disponíveis para serem utilizados como fonte de energia pela microbiota 

fermentativa (Uchida, 2014).  

 

Pérez-Alva et al. (2022), referem que a fermentação de macroalgas não é diferen-

te dos diferentes processos fermentativos existentes, onde os principais microrganis-

mos envolvidos são fungos filamentosos e bactérias Gram-positivas (bactérias lácticas), 

e em estado líquido ou submersas, onde a microbiota fermentativa é principalmente 

constituída por leveduras e bactérias Gram-negativas (bactérias acéticas), em que o 

objetivo principal consiste na criação de biomassa, com valor acrescentado devido aos 

metabolitos primários e secundários produzidos durante os processos fermentativos 

(Figura 8).  

 

Apesar de existirem diversas formas de conservação de macroalgas como a con-

gelação e a preservação em sal, a desidratação é a mais comum. Ao ser retirada toda a 

água presente nas macroalgas, os microrganismos patogénicos não se desenvolvem, 

preservando assim o seu tempo de vida útil de prateleira (Blikra et al., 2021).  

 

A fermentação de macroalgas para alimentação é um tópico ainda pouco explo-

rado tanto academicamente como na indústria, mas que pode ser uma resposta para a 

preservação das macroalgas em fresco através da acidificação com aplicações biotec-

nológicas. A fermentação aumenta a biodisponibilidade e bioacessibilidade de com-

postos ativos, desenvolvimento de novos produtos que sigam as tendências alimenta-
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res sustentáveis como a criação de micoproteína (Blikra et al., 2021; Reboleira et al., 

2021; Salgado et al., 2021) . 

 

 

FIGURA 8 - ESQUEMATIZAÇÃO DO PROCESSO FERMENTATIVO DE MACROALGAS. ADAPTADO DE REBOLEIRA 

ET AL., (2021) E PÉREZ-ALVA ET AL. (2022).  

 

Enzimas comerciais; 

Starters Enzimáticos 

(koji). 
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3.  

Materiais e Métodos 

 

3.1. Produção de koji  

3.1.1. Preparação do arroz  

O substrato utilizado na preparação de koji foi arroz carolino da marca Golden 

Sun (Lidl, Alemanha), uma vez que este apresenta grandes quantidades de amilose. 

Primeiramente, o arroz foi lavado para remover impurezas com água corrente e deixa-

do em imersão em água durante 24 horas, sendo coberto com um pano de forma a 

proteger das impurezas ambientais.  

 

Após as 24 horas, o arroz foi lavado, cozido a vapor (100 ºC) durante 30 minutos 

na Bimby (Vorwerk, Alemanha) e deixado a arrefecer. Posteriormente, foi dividido em 

500 g em 2 sacos herméticos e congelados a -20 ºC, até ser utilizado. 

 

3.1.2. Inoculação e produção do koji  

Para preparação do starter de koji, o arroz foi deixado a descongelar no frigorifi-

co e posteriormente à temperatura ambiente para ser inoculado. Os cestos de incuba-

ção foram cobertos com gaze hidrófila. Recolheu-se o fungo Aspergillus oryzae de uma 

placa de meio PDA com 7 dias de incubação, ressuspendeu-se em 22,5 mL de água 
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desmineralizada estéril, obtendo-se uma concentração final entre 5x105 e 1x106 esporos 

por grama de arroz cozido.  

Os sacos de arroz foram agitados vigorosamente de forma a homogeneizar o 

fungo, e em seguida o arroz foi distribuído pelos cestos de incubação e mexido com 

um garfo desinfetado previamente, por fim, foi tapado com a gaze e deixado a incubar 

à temperatura ambiente até crescimento visível do micélio que corresponde também a 

uma produção de aromas notória. Durante 3 dias, o arroz foi remexido duas vezes ao 

dia (manhã e noite) com o garfo desinfetado e borrifado com H2O estéril desminerali-

zada, de forma a facilitar a propagação do fungo, homogeneizar a sua distribuição pelo 

arroz e permitir a libertação de calor e do vapor de água produzido pelo fungo. Após o 

crescimento, o koji foi armazenado em sacos herméticos e congelado a -80 ºC, para 

parar a sua atividade e para sua conservação. 

 

Previamente à sua utilização, procedeu-se à inativação do fungo, aplicando um 

tratamento térmico em estufa durante 4 horas a uma temperatura de 50 ºC. Este pro-

cesso permite a inativação do fungo Aspergillus oryzae, sem desnaturar as enzimas 

presentes (proteases, lipases e amilases) que detêm a importante função de quebrar 

macromoléculas complexas presentes nas algas, tornando-as biodisponíveis e bioati-

vas, facilitando assim o crescimento da microbiota fermentativa. 

3.2. Preparação do VEGarum e ensaio fermentativo 

Para produção do VEGarum foram utilizadas duas espécies de macroalga (Palmaria 

palmata e Ulva rigida, Tok de Mar, ALGAplus, Portugal) às quais foi adicionado koji com 

Aspergillus oryzae previamente inativado, água e sal marinho de acordo com as pro-

porções indicadas na Tabela 2. 

 

TABELA 2 - INGREDIENTES UTILIZADOS PARA PREPARAÇÃO DE DOIS VEGARUNS 

Palmaria palmata Ulva rigida 

80 g de alga 40 g de alga 

933 mL de H2O estéril 900 mL de H2O estéril 

36 g de koji inativo 30 g de koji inativo 

47 g de sal marinho 45 g de sal marinho 
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Primeiramente, foram adicionadas 282,64 mL e 259,12 mL de H2O desminerali-

zada e estéril a 80 g de Palmaria palmata e 40 g de Ulva rigida desidratadas respetiva-

mente, para reidratação durante 30 minutos. As diferentes quantidades de água adici-

onadas resultam da maior capacidade de absorção de água por Palmaria palmata e de 

forma a obtermos sobrenadante, adiciona-se 2x o peso da alga demolhada de H2O 

desmineralizada e estéril. A quantidade de sal adicionado corresponde a 5% do peso 

total. Desta forma, adicionou-se à alga Palmaria palmata (362,64 g de alga demolhada), 

570 mL de H2O, 47 g de NaCl e 36 g de koji inativado, enquanto a Ulva rigida (299,12 g 

de alga demolhada), adicionou-se 600 mL de H2O, 45 g de NaCl e 30 g de koji inativa-

do. De forma a obter uma mistura homogénea e consistente, recorreu-se à utilização 

de uma varinha mágica para trituração.  

 

Em seguida, os preparados de VEGarum de Palmaria palmata e Ulva rigida foram 

colocados em balões de Erlenmeyer, em duplicado, identificados como A e B respeti-

vamente, sendo colocados a fermentar em banho termostastizado, a 25 ºC, sem agita-

ção, durante 14 dias. O processo fermentativo ocorreu de forma espontânea e em am-

biente de aerobiose, de forma a recriar as condições ambientais em que o garum era 

produzido. Ao longo do ensaio fermentativo, dos balões A foram recolhidas amostras 

periodicamente para posterior análise química, enquanto dos balões B foram retiradas 

1 mL de amostra ao tempo 0, 7 e 14 dias do ensaio para análises microbiológicas des-

critas nos pontos 3.3 e 3.4. As amostras recolhidas tiveram como finalidade a observa-

ção da evolução da fermentação através da avaliação dos parâmetros pH e ºBrix (teor 

de sólidos solúveis).  

 

Após o término da fermentação e para posterior identificação da microbiota fer-

mentativa, foram retirados 1 mL de cada um dos balões (A e B) de ambas as algas, co-

locando-se em eppendorfs de 2 mL juntamente com glicerol a 30%, armazenando-se a 

-80 ºC. O restante produto, foi centrifugado, armazenado a -20 ºC e guardado para 

realização das análises químicas.  
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3.3. Análise da microbiota fermentativa  

3.3.1. Meios de isolamento 

3.3.1.1. De Man, Rogosa e Sharpe agar (MRS)  

O meio MRS Agar (1960) (Biokar, França), foi preparado de acordo as instruções 

do fornecedor. As quantidades definidas e utilizadas foram: 70,3 g de meio e 1L de 

água desmineralizada, colocado a esterilizar na autoclave. Após esterilização, foi deixa-

do a arrefecer a temperatura ambiente, para posterior adição de 100 ppm de ciclohe-

xamida (Sigma, EUA) sendo em seguida distribuído em placas estéreis de Petri (cerca 

de 15 mL por placa).  

3.3.1.2. Yeast peptone dextrose em agar (YPD) 

 O meio YPD foi preparado com 1,5% de Bactoagar (Sigma, EUA), 1% de extrato 

de levedura (Biokar, França), 2% de glucose (Sigma, EUA) e 2% de peptona (Biokar, 

França), sendo adicionado um 1L de água desmineralizada. Em seguida, foi autoclavado 

para dissolução do agar, homogeneização e esterilização. Após o processo de esterili-

zação estar completo, a garrafa foi retirada do autoclave e deixada a arrefecer à tempe-

ratura ambiente até atingir aproximadamente 50 ºC. Quando o meio já se encontra à 

temperatura desejada, adicionou-se ciclohexamida (Sigma, EUA) em pó, de forma a 

obter uma concentração final de 100 ppm, para inibição de crescimento de leveduras e 

bolores. Por fim, o meio foi distribuído em placas estéreis de Petri (cerca de 15 mL por 

placa).  

3.3.2. Isolamento, plaqueamento e quantificação da microbiota 

fermentativa 

Tendo sido realizada uma fermentação espontânea, a microbiota fermentativa é 

diversificada. Com o objetivo de obter e identificar os microrganismos responsáveis 

pelo processo fermentativo para posterior caracterização procedeu-se ao seu isola-

mento em placa. As amostras utilizadas para este efeito, foram as mencionadas no 

ponto 3.2, tendo sido utilizadas a dos balões B a tempo 14, uma vez que foram sujeitas 

a menor manipulação, reduzindo a possibilidade de contaminação. 
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Foram realizadas diluições seriadas das amostras do tempo 0 e 14 do ensaio fer-

mentativo de 100 a 10-6 a partir de 1,5 mL de amostras de Palmaria palmata e Ulva rigi-

da, armazenadas a -80 ºC em que as diluições de 100 a 10-3 foram plaqueadas para o 

meio MRS, meio rico e seletivo para bactérias lácticas, enquanto de 10-3 a 10-6 foram 

plaqueadas no meio YPD com ciclohexamida, meio seletivo para leveduras. Ambos os 

meios foram plaqueados em duplicado e as placas incubadas durante 4 dias à tempe-

ratura ambiente.  

3.3.3. Testes preliminares de caracterização da microbiota iso-

lada 

3.3.3.1. Caracterização macromorfológica  

Após se observar crescimento de colónias, foram registadas as suas característi-

cas macromorfológicas em relação ao tamanho, cor, forma, brilho e transparência, 

margem, relevo e consistência, em seguida, procedeu-se à contagem das colónias exis-

tentes. Foram selecionadas as colónias que macromorfologicamente se destacavam e 

diferenciavam, procedendo-se ao isolamento nos respetivos meios sem adição de anti-

biótico, por técnica de riscado em placa. Por fim, foram colocadas a incubar a uma 

temperatura de 28 ºC por 4 dias. Quando o crescimento foi evidente, recolheu-se bio-

massa das colónias e foram visualizadas ao microscópio, com ampliação máxima até 

1000x, para observação das suas características micromorfológicas (tamanho, forma e 

mobilidade). 

3.3.3.2. Teste de catalase  

O teste de catalase baseia-se na presença e deteção da enzima catalase que hi-

drolisa peróxido de hidrogénio (H2O2) a água (H2O) e oxigénio (O2).  

Numa lâmina previamente limpa, colocou-se uma porção de biomassa de uma 

colónia de bactérias isoladas, seguidamente adicionou-se duas gotas de peróxido de 

hidrogénio (H2O2)  a 3% (p/v) (Wells, Portugal), observando-se a presença ou ausência 

de efervescência.  
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3.3.3.3. Teste KOH  

O teste de KOH tem como finalidade diferenciar de forma simples as bactérias 

Gram+ das Gram-. Quando adicionada a solução de KOH 3% (p/v) (Merck, Alemanha), 

as bactérias Gram-negativas formam um fio viscoso, uma vez que existe a destruição 

da parede celular e da membrana celular e libertação do material genético (DNA), en-

quanto com nas bactérias Gram-positivas tal processo não se verifica, devido à diferen-

te composição e estrutura das paredes celulares.  

 

Para realização do teste, colocou-se uma gota de KOH 3% (p/v) (Merck, Alema-

nha) numa lâmina previamente limpa, com a ajuda de uma ansa retirou-se um pouco 

de biomassa de uma colónia de bactérias identificadas em placa, adicionou-se à gota 

de KOH 3% (Merck, Alemanha), elevando a ansa para verificação da formação ou não 

de fio.  

3.4. Métodos moleculares de identificação da micro-

biota fermentativa  

3.4.1. Os princípios básicos das reações de PCR 

A reação de PCR (Polymerase Chain Reaction) consiste na replicação e obtenção 

de múltiplas de cópias de um fragmento de DNA através de amplificação enzimática 

utilizando dois oligonucleotídos (primers) desenhados especificamente para as regiões 

que são alvo de amplificação, de forma a ligarem-se com as cadeias complementares 

da sequência alvo, em que um dos primers reconhece a sequência do fragmento de 

DNA (forward ;5'-3'), enquanto o outro primer reconhece de forma oposta a sequencia 

complementar (reverse ;3'-5') do mesmo fragmento de DNA. A Taq DNA polimerase é a 

enzima que permite a replicação da região correspondente ao espaço entre os primers 

(Kadri, 2019; Mullis, 1990; Thomas J. White et al., 1989).  

 

Os programas de amplificação são constituídos por 3 etapas principais (Figura 9): 

a desnaturação, primeira etapa, em que se dá a separação das cadeias de DNA, através 

da quebra das pontes de hidrogénio por ação da temperatura (94 ºC a 98 ºC) (Kadri, 

2019). O annealing, segunda etapa, em que as temperaturas diminuem (40 ºC a 70 ºC), 
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permitindo que os primers se liguem às regiões específicas das cadeias de DNA para as 

quais foram desenhados (Kadri, 2019) e a extensão, etapa final, que decorre a 72 ºC, a 

Taq DNA polimerase liga-se às cadeias principais de DNA "hibridizadas" pelos primers 

e catalisa a replicação dos fragmentos (Kadri, 2019). Quando um primeiro ciclo termina, 

dá-se a sua repetição (entre 20 a 40 vezes), para síntese de um número suficiente de 

cópias de DNA para que seja analisável (Kadri, 2019).  

 

3.4.1.1. Bactérias ácido-lácticas  

Primeiramente, as culturas foram previamente isoladas e colocadas a crescer em 

meio líquido de MRS, durante 24 horas a 30 ºC.  O processo de extração e purificação 

foi realizado com o auxílio do GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher 

Scientific, EUA).  

3.4.1.2. Leveduras  

Para extração de DNA, recorreu-se à técnica de "boiling", que consiste no re-

bentamento das células por choque de temperatura, adaptados de Millar et al (2000) 

e Akada et al., (2000). Retirado com um palito estéril uma porção de biomassa de le-

veduras isoladas em meio YPD sólido, transferiu-se para um eppendorf de 1,5 mL e 

espalhou-se bem no fundo. Em seguida, adicionou-se 30 μL de 1% (p/v) de SDS e 

procedeu-se à homogeneização no vortex. As amostras foram colocadas num banho 

de água a 100 ºC durante 15 minutos, sendo em seguida centrifugadas à velocidade 

FIGURA 9 - PROCESSO DE AMPLIFICAÇÃO DE DNA. ADAPTADO DE HTTPS://WWW.BIOMEDICINAPADRAO.COM.BR. 
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de 16 000 xg durante 15 minutos a 4 ºC, recolhendo-se o sobrenadante para a ampli-

ficação de DNA. 

3.4.2. Amplificação de DNA 

3.4.2.1. Bactérias ácido-lácticas  

Para preparação da solução mix de PCR, utilizou-se 25 µL de Phusion High-

Fidelity PCR Master Mix com HF Buffer (Thermo Fisher Scientific, EUA), 2 µL de primer 

Sara pA (STABvida) a 10 µM (forward) (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 2 µL de 

primer Sara pH (STABvida) a 10 µM (reverse) (5’-AAGGAGGTGATCCAGCCG-3’) descritos 

por Edwards et al., (1989), 4 µL de DNA extraído e por fim 17 µL de água MiliQ, obten-

do 50 µL de volume total. No tubo utilizado como controlo o DNA foi substituído por 4 

µL de água MiliQ. Para realização da amplificação DNA foi utilizado o termociclador 

T100 (Bio-Rad, EUA), com o programa de amplificação de PCR mencionado na Tabela 3.  

 

TABELA 3 - PROGRAMA DE AMPLIFICAÇÃO DE DNA PARA BACTÉRIAS ÁCIDO-LÁCTICAS 

 

3.4.2.2. Leveduras  

Para preparação da solução mix de PCR, utilizou-se 25 µL de Phusion High-

Fidelity PCR Master Mix com HF Buffer (Thermo Fisher Scientific, EUA), 2 µL de primer 

ITS1 (STABvida) a 10 µM (forward) (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e 2 µL de primer 

ITS4 (STABvida) a 10 µM (reverse) (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) mencionados por 

White et al., (1990), 4 µL de DNA extraído e por fim 17 µL de água MiliQ, obtendo 50 µL 

de volume total. No controlo o DNA foi substituído por 4 µL de água MiliQ. 

 

Programa de PCR - 80 minutos - 105 ºC 

Etapas Temperatura Duração Número de Ciclos 

1. Desnaturação Inicial 94 ºC 5 minutos 1 

2. Desnaturação 94 ºC 30 segundos 

1 3. Annealing 56 ºC 30 segundos 

4. Extensão 72 ºC 1 minuto 

5. GOTO Passo 2 34x 

6. Extensão Final 72 ºC 5 minuto 1 

 4 ºC ∞  
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Para realização da amplificação do DNA foi utilizado o termociclador T100 (Bio-

Rad, EUA), com o programa de amplificação de PCR mencionado na Tabela 4.  

 

 TABELA 4- PROGRAMA DE AMPLIFICAÇÃO DE DNA PARA LEVEDURAS 

 

3.4.3. Quantificação do produto de PCR  

Para análise e quantificação do produto de PCR, realizou-se uma eletroforese 

em gel de agarose (Lonza, Suiça) a 0,85% (m/v) para bactérias lácticas e 1% (m/v) para 

leveduras, tendo sido preparado com uma solução de tampão TAE 1x e 2,5 µL/100 mL 

de Green Safe (Nzytech, Portugal).  

 

Após término do processo de amplificação, foram retiradas para epperdorfs de 

1,5 mL, 10 µL de cada uma das amostras amplificadas, aos quais foram adicionados 2 

µL de Loading dye (Nzytech, Portugal). No poço ao centro do gel foram adicionados 5 

µL de solução com NZYDNA Ladder I (Nzytech, Portugal) e aos restantes poços 12 µL 

de cada uma das amostras anteriormente mencionadas. A electroforese das amostras 

foi realizada durante cerca de 60 minutos a 70 V (Power PAC 300, Bio-Rad, EUA). O 

gel foi observado por ultravioleta através do equipamento Clear View UV Transillumi-

nator (Cleaver Scientific Ltd, Reino Unido).  

 

Programa de PCR - 217 minutos - 105 ºC 

Etapa Temperatura Duração Número de Ciclos 

1. Desnaturação Inicial 94 ºC 10 minutos 1 

2. Desnaturação 94 ºC 1 minuto 

1 3. Annealing 49 ºC 1 minuto 

4. Extensão 72 ºC 1 minuto 

5. GOTO Passo 2 28x 

6. Extensão Final 72 ºC 7 minuto 1 

 4 ºC ∞  
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FIGURA 10 - REPRESENTAÇÃO DO TAMANHO DAS BANDAS (EM PARES BASES) ATRAVÉS DE ELETROFORESE 

EM GEL DE AGAROSE , CORRESPONDENTES AO NZYDNA LADDER I (NZYTECH, PORTUGAL). 

 

3.4.4. Purificação e sequenciação  

O processo de purificação recorreu-se à utilização do kit purificação de DNA 

Wizard R SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA). A sequenciação foi reali-

zada pelo laboratório STABVida (Lisboa, Portugal), utilizando os primers ITS 1 e 4 

(STABvida) para as leveduras, e Sara pH e pA (STABvida) para bactérias ácido-lácticas. 

O método utilizado para sequenciação do DNA amplificado foi o Sanger (1977) . Para 

identificação dos microrganismos, recorreu-se à plataforma Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST). 

 

3.5. Análise da composição química  

3.5.1. Preparação das amostras  

Para se analisar os seguintes parâmetros físico-químicos e nutricionais, primeira-

mente recorreu-se à centrifugação, a 4 ºC, durante 15 minutos, a 16 000 xg, das amos-

tras correspondentes ao dia 0 e 14 dos balões A uma vez que os produtos VEGarum 

são os sobrenadantes resultantes das fermentações das algas Palmaria palmata e Ulva 

rigida.  
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3.5.2. Acidez titulável  

A determinação da acidez titulável (Tyl & Sadler, 2017) foi realizada em 0,5 mL 

de sobrenadante resultante do processo de preparação mencionado no ponto 3.5.1. 

A amostra recolhida foi diluída em 50 mL de H2O desmineralizada, titulando-se 

com uma solução de 0,01 N de hidróxido de sódio (NaOH) (Merck, Alemanha), sendo 

a titulação controlada através do elétrodo de pH (Broadley Jones Corporation, EUA) 

ligado ao potenciómetro (pHM92 Lab pH Meter, Radiometer, Dinamarca), medindo-

se continuamente até atingir 8,15 de pH.  A acidez titulável foi expressa em equiva-

lentes de ácido láctico (C3H6O3) (BDH, UAE). 

 

3.5.3. Análise do sobrenadante por HPLC 

A determinação de ácidos orgânicos, açúcares, etanol e glicerol foi realizada por 

análise em HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Procedeu-se à centrifu-

gação (4 ºC, 15 minutos, 16 000 xg) dos sobrenadantes mencionado no ponto 3.5.1., 

para obter o sobrante mais límpido possível. Primeiramente, foi realizada uma dilui-

ção na proporção de 1:2 com solução de H2SO4 a 50mM (BDH, UAE), centrifugou-se 

(20 ºC, 5 minutos, a 16 000 xg). As amostras voltaram a ser diluídas na proporção de 

1:10 com a solução anteriormente mencionada, sendo novamente centrifugadas (20 

ºC, 5 minutos, a 16 000 xg). Por fim, filtrou-se utilizando uma membrana de acetato 

de celulose com 0,22 µm de poro (Merck, Alemanha).  

 

Foram efetuadas retas de calibração para ácidos orgânicos (ácido acético, ácido 

láctico e ácido glutâmico), açúcares (glucose e maltose), etanol e glicerol, em diferentes 

concentrações entre 0 e 2,5 g/L (Anexo I). As soluções padrão e amostras foram anali-

sadas no sistema de HPLC da Hitachi (Japão), equipado com um detetor de Índice de 

Refração 5450 para deteção de açúcares, glicerol e etanol, um detetor UV-VIS 5420 

para análise de ácidos ligados a uma Coluna de Exclusão Iónica 5310 (Rezex™ ROA Or-

ganic Acid H+ (8 %) column, 300 × 7,8 mm, Phenomenex, USA), ao Auto Sampler  5260 

e a Bomba de Injeção 5160. A temperatura utilizada para análise foi de 65 ºC. Foram 

injetadas 20 µL de amostra e foi utilizado H2SO4 a 5 mM como fase móvel.  



 

 

40 

 

3.5.4. Compostos fenólicos  

3.5.4.1. Compostos fenólicos totais  

A determinação dos teores de fenóis totais foi realizada de acordo com o método 

descrito por Thaipong et al., (2006) com alterações. Foi realizada uma extração dos so-

brenadantes em CH₃OH (Merck, Alemanha) na proporção de 1:5 para Ulva rigida e 1:10 

para Palmaria palmata fazendo 1 mL total, em triplicado, durante 1 hora, a 25 ºC. Devi-

do à precipitação dos polissacáridos presentes, as amostras foram centrifugadas (4 ºC, 

15 minutos, 16 000 xg).  

 

A tubos de ensaio foram adicionados 150 µL de amostra extraída, 2,4 mL de H2O 

desmineralizada e 140 µL do reagente Folin-Ciocalteu (1927) (BDH, UAE), reagindo du-

rante 3 minutos, em seguida foram adicionados 300 µL de Na2CO3  (AnalaR, UAE) a 10% 

(m/v), deixando-se reagir por 2 horas, à temperatura ambiente, em ambiente totalmen-

te escuro, protegido da luz. Após o tempo de reação, as absorvâncias das amostras 

foram medidas a 725 nm no espectrofotómetro (UV-visível Biochrom Libra S22, 190-

1100nm, Biochrom, Reino Unido), utilizando H2O desmineralizada como branco. A reta 

de calibração utilizada expressou-se em concentração de ácido gálico (C7H6O5) (Sigma, 

EUA), utilizando soluções padrão com concentrações entre 0 e 200 mg/mL (Anexo II). 

 

3.5.4.2. Fenóis solúveis  

Para determinação dos teores de fenóis solúveis em água (Bunzel & Schendel, 

2017) foram realizadas extrações dos sobrenadantes na proporção de 1:6 com H2O 

MiliQ, em triplicado. A absorvância foi medida por espetrofotometria a 280 nm em 

cuvette de quartzo (ultra Micro 10 mm Fo3, Hellma, Merck, Alemanha) (Espectrofotó-

metro UV-visível Biochrom Libra S22, 190-1100nm, Biochrom, Reino Unido). A reta de 

calibração utilizada expressou-se em concentração de ácido gálico (C7H6O5) (Sigma, 

EUA) utilizando soluções padrão com concentrações entre 0 e 0,12 mg/mL (Anexo II).  
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3.5.5. Flavonoides 

O teor total de flavonoides (TFC) foi determinado através do método adaptado 

de Barroso et al., (2011). As amostras foram analisadas em triplicado.  

Em tubos de ensaio de 10 mL, adicionou-se 1 mL de sobrenadante e 600 µL de 

solução NaNO2 (AnalaR, UAE) a 5% (m/v) (deixou-se reagir por 5 minutos, na ausência 

de luz). Em seguida, adicionou-se 600 µL de solução AlCl36H2O (Merck, Alemanha) a 

10% (m/v) repetindo o passo anteriormente mencionado. Por fim, adicionou-se 40 µL 

de solução NaOH (Merck, Alemanha) a 4% (1 mol/L), deixando-se reagir por 2 minutos 

e completou-se o volume dos tubos de ensaio com 48 µL de água MiliQ. A absorvância 

foi medida por espetrofotometria (Cary Series UV-Vis spectrophotometer, Agilent Te-

chnologies, EUA) a 510 nm com CH₃OH (Merck, Alemanha), e o branco utilizado foi 

H2O. Foi ainda realizada uma reta de calibração expressa em concentração de querceti-

na (C15H10O7) (Sigma, EUA) utilizando soluções padrão com concentrações entre 0 e 

5000 ppm (Anexo II).  

3.5.6. Potencial antioxidante 

3.5.6.1. DPPH 

A capacidade antioxidante das amostras foi determinada pelo método de neutra-

lização do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (C18H12N5O6) (TCI, EUA), realizada com 

as adaptações descritas por Brand-Williams et al.,(1995). Primeiramente, foi realizada 

uma extração das amostras em CH₃OH (Merck, Alemanha) na proporção de 1:10 para 

Palmaria palmata e  Ulva rigida, em triplicado, durante 1 hora, a 25 ºC, na ausência de 

luz. Devido à precipitação dos polissacáridos presentes nas amostras, recorreu-se à 

centrifugação das mesmas (4 ºC, 15 minutos, 16 000 xg).  

 

A solução de DPPH (103,5 µM) foi preparada com 4,08 mg de DPPH e 100 de mL 

CH₃OH (Merck, Alemanha). Em tubos de ensaio de 10 mL, adicionaram-se 100 µL de 

amostra extraída e 3,9 mL de solução de DPPH, em triplicado, deixando-se reagir du-

rante 60 minutos, à temperatura de 25 ºC, em ambiente escuro. As absorvâncias dos 

produtos de reação das amostras com o DPPH foram medidas por espetrofotometria 

(Espectrofotómetro UV-visível Biochrom Libra S22, 190-1100nm, Biochrom, Reino Uni-
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do) a 517 nm utilizando solução de DPPH como branco do método, e CH₃OH (Merck, 

Alemanha) como branco do espectrofotómetro. A reta de calibração utilizada expres-

sou-se em concentração de ácido ascórbico (C6H8O6) (Sigma, EUA), utilizando soluções 

padrão  com concentrações entre 0 e 150 µg/mL (Anexo II).  

3.5.6.2. FRAP 

Para determinação da capacidade antioxidante recorreu-se ao método FRAP des-

crito por Benzie & Strain (1996) com adaptações. O método FRAP (2,4,6- Tri(2-pyradyl)-

1,3,5- triazine) (Ferric Redution Antioxidant Power) tem como objetivo a medição da 

capacidade antioxidante através da redução do complexo Fe3+ a Fe2+, a pH reduzido.  

Em tubos de ensaio de 10 mL, adicionou-se 90 µL de sobrenadante, 270 µL de 

H2O desmineralizada e 2,7 mL de reagente FRAP (Alfa Aesar, EUA), deixando-se reagir 

durante 30 minutos, a 37 ºC, em ambiente escuro. A absorvância foi lida a 595 nm por 

espectrofotometria (Espectrofotómetro UV-visível Biochrom Libra S22, 190-1100nm, 

Biochrom, Reino Unido), o branco utilizado foi H2O desmineralizada. A reta de calibra-

ção utilizada expressou-se em concentração de ácido ascórbico (C6H8O6) (Sigma, EUA), 

utilizando soluções padrão com concentrações entre 0 e 150 µg/mL (Anexo II).  

 

3.5.7. Proteínas 

3.5.7.1. Proteína total  

O teor de proteína total foi determinado através do analisador NDA 702 Dual 

Carrier Gas DUMAS Nitrogen Analyser (VELP Scientifica, Itália), de acordo com o méto-

do Dumas. Após transferidas as amostras para a câmara de combustão, estas queimam 

na presença de catalisadores e de oxigénio atmosférico a 1030 ºC, permitindo a liberta-

ção de óxido de Azoto (NOx). Na superfície de redução, é removido todo o oxigénio, 

sendo o gás produzido convertido a azoto (N2). Após remoção do CO2 e H2O é quanti-

ficado através de um detetor de condutividade térmica.  

 

Primeiramente, pesou-se 100 µL de cada sobrenadante, em folhas de papel alu-

mínio, em triplicado, adicionando-se entre 46 e 49 mg de pó absorvente de humidade 
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(VELP Scientifica, Itália) formando uma pasta. O teor de azoto foi quantificado através 

de um detetor de condutividade térmica, utilizando EDTA como padrão de calibração 

para o azoto. Os teores de azoto são multiplicados pelo fator de conversão geral de 

6,25 (Mæhre et al., 2018). 

3.5.7.2. Proteínas solúveis  

Para determinação dos teores de proteínas solúveis (Chang & Zhang, 2017), re-

correu-se ao reagente de Bradford (1976) (Sigma, Alemanha), tendo sido realizadas 

diluições dos sobrenadantes na proporção de 1:6 com H2O MiliQ, em triplicado. Em 

seguida, em tubos de ensaio de 10 mL, adicionou-se 500 µL de sobrenadante diluído 

com 500 µL com o reagente de Bradford, deixando-se reagir durante 1 minuto. A ab-

sorvância foi lida a 595 nm por espetrofotometria (Espectrofotómetro UV-visível Bioch-

rom Libra S22, 190-1100nm, Biochrom, Reino Unido). A reta de calibração utilizada ex-

pressou-se em concentração de albumina bovina (Sigma, EUA), utilizando soluções 

padrão com concentrações entre 0 e 35 µg/mL. (Anexo II).  

3.5.8. pH 

Durante a ocorrência dos ensaios fermentativos, foi realizada a medição diária, 

em triplicado, dos pH (Tyl & Sadler, 2017) dos sobrenadantes dos balões A com auxílio 

do elétrodo de pH (Broadley Jones Corporation, EUA) ligado ao potenciómetro (pHM92 

Lab pH Meter, Radiometer, Dinamarca). Para calibração do equipamento foram utiliza-

das soluções tampão com valores de 4 e 7 de pH (Sigma, EUA). 

 

3.5.9. Teor de sólidos solúveis 

Aquando da ocorrência dos ensaios fermentativos, o ºBrix (Mauer & Bradley, 

2017) foi analisado diariamente com auxílio do refratómetro digital (Hanna - HI96801, 

Hanna Intruments, EUA). As amostras (não centrifugadas) foram medidas em triplicado.  
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3.6. Análise sensorial 

As provas de análise sensorial dos VEGaruns de Palmaria palmata e Ulva rigida, 

têm como finalidade, aferir a aceitabilidade por parte do público em geral. O questio-

nário de análise sensorial (Anexo I) encontra-se dividido em 3 partes: dados gerais de 

identificação (sexo e idade), 3 questões alusivas aos hábitos alimentares que remetam 

para os produtos e 2 testes de aceitação das amostras, onde são avaliadas as diferentes 

características organoléticas. Para classificação de cada parâmetro organolético des-

crito, apreciação global e intenção de compra, foi utilizada uma escala hedónica de 

cinco níveis (Nora, 2021). De forma a tornar a análise mais detalhada, foi solicitado aos 

provadores para identificassem os aromas e sabores. 

 

As provas foram realizadas em ambiente informal. O painel foi composto por 40 

provadores não treinados, 28 do sexo feminino e 12 do sexo masculino, com idades 

compreendidas entre 20 e 63 anos. Os questionários foram preenchidos em formato 

digital através de um código Qr (Anexo I). A cada provador foi atribuído 1 copo de 

água, duas pipetas de Pasteur descartáveis, uma placa de Petri pequena com identifica-

ção das amostras, 2 croûtons para acompanhar com os temperos e 1 guardanapo, du-

rante a prova os provadores usaram como limpa-palato água entre amostras. Foram 

ainda fornecidas folhas brancas para apreciação da cor e as amostras foram servidas à 

temperatura ambiente, em frascos de vidro transparentes identificados com os códigos 

com duas letras e um número, sendo FX1 para Palmaria palmata e NF3 para Ulva rigida.  

 

3.7. Tratamento estatístico  

Para efeitos de tratamento estatístico, foram calculadas as médias e respetivos 

desvios padrões para os resultados dos parâmetros de evolução do processo fermenta-

tivo, consumo de açúcares e produção de metabolitos, caracterização química e análise 

sensorial. O programa de análise estatística utilizado para aferir as diferenças significa-

tivas (ANOVA) entre variáveis foi o Prism 5 (GraphPad Software, Inc.), recorrendo-se ao 

teste T para comparação de duas variáveis com um grau de confiança de 95% (α=0,05).
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4.  

 Resultados e Discussão 

4.1. Quantificação e caracterização da microbiota 

fermentativa autóctone  

4.1.1. Tempo inicial - amostra dia 0  

Com o objetivo de quantificar e identificar a microbiota fermentativa presente 

nas macroalgas Palmaria palmata e Ulva rigida, envolvida no processo fermentativo 

espontâneo dos VEGaruns, foram recolhidas amostras ao dia 0 (corresponde ao tempo 

inicial), ao dia 7 (tempo intermédio da fermentação) e dia 14 (tempo final). Como men-

cionado no ponto 3.2, foram realizadas diluições seriadas e respetivos plaqueamentos 

em meios seletivos para bactérias lácticas e leveduras.  

 

Nas placas com as amostras diluídas correspondentes ao dia 0, não foram reali-

zadas contagens de colónias, uma vez que apenas uma placa (10-1)  de Palmaria palma-

ta apresentava colónias suficientes para realização da contagem, assim sendo, proce-

deu-se apenas à realização dos métodos preliminares de caracterização descritos no 

ponto 3.3.3, observação por microscópio e respetiva identificação por métodos de 

identificação molecular.  

 

Para Palmaria palmata, foram identificadas cerca de 16 colónias de bactérias, das 

quais 9 foram isoladas, tendo sido agrupadas pelas suas características macromorfólo-

gicas relevantes como descritas na Tabela 5 e exemplificada na Figura 11, procedendo-
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se à observação das características micromorfológicas ao microscópio. Após a realiza-

ção dos testes de KOH e catalase, verificou-se que apenas 4 colónias de bactérias tive-

ram como resultados Gram positivas com catalase negativa, sendo excluídas as que 

tiveram resultados positivos para a presença de catalase por não serem consideradas 

relevantes para o presente trabalho. 

 

No caso de Ulva rigida, a diversidade de colónias identificadas em placa foi me-

nor, observando-se que apenas 7 colónias detinham características macromorfológicas 

distintas (Tabela 6), e procedendo-se ao seu isolamento. Todas as colónias isoladas 

foram submetidas aos testes de catalase e KOH, tendo sido obtidos como resultados, 

Gram positivas e catalase negativas para todas.  

 

TABELA 5 - CARACTERIZAÇÃO MACROMORFOLÓGICA DAS PRINCIPAIS COLÓNIAS ISOLADAS EM PALMARIA 

PALMATA CORRESPONDENTES AO DIA 0 DE FERMENTAÇÃO, EM MEIO MRS. 

Caracterização Macromorfológica 

Colónia2 Diluição Tamanho Cor Forma 
Brilho e 

Transparência 
Margem Relevo Consistência 

LBT0PP4 10-1 Pequenas/Médias Acinzentada Amorfa 
Brilhante e 

opaca 
Inteira 

Sem 
relevo 

Firme 

LBT0PP7 10-1 Médias Acinzentada Redonda 
Opaca e  

transparente 
Inteira 

Relevo 
ao centro 

Firme 

LBT0PP8 10-1 Pequenas/Médias Acinzentada Redondas 
Brilhante e 

opaca 
Inteira 

Formam 
rebordos 

Firme 

LBT0PP10 10-1 Grande Castanha Amorfa 
Opaca e  

transparente 
Amorfa Rebordos Firme 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
2 LBT0PP – Lactic Bacteria Time 0 Palmaria palmata 
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TABELA 6 - CARACTERIZAÇÃO MACROMORFOLÓGICA DAS PRINCIPAIS COLÓNIAS ISOLADAS EM ULVA RI-

GIDA CORRESPONDENTES AO DIA 0 DE FERMENTAÇÃO, EM MEIO MRS. 

Caracterização Macromorfológica 

Colónia3 Diluição Tamanho Cor Forma 
Brilho e 

Transparência 
Margem Relevo Consistência 

LBT0UR1 10-1 Pequenas Brancas Redondas 
Brilhante e 

transparente 
Inteira 

Sem 
relevo 

Firme 

LBT0UR2 10-1 Pequena Branca Redonda 
Brilhante e 

transparente 
Inteira 

Sem 
relevo 

Firme 

LBT0UR3 10-1 Médias Acastanhadas Redondas 
Opacas e  
brilhante 

Inteira 
Formam 
rebordos 

Firme 

LBT0UR4 10-1 Pequenas Brancas Redondas 
Brilhante e 

opaca 
Inteira 

Sem 
relevo 

Firme 

LBT0UR5 10-1 Pequenas/Médias Brancas 
Redondas 
(rebordos 

ondulados) 

Brilhantes e 
transparente 

Inteira 
Sem 

relevo 
Firme 

LBT0UR6 10-1 Pequenas Acinzentada Amorfa Opaca Amorfa 
Sem 

relevo 
Firme 

LBT0UR7 10-1 Pequenas Brancas Redondas 
Brilhante e 

transparente 
Inteira Convexa Viscosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 11 - DIVERSIDADE DE COLÓNIAS EM MEIO MRS, RESULTANTES DO PLAQUEAMENTO DA AMOSTRA 

0 DE PALMARIA PALMATA. 

 

 
3 LBT0UR – Lactic Bacteria Time 0 Ulva rigida 
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4.1.2. Tempo intermédio - amostra dia 7 

Relativamente às placas das amostras diluídas correspondentes ao dia 7, realizou-

se  contagens (30 a 300 UFC/placa), observação e registo das características macromor-

fológicas das diferentes colónias. Apenas as que apresentavam características distintas 

nas placas de diferentes diluições foram catalogadas e isoladas, procedendo-se à iden-

tificação de espécie por métodos de identificação moleculares.  

 

Para a alga Palmaria palmata, obteve-se a presença de 9 colónias isoladas em 

meio MRS de bactérias ácido-lácticas ou de outras espécies de bactérias, e apenas 3 de 

leveduras macromorfologicamente descritas nas Tabelas 7 e Tabela 8, para as colónias 

isoladas nos meios mencionados no ponto 3.3.1.  

  

TABELA 7 - CARACTERIZAÇÃO MACROMORFOLÓGICA DAS PRINCIPAIS COLÓNIAS ISOLADAS EM PALMARIA 

PALMATA APÓS 7 DIAS DE FERMENTAÇÃO, EM MEIO MRS. 

Caracterização Macromorfológica 

Colónia4 Diluição Tamanho Cor Forma 
Brilho e 

Transparência 
Margem Relevo Consistência 

LBPAE1 

10-1 

10-2 

10-3 

Pequenas Branca Redonda 
Brilhante e 

transparente 
Inteira 

Sem 
relevo 

Viscosa 

LBPAE2 10-1 Médias Acinzentada Redonda Brilhante Inteira 
Sem 

relevo 
Firme 

LBPAE3 

10-1 

10-2 

10-3 

Muito pe-
quenas 

Branca Redonda 
Brilhante e 

transparente 
Inteira 

Sem 
relevo 

Firme 

LBPAE4 10-2; 103 Pequenas Branca Redonda 
Brilhante e 

opaca 
Inteira 

Sem 
relevo 

Viscosa 

LBPAE5 

10-1 

10-2 

10-3 

Pequenas Amarelada Redonda 
Brilhante e 

transparente 
Inteira Convexa Firme 

LBPAE6 10-1 Médias Amarelada Amorfa 
Brilhante e 

opaca 
Amorfa 

(ondulada) 
Convexa Firme 

LBPAE7 10-3 Pequena Branca Redonda Brilhante Inteira Convexa Viscosa 

LBPAE8 10-1 Grandes Acastanhada Redonda 
Brilhante e 

opaca 
Amorfa 

(onduladas) 
Sem 

relevo 
Firme 

 

 

 

 
4 LBPAE – Lactic Bacteria Palmaria Aerobic 
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TABELA 8 - CARACTERIZAÇÃO MACROMORFOLÓGICA DAS PRINCIPAIS COLÓNIAS ISOLADAS EM PALMARIA 

PALMATA APÓS 7 DIAS DE FERMENTAÇÃO, EM MEIO YPD. 

Caracterização Macromorfológica 

Colónia5 Diluição Tamanho Cor Forma 
Brilho e 

Transparência 
Margem Relevo Consistência 

YPAE1 
10-4 

10-5 
Médias/Grandes Branca Redonda Baça e opaca Inteira Cone Firme 

YPAE2 10-5 Médias Amareladas Redonda Baça e opaca 
Inteira 

(Ondulada) 
Cone Firme 

YPAE3 10-4 Médias/Grandes Amareladas Redonda 
Baça e 

transparente 
Inteira Cone Firme 

 

A partir das colónias isoladas, foi recolhida biomassa para realização dos testes 

de fenótipo descritos no ponto 3.3.3. Para todas as colónias isoladas em meio MRS, a 

partir da amostra de fermentação de Palmaria palmata, o teste de KOH 3% (p/v) reve-

lou-se negativo, ou seja, não existiu formação de fio resultante da rutura celular e liber-

tação do material genético (DNA), podendo-se concluir que as bactérias das colónias 

isoladas são todas Gram positivas. No caso do teste de catalase, não foi observado 

efervescência após a aplicação da gota de peróxido de hidrogénio, indicador da hidró-

lise do H2O2, indicando assim que todas as colónias isoladas são catalase negativa, ou 

seja, são possivelmente bactérias ácido-lácticas.  

 

Para Ulva rigida, registaram-se apenas seis colónias de bactérias em meio MRS e 

seis leveduras (Tabela 9 e Tabela 10). Reproduziu-se o mesmo processo para os testes 

de fenótipo como mencionado anteriormente, tendo sido recolhida biomassas de to-

das as colónias isoladas em meio MRS. O resultado do teste KOH 3% (p/v) foi negativo, 

ou seja, não existiu formação de fio resultante da rutura celular de DNA e extração do 

material genético (DNA), indicador de que todas as colónias são Gram positivas.  

 

O teste de catalase revelou que todas as colónias são catalase negativa, uma vez 

que não foi se observação a formação de efervescência após a adição da gosta de pe-

roxido de hidrogénio, indicador da hidrólise do H2O2. 

Por fim, as placas correspondentes às amostras do tempo 14, não apresentaram 

qualquer tipo de crescimento visível de colónias. 

 
5 YPAE – Yeast Palmaria Aerobic 
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TABELA 9 - CARACTERIZAÇÃO MACROMORFOLÓGICA DAS PRINCIPAIS COLÓNIAS ISOLADAS EM ULVA RIGI-

DA APÓS 7 DIAS DE FERMENTAÇÃO, EM MEIO MRS. 

 

TABELA 10 - CARACTERIZAÇÃO MACROMORFOLÓGICA DAS PRINCIPAIS COLÓNIAS ISOLADAS EM ULVA RI-

GIDA APÓS 7 DIAS DE FERMENTAÇÃO, EM MEIO YPD. 

Caracterização Macromorfológica 

Colónia7 Diluição Tamanho Cor Forma 
Brilho e 

Transparência 
Margem Relevo Consistência 

YUAE1 10-4 Médias Branca Redonda Baça e opaca Inteira Convexa Firme 

YUAE2 10-4 Médias Bege Redonda Baça e opaca Inteira Convexa Firme 

YUAE3 10-4 Médias Bege Redonda Baça e opaca Inteira Convexa Firme 

YUAE4 10-4 Médias Bege Redonda Baça e opaca Inteira Convexa Firme 

YUAE5 10-4 Médias Amarelada Redonda Baça e opaca Inteira Convexa Firme 

YUAE6 10-4 Pequenas Amarelada Redonda Baça e opaca Inteira Convexa Firme 

4.2. Identificação da microbiota  

4.2.1.  Tempo inicial - amostra dia 0 

Através do métodos de identificação molecular, podemos aferir que ao tempo 

inicial (dia 0), bactérias do género Bacillus estão presentes em ambas as algas, como 

demonstram as Tabelas 11 e 12, contrariando os resultados obtidos nos testes de cata-

lase. A fraca efervescência após a adição do peróxido de hidrogénio, indicador da hi-

drólise do H2O2, levaram a concluir que, possivelmente, seriam bactérias ácido-lácticas. 

 
6 LBUAE – Lactic Bacteria Ulva Aerobic 
 
7 YUAE – Yeast Ulva Aerobic 

Caracterização Macromorfológica 

Colónia6 Diluição Tamanho Cor Forma 
Brilho e 

Transparência 
Margem Relevo Consistência 

LBUAE1 10-1 Pequenas/Médias Branca Redonda 
Brilhante e 

transparente 
Inteira 

Sem 
relevo 

Firme 

LBUAE2 
10-1 

10-2 
Grandes Amarelada Redonda 

Brilhante e 
opaca 

Inteira Convexa Firme 

LBUAE3 10-2 Médias/Grandes Bege Redonda Brilhante Inteira Convexa Viscosa 

LBUAE4 10-3 Pequenas Branca Redonda Brilhante Inteira Convexa Firme 

LBUAE5 10-2 Pequenas/Médias Esbranquiçada Redonda 
Brilhante e 

transparente 
Inteira 

Sem 
relevo 

Viscosa 

LBUAE6 10-3 Pequenas/Médias Branca Redonda 
Brilhante e 

transparente 
Inteira 

Sem 
relevo 

Firme 

1700 1700  1700   1700    
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Ainda assim, confirma-se que na microbiota inicial para Ulva rigida estão presentes 

bactérias-lácticas da espécie Levilactobacillus brevis e Pediococcus pentosaceus, que se 

encontram envolvidas no processo fermentativo como discutido no ponto 4.2.2.1.  

 

TABELA 11 - RESULTADOS DA SEQUENCIAÇÃO DAS COLÓNIAS DE BACTÉRIAS ISOLADAS AO DIA 0 PARA 

PALMARIA PALMATA. 

 

 

TABELA 12 - RESULTADOS DA SEQUENCIAÇÃO DAS COLÓNIAS DE BACTÉRIAS ISOLADAS AO DIA 0 PARA UL-

VA RIGIDA. 

 

As bactérias do género Bacillus spp. fazem parte da microbiota autóctone de 

algas, principalmente em algas desidratadas, uma vez que este género de bactérias 

detém a capacidade de formar endósporos, fenómeno que acontece quando as células 

vegetativas são expostas a condições desfavoráveis, não propícias à sua reprodução, 

como por exemplo temperatura, pH ácidos, grandes concentrações de sal, baixa ativi-

dade da água, como acontece com as algas desidratadas. Os endósporos representam 

uma forma de resistência de Bacillus spp., uma vez que têm a capacidade de  resistir 

condições adversas, no caso das algas, quando se procede à sua reidratação, estão a 

ser fornecidas condições de esporulação que darão origem a novas células vegetativas 

(del Olmo et al., 2018; Lacasse, 2000a; Løvdal et al., 2021). 

 

Palmaria palmata 

Colónia Espécie Estirpe Identidade (%) 

LBT0PP4 Bacillus tropicus MCCC 1A01406 99,91% 

LBT0PP7 Bacillus proteolyticus MCCC 1A00365 100% 

LBT0PP8 Bacillus proteolyticus MCCC 1A00365 100% 

LBT0PP10 Bacillus cereus IAM 12605 96,01% 

Ulva rigida 

Colónia Espécie Estirpe Identidade (%) 

LBT0UR1 Bacillus wiedmannii FSL W8-0169 100% 

LBT0UR3 Bacillus proteolyticus MCCC 1A00365 99,02% 

LBT0UR4 Pediococcus pentosaceus DSM 20336 98% 

LBT0UR5 Levilactobacillus brevis  ATCC 14869 97,01% 

LBT0UR7 Levilactobacillus brevis  ATCC 14869 99,27% 
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Como seria de esperar, bactérias ácido-lácticas (Levilactobacillus brevis e Pedio-

coccus pentosaceus) , como apresentado na Tabela 12, também se encontram na mi-

crobiota autóctone, apesar de apenas se terem conseguido identificar para a alga Ulva 

rigida, podendo concluir-se, que possivelmente as bactérias ácido-lácticas, não são a 

microbiota dominante, uma vez que ao tempo 0, ainda não se encontram reunidas as 

condições para a sua reprodução e dominância (Uchida et al., 2004).  

 

4.2.2. Tempo intermédio - amostra dia 7 

4.2.2.1. Bactérias ácido-lácticas 

Após a corrida do gel de eletroforese, foram observadas bandas entre 1800 (pb) e 

1000 (pb) para todos os produtos de PCR resultantes do processo de amplificação (Fi-

gura 10). As bandas marcadas como demonstra a Figura 13, tem cerca de 1500 (pares 

de bases). Os primers durante o processo de amplificação, utilizam as regiões conser-

vadas 16S, 23S e 5S, para amplificar as regiões não conservadas variáveis em 16S , 

permitindo a distinção entre as espécies de bactérias (Lavrinienko et al., 2021). O primer 

pA (forward) (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) realiza o annealing das zonas 8-28, 

enquanto o primer pH (reverse) (5’-AAGGAGGTGATCCAGCCG-3’) realiza das zonas 

1542-1522 do gene (Edwards et al., 1989).  

 

FIGURA 12 - AMPLIFICAÇÃO DA ESTRUTURA DO GENE RDNA DE BACTÉRIAS. ADAPTADO DE LAVRINIENKO 

ET AL., (2021).  
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FIGURA 13 - GEL DE ELETROFORESE COM BANDAS (PB) DE DNA AMPLIFICADO PARA AS AMOS-

TRAS IDENTIFICADAS EM PALMARIA PALMATA. 

 

 Para ambas macroalgas foram identificadas duas espécies de bactérias ácido-

lácticas hetero e homofermentativas: Levilactobacillus brevis e Pediococcus pentosa-

ceus, respetivamente como se demonstra nas Tabelas 13 e 14, levando a concluir que 

as populações destas dominam face às inicialmente identificadas. O sal desempenha 

um papel importante na seleção destas populações, uma vez que as bactérias ácido-

lácticas são tolerante a concentrações de sal até 5% (Altieri et al., 2017).   

  

Em Palmaria palmata, foi identificada uma bactéria não láctica, Lysinibacillus ma-

croides, como demonstra a Tabela 13. Apesar da sua origem ser incerta, possivelmente 

é proveniente das rações utilizadas para alimentação dos peixes em regime de 

aquacultura, uma vez que é utilizada como probiótico adicionado (Mani et al., 2021). 

Estas bactérias são Gram-positiva formadoras de esporos, podendo sobreviver a condi-

ções extremas como temperaturas elevadas ou temperaturas de armazenamento, suco 

gástrico produzida pela bílis, passando intacta pelo trato digestivo dos peixes intacta, 

propriedades antimicrobianas que permitem a preservação das rações alimentícias para 

aquacultura (Mani et al., 2021).  
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TABELA 13 - RESULTADOS DA SEQUENCIAÇÃO DAS COLÓNIAS DE BACTÉRIAS ÁCIDO-LÁCTICAS ISOLADAS 

EM PALMARIA PALMATA. 

 

 Levilactobacillus brevis, pertence ao grupo de bactérias ácido-lácticas, Gram-

positiva e catalase negativa, que se apresenta em forma de cocos ou bastonetes, não 

forma esporos (Feyereisen et al., 2019). O seu crescimento ótimo dá-se aos 30 ºC e a 

gama de pH's varia entre os 4 e os 6 (Feyereisen et al., 2019; R. Hutkins, 2006). Hetero-

fermentativa obrigatória, produz ácido-láctico, dióxido de carbono, acido acético e ou 

etanol (Feyereisen et al., 2019; Teixeira, 2014). Fermenta glucose, frutose, maltose, lac-

tose, sucrose entre outros, mas dentro da espécie pode existir variações dos açúcares 

(R. Hutkins, 2006; Teixeira, 2014).  

 

Esta bactéria pode ser encontrada em diferentes ambientes como leite, vege-

tais, cereais, silagem, mas principalmente em alimentos fermentados resultantes de 

fermentações lácticas  como sauerkrauts e pickles, uma vez que tolera pequenas quan-

tidades de sal, enquanto aos queijos maturados é uma das responsáveis por conferir 

flavours e textura (Goldstein et al., 2015; R. Hutkins, 2006; Singh et al., 2020). A sua ca-

pacidade de produzir compostos bactericidas, que conferem a segurança aos alimentos 

fermentados, uma vez que inibe o crescimento de microrganismos patogénicos, é re-

conhecida como GRAS e probiótica, devido à presença na microbiota intestinal humana 

e alimentos fermentados (Feyereisen et al., 2019; Singh et al., 2020; Teixeira, 2014). 

 

 

 

Palmaria palmata 

Colónia Espécie Estirpe Identidade (%) 

LBPAE2 Levilactobacillus brevis  ATCC 14869 99,63% 

LBPAE3 Levilactobacillus brevis  ATCC 14869 99,36% 

LBPAE4 Lysinibacillus macroides LMG 18474 99,28% 

LBPAE5 Lysinibacillus macroides LMG 18474 99,18% 

LBPAE6 Pediococcus pentosaceus DSM 20336 99,64% 

LBPAE7 Levilactobacillus brevis ATCC 14869  99,81% 

LBPAE8 Pediococcus pentosaceus DSM 20336 91,34% 

LBPAE9 Levilactobacillus brevis ATCC 14869 99,54% 
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TABELA 14 - RESULTADOS DA SEQUENCIAÇÃO DAS COLÓNIAS DE BACTÉRIAS ÁCIDO-LÁCTICAS ISOLADAS 

EM ULVA RIGIDA. 

Ulva rigida 

Colónia Espécie Estirpe Identidade (%) 

LBUAE2 Levilactobacillus brevis  ATCC 14869 99,91% 

LBUAE3 Levilactobacillus brevis  ATCC 14869 99,91% 

LBUAE4 Pediococcus pentosaceus DSM 20336 97,48% 

LBUAE5 Levilactobacillus brevis ATCC 14869 97,01% 

LBUAE6 Levilactobacillus brevis  ATCC 14869 99,54% 

 

 Pediococcus pentosaceus, pode ser encontrada e isolada de diferente ambien-

tes como alimentos fermentados de fermentações espontâneas, produtos de alimenta-

res aquáticos, peças de animais crus, produtos derivados de plantas, onde contribui 

para a potencialização de flavours (Jiang et al., 2021).  Tal como o nome indica tem o 

aspeto de cocos, é homofermentativa, anaeróbia facultativa e detém característica me-

tabólicas de degradação de hidratos de carbono. A estirpe Pediococcus pentosaceus 

DSM 16,244 é aprovada e utilizada na formulação de rações animais (Jiang et al., 2021), 

sendo utilizada como probiótico em ração para alimentações de peixes (Gong et al., 

2019). Pela capacidade de produzir bacteriocinas, mais concretamente pediocinas, con-

fere capacidades de conservação e preservação contra patogénicos (Jiang et al., 2021). 

4.2.2.2. Leveduras  

Como White et al.,(1990), descreveram durante o processo de amplificação os 

primers ITS, utilizam as regiões conservadas 18S, 5,8S e genes de rRNA da região 25S-

28S, para amplificar as regiões variáveis não codificadas entre 18S e 25S, possibilitando 

assim a distinção ao nível da espécie. O primer ITS1 (forward) (5’-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) liga-se ao gene 18S, e o primer ITS4 (reverse) (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) liga-se ao início do gene 25S, amplificando as regiões 

entre estas, onde se inclui a região de rDNA 5,8S, como demostra a Figura 14.  
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Após a eletroforese, foram observadas bandas (Figura 10) com tamanhos entre 

400 (pb) e 900 (pb) para os produtos de PCR resultantes do processo de amplificação. 

Foram identificadas duas espécies diferentes para ambas as algas como demonstram as 

Tabelas 15 e 16.  

 

Wickerhamomyces anomalus ou Pichia anomala, foi levedura dominante em am-

bas as algas, apresentou uma banda com cerca de 600 pb (Figura 10). Heterotálica, 

encontra-se espalhada pela natureza (Kurtzman, 2011b), tendo sido isolada de diversos 

ambientes como plantas, alimentos salgados e ambientes marinhos (Walker, 2011), é 

comumente encontrada em alimentos e bebidas fermentadas resultantes de fermenta-

ções espontâneas (Passoth et al., 2006). Esta espécie tem a capacidade de resistência a 

diferentes pH's (2,0-10,0), cresce a diferentes temperaturas entre 3 ºC e 37 ºC, a sua 

tolerância máxima de NaCl é de 10% e 15%, e o mínimo de atividade de água (aw) é de 

0,85 a 0,92 (Fleet, 2011). Uma característica típica desta levedura, é a formação de véu 

(Kurtzman, 2011b) como é possível observar na Figura 14. Pichia anomala, é produtora 

de diferentes enzimas, como glicosidases, entre elas β-D-glicosidase, α-L-

arabinofuranosidase, α-L-ramnosidase e β-D-xilosidase, responsáveis pela libertação de 

compostos aromáticos voláteis no vinho, entre eles ésteres (Padilla et al., 2018), e pec-

FIGURA 14 - AMPLIFICAÇÃO DA ESTRUTURA DO GENE RDNA EM FUNGOS COM AS REGIÕES 

ITS AMPLIFICADAS (ITS1, 5.8S E ITS2) COM OS PRIMERS ITS1 E ITS4. ADAPTADO DE BOUQUELLAH 

(2019).  
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tinases, tendo a capacidade de degradação de pectinas provenientes de plantas 

(Kurtzman, 2011b). Uma característica muito importante a destacar, é a produção de 

toxinas killer que permitem a preservação dos alimentos, funcionando como um agente 

antimicrobiano de largo espectro (contra fungos, leveduras, bactérias e vírus) (Padilla et 

al., 2018; Walker, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 15 - VEGARUNS DE ULVA RIGIDA E PALMARIA PALMATA COBERTOS COM LEVEDURAS DE VÉU, 

WICKERHAMOMYCES ANOMALUS, À SUPERFÍCIE.  

 

TABELA 15 - RESULTADOS DA SEQUENCIAÇÃO DAS COLÓNIAS DE LEVEDURAS ISOLADAS EM PALMARIA PALMATA. 

 

Uma outra levedura foi identificada como Saccharomyces mikatae apresentando 

uma banda entre os 800 e 900 (pb) (Figura 10), maior do que as restantes. Esta levedu-

ra selvagem é um híbrido genético natural resultante da hibridação de duas espécies 

Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces paradoxus, tendo sido isolada de solos e 

folhas em estado de decomposição no Japão pelo taxonomista Kozaburo Mikata (Kellis 

et al., 2003; Naumov et al., 2000). Podendo crescer a temperaturas entre 4 ºC e 30 ºC, 

forma biofilmes à superfície em meio líquido incubada durante 25 dias a 20 ºC 

(Naumov et al., 2000). Saccharomyces mikatae fermenta glucose, galactose, sucrose, 

Palmaria palmata 

Colónia Espécie Estirpe Identidade (%) 

YPAE1 Saccharomyces mikatae ATCC MYA-4448 97,15% 

YPAE2 Wickerhanomyces anomalus CBS 5759 99,11% 

YPAE3 Wickerhanomyces anomalus CBS 5759 99,11% 
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melibiose e refinose (Naumov et al., 2000). Para além disso, confere aromas frutados 

(banana) e florais a vinhos brancos (Bellon et al., 2013). 

 

TABELA 16 - RESULTADOS DA SEQUENCIAÇÃO DAS COLÓNIAS DE LEVEDURAS ISOLADAS EM ULVA RIGIDA. 

 

Meyerozyma guilliermondii, apresentou uma banda entre 400 e 600 pb (Figura 

10), é uma levedura heterotálica, difundida natureza encontrada em diversos habitats, 

como solos, água, plantas e ar, aeróbica obrigatória, tem um crescimento ótimo a 30 

ºC, mas pode tolerar temperaturas até 42 ºC (Yan et al., 2021). Detém a particularidade 

de metabolizar hexoses, como a  glucose, pentoses, xilose e arabinose, produz diferen-

tes ácidos orgânicos como ácido cítrico partir da celulose e produz diversas enzima 

endógenas como inulinase, α-amilase, α-ramnosidase lipase e nitrilase (Yan et al., 

2021). As estirpes de Meyerozyma guilliermondii, são utilizadas como biocontrolo para 

evitar o crescimento de fungos em frutos e vegetais armazenados e o principais meta-

bolitos produzidos são xilitol a partir da xilose e hemicelulose, e riboflavina (vitamina 

B2) (Kurtzman, 2011a; Yan et al., 2021).  

4.3. Evolução do processo fermentativo  

4.3.1. pH e ºBrix 

4.3.1.1. Palmaria palmata 

De forma a obter dados e a controlar a evolução do processo fermentativo, re-

correu-se à determinação dos valores de pH e ºBrix. O uso de enzimas (proteases, ami-

lases, lipases, entre outras) através do koji inativado e destruição mecânica da estrutura 

celular, facilitam a libertação de açúcares encapsulados e contribuem para a degrada-

Ulva rigida 

Colónia Espécie Estirpe Identidade (%) 

YUAE1 Wickerhamomyces anomalus  CBS 5759 98,86% 

YUAE2 Wickerhamomyces anomalus  CBS 5759 99,11% 

YUAE3 Wickerhamomyces anomalus  CBS 5759 98,42% 

YUAE4 Wickerhamomyces anomalus  CBS 5759 99,29% 

YUAE5 Wickerhamomyces anomalus  CBS 5759 98,95% 

YUAE6 Meyerozyma guilliermondii  CBS 2030 99,78% 
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ção das fibras, aumentando o teor de nutrientes disponível a ser consumida pela mi-

crobiota fermentativa (Pérez-Alva et al., 2022; Uchida & Miyoshi, 2013). Os teores de 

açúcares simples fermentescíveis constituintes das macroalgas, apresentam um impac-

to direto no processo fermentativo, espelhado nos valores de pH e ºBrix finais 

(Mouritsen et al., 2017; Uchida, 2014).  

 

Através da observação da Figura 16, pode-se verificar a diminuição dos valores ao 

longo do período de fermentação da alga Palmaria palmata. O valor de pH inicial é de 

5,75, registando um ligeiro aumento deste nos dias seguintes, este comportamento 

pode ser justificado pela presença de população de Bacillus spp. e pela adaptação da 

população de bactérias ácido-lácticas às condições do meio. O abaixamento de pH é 

abrupto a partir do dia 3, em que o valor apresentado é de 5,42, continuando a decres-

cer de forma significativa até dia 7,  em que o valor registado foi de 4,29, possivelmente 

devido há predominância e atividade exponencial da população de bactérias ácidas-

lácticas. A partir do dia 7, os valores continuam a baixar, mas forma gradual, compor-

tamento que pode ser indicador de que as LAB entraram em fase estacionária, dando 

lugar à predominância da população de leveduras, responsáveis pela produção de me-

tabolitos secundários que conferem aromas e sabores. 

 

Os valores de pH acabam por estabilizar apenas no último dia de fermentação, 

atingindo valores de pH de 4,06. A adição de 5% de NaCl, desempenha um papel im-

portante, uma vez que cria condições favoráveis ao crescimento e desenvolvimento da 

população de LAB, neste caso mais especificamente, Levilactobacillus brevis e Pedio-

coccus pentosaceus, enquanto a adição de enzimas através do starter enzimático koji 

permite disponibilizar os nutrientes necessários promovendo a predominância de LAB e 

leveduras com capacidade de resistência ao sal, que tal como observado, fazem parte 

da microbiota autóctone de Palmaria palmata, dificultando o desenvolvimento de ou-

tros microrganismos presentes como bactérias do género Bacillus spp. A produção de 

metabolitos ácidos, confirmado pelo valor de pH final registado, torna o meio desfavo-

rável à germinação de endósporos (Lacasse, 2000a; Uchida & Miyoshi, 2013).  
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Os valores de pH apresentados podem ser justificados pela presença de bacté-

rias ácido-lácticas heterofermentativas (Levilactobacillus brevis) produtoras de ácido 

acético, etanol e CO2 e homofermentativas (Pediococcus pentosaceus), sendo o meta-

bolito principal produzido por ambas o ácido láctico, conferindo propriedades de con-

servação ao produto (Lin et al., 2020; Monteiro et al., 2021; Pérez-Alva et al., 2022).  

 

Relativamente aos valores de ºBrix, através da observação da Figura 16, é bas-

tante evidente o aumento durante o processo fermentativo, registando valores iniciais 

de 10,5 de ºBrix e terminando com 12,2 ºBrix ao dia 14. O aumento exponencial verifi-

cou-se entre o início da fermentação (10,5 ºBrix) e o dia 3 (11,8 ºBrix). Este comporta-

mento pode ser justificado pelo grande teor de sólidos solúveis disponíveis para fer-

mentação (22,6 g) e a hidrólise enzimática de macromoléculas, entre as quais polissacá-

ridos complexos que são decompostos em monossacáridos, dando origem ao processo 

de sacarificação como menciona Uchida (2014), que são metabolizados dando origem 

à produção de ácidos orgânicos, coincidindo com o abaixamento abrupto de pH nos 

dias mencionados anteriormente. A ação enzimática tem um impacto importante, uma 

vez que facilita a biodisponibilidade de nutrientes para a microbiota fermentativa.  A 

partir do dia 4, foi registado 11,9 de ºBrix, continuando a evoluir, de uma forma gradual 

FIGURA 16 - EVOLUÇÃO DO PROCESSO FERMENTATIVO REPRESENTADO ATRAVÉS DOS VALORES DE PH E 

ºBRIX DE PALMARIA PALMATA.    
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até ao dia 11, registando um valor de 12,1 de ºBrix, e mantendo esse valor até ao últi-

mo dia de fermentação como é possível observar na Figura 16. Esta estabilização, pode 

ser justificada pelo consumo de açúcares pela microbiota fermentativa como fonte de 

carbono e energia, dando continuidade à produção de ácido láctico, como demons-

tram os valores de pH registados. É importante referir que ao dia 7, o aparecimento de 

leveduras de véu, pode contribuir para evolução mínima dos valores registados, uma 

vez que estas consomem os açúcares presentes.  

4.3.1.2. Ulva rigida 

Como é possível observar na Figura 17, os valores iniciais registados para Ulva 

rigida são ligeiramente inferiores aos de Palmaria palmata, registando 5,38 de pH ao 

dia 0 do ensaio fermentativo. Tal como observado em Palmaria palmata, os valores de 

pH tendencialmente aumentam no início, mas o abaixamento de pH acontece a partir 

do dia 2, e ao dia 3 verifica-se o abaixamento gradual em termos de valores regista-

dos de (5,30 de pH), mantendo-se até ao dia 11 do ensaio fermentativo em que se 

regista 4,08 pH. 

 

 Este comportamento, pode ser justificado pelo valor de açúcares disponíveis 

para fermentação (apenas 0,21 g) e pela forte atividade de hidrólise enzimática de 

moléculas complexas. Ulva rigida é rica em fibra alimentar (42,77 g), mas pobre em 

hidratos de carbono (6,12 g), estando entre eles polissacáridos estruturais como a ce-

lulose e hemicelulose, que segundo Uchida (2014), são fibras difíceis de fermentar. O 

uso de enzimas através do koji, apesar de conter celulases (Daba et al., 2021), pode 

não ser suficiente para a quantidade de fibras presentes no meio.  

 

Tal como em Palmaria palmata, pelo consumo de nutrientes disponíveis no 

meio pela microbiota fermentativa composta por bactérias ácido-lácticas, homo e he-

terofermentativas  (Pediococcus pentosaceus e Levilactobacillus brevis, respectiva-

mente), tal como demonstra a Tabela 14, as espécies envolvidas na fermentação são 

as mesmas em ambas as algas, indo ao encontro do esperado, uma vez que as condi-

ções de meio de cultivo e crescimento são as mesmas. Tal como mencionado anteri-
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ormente, a produção de metabolitos primários (ácido láctico, ácido acético, CO2 e 

etanol) impedem a germinação dos endósporos de Bacillus spp.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Contrariamente ao comportamento de Palmaria palmata, o valor de pH até ao 

último dia do ensaio aumenta, tendo uma ligeira subida (4,53). Este comportamento, 

pode ser explicado pelo consumo de ácidos orgânicos por parte das leveduras pre-

sentes (Lacasse, 2000b).  

 

Relativamente ao ºBrix, apresenta valores mais baixos em todo o processo fer-

mentativo do que Palmaria palmata, começando com 8,43 de ºBrix e terminando com 

8,20. Ao dia 2 (9,27 ºBrix) do ensaio, existe um aumento acentuado nos valores de ºBrix, 

correspondendo aos dias em que os valores de pH aumentaram. Esta etapa, tal como 

mencionado para Palmaria palmata, pode corresponder à face de adaptação da micro-

biota fermentativa às condições do meio, sem um consumo ativo substancial, enquanto 

as enzimas realizavam hidrólise de polissacáridos em dissacáridos e monossacáridos. 

Este aumento gradual mantém-se até ao dia 7 (9,63 ºBrix), valor mais alto registado, 

levando a concluir que possivelmente, existem bastantes sólidos solúveis em suspensão 

resultantes do processo de degradação anteriormente mencionado.  
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A partir do dia 7, os valores tendencialmente começam a baixar, podendo este 

resultado ser justificado pelo aparecimento da população de leveduras com metabo-

lismo bastante ativo, uma vez que o meio é rico em açúcares fermentescíveis, utilizando 

estes como fonte de carbono e energia, levando a crer, que possivelmente estavam a 

consumir mais do que a quantidade que estava a ser obtida a partir da hidrólise enzi-

mática dos polissacáridos presentes, justificando assim a descida do valor de ºBrix final 

(8,20) e o aumento significativo do valor de pH. Este comportamento, leva a concluir, 

que para Ulva rigida, o tempo ótimo de fermentação seria até ao dia 11, apesar de o 

ºBrix apresentar um decréscimo, o valor de 4,08 de pH é o ideal semelhante ao valor de 

pH final de Palmaria palmata.  

4.3.2. Produção de metabolitos  

4.3.2.1. Palmaria palmata 

De forma a obter-se informação mais detalhada sobre o processo fermentativo e 

quais os principais metabolitos produzidos, recorreu-se à análise das amostras por 

HPLC. Através da Figura 18, o ácido glutâmico encontra-se em grande quantidade ao 

tempo 0 (41,15 g/L), e que nos dias seguintes é evidente o aumento bastante acentua-

do deste valor ao dia 3º do ensaio fermentativo (72,17 g/L), possivelmente devido à 

hidrólise enzimática realizada pelas enzimas produzidas pelo koji. A partir do dia 4 do 

ensaio fermentativo, o valor de ácido glutâmico, decresce abruptamente, coincidindo 

com o abaixamento igualmente abrupto do pH (Figura 16).  

Paralelamente, verifica-se a produção de ácido láctico (metabolito principal pro-

duzido pelas LAB) entre o dia 2 e 3 dia (0,49 g/L) de fermentação, sendo que o seu 

crescimento evidente entre o dia 3 e 4, indo de acordo com a explicação mencionada 

no ponto 4.3.1.1, em que se verifica que a atividade exponencial de bactérias ácido-

lácticas decorre a partir do dia 3. A produção de ácido láctico vai crescendo durante 

todo o ensaio fermentativo, terminando com 3,07 g/L. A produção de ácido acético, 

apesar de ser em menor quantidade (0,09 g/L ao tempo 0 e 0,55 g/L ao tempo 7 e por 

fim 0,53 g/L ao tempo 14), deve-se principalmente à presença de bactérias ácido lácti-

cas heterofermentativas (Levilactobacillus brevis).   
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Relativamente à presença de glucose, que ao tempo 0 detinha um valor de 9,55 

g/L, foi aumentado até ao dia 3, atingindo 21,55 g/L, possivelmente devido à grande 

quantidade de açúcares disponíveis para fermentação (22,6 g) e a atividade enzimática, 

como a transformação de polissacáridos complexos em simples, justificando, como 

mencionado anteriormente no ponto 4.3.1.1, o aumento acentuado de ºBrix. A partir do 

dia 4, os valores de glucose começam a diminuir, correspondendo ao consumo dos 

açúcares presentes em suspensão em ácido láctico e acético, verificando-se a respetiva 

diminuição dos valores até ao final da fermentação (17,03 g/L).  

A presença de glicerol verifica-se desde o tempo 0 (0,35 g/L) e observa-se a sua 

produção gradual ao longo de todo o processo fermentativo, terminando com 0,91 g/L 

ao tempo 14. A produção de glicerol deve-se possivelmente à presença de leveduras, 

durante todo o processo fermentativo, embora só se tornem população dominante a 

partir do tempo 7.  

4.3.2.2. Ulva rigida 

Na fermentação de Ulva rigida, os metabolitos produzidos foram os mesmos que 

na fermentação de Palmaria palmata, à exceção do ácido cítrico, que manteve valores 

constantes durante toda a fermentação como demonstra a Figura 19. Ulva rigida apre-

senta 57,41 g/L de ácido glutâmico ao dia 0 do ensaio fermentativo, mas tal como é 
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possível observar o valor registado decresce de uma forma gradual até ao dia 7 de 

fermentação, onde se registou 10,34 g/L, acompanhando a descida gradual do pH, re-

gistou-se  valores semelhantes até ao final da fermentação. O abaixamento gradual, 

deve-se possivelmente, à maior quantidade de polissacáridos complexos e de difícil 

hidrolisação. A produção de ácido láctico é menor do que em Palmaria palmata (0,23 

g/L no início da fermentação), dando-se de uma forma gradual e estabilizando entre os 

tempos 11 e 14 (1,29 e 1,30 g/L, respetivamente), indicando que a microbiota fermen-

tativa de LAB deixou de ser dominante, mas continua presente no meio. Tal como em 

Palmaria palmata, verifica-se a produção de ácido acético, registando-se valores no 

início da fermentação de 0,42 g/L e terminando exatamente com o mesmo valor regis-

tado inicialmente. Verifica-se diminui até ao dia 4 (0,24 g/L), mas ao tempo 7 (0,43 g/L), 

verifica-se a sua produção novamente até ao final da fermentação (0,46 g/L), possivel-

mente por bactérias ácido lácticas heterofermentativas.  

 

Relativamente à glucose, os valores obtidos para Ulva rigida são  inferiores aos de 

Palmaria palmata, mas facilmente justificáveis pela pouca quantidade de açúcares dis-

poníveis para fermentação (0,21 g). O valor inicial registado foi de 6,50 g/L, aumentou 

até ao dia 4 (15,39 g/L) do ensaio fermentativo, correspondendo à grande atividade 

enzimática que decorreu da adição de koji. A partir do dia 7, verifica-se um decréscimo 

acentuado no consumo de glucose, como mencionado no ponto 4.3.1.2, possivelmente 

por parte das leveduras com metabolismo bastante ativo, consumindo rapidamente as 

fontes de energia disponíveis, levando consequentemente ao abaixamento do ºBrix.  

Por fim, os valores de glicerol são também eles mais baixos do que registados 

para Palmaria palmata, em que inicialmente se registou 0,21 g/L e terminando com 

0,18g/L. 
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4.4. Caracterização química  

4.4.1. Acidez titulável  

Relativamente à acidez titulável esta foi expressa em ácido láctico, uma vez que 

era expectável que este seja o ácido maioritariamente presente, dado que o processo 

fermentativo é claramente levado a cabo por bactérias-ácido lácticas.  

Como seria expectável tendo em consideração os valores de pH iniciais de ambas 

as macroalgas, os valores obtidos no início da fermentação (T0) são ligeiramente dife-

rentes, 0,108 g/mL para Palmaria palmata e 0,091 g/mL para Ulva rigida, sendo o valor 

registado para Palmaria palmata superior ao de Ulva rigida.  

 

No produto final (tempo 14) de Palmaria palmata, observa-se um incremento 

significativo (p=0,05) (aproximadamente 30%) na acidez titulável face ao valor inicial 

(0,180 g em T0 vs 0,303 g de ácido láctico/mL) (e eventualmente outros ácidos) que 

pode ser atribuída à produção de ácidos orgânicos durante a fermentação (Figura 18). 

O resultado apresentado é consistente com o valor de pH no final da fermentação 

(4,06). O produto final (T14) de Ulva rigida, apresenta um ligeiro aumento da acidez 

titulável (0,120 g de ácido láctico/mL), mas os valores apresentados não são significati-

vamente diferentes (p=0,05) do valor obtido para T0, como demonstra a Figura 20.  
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Este comportamento pode ser justificado pelo consumo de ácidos orgânicos por 

parte das leveduras presentes, levando a uma redução da acidez titulável final, tal como 

justificado anteriormente relativamente ao valor de pH final registado (4,53).  

 

 

FIGURA 20 - VALORES DE ACIDEZ TITULÁVEL OBTIDOS NO INÍCIO E NO FINAL DA DE PALMARIA PALMATA E 

ULVA RIGIDA. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENÇAS SIGNIFICATIVAS (α=0,05). A ANÁLISE ESTATÍSTICA 

REALIZADA, COMPARA APENAS OS VALORES INICIAIS E FINAIS RESULTANTES DO PROCESSO FERMENTATIVO AO 

INVÉS DE COMPARAR OS VALORES ENTRE AS ALGAS. 

 

 

4.4.2. Compostos fenólicos, atividade antioxidante e flavonoi-

des 

Relativamente aos compostos fenólicos (Tabela 17), os valores de fenóis totais 

obtidos são globalmente inferiores aos apresentados na literatura, o que poderá ser 

atribuído ao facto de corresponderem ao sobrenadante das macroalgas fermentadas e 

não a valores das algas propriamente ditas. No entanto observa-se em ambos os casos 

um aumento dos valores com a fermentação à semelhança do que tem sido encontra-

do por outros autores, que referem que o aumento dos compostos totais é comum 

quando se trata deste tipo de fermentações (Rafiquzzaman et al., 2015; Suraiya et al., 

2018). 

Comparativamente, os valores obtidos para os fenóis totais de Palmaria palmata 

apresentam-se superiores aos de Ulva rigida, enquanto no caso dos fenóis solúveis os 

valores obtidos para Ulva rigida foram significativamente superiores (p=0,05), levando 
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a concluir que os compostos fenólicos encontrados em Ulva rigida são principalmente 

fenóis solúveis que são extraídos para o meio aquoso durante o processo de fermenta-

ção. O aumento de fenóis solúveis em solução é um comportamento normal em fer-

mentações que envolvam fungos filamentosos uma vez que na presença de enzimas 

existe hidrólise de compostos.  

 

Já para o potencial antioxidante (Tabela 17), os valores apresentados decrescem 

com a fermentação e apontam para um comportamento contrário ao encontrado na 

literatura (Rafiquzzaman et al., 2015; Suraiya et al., 2018). Este fenómeno pode ser ex-

plicado pela possível remoção durante a fermentação de polissacáridos sulfatados que 

conferem o potencial antioxidante (Peñalver et al., 2020). 

 

Por fim, os teores de flavonoides (Tabela 17) aumentam com a fermentação, ten-

do sido obtidos valores significativamente diferentes tanto para Palmaria palmata co-

mo para Ulva rigida. Este aumento é consensual com o estudo de Suraiya et al., (2018), 

que também observou um aumento dos valores registados entre as amostras de ma-

croalgas não fermentadas e após fermentação com o fungo filamento Monascus sp., e 

poderá resultar da conversão de flavonoides em formas mais solúveis, levando a um 

aumento da sua concentração no sobrenadante. 

 

TABELA 17 - VALORES  OBTIDOS NO INÍCIO E NO FINAL DA FERMENTAÇÃO PARA COMPOSTO FENÓLICOS, 

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E FLAVONOIDES DE PALMARIA PALMATA E ULVA RIGIDA. LETRAS DIFERENTES REPRE-

SENTAM DIFERENÇAS SIGNIFICATIVAS (α=0,05). A ANÁLISE ESTATÍSTICA REALIZADA, COMPARA APENAS OS VALO-

RES INICIAIS E FINAIS RESULTANTES DO PROCESSO FERMENTATIVO AO INVÉS DE COMPARAR OS VALORES ENTRE AS 

ALGAS. 

Macroalga Tempo 

Compostos Fenólicos  

(mg ácido gálico/mL) 

Atividade Antioxidante 

(mg ácido gálico/mL) 
Flavonoides 

(mg querceti-

na/mL) Fenóis Totais 
Fenóis 

Solúveis 
DPPH FRAP 

Palmaria 

palmata 

0 0,229±0,012b 0,175±0,005b 0,968±0,078a 0,025±0,001a 0,121±0,009 a 

14 0,375±0.026a 0,188± 0,006a 0,174±0,058b 0,021±0,001b 0,561±0,316 a 

Ulva 

rigida 

0 0,121±0,016B 0,165± 0,005B 0,602±0,018A 0,019±0,001B 0,063±0,015B 

14 0,164±0,024A 0,181±0,011A 0,588±0,010A 0,025±0,001A 0,364±0,036A 



 

 

69 

 

4.4.3. Proteínas  

Ambas as macroalgas são ricas em proteínas (Palmaria palmata contém 17,2 

g/100g  e Ulva rigida 19,24 g/100 g, informação do rótulo Alga). Os teores de proteínas 

totais (Tabela 18) obtidos para o sobrenadante da fermentação de Palmaria palmata 

aumentam significativamente (p=0,05) após a fermentação ( início da fermentação (T0) 

21,752±0,921 mg/mL, final da fermentação (T14) 24,143±0,519 mg/mL). Os valores ob-

tidos podem ser justificados por existir a libertação de proteínas, resultante inicialmen-

te da destruição das paredes celulares pelo processo de trituração.  

 

O teor de proteína solúvel (Tabela 18) vem de alguma forma sustentar os valores 

anteriormente mencionados, uma vez 40,604±5,479 mg/mL no início da fermentação 

deve-se à libertação e solubilização das proteínas em água. Por outro lado, no caso das 

proteínas solúveis observa-se um decréscimo significativo com a fermentação (p=0,05), 

justificável pela atividade proteolítica das enzimas do koji, uma vez que as proteases 

fornecidas através do koji provocam a hidrólise das proteínas em péptidos e aminoáci-

dos, que são por sua vez utilizados pelos microrganismos fermentativos presentes.  

 

O valores obtidos para Ulva rigida relativamente ao valor das proteínas totais ini-

cialmente (T0), pode ser justificado, tal como em Palmaria palmata, pela libertação de 

proteínas solúveis em água, através da destruição das paredes celulares. Apesar do 

valor final (T14) apresentar uma quantidade ligeiramente superior (21,199±0,921 

mg/mL), os valores apresentados não são significativamente diferentes (p=0,05) (Tabela 

18). O mesmo acontece com as proteínas solúveis, em que o valor inicial obtido (T0) é 

de 32,266±3,185 mg/mL e embora se observe um aumento do teor de proteína solú-

veis (37,016±3,136 mg/mL) em solução no final (T14), os valores não são significativa-

mente diferentes (p=0,05). O facto de no caso de Ulva rigida não se observar um de-

créscimo tão acentuado na proteína solúvel pode ser indicador de libertação de fibras 

não degradáveis pelas enzimas do koji (Ghorai et al., 2009). 
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TABELA 18 - TEORES DE PROTEÍNAS TOTAIS E SOLÚVEIS OBTIDOS NO INÍCIO E NO FINAL DA FERMENTAÇÃO 

DE PALMARIA PALMATA E ULVA RIGIDA. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENÇAS SIGNIFICATIVAS (α=0,05). 

A ANÁLISE ESTATÍSTICA REALIZADA, COMPARA APENAS OS VALORES INICIAIS E FINAIS RESULTANTES DO PROCESSO 

FERMENTATIVO AO INVÉS DE COMPARAR OS VALORES ENTRE AS ALGAS. 

Macroalga Tempo Proteínas Totais 
Proteínas 

Solúveis 

Palmaria 

palmata 

0 21,752±0,921b 40,604±5,479a 

14 24,143±0,519a 24,718±1,891b 

Ulva 

rigida 

0 20,147±0,279A 32,266±3,185A 

14 21,199±1,455A 37,016±3,136A 

 

4.5. Análise sensorial  

O painel de análises sensorial foi composto por 40 provadores não treinados 

sendo 28 do sexo feminino e 12 do sexo masculino, entre os 20 e os 63 anos. A média 

de idades encontra-se entre os 27 anos. Os provadores foram também caracterizados 

quanto ao regime alimentar, verificando-se que 70% dos provadores seguem uma die-

ta omnívora, 22,5% são flexitarianos, 5% vegetarianos e 2,5% são vegan. Foram ainda 

questionados sobre a inclusão de garum na alimentação (75% respondeu que não e 

25% respondeu que sim) e relativamente aos dressings que usualmente utilizam para 

tempero para saladas ou aromatizar pratos, sendo as respostas mais frequentes vinagre 

com 34%, azeite com 33%, maionese com 9% e por fim molho de soja com 2%.  

 

O painel teve como objetivo a avaliação de características organoléticas dos VE-

Garuns de Palmaria palmata e Ulva rigida apresentados na sua forma clarificada por 

centrifugação (Figura 21): aspeto visual, cor, aroma, sabor e consistência, foi solicitada 

ainda uma apreciação global do produto.  A escala de classificação utilizada foi uma 

escala hedónica de cinco níveis: 1 - Muito Desagradável, 2 - Desagradável, 3- Indiferen-

te, 4 - Agradável e 5 - Muito Agradável.  De forma a ser mais precisa, foram calculadas 

e analisadas as percentagens de respostas a todos os parâmetros.  
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FIGURA 22 - RESPOSTAS OBTIDAS DO PAINEL DE PROVADORES NÃO TREINADOS (N=40), RELATIVAMENTE 

AOS ATRIBUTOS SENSORIAIS DOS VEGARUNS DE PALMARIA PALMATA E ULVA RIGIDA. ESCALA HEDÓNICA DE CIN-

CO NÍVEIS: 1 - MUITO DESAGRADÁVEL, 2 - DESAGRADÁVEL, 3- INDIFERENTE, 4 - AGRADÁVEL E 5 - MUITO 

AGRADÁVEL.   

 

O VEGarum de Palmaria palmata (amostra FX1), obteve resultados positivos em 

quase todos os parâmetros, à exceção do aroma, demonstrando a preferência do con-

sumidor por este dressing (Figura 22). Quanto ao aspeto visual, mais de 50% classifica-

ram este produto como muito agradável (15%) ou agradável (47,5%), sendo indicado 

por  32,5% do painel como indiferente e 5,1% como desagradável. Para o parâmetro da 

cor, destacou-se, uma vez que mais de metade do painel de provadores não treinados 

indicou como muito agradável (17,5%) ou agradável (57,5%), enquanto as restantes 

percentagens foram de 15% para indiferente e 10% como desagradável, possivelmente 

FIGURA 21 - VEGARUNS DE ULVA RIGIDA (AMARELO) E PALMARIA PALMATA 

(VERMELHO). 
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pela cor mais forte que esta detém como demonstra a Figura 21. Quanto ao parâmetro 

do aroma as respostas encontram-se bastante distribuídas, 40% respondeu como 

agradável, 22,5% como indiferente, 32,5% como desagradável, apenas 2,5% respondeu 

desagradável e muito desagradável. O parâmetro do sabor, revelou respostas surpre-

endentes, uma vez que 20% dos provadores responderam como muito agradável, 45% 

responderam agradável, 20% como indiferente, 12,5% desagradável e por fim 2,5 como 

muito desagradável.  O parâmetro da consistência não demonstrou tendências diferen-

tes nas respostas, sendo que 15% respondeu muito agradável, 50% respondeu agradá-

vel, 30% respondeu indiferente e 5% desagradável. Tendo uma apreciação global bas-

tante positiva, refletindo todas as respostas anteriormente mencionadas, 12,5% dos 

provadores classificaram como muito agradável, 60% como agradável, 10% como indi-

ferente, 15% como desagradável e 2,5% como muito desagradável.  

 

Na tentativa de procurar perceber qual a perceção de flavours sentida, foi pedido 

aos provadores que descrevessem o aroma e o sabor. Em 87 respostas, as palavras 

mais utilizadas para descrever os aromas foram mar com 11%, ácido e cheiro a iodo 

com 8%, e vinagre com 6%. Quanto ao sabor, a quantidade de respostas dada foi maior 

(99), em que as palavras mais frequentemente mencionadas foram salgado com 35%, 

ácido com 4%, intenso com 3%.  

 

 O VEGarum de Ulva rigida (amostra N3F), não obteve resultados tão positivos, 

sendo que os que mais se destacam são o aspeto visual e a consistência como de-

monstra a Figura 22. Apesar disso, as respostas obtidas para o parâmetro do aspeto 

visual foram globalmente positivas, indicando o produto como  muito agradável 

(12,5%) ou agradável (42,5%), indicando 37,5% como indiferente e 7,5% como desa-

gradável. O parâmetro da cor teve as maiores percentagens de respostas indiferente 

com 42,5% e agradável com 37,5%, possivelmente por não se destacar face à cor de 

Palmaria palmata, como demonstra a Figura 21. Os parâmetros do aroma e sabor tive-

ram resultados muito semelhantes e menos positivos, com apenas 37,5% dos provado-

res a classificarem como muito agradável (15%) ou como agradável (27,5%) e 17,5% 

como indiferente ambos os parâmetros, enquanto 32,5% responderam como desagra-

dável o parâmetro do aroma e 35% como desagradável o parâmetro do sabor, por fim, 
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7,5% responderam muito desagradável para o aroma e 2,5% para o sabor. A consistên-

cia, como mencionado anteriormente, foi um dos parâmetros que se destacou apesar 

de as respostas se dividirem bastante, 20% classificou como muito agradável, 40% co-

mo agradável, 35% como indiferente e 5% como desagradável. O parâmetro da apreci-

ação global é bastante claro, sendo a resposta desagradável a mais frequente com 

40%, enquanto agradável apenas detém 27,5%, indiferente com 20%, muito agradável 

com 10% e muito desagradável com 2,5%. As palavras mais utilizadas para descrever os 

aromas do VEGarum de Ulva rigida,  em 102 respostas totais, foram algas com 17%, 

mar com 16%, e peixe com 12%. Quanto ao sabor, obteve-se 93 respostas em que as 

palavras mais frequentemente mencionadas foram sal/salgado com 24%, maresia com 

16%, e peixe com 11%.  

 

Através da Figura 23, podemos observar que a resposta mais frequente relativa-

mente à intensidade sentida ao sal é Intenso com 60% para o VEGarum de Palmaria 

palmata e 52,5% para o de Ulva rigida, enquanto 15% respondeu muito intenso para o 

dressing de Palmaria palmata e 25% para o dressing de Ulva rigida o que é facilmente 

justificável pela adição de sal (5%) na preparação do produto, mas também pelos teo-

res de sal que as algas detém na sua constituição (4,2 gr/100 g em Palmaria palmata  e 

4,25 gr/100 g em Ulva rigida). Os restante valores apresentados podem refletir a tole-

rância dos provadores não treinados face ao sal.   

 

FIGURA 23- RESULTADOS OBTIDOS DO PAINEL DE PROVADORES NÃO TREINADOS (N=40), RELATIVAMENTE  

À INTENSIDADE DO SAL.  
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Relativamente às intenções de compra do painel de provadores, a Figura 24 refle-

te os dados discutidos anteriormente, onde as respostas mais frequentes refletem per-

feitamente o contraste entre a preferência dos consumidores: provavelmente compraria 

para o VEGarum de Palmaria palmata com 40% das respostas enquanto Ulva rigida só 

obteve 22,5% e provavelmente não compraria para o VEGarum de Ulva rigida com 

27,5%, enquanto Palmaria palmata obteve apenas 10%. Curiosamente, 7,5% das res-

postas obtidas demonstraram que teriam interesse em adquirir o produto ao respon-

derem que comprariam ambos os produtos. Em dúvida se comprariam os produtos, 

obteve-se 27,5% para o dressing de Palmaria palmata e 22,5% para Ulva rigida. Por fim, 

provadores que possivelmente não detêm interesse nos produtos ou que possivelmen-

te não apreciam demonstrando que não comprariam de todo ambos os produtos, re-

presentam 15% das respostas para Palmaria palmata e 20% para Ulva rigida. 

 

FIGURA 24 - RESULTADOS OBTIDOS DO PAINEL DE PROVADORES NÃO TREINADOS (N=40), RELATIVAMEN-

TE À INTENÇÃO DE COMPRA.  

 

De uma forma geral, o VEGarum de Palmaria palmata demonstra maior intenção 

de compra por parte dos provadores e de alguma forma de aceitação, enquanto o de 

Ulva rigida desperta menor interesse de compra.  
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5.  

Conclusão e Perspetivas Futuras    

Apesar da procura por alimentos sustentáveis e inovadores por parte dos consu-

midores, as macroalgas ainda são alvo de neofobia, devido à falta de tradição de con-

sumo e de incorporação na dieta dos consumidores ocidentais. Os sabores fortes a mar 

nem sempre as tornam agradáveis ou fáceis de consumir, mas apresentam-se como 

alimento potencial para desenvolvimento de novos produtos dentro das tendências 

alimentares, principalmente pela riqueza nutricional e de compostos bioativos, formu-

lando produtos com valor acrescentado, dando resposta à escassez de alimentos e falta 

de recursos.  

 

No presente trabalho demonstrou-se que, apesar da complexidade das suas ma-

trizes, as macroalgas podem ser fermentadas com sucesso, atingindo-se os objetivos 

iniciais. O processo fermentativo espontâneo revelou-se eficaz, sendo a microbiota au-

tóctone identificada coincidente com a de outros trabalhos já realizados ao nível de 

fermentação de macroalgas para alimentação animal, sendo o sal, possivelmente o 

elemento decisivo para a seleção da microbiota e para o sucesso do processo fermen-

tativo.  

Numa ótica de produto inovador, o VEGarum de Palmaria palmata foi bem aceite 

pelos consumidores apresentando possibilidade de comercialização contrariamente ao 

de Ulva rigida. No trabalho futuro a ser desenvolvido, poderá ser importante testar este 

tipo de fermentação utilizando concentrações de sal mais baixas, uma vez que as algas 

já detêm valores elevados deste mineral, afetando a questão sensorial como demons-

trado através da avaliação do painel sensorial. Para além disso, a diminuição do teor de 
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sal permitirá ainda alinhar este produto com as tendências de consumo, que apontam 

as preocupações com a saúde como um fator importante. No entanto, há que ressalvar 

que estando em presença de um produto que será utilizado como dressing, e por isso 

em pequenas quantidades, leva a que a concentração elevada de sal não constitua uma 

preocupação, mas antes uma oportunidade, já que poderá ser usado em simultâneo 

como aromatizante e substituto do sal. 

 

Os processos de maturação a frio e à temperatura ambiente detêm potencialida-

des para exploração, uma vez que apesar de não ter sido possível realizar o estudo 

aprofundado da influência das diferente temperaturas na estabilização e desenvolvi-

mento das características sensoriais do produto, resultados preliminares apontam no 

sentido de se obterem características sensoriais melhoradas quando os produtos foram 

sujeitos a um período de maturação. Para além disso, um outro aspeto relevante a con-

siderar será a avaliação da atividade antimicrobiana e tempo de vida útil dos produtos, 

uma vez que os microrganismos envolvidos nas fermentações de Palmaria palmata e 

Ulva rigida, apresentam características tecnológicas importantes que tornam o produto 

seguro para consumo humano.  

 

A realização de uma análise nutricional detalhada, incluindo hidratos de carbono, 

teores de humidade, cinzas, lípidos totais e ácidos gordos, e análises à vitamina B12 

após o processo de fermentação, como também a avaliação das características físicas 

do produto através de testes reológicos permitirá também uma caracterização mais 

aprofundada dos produtos. Seria ainda importante trabalhar na texturização do produ-

to, possivelmente através da adição de hidrocoloides,  uma vez que através da análise 

sensorial é possível concluir que é um ponto a melhorar.  

 

Tal como na produção de garum, em que as partes sólidas dos peixes era reutili-

zada através da criação de uma pasta fermentada chamada allec, a parte sólida das 

algas resultantes da centrifugação das amostras, apresenta-se com potencialidade para 

a criação de novos produtos ou mesmo em aplicações gastronómicas devido à riqueza 

de sabores e flavours a partir destas.  
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I. Retas de calibração ácidos orgânicos, açúcares, glicerol e etanol 

 

 

FIGURA 25 - RETAS DE CALIBRAÇÃO PARA A CONCENTRAÇÃO DE ÁCIDO ACÉTICO, LÁCTICO, GLUTÂMICO, 

ACÉTICO, GLUCOSE E GLICEROL. 
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II. Questionário de análise sensorial  
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FIGURA 26 - QR PARA PREENCHIMENTO DO QUESTIONÁRIO DE ANÁLISE SENSORIAL. 
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III. Retas de calibração parâmetros de análise química  
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FIGURA 27 -RETAS DE CALIBRAÇÃO PARA AS CONCENTRAÇÕES DE FRAP, DPHH, COMPOSTOS 

FENÓLICOS TOTAIS, FENÓIS SOLÚVEIS, FLAVONOIDES E PROTEÍNAS SOLÚVEIS.  
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