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RESUMO

As microalgas vém ganhando grande espaco dentro do panorama das pesquisas
mundiais, visto que sdo microrganismos que apresentam taxa de crescimento rapido, possuem
cultivo simples e sdo capazes de produzir biomassa rica em compostos biologicamente ativos
como por exemplo, vitaminas, proteinas, &cidos graxos poli-insaturados, pigmentos entre
outros. O objetivo do projeto foi avaliar misturas formadas pela associacdo da microalga
Chlorella sp., através da elaboragdo de misturas com incorporacao (0 a 2 %) da biomassa e do
extrato obtido a partir biomassa da microalga, em farinha de trigo. Esperou-se com este estudo
poder vincular a farinha de trigo, um produto de alto valor nutricional, como as microalgas,
avaliando suas caracteristicas em massas alimenticias frescas. A biomassa da microalga
Chlorella sp. foi obtida através do cultivo em fotobiorreatores e o extrato a partir da biomassa
por meio da extracdo exaustiva com etanol. A avaliacdo da biomassa foi realizada através de
testes fisico-quimicos como de lipideos, umidade, teor de cinzas e proteinas, as massas
alimenticias foram avaliadas através da analise dos parametros de coccdo, de cor, carotenoides
e andlise sensorial. A andlise centesimal da microalga demonstrou uma grande quantidade de
proteinas e cinzas, 0 que pode resultar no incremento de minerais e aumento de proteinas nas
massas alimenticias. Quanto aos parametros de coccdo, em todas as amostras a perda de solidos
foi inferior a 12 % podendo ser consideradas de boa qualidade. Os valores de carotenoides totais
chegaram a 2,33 mg g! na biomassa e 14,55 mg g no extrato da microalga. O aumento dos
carotenoides foi gradual com a incorporacdo da microalga nas massas alimenticias, obtendo
valor maximo de 48 pg g nas massas alimenticias com incorporacio de 2 % de biomassa. Os
carotenoides majoritarios identificados foram: luteina, B-caroteno, a-caroteno e zeaxantina.
Quanto a avaliacdo sensorial, todas as formula¢Ges atingiram valores 6timos de aceitacdo
global, chegando a 88 % nas massas alimenticias com 1 % de incorporac¢édo da biomassa. Logo,
as microalgas tém grande potencial para serem empregadas na elaboracdo de novos produtos,
como paes, massas, biscoitos e bolos, tornando-se mais uma alternativa alimentar com boas
caracteristicas nutricionais, podendo promover beneficios a satde do consumidor.

Palavras-chave: microalgas, carotenoides, massas alimenticias.



1 INTRODUCAO

A valorizagdo de alimentos funcionais produzidos com ingredientes naturais cresce a
cada dia, motivando as industrias a realizarem pesquisas e projetos de desenvolvimento de
novos produtos, focados na qualidade de vida através de uma alimentacdo nutritiva. Junto a
isso, 0 desenvolvimento de alternativas mais produtivas do que a agricultura tradicional, de
facil adaptacdo a diferentes climas e culturas, se torna cada vez mais necessario, visto o cenario

global em que cada vez se produz mais, o que limita o espaco destinado a determinada funcéo.

As microalgas vém ganhando grande espaco dentro das pesquisas mundiais, sdo
microrganismos que apresentam taxa de crescimento rapido, possuem cultivo simples e séo
capazes de produzir biomassa rica em compostos bioativos como &cidos graxos insaturados e
carotenoides. O maior desafio é 0 uso de compostos obtidos da microalga, ja aceitos pela
comunidade cientifica e comprovadamente benéficos ao ser humano, para adicdo em alimentos,
contribuindo assim para a mudanca de héabito da populacdo brasileira, ndo adaptada ainda ao

consumo de alimentos adicionados de microalgas ou seus extratos.

Cultivos de microalgas ja tém sido realizados visando a producdo de biomassa para uso
na elaboracdo de alimentos, sendo que as principais formas de insercdo das microalgas na
alimentacdo humana sao os suplementos alimentares (formulac6es em po, tabletes, capsulas ou
extratos), podendo também ser incorporadas em massas, snacks, chocolates ou gomas e bebidas.
As principais espécies utilizadas para estes fins sdo Arthrospira, Chlorella sp., Dunaliella
salina e Aphanizomenon flos-aquae (PULZ; GROSS, 2004; DERNER et al., 2006).

As microalgas Spirulina (Arthrospira) e Chlorella possuem o certificado GRAS
(Generally Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration) podendo ser
utilizadas como alimento sem oferecer risco a saude. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) permite a sua comercializacdo desde que o produto final esteja

devidamente registrado, para as microalgas Spirulina e Chlorella.

A medida que novas aces positivas sdo atribuidas aos mais diversos alimentos, é
fundamental que se investigue a melhor maneira de adequa-los a dieta comum da populacédo, a
fim de estimular cada vez mais o consumo de alimentos com ingredientes bioativos. Portanto,
0 objetivo do trabalho foi avaliar incorporacdo de microalgas em massas alimenticias, produto
presente na alimentacdo dos brasileiros, além de determinar suas caracteristicas tecnolégicas e

aceitacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Desenvolver massas alimenticias frescas com incorporacdo da biomassa da microalga

Chlorella sp. e seu extrato e avaliar suas propriedades tecnoldgicas, funcionais e sensoriais.

2.2  Objetivos especificos

e Realizar o cultivo da microalga Chlorella sp. em fotobiorreatores, afim de obter a
biomassa necessaria para o desenvolvimento das massas;

e Obter o extrato de Chlorella sp. a partir da biomassa;

e Desenvolver massas alimenticias frescas enriquecidas com microalgas (biomassa e seu
extrato);

e Caracterizar a biomassa e seu extrato em relacdo ao conteudo de carotenoides;

e Avaliar a quantidade de carotenoides presente nas massas alimenticias e estimar a perda
destes apds a coccao;

e Avaliar parametros tecnolégicos das massas alimenticias (tempo 6timo cocgdo, ganho
de peso, perda de sélidos e perda de cor);

e Realizar a avaliacdo sensorial das massas desenvolvidas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mudangas na alimentagéo

Os alimentos associados a beneficios & satde s&o uma tendéncia do mercado alimenticio
deste século. Entre os elementos que podem explicar o éxito dos alimentos funcionais, cita-se
a preocupacéo crescente da populacao pela saude e pelo bem-estar, como pode-se perceber nas
tendéncias observadas no consumo de alimentos no Brasil (Brasil Food Trends 2020) mostradas
na Figura 1. Neste estudo, observou-se forte correlagdo com as tendéncias de consumo de
alimentos encontradas em outros paises do mundo, onde um dos itens esta associado a

saudabilidade.

Convenléncia e Praticldade - 34%
Confiabilidade e Qualidade - 23%
Sensorialldade e Prazer - 23%

Saudabllidade e Bem-estar
e Suslentabilidade e Etica - 21%

Figura 1. Tendéncias observadas para o consumo de alimentos (Brasil Food Trends 2020).

O que mais se destaca no ultimo grupo € a busca por alimentos que podem trazer algum
beneficio a salde. A pesquisa demonstrou o interesse dos consumidores ndo sé pela
saudabilidade mas também pela qualidade de vida, que inclui a sociedade e 0 meio ambiente,
priorizando a compra de alimentos industrializados quando o fabricante demostre preocupacéo

com o meio ambiente ou projetos sociais (Brasil Food Trends 2020).

Quanto a sustentabilidade, a populacdo do planeta ja atingiu 7,2 bilhdes de pessoas,
segundo a Organizacdo das Nag6es Unidas no estudo "Perspectivas de Populacdo Mundial”. De
acordo com as projecGes de crescimento demografico apresentadas pela entidade, a populagéo
mundial deve chegar a 8,1 bilhdes de pessoas em 2025 e 9,6 bilh6es em 2050 (ONU, 2013),

aumentando cada vez mais os impactos da agricultura sobre o ambiente. Alimentar bilhdes de
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pessoas e manter o clima dentro de limites habitaveis sdo os principais problemas a serem
enfrentados visando garantir ofertas para as geragbes futuras (MILINSKI et al., 2006). E
possivel que novas técnicas produtivas sejam cada vez mais investigadas no sentido de produzir
alimentos saudaveis e abundantes a baixo custo, propiciando complementar as necessidades
nutricionais diarias da populacdo e, ao mesmo tempo, repensando as praticas agricolas que hoje
sdo adotadas. Nesse contexto, varias contribuicbes da biotecnologia e bioprocessos tém sido

investigadas visando remediar danos ambientais e melhorar a qualidade de vida das pessoas.

A aquicultura é outra tendéncia que devera se consolidar, destacando, o cultivo de
organismos que apresentam elevado valor nutricional, altas taxas de produgao de biomassa e
necessidades de pequenos espacos. Neste contexto as culturas em massa de microalgas e outros

microrganismos deverao ocupar papel de destaque (HABIB et al., 2008).

3.2  Microalgas

As microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes eucarioticos com representantes
nas Divisdes Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta (Prymnesiophyta),
Heterokontophyta (Bacillariophybceae, Chrysophyceae, Xantophyceae etc.), Cryptophyta e
Dinophyta ou procariéticos com representantes nas Divisdes Cyanophyta (cianobactérias)
(DERNER et al., 2006). Apresentam estrutura simples, dimensdes microscépicas, e possuem
alta capacidade de adaptacdo e tolerancia em condi¢cdes ambientais consideradas extremas,
sendo capazes de sobreviver em diferentes habitats (dguas doces, aguas salobras e aguas
marinhas) e em diferentes condicdes de pH e temperaturas. Estima-se a existéncia de mais de
50 mil espécies, mas apenas um numero limitado (cerca de 30 mil), foram estudadas até o
momento (MATA et al., 2010).

Microalgas ja& vém sendo cultivadas hd mais de 40 anos com diversos fins, como € o
caso da Spirulina como suplemento alimentar para aumentar o valor nutricional de alimentos,
Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis para producdo de carotenoides, e uma gama de
espécies para aquicultura. A pesquisa de microalgas data do final do século XIX, tendo como
pioneiros pesquisadores poloneses, russos, holandeses e franceses. No Brasil somente nos anos
70 foi iniciada a criacdo das primeiras colecfes de microalgas em cultivo e apenas na década

de 80 esses cultivos realmente comegaram a se difundir (LOURENCO, 2006).

Cultivos de microalgas tém sido realizados visando a producéo de biomassa tanto para
uso na elaboracdo de alimentos quanto para a obtencdo de compostos naturais com alto valor

no mercado mundial. Dentre os inimeros compostos extraidos, ou com potencial de exploracdo
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comercial, podem ser relacionados carotenoides (jB-caroteno, luteina, etc.), acidos graxos poli-
insaturados, ficobilinas, polissacarideos, vitaminas, esterois e diversos compostos bioativos, 0s
quais podem ser empregados especialmente no desenvolvimento de alimentos funcionais, por
suas propriedades nutricionais e farmacéuticas (SPOLAORE et al., 2006). Na Figura 2 sdo

apresentados alguns produtos obtidos a partir de microalgas e suas aplicacdes.

Lipideos o ) )
Biodiesel, glicerol, acidos graxos,
Lipideos neutros (triglicerideos) fitosterois
Lipideos polares

Alimentagao animal, produtos
Proteinas farmacéuticos, biofilmes,
emulsificantes, aditivos
alimentares

Aminoacidos

/ Carboidratos \

Amido Bioetanol, alimentagdo animal,
biopolimeros, aditivios
p-1.3-glucanase alimentares, produtos

|

Celulose farmaceuticos

\ Oligossacarideos /

Cosméticos, produtos
nutracéuticos, produtos

Pigmentos
Clorofilas EEE— e
farmaceéuticos, suplementos

Carotenoides alimentares, corantes e tintas

/ Vitaminas e Minerais \

C.E. A
Biofertilizantes, antioxidantes

el

|

Microelementos (Na, K, Ca, Mg, P) alimentos funcionais

B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12, {

Macroelementos (Cr, Cu, Zn, Mn,

\ Se, I, Fe) /

Figura 2. Esquema dos principais compostos produzidos pelas microalgas e suas principais
aplicacdes (Adaptado de SAFI et al., 2014).
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3.2.1 Meio de cultivo para microalgas

O crescimento das microalgas € influenciado por diversos fatores fisico-quimicos, tais
como temperatura, concentracao de nutrientes, luminosidade e concentracdo de oxigénio e gas

carbonico (COy).

O meio de cultivo pode ser definido como o ambiente especifico que contém os
nutrientes necessarios ao desenvolvimento das microalgas em cultivo. Entre as espécies,
ocorrem variagcOes desses nutrientes tanto em relacéo a quantidade, quanto aos tipos que devem
ser utilizados, podendo os diferentes tipos de meios de cultura serem adequados a varios grupos
de microalgas, para somente alguns deles ou para determinadas espécies. Ainda assim, estas
necessidades nutricionais sdo dependentes de distintas condi¢cdes ambientais (GUILLARD,
1975).

As microalgas possuem menos celulose em relagdo a espécies de plantas terrestres,
devido a isso possuem uma demanda maior de nutrientes, como carbono, nitrogénio, fosforo,
ferro, entre outros; pois se utilizam da fotossintese para se multiplicar (MARKOU et al, 2014).

Na Tabela 1 estdo sintetizados os requisitos nutricionais para o cultivo de microalgas.

Tabela 1: Requisitos nutricionais para o cultivo de microalgas.

Nutrigéo Principais Ingredientes Funcdo Faixa

Carbono CO,, HCO, COs, etc. Fornecer C para toda a 1-10gL?
celula, etc.

Nitrogénio NOs, Uréia, Na, etc. Fornecer N para toda a 10-2000mg L
celula, etc.

Fosforo Hidrofosfato, fosfato, etc. ~ Fornecer P para todas as 10-500 mgL™*
reagdes nas células, etc.

Enxofre Sulfato, etc. Fornecer S para 1-200mgL*
proteinas e reagdes, etc.

Sais inorganicos K, Ca, Na, Mg, etc. Manter estrutura e 0,1-100mg L*
atividade celular, etc.

Elementos-trago Fe, Zn, Mn, Pb, Cd, etc. Ser fator coenzima, etc. 0,01 - 10 mg.L*?

Vitaminas Vitaminas VB, VC, VE, Ajudar na diviséo 0,01-1000 pg.L?

etc. celular, etc.

Fonte: Adaptado ZENG et al., 2011.
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Muitos meios de cultivo de microalgas marinhas séo formulados utilizando como base
agua do mar, que possui grande quantidade de sélidos e gases dissolvidos, onde estdo presentes
inimeros elementos quimicos, porém, muitos destes estdo presentes em quantidades limitadas
e sdo insuficientes para proporcionar seu crescimento adequado. Devido a isso, muitas vezes a
agua do mar necessita ser suplementada com macro e micronutrientes a fim de obter respostas
de crescimento mais rapidas das espécies. Normalmente os meios de cultura marinhos podem
ser constituidos de trés formas: meios de cultura definidos, os quais sao preparados a partir de
agua de elevada pureza a qual séo adicionados os sais constituintes da agua do mar e 0s sais
nutrientes que estimulam o crescimento, meios de cultura semidefinidos, os quais utilizam a
agua do mar como matriz, a qual é enriquecida com nutrientes inorganicos, de composicao
conhecida, e os meios de cultura indefinidos, os quais sdo feitos a partir de agua do mar
enriquecida com uma mistura ndo determinada de substdncias organicas e inorganicas
(LOURENCGCO, 2006).

3.2.2 Microalgas na alimentagéo

No mercado de alimentos funcionais, a utilizacdo de microalgas em massas, paes,
iogurtes e bebidas, apresenta rapido desenvolvimento em paises como Franca, Estados Unidos,
China e Tailandia. As principais microalgas cultivadas comercialmente sdo espécies dos
géneros Chlorella beyerinck, (Chlorophyceae) e Arthrospira stizenberger (Cyanophyceae) para
a adicdo em alimentos naturais, Dunaliella salina Teodoresco (Chlorophyceae) para a obtengéo
de B-caroteno e Haematococcus pluvialis Flotow (Chlorophyceae) para a obtencdo de
astaxantina (SPOLAORE et al., 2006).

As principais formas de inser¢cdo das microalgas na alimentagdo humana sdo os
suplementos alimentares (formulacdes em po, tabletes, capsulas ou extratos), podendo também
ser incorporadas em massas, snacks, chocolates ou gomas e bebidas. As principais espécies
utilizadas para estes fins sdo Arthrospira, Chlorella, Dunaliella salina e Aphanizomenon flos-
aquae (PULZ; GROSS, 2004; DERNER et al., 2006). Compostos como carotenoides e &cidos
graxos poli-insaturados também poderiam ser extraidos através de cultivos em larga escala de

microalgas para serem aplicados na industria de alimentos (MATA et al, 2010).

Algumas microalgas como Spirulina e Chlorella possuem o certificado GRAS
(Generally Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration) dos EUA, podendo

ser utilizadas como alimento sem oferecer risco a satde, sendo estas as principais microalgas
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cultivadas comercialmente para a adigdo em alimentos naturais mundialmente conhecidos
como “health food” (BECKER, 2004).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) permite a sua
comercializacdo desde que o produto final (capsula, pé ou produtos no qual 0 microrganismo

tenha sido adicionado) esteja devidamente registrado, para as microalgas Spirulina e Chlorella.

Além disso, inimeras pesquisas vém sendo feitas com microalgas na alimentacao
humana, por elas possuirem em sua composicao antioxidantes, fibras, acidos graxos, poder
corante e oligoelementos (GOUVEIA et al., 2007). As Figuras 3, 4, 5 e 6, mostram alguns

produtos desenvolvidos a partir de microalgas.

Figura 3. Biscoitos adicionados de Chlorella vulgaris (GOUVEIA et al., 2007).

Figura 4. Efeito da concentracdo de biomassa de Diacronema vlikianum em massas alimenticias
frescas (FRADIQUE et al., 2013).
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Spirulina maxima (1)

Chlorella vulgaris green (2) Chlorella vulgaris orange (3)

Figura 5. Massas contendo diferentes porcentagens de biomassa de Spirulina maxima (1),
Chlorella vulgaris verde (2) e Chlorella vulgaris laranja (3) (FRADIQUE et al., 2010).

‘
Figura 6. Paes de farinha de arroz, controle (a) e adicionados de 2% (b), 3% (c), 4% (d) e 5%
(e) de Spirulina platensis (FIGUEIRA et al., 2011).

3.2.3 Microalga Chlorella

A microalga Chlorella faz parte do grupo das Chlorophytas ou algas verdes. E uma alga
unicelular, com formato esférico, globular ou elipsoidal, ndo moével e pode atingir diametros
entre 2,0 um e 10,0 um. Dependendo da espécie da microalga Chlorella, elas podem ser
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marinhas ou dulcicolas. Sua composi¢do média é de aproximadamente 10 % de carboidrato,
44 % de proteina, 29 % de lipidios e 8,5 % de minerais e vitaminas (PHUKAN et al., 2011).

A microalga Chlorella é cultivada desde 1960 no Japéo, sendo que, em 1980, ja existiam
aproximadamente 26 fabricas de grande escala na Asia, produzindo cerca de 1000 kg de
biomassa por més (SPOLAORE et al., 2006). Ela foi a primeira espécie a ser cultivada em
grande escala, em 1961, no Japdo pela empresa Nihon Chlorella, para ser comercializada como
suplemento alimentar (LOURENCO, 2006). Ela ¢ utilizada em muitas pesquisas de biodiesel
(ZHOU et al., 2013) e é a segunda microalga mais produzida no mundo para aplicacdo na
nutricdo humana, cosméticos e aquicultura (BRENAN; OWENDE, 2010).

3.3 Compostos obtidos de microalgas

3.3.1 Pigmentos

As microalgas sdo microrganismos fotossintéticos e seus pigmentos podem ser
classificados em trés grandes grupos: as clorofilas, os carotenoides e as ficobilinas, pigmentos
que se diferem em sua composicdo quimica e quanto a faixa do espectro da luz visivel na

captacao de luz.
3.3.1.1 Clorofila

As clorofilas sdo os principais pigmentos absorventes de luz em plantas verdes, algas e
bactérias fotossintéticas. As clorofilas estdo localizadas nas lamelas de organelas intercelulares
das plantas verdes conhecidas como cloroplasto. Elas estdo associadas a carotenoides, lipideos
e lipoproteinas (DAMODARAN, PARKIN & FENNEMA, 2010).

O papel principal nos sistemas de absorcdo de luz é desempenhado pela clorofila a,
portanto, ela esta presente em todas as espécies de microalgas fotossintetizantes. As clorofilas
b, ¢ e d sdo pigmentos acessorios da fotossintese, sendo que a maioria das algas possui alguma
delas (LOURENCO, 2006). A clorofila, devido a sua atividade como agente quelante, pode ser
usada para tratamentos de Ulcera e recuperacdo de figado e para reparacéo celular, pois aumenta
a hemoglobina no sangue, que aumenta o crescimento celular; também pode ser usada como
aditivo em alimentos, devido a sua forte pigmentacdo verde, aliada a demanda dos
consumidores por alimentos naturais. Acredita-se que quase todas as culturas de microalgas em
condicBes Otimas de crescimento possuem aproximadamente 4 % do seu peso seco de clorofila,

mas foi relatado que a microalga Chlorella pode possuir maiores quantidades (HARUN et al.,



19

2010). As clorofilas ndo apresentam grande valor comercial pois j& existem melhores matérias-
primas alternativas as microalgas (LOURENCO, 2006).

3.3.1.2 Ficobilinas

O grupo das ficobilinas esta presente apenas em alguns tipos de algas e pode ser
classificado como pigmentos azuis, sendo chamado de ficocianinas, ou pigmentos vermelhos,
sendo chamado de ficoeritrinas. As ficobilinas aumentam o espectro de captagédo da luz pela
fotossintese e também atuam como reserva de nitrogénio (LOURENCO, 2006). As principais
aplicacdes deste grupo sdo como corantes alimentares, substituindo os corantes sintéticos e

como pigmentos naturais em cosméticos (SPOLAORE et al., 2006).

3.3.1.3 Carotenoides

Os carotenoides sdo 0s pigmentos mais relevantes presentes nas microalgas. S&o
pigmentos acessorios na captacdo de luz durante a fotossintese e também sdo capazes de
proteger a estrutura fotossintética do excesso de luz através da eliminacdo das espécies reativas
de oxigénio, como oxigénio molecular singlete e outros radicais livres. Em humanos, as func¢oes
mais relevantes dos carotenoides estdo ligadas as propriedades antioxidantes dos mesmos
(VILCHEZ et al., 2011).

Os carotenoides sdo classificados como tetraterpenos, formado por 40 atomos de
carbono, constituidos de unidades isoprenoides de cinco carbonos. Possuem uma longa cadeia
de hidrocarbonetos poliénicos que podem conter de 9 a 15 ligacGes conjugadas. A estrutura
linear e simétrica destes possibilita diversas modificacdes como: cicliza¢do, hidrogenacao,
desidrogenacdo, migracdo de duplas ligacdes, encurtamento ou alongamento da cadeia,
rearranjo, isomerizacdo, introducdo de funcbes oxigenadas (alcoois, fendis, aldeidos, cetonas,
ésteres e acidos carboxilicos) ou a combinacdo destes processos, 0 que resulta em uma
diversidade de estruturas (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004; AMBROSIO et al. 2006;
MORAIS, 2006).

Sdo encontradas na natureza duas classes de carotenoides: os carotenos e as xantofilas.
Os primeiros, tais como [-caroteno, sdo hidrocarbonetos lineares que podem ser ciclizados em
uma ou ambas as extremidades da molécula. As xantofilas, por sua vez, sdo os derivados
oxigenados, sendo representados pela luteina, violaxantina, neoxantina, zeaxantina, entre
outros (VALDUGA et al., 2009). Alguns carotenoides possuem atividade pré-vitaminica A (-

caroteno, a-caroteno, a-criptoxantina e p-criptoxantina) e outros, como a luteina e zeaxantina,
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carotenoides de pigmentacdo amarela, sdo ativos contra a degeneragdo macular relacionada a
idade e a catarata, mas sem atividade pro-vitaminica A. Tal prote¢do ocorre devido a sua
atividade antioxidante, pois as ligacdes duplas conjugadas que ambos possuem, sdo varredores
de radicais livres e supressores de oxigénio singlete (GAMA; SYLOS, 2007; ARSCOTT;
TANUMIHARDJO, 2010; BRITTON, 1995). Na Figura 7 esta representada a estrutura de
alguns carotenoides do grupo dos carotenos e xantofilas
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Figura 7. Estrutura dos carotenoides: (a) Xantofilas - zeaxantina, luteina, criptoxantina e
astaxantina, respectivamente; (b) Carotenos — neurosporeno, licopeno, B-caroteno e o-
caroteno, respectivamente (SILVA, 2004).

Nas industrias de alimentos, os carotenoides sdo utilizados principalmente como
corantes, com a finalidade de repor a cor perdida durante o processamento e armazenamento,
colorir os alimentos que ndo possuem cor e uniformizar a coloracdo de alguns produtos
alimenticios. Mais recentemente, com o crescente interesse pela satide, os carotenoides também
tém sido adicionados aos alimentos devido a suas atividades bioldgicas, a fim de enriquecer
nutricionalmente o produto alimenticio. S8o também precursores de muitos compostos
qguimicos importantes, responsaveis pelo aroma de alguns alimentos, fragrancias de algumas
flores (SANCHEZ-CONTRERAS et al., 2000), coloracdo especifica e fotoprotecio
(MARASCO; SCHMIDT, 2003).

A adicéo de carotenoides na alimentacéo esta relacionada com a diminui¢&o no risco de
doengas degenerativas, inflamacgdes, envelhecimento, aumento da atividade do sistema
imunolégico (GUERIN et al., 2003), menor risco de desenvolvimento de varios tipos de
doencas degenerativas (SCHUNEMANN et al., 2002), protecdo dos seres humanos contra
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certos tipos de cancer, como mama e pulméo (REDDY et al., 2003), doencas cardiovasculares
(HALLIWELL, 2000), melhoria no tratamento de lesdes musculares, reducdo de colicas
menstruais (LOURENCO, 2006), aumento da resisténcia a infeccdes virais, bacterianas,
fangicas e parasitarias (GOUVEIA; EMPIS, 2003), bem como o aumento da atividade do
sistema imunoldgico (GUERIN et al., 2003).

Alves-Rodrigues e Shao (2004) sugerem que a luteina pode ser empregada na industria
de alimentos funcionais para enriquecimento de produtos, tais como bebidas lacteas, cereais,
biscoitos, molhos e sopas, e também como corante natural, sendo utilizada para colorir
alimentos como 6leos comestiveis, margarina, maionese, mostarda, molhos de salada, iogurte,

bolos, sorvete e produtos lacteos.
3.3.2  Acidos graxos

Os acidos graxos sdo importantes constituintes da dieta humana, apresentando efeitos
terapéuticos e desempenhando importante papel tecnolégico na industria de alimentos. Os
acidos graxos extraidos de microalgas podem ser utilizados como ingrediente alimenticio,
farmacos ou transformados em biocombustiveis. Os principais acidos graxos poli-insaturados
(PUFAS) sdo o &cido linoleico, &cido linolénico, araquidénico, acido eicosapentaenoico (EPA)
e 4cido docosaexaenoico (DHA) (BROWN; ZEILER, 1993 apud COSTA, 2006).

O écido linolénico (C18:3-6, GLA) € necessario para sintese do &cido araquiddnico e
prostaglandinas. O perfil de acidos graxos é determinante nas propriedades fisicas, quimicas e
sensoriais dos alimentos. Os &cidos EPA e DHA podem atuar na prevencdo e tratamento de
varias doencas, como cardiovasculares, hipertensdo, inflamacdes em geral, asma, artrite,

psoriase e varios tipos de cancer (SANDER, 2000).

Alguns acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, produzidos pelas microalgas,
possuem uso nutricional e farmacéutico, sendo de alto valor agregado, como os dos grupos ®-3
e -6, por exemplo, o a-linoleico (18:3, ALA), acido eicosapentaenoico (20:5, EPA),
docosaexaenoico, (22:6, DHA) e araquidonico (20:4n-6, AA) (SPOLAORE et al., 2006;
KHAN et al., 2009; MATA et al., 2010).

3.4 Massas alimenticias

Massa alimenticia é um alimento tradicional a base de cereais muito popular devido a sua
facilidade de transporte, manuseio, coc¢do e armazenamento, também devido a suas
propriedades nutricionais e boa palatabilidade (AKILLIOGLU; YALCIN, 2010).
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A histdria do macarrdo estd associada com a evolucao da humanidade; h&a mais de 6 mil
anos, 0 homem descobriu que podia moer alguns cereais e misturar com &gua e desde entdo as
massas alimenticias tiveram ampla aceitacdo e a demanda aumentou. No Brasil, 0 macarrao
veio na bagagem de italianos que imigraram no inicio do século XIX, estimulando a cultura do
trigo, a construcdo de moinhos e a criacdo das primeiras fabricas de massas. Desde entdo o
consumo do macarrdo cresceu e segundo ABIMAPI (Associacdo Brasileira das Industrias de
Biscoitos, Massas Alimenticias e Pdes & Bolos Industrializados) hoje é um dos alimentos
preferidos pelos brasileiros. As massas alimenticias estdo definitivamente incorporadas ao
cardapio do brasileiro tanto como prato principal ou complemento e em muitas combinacdes,
com alto indice de aceitabilidade (MENEGASSI; LEONEL, 2005).

De acordo com a legislacdo brasileira, massas alimenticias sdo os produtos obtidos da
farinha de trigo (Triticum aestivum L. e ou de outras espécies do género Triticum) e ou
derivados de trigo durum (Triticum durum L.) e ou derivados de outros cereais, leguminosas,
raizes e ou tubérculos, resultantes do processo de empasto e amassamento mecanico, sem
fermentacdo. Podem ser adicionados outros ingredientes, acompanhados de complementos
isolados ou misturados a massa, desde que ndo descaracterizem o produto. Os produtos podem
ser apresentados secos, frescos, pré-cozidos, instantdneos ou prontos para 0 consumo, em
diferentes formatos e recheios (BRASIL, 2005).

Segundo a Resolucdo n°® 93 de 31 de outubro de 2000 (BRASIL, 2000), as massas
alimenticias podem ser classificadas quanto ao teor de umidade, sendo massa fresca definida a
um processo de secagem parcial, de forma que o produto final apresente umidade maxima de

35,0 % (fracdo massica).

O Brasil € o terceiro maior mercado de massas do mundo, com um faturamento anual
superior a US$ 2,2 bilhdes, atras dos Estados Unidos (US$ 2,7 bilhdes) e da Italia (US$ 3,6
bilhdes), de acordo com levantamento da ABIMAPI. De 2009 a 2014, as vendas de massas no
pais cresceram 20,6 %, acima da média mundial (18,3 %), e as perspectivas sdo ainda mais
favoraveis para o Brasil: até 2019, o consumo deve avancar 6,6 % no mundo e mais do que 0
dobro no Brasil (15,4 %), de acordo com a consultoria Euromonitor. Considerando o consumo
per capita de massas alimenticias o Brasil estd em 9° lugar no cenario mundial, totalizando 4,35
kg/ano; na primeira colocacdo esta a Italia com um consumo per capita de 26,12 kg/ano
(ABIMAPI, 2016).
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As massas alimenticias sdo uma opg¢do nutricional bastante saudavel e, por isso,
apropriadas para serem utilizadas como alimentos funcionais, através da incorporagdo de
ingredientes adequados. Segundo Ambrosi et al. (2008), alimentos funcionais devem estar na
forma de alimentos comuns, sendo consumidos como parte da dieta, proporcionando beneficios
especificos a saude. Além dos aspectos nutricionais, a adicdo de compostos que contém
naturalmente compostos bioativos e de poder corante em massas alimenticias, podem propiciar
uma aparéncia atraente com caracteristicas sensoriais positivas. A cor € uma propriedade de
importancia tecnologica uma vez que é o atributo que mais influencia a aceitacdo dos alimentos,
mas sdo os seus efeitos benéficos a salde que despertam o interesse da comunidade cientifica

no mundo inteiro.

A massa é um alimento basico em muitos paises, com 6timo perfil nutricional, sendo
uma boa fonte de hidratos de carbono e uma fonte moderada de proteinas e vitaminas, é de facil
preparacdo e muito versatil (BOROSKI et al., 2011). Devido & sua facil confeccéo, séo
excelentes para a adi¢do de ingredientes funcionais, apresentando também baixo custo e boa
aceitacdo. Um estudo relacionado a ingestdo de massas relatou que 97 % dos individuos

assumiram serem consumidores frequentes do produto (LEMES et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Microalgas

A microalga utilizada neste trabalho foi Chlorella sp. (Figura 8) gentilmente doada pela
colecdo de Cultura do Departamento de Biologia Marinha, UFF (Niter6i-RJ). A microalga foi
mantida em erlenmeyer de 250 mL com 100 mL de meio de cultura de Guillard - "f/2"
(LOURENCO, 2006) a temperatura de 22 °C em camara de germinagdo (BOD) sob fotoperiodo
de 12/12 h (claro / escuro) no Laboratério de Bioengenharia (ICTA/UFRGS).

6 a8 um
-

Figura 8. Chlorella sp., adaptado de (ICB, 2016).

4.1.1 Pré-inéculo

Para inocular cada cultivo em reator, uma aliquota de 20 mL de algas da cultura mée do
banco de cultivo foi inoculado em 180 mL de meio de cultivo estéril Guillard - “f/2”
(LOURENCO, 2006) em frasco erlermeyer de 500 mL, que foram colocados em uma
incubadora com agitacdo orbital, com temperatura controlada de 28 °C e iluminagédo
permanente através de lampadas eletrdnicas com intensidade luminosa de aproximadamente

5,0 kiIx (Figura 9). Apéds 7 dias, estes pré-indculos ficaram prontos para iniciar o cultivo.
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Figura 9. Estufa rotatoria com os pré-indculos das microalgas.

4.1.2 Cultivo em fotobiorreator

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores de placa tipo airlift, em acrilico, com
volume de 2,4 L, providos de camisa de aquecimento/resfriamento conectadas a banho térmico
(KOCHEM et al., 2014). A aeragéo foi fixada em 1 L min’ de volume de ar enriquecido com
1 % (fracdo de ar) de COy, utilizando-se duas pedras porosas conectadas a mangueiras inseridas
no fundo dos reatores. A temperatura do biorreator foi controlada através do banho termostatico
em 28°C.

A assepsia dos reatores foi realizada adicionando 10 mL de solugéo de hipoclorito de
sodio (2,5 %) aos reatores cheios de agua, esses foram deixados por 24 h e ap6s foram
enxaguados com agua destilada estéril. Apos os reatores foram preenchidos com 2,16 L de meio
de cultivo e 240 mL do pré-inéculo. O meio de cultivo utilizado foi o Guillard - “f/2”
modificado com 600 mg L de NaNOs contendo (por litro): 34 g de sal marinho (Red Sea), 5
mg de fosfato de sodio, 30 mg de silicato de sodio, 1 mL de solucdo de metais-traco, 1 mL de
solucdo de vitaminas e 1 mL de solu¢do-tampédo de pH. A solucdo de metais-traco contém (por
litro): 9,8 mg de CuSO4.5H20, 22 mg de ZnS04.7H20, 1 mg de CoCl2.6H.0, 180 mg de
MnCl,.4H,0, 6,3 mg de Na2Mo004.2H20, 4,36 g de Na;EDTA e 3,15 g de FeCls.6H.0. A
solucgéo de vitaminas contéem (por litro): 100 mg de tiamina, 0,5 mg de cianocobolamina e 0,5
mg de biotina. Para fazer o meio de cultivo foram preparadas solu¢des-estoque de acordo com
LOURENCO (2006). O meio de cultivo foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos.
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A solucdo de vitaminas foi esterilizada por microfiltracdo e adicionada ap6s o resfriamento do

meio de cultivo.

Diariamente cada reator foi suplementado com 1 mL L™ de solugdo de fosfato e 1
mL L de solugdo de metais-tracos. No final de 9 dias, todo o contetido do fotobiorreator foi
centrifugado. A biomassa obtida foi liofilizada e armazenada a temperatura de —22 °C. A Figura
10 ilustra os cultivos em fotobiorreatores.

Figura 10. Cultivo da microalga em fotobiorreatores tipo air-lift.

4.2  Extrato obtido a partir da biomassa

Devido a questdo sensorial associada as microalgas, que podem conferir sabor residual
e odor caracteristico, optou-se por avaliar além da biomassa, as caracteristicas do extrato obtido

a partir de microalgas.

Para obter o extrato, 30 g de biomassa liofilizada foram colocadas em gral (100 mL) e
em seguida adicionado 15 mL de &gua para hidratacdo por 24 h, ap6s realizada extracdo
exaustiva com etanol puro (3 vezes) e centrifugado (3000 x g por 20 min). O sobrenadante foi
transferido para um bal&o de fundo redondo e seco em evaporador rotativo (T < 30 °C) para
posterior liofilizagdo. Foi calculado o rendimento do extrato a partir da biomassa inicial (Eq. 1).

Peso do extrato

Rendimento extrato = Eq. (1)

Peso da biomassa

Algumas etapas da obtencéo do extrato podem ser visualizadas na Figura 11.
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Figura 11. Etapas de elaboragéo do extrato a partir da biomassa.

4.3  Preparo das massas alimenticias frescas

Na produgdo das massas alimenticias frescas, utilizou-se farinha de trigo comum
(Orquidea Massa Fresca, Moinho Tondo S.A), dgua gelada (30% sobre o peso da farinha) e a
microalga. As formulacdes das massas padrdo, com biomassa de microalga e com extrato de
microalga sdo apresentadas na Tabela 2. Para fins de comparacao entre as massas com biomassa
e extrato, foi realizada a equivaléncia de ambos de acordo com o rendimento (Eq. 2), tendo em
vista adicionar a mesma quantidade para avaliar e comparar as caracteristicas sensoriais. Agua
gelada foi adicionada a mistura aos poucos, até alcancar a textura a adequada (aproximadamente
10 min). A massa foi extrusada (Extrusora GPANIZ, Modelo AME 0715) em formato de
talharim e exposta em varal especifico para que a umidade final fosse inferior a 35 %. Algumas
das etapas de preparo e secagem das massas podem ser observadas na Figura 12.

Tabela 2: Formulagdes das massas alimenticias.

Formulacéo Farinha de trigo (g) Biomassa (g) Extrato equivaléncia (g)
P 100 0 0
B1 100 1 0
B2 100 2 0
El 100 0 1
E2 100 0 2

P: Padrdo. B1: Massas alimenticias incorporacéo 1 % biomassa. B2: Massas alimenticias incorporacéo
2% biomassa. E1: Massas alimenticias incorporagdo 1% extrato (equivaléncia). E2: Massas
alimenticias incorporacdo 2 % extrato (equivaléncia).

Equivaléncia extrato = Rendimento XPeso da biomassa Eq. (2)



Figura 12. Preparo e secagem das massas alimenticias frescas.

As Figuras 13 e 14 mostram as massas alimenticias frescas preparadas com as

formulagOes descritas na Tabela 2.

Figura 13. Massa fresca com incorporacao de 1 e 2 % de biomassa da microalga Chlorella
sp.
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Figura 14. Massa fresca com incorporacado de 1 e 2 % extrato (equivaléncia) da microalga
Chlorella sp.

4.4  Composicao centesimal da microalga
As andlises fisico-quimicas de umidade, cinzas e proteinas, foram determinadas
segundo AOAC (1990) e lipideos por Bligh & Dyer (1959). O teor de carboidratos foi estimado

por diferenca.
4.4.1 Extracdo de lipideos por Bligh & Dyer

O teor de lipideos totais na biomassa e no extrato foi determinando segundo o método
descrito por Bligh & Dyer, (1959). Pesou-se 1 g de biomassa e colocou-se em um recipiente
ambar com tampa. Em seguida adicionou-se uma quantidade de cloroférmio (20 mL), metanol
(10 mL), e é&gua (10 mL). Na sequéncia, o conteudo do frasco foi mantido em
agitador magnético por 20 min. Na mistura foram adicionados mais 10 mL de cloroférmio e
10 mL de uma solugdo 10 % de Na>SO4. A mistura resultante foi transferida para um funil de
separagdo. A fase inferior foi filtrada em papel filtro contendo 1 g de sulfato de sddio anidro, e
5 mL do filtrado foram coletados e transferidos para um bécker previamente seco tarado. O
bécker foi levado para a secagem em estufa a 105 °C por 2 h. O teor de lipideos foi determinado
pela diferenca entre a massa do béquer apds a secagem e a massa do béquer vazio.

4.5 Auvaliacdo de parametros das massas alimenticias
Os parametros das massas alimenticias foram analisados segundo American Association
of Cereal Chemists Official Methods n° 16-50 (AACC, 1995). Os parametros avaliados foram:
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tempo 6timo de coccdo, aumento de peso do produto cozido e perda de sélidos solUveis em

agua de cozimento. As analises foram determinadas em triplicata.
45.1 Tempo 6timo de coccao

O tempo 6timo de coccao foi determinado pela coccdo de 10 g de amostra em 170 mL
de &gua destilada em ebulicéo, até atingir o tempo de cozimento, o qual foi caracterizado pela
gelatinizacdo do amido em toda secdo da massa. Este ponto foi determinado pela compresséo
do produto cozido entre duas laminas de vidro até o desaparecimento do eixo central, a cada

minuto.
45.2 Ganho de peso

O ganho de peso foi determinado pesando 10 g de massa antes e ap6s a cocg¢ao, em
170 mL de agua, obedecendo o tempo ideal de cada amostra. O resultado, expresso em

porcentagem, € a razao entre o peso da massa cozida pelo peso da massa crua (Eg. 3).

Peso apds cocgaox100

Ganho de peso % = Eq. (3)

Peso antes cocg¢ao

45.3 Perda de s6lidos

Esse teste foi realizado observando os sélidos solUveis presentes na 4gua de cozimento
das massas. Ap6s a coccao (10 g em 170 mL de &gua destilada), os sélidos perdidos na agua
foram quantificados pela evaporacao de 25 mL de agua de coccdo em estufa a 105 °C até peso

constante (Eq. 4).

(Peso capsula com amostra apés estufa—Peso capsula) X100 Eq (4)

Perda de sélidos = ——
Peso inicial

45.4 Cor

As medic¢des de cor foram realizadas antes e ap0s a coc¢do das massas alimenticias
frescas tendo em vista analisar a perda de cor durante o cozimento. Também foi avaliado a
diferenca de cor entre as massas com adi¢do de extrato e biomassa, para isso foi utilizado um
colorimetro portatil (Konica Minolta modelo CR 400, Singapura). Os parametros
colorimétricos foram obtidos de acordo com a Comission Internationale de I'Eclairage
(CIELAB sistema) e foram determinados os valores de L*(luminosidade), variando desde o

preto (0) ao branco (100), o valor a* varia de verde (- 60) ao vermelho (60) eo valor b* chroma



31

varia de azul (-60) para amarelo (60). A diferenga de cor (AE) das amostras de massa antes e
apos a coccdo foi calculado usando a Equacgéo 5.

AE = \/(Aa)? + (Ab)? + (AL)? Eq. (5)

4.6  Avaliacdo das propriedades funcionais

4.6.1 Carotenoides totais

Os carotenoides totais foram analisados por espectrofotometria. As amostras
devidamente pesadas, adicionou-se 10 mL de etanol 95 %. As amostras da biomassa, extrato e
massas alimenticias ficaram armazenadas ao abrigo de luz por 12 h a temperatura de 4 °C.
Depois desse periodo, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante utilizado para medida
da absorbancia em espectrofotdbmetro (Amersham Biosciences, Ultrospec 3100 Pro) nos
comprimentos de onda de 664 nm, 649 nm, 470 nm e 750 nm. Para determinacdo dos
carotenoides totais foram utilizadas as equacbes (6), (7) e (8) (LICHTENTHALER;
BUSCHMANN, 2001).

Ca = 13,36 X D0664 nm — 5,19 X D0649nm Eq (6)
Cb = 27,43 X D0649 nm — 8,12 X D0664nm Eq (7)
CCt — 1000 X DO479 nm—2,13 X Cq —97,64 X Cp, Eq (8)

209

Em que:
Ca = concentracéo de Clorofilaa (mg g%);
Cp = concentragéo de Clorofila b (mg g™);

Cct = concentragéo de carotenoides totais (mg g™?).

4.6.2 ldentificacdo e quantificacdo de carotenoides

Os extratos de carotenoides foram preparados de acordo com o método de Mercadante
e Rodrigues-Amaya (1998). As etapas principais sdo extracdo dos pigmentos com acetona e
saponificacdo com KOH 10 % em metanol por uma noite a temperatura ambiente. Apds a
retirada do alcali, o extrato foi concentrado em rotaevaporador (T < 35 °C), seco sob fluxo de
nitrogénio e armazenado em freezer (T < -18 °C) para posterior quantificacdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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O cromatografo utilizado foi o Waters Alliance® E2695 com arranjo de diodos (PDA)
Waters 2998 e software Empower. O extrato foi diluido em éter terc-butil metil (MTBE)
(JTBaker, Cas. NUmero 1634/04/04, pureza de 99,96 %). Apos a diluicdo, o extrato foi
transferido para o ultrassom (Unique, modelo USC 1400) durante 5 min e posteriormente

filtrado (Millex LCR 0,45, 13 mm) para a injegéo subsequente.

Foi utilizada uma coluna de fase reversa C30 polimérica de 250 mm x 4,6 mm ID, 3 um
(YMC, modelo CT99S03-2546WT). A fase movel foi agua / metanol / éter metil-terc-butilico
(MTBE) (JTBaker, Cas. Numero 1634/04/04, pureza de 99,96 %) a partir de 5:90:5, atingindo
em 12 min 0:95:5, em 25 min, 0:89:11, 0:75:25, em 40 min e, finalmente, 00:50:50 depois de
um total de 60 min, com uma taxa de fluxo de 1 mL min?! a 33°C (ZANATTA,
MERCADANTE, 2007). Os espectros foram realizados, entre 250 e 600nm e o0s

cromatogramas transformados em um comprimento de onda fixo de 450 nm.

Os solventes utilizados, todos de grau cromatografico, foram previamente filtrados em
sistema Millipore de filtragdo a vacuo com membrana de 0,45 um (apropriada para solvente
organico) e degaseificados em ultrassom. As amostras foram filtradas em membrana de

polietileno de 0,22 um de poro.

A caracterizacdo dos carotenoides foi baseada nos seguintes parametros: (1) tempo de
retencdo na coluna, (2) comparacgdo das caracteristicas dos espectros no UV-visivel, como Amax,
grau de estrutura fina (%lI11/11) e intensidade do pico cis (%As/Ai) com dados da literatura
(BRITTON et al., 1995).

Foram construidas curvas de calibracdo para os principais carotenoides, com 6 a 9 niveis
de concentracdo, em triplicata. Os extratos foram injetados em triplicata e os resultados foram

expressos em micrograma de carotenoides por grama de amostra (ug g2).
4.7  Analise sensorial

Foram realizados os testes sensoriais de aceitacdo de atributos com 51 provadores ndo
treinados (Anexo | - estatistica nimero de provadores), no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da UFRGS, das massas alimenticias frescas com incorporacdo de microalga
Chlorella sp. Para a selecéo dos provadores foi utilizado como critério o consumo do produto
analisado, ndo ter alergia a algum dos ingredientes presentes na formulacéo e a disponibilidade
para a realizacdo do teste. A cada provador foi apresentado o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Anexo Ill) autorizando sua participagdo voluntaria na pesquisa. Este formulario
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dispde da abordagem da natureza da pesquisa, objetivos, finalidade, potenciais riscos e/ou

incomodos. Foram selecionados 51 provadores, de ambos 0S sexos.

Para a realizacdo dos testes de avaliacdo sensorial, as amostras de massas alimenticias
foram cozidas em agua fervente com sal na propor¢édo de 1 L de dgua potavel para 100 g de
massa fresca e 2 g de sal de cozinha. Foram servidas, aproximadamente, 20 g de cada amostra
com leve molho de tomate e cebola, na temperatura usual de consumo (aproximadamente 50 °C)
em copos plasticos acompanhados de um copo com agua mineral, e ficha de avaliacao sensorial
(Anexo II). As amostras foram avaliadas em duas sessfes, a primeira avaliou as massas com
2 % de incorporagdo de biomassa e extrato, e a segunda avaliou as massas com 1 % de

incorporagéo de biomassa e extrato.

Os candidatos avaliaram o quanto gostaram ou desgostaram do produto apresentado em
relacdo aos parametros: aparéncia, cor, aroma, textura, sabor, sabor residual e aceitacdo global
(QUEIROZ; TREPTOW, 2006). A avaliacdo foi realizada através da ficha de anélise sensorial
com uma escala heddnica estruturada de nove pontos, onde 1 equivale a “desgostei muitissimo”

e 9 a “gostei muitissimo”. As informacdes foram mantidas em sigilo.

4.8  Analise estatistica

A avaliacdo dos resultados da analise sensorial foi realizada através da Analise de
Variancia (ANOVA) fator duplo sem repeticdo, teste de Tukey, em nivel de significancia de
5 %, utilizando o programa Statistica 12.0 (StatSoft Inc.). As demais analises foram analisadas
através do teste de Tukey em nivel de significancia de 5 %, utilizando o programa Statistica
12.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Extrato

O extrato obtido a partir da biomassa das microalgas teve rendimento de 14,3 % e

apresentou em torno de 61 % de lipideos.
5.2 Composicao centesimal da microalga

Os resultados obtidos de cinzas, proteinas, lipidios e carboidratos das microalgas podem
ser visualizados na Tabela 3.

Tabela 3. Composicéo centesimal da microalga Chlorella sp.

Parametro Fracao massica (%0)
Lipideos 94+0,7
Proteina 11,7+0,1

Cinzas 46+0,1
Carboidratos* 743+£0,6

*Calculado por diferenca.

A composic¢do centesimal da microalga pode variar muito dependendo das condicdes do
cultivo, fatores como nutrientes no meio, iluminacdo, temperatura, pH, CO,, sdo alguns
parametros que devem ser observados quando se deseja otimizar algum produto obtido das
microalgas. Este cultivo ndo foi realizado com a finalidade de otimizar algum produto obtido
das microalgas. Os resultados demonstraram alto teor de proteinas e cinzas, o que pode resultar

no incremento de minerais e proteinas nas massas alimenticias.

5.3 Par@metros das massas alimenticias

A perda de solidos consiste na quantidade de sélidos soltveis encontrados na agua de
cozimento das massas alimenticias ap6s o tempo ideal de coc¢do. O comportamento das massas
alimenticias durante e ap6s o cozimento é um parametro de qualidade muito importante para 0s
consumidores, visto que 0s mesmos desejam uma massa com um tempo minimo de cozimento,
sem grandes perdas de solidos sollveis na agua e que apos esse processo, mantenham-se firmes
e integras em seu formato. A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos na avaliagdo dos

pardmetros de cocgdo das massas alimenticias.
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Tabela 4: Avaliacdo dos parametros das massas alimenticias frescas.

Amostra Umidade (%) 0T K06 peso ()
P 28,9 +0,8° 4 min 6,9 +£0,5° 180,7 + 1,32
B1 31,6 £0,8° 5 min 7,5+0,22 181,7 + 1,42
B2 29,5+ 1,6° 5 min 6,6 + 0,5 183,5 + 3,12
El 32,5+1,0% 5 min 6,7+0,32 189,7 +0,3"
E2 33,3+0,72 5 min 5,9 +0,2° 184,6 + 0,62

P: Padrdo. B1: Massas alimenticias com incorporacdo de 1 % de biomassa. B2: Massas alimenticias com
incorporagdo de 2% de biomassa. E1: Massas alimenticias com incorporagdo de 1% de extrato
(equivaléncia). E2: Massas alimenticias com incorporacao de 2 % de extrato (equivaléncia). Resultados
sdo médias de trés determinagfes + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Quanto aos parametros de coccdo, observou-se que a perda de solidos das massas
alimenticias ndo teve diferenca significativa em relacdo a amostra padrdo, apenas a amostra
com incorporacdo de 2 % de extrato (E2) apresentou perda de solidos inferior, o que representa
uma caracteristica extremamente positiva para massas frescas, devendo esta, ser melhor
investigada. A perda de sélidos para todas as amostras avaliadas foi inferior a 12 %. Segundo
Hoseney (1999), massas alimenticias com perda de sélidos inferior a 12% sdo consideradas de
boa qualidade. Ja para Hummel (1966), massas alimenticias de alta qualidade devem ter uma
perda de sélidos de até 6 % visto que a perda de so6lidos entre 6 % e 8 % representa uma massa
de qualidade média, e maior ou igual a 10 % sdo caracteristicas de massas de ma qualidade. Por
sua vez, Donnelly (1979) também considera 8 % como o valor méaximo aceitavel para a perda
de sélidos na dgua de cozimento. Apesar das massas terem apresentado uma perda se sélidos
considerada adequada, esse percentual pode ser reduzido atraves da utilizacdo de uma farinha
de trigo com um maior percentual de proteinas formadoras de glaten (gliadinas e gluteninas),

da incorporacédo de emulsificantes ou até mesmo de ovos.

Cemim et al. (2014) avaliaram a perda de solidos em massas alimenticias verdes
elaboradas com folhas de brécolis e espinafre e obtiveram um resultado semelhante a este
trabalho para as massas enriquecidas com de folhas de brocolis (6,36 %) valores de perda de
solidos maiores para as massas enriquecidas com espinafre (8,62 %). Gallegos-Infante et al.
(2010) avaliaram a perda de solidos em massas alimenticias secas com adigdo de farinha de
feijdo (15 % e 30 %), chegando a atingir 21 % de solidos na &gua de coccdo, afetando

negativamente os pardmetros de cocgdo. Isso pode ocorrer pois a adicdo em maiores
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quantidades de farinhas que ndo contém glaten na producdo de massas pode diminuir a forca
do glaten, interrompendo e enfraquecendo a estrutura global das massas, aumentando a perda
de solidos (RAYAS-DUARTE et al., 1996).

Quanto a umidade, a ANVISA por meio da RDC n° 93, de 31 de outubro de 2000, que
rege os padrdes de identidade e qualidade de massa alimenticia, determina que a umidade
maxima permitida em massa fresca é de 35 % (BRASIL, 2000), estando assim, todas as

formulacGes dentro dos parametros pre-determinados.

O ganho de peso esta relacionado a capacidade de absorcdo de dgua das massas e
depende do formato das mesmas. Para Kruger et al. (1996), as massas a base de trigo devem
apresentar aumento de peso entre 160 e 180 %. Segundo Donnely (1979), o aumento de peso
deve ser da ordem de 200 a 250 %, enquanto Hummel (1966) cita valores minimos de 100%,
sendo massas frescas com valores de absorcdo de agua entre 200 % e 300 % consideradas de
alta qualidade. O ganho de peso das massas alimenticias foi em torno de 182 %, apresentando,
segundo estes autores, valores adequados para este parametro de qualidade. Cemim et al. (2014)
também avaliaram ganho de peso em massas alimenticias verdes e encontraram valores
semelhantes aos obtidos neste trabalho (em torno de 183 %) para massas com incorporacéo de

folhas de brocdlis e espinafre.

Devido a alta concentracdo de compostos bioativos e pigmentos de cor presentes na
biomassa de microalga, a utilizacdo da mesma em produtos alimenticios apresenta uma grande
vantagem visto que sua incorporagdo ndo necessita ser em grandes quantidades para alcancar o
efeito nutricional desejado, garantindo assim o mantimento das caracteristicas tecnolégicas do
produto, 0 que ndo ocorre quando sdo utilizadas farinhas vegetais funcionais. No caso da
incorporacdo em massas alimenticias, a adicdo em pequena quantidade é fundamental para ndo

afetar a rede de gluten, e obter resultados semelhantes as tradicionais nos parametros de cocgéo.

Os parametros de cor podem ser observados na Tabela 5.



Tabela 5: Parametros de cor das massas alimenticias antes e ap0s coccao.

L* a* b*
Crua 79,5 + 2,22 -0,1+0,02 19,6 +0,5°
Padrdo .
Cozida 63,5 +2,0° -0,6 +0,22 19,8 +1,0°
a1 Crua 64,0+ 0,1° -16,1+0,1° 40,4 +£ 0,3
Cozida 47,2 +28" -11,0+0,7°¢4 324 + 3,55
- Crua 55,6 +3,1%¢  -16,3+1,9° 34,8 + 4,6>¢d
Cozida 39,9 +1,09 -88+1,3 23,2 +2,8°
£1 Crua 69,3 +1,6° -12,2 +0,6¢ 39,8 + 4,22P
Cozida 54,2 +0,3° -9,5+0,6"¢ 36,2 + 1,620¢
Crua 60,3 + 1,24 -13,6 £0,9¢ 40,9 + 3,72
=2 Cozida 46,5+ 2,6 -9,0+0,6° 31,1 + 2,6°

37

P: Padrdo. B1: Massas alimenticias com incorporacéo de 1 % de biomassa. B2: Massas alimenticias com
incorporacdo de 2% de biomassa. E1: Massas alimenticias com incorporagcdo de 1% de extrato
(equivaléncia). E2: Massas alimenticias com incorporacéao de 2 % de extrato (equivaléncia). Resultados
sdo médias de trés determinacfes + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Em relacdo aos parametros de cor, observou-se baixo valor de luminosidade, ou
seja, uma coloragdo mais escura na amostra com biomassa na concentracdo de 2% (B2), que
também apresentou coloragdo mais esverdeada, com menores valores obtidos para o parametro
a* (varia de verde - 60 ao vermelho + 60). As amostras com extrato e biomassa apresentaram
diferenca significativa em relacdo a cor, sendo que as amostras com 1 e 2% de biomassa (B1 e
B2), apresentaram tendéncia um pouco mais elevada a coloragdo verde, enquanto as amostras

cozidas com 1 e 2 % de extrato (E1 e E2) a coloracdo amarela.

Na coloracdo das massas verdes enriquecidas com 25 % de brécolis e espinafre
(Cemim et al., 2014), o parametro a* apresentou valores de -2,33 e -5,26 respetivamente para
as massas cruas e valores de -3,03 e -4,41 para as massas cozidas. Comparativamente, as massas
com microalgas (biomassa e extrato), mesmo com menor incorporacdo (1% e 2 %),
apresentaram valores mais baixos para este parametro em todas as formulacbes (Tabela 5),
indicando que as massas enriquecidas com microalgas apresentaram pigmentacao verde mais
acentuada, pode ser atribuido ao fato de microalgas em condi¢Bes Gtimas de crescimento
possuirem em torno de 4 % do seu peso seco em clorofila ou até quantidades maiores para
microalga Chlorella (HARUN et al., 2010).
A perda de cor nas massas apés o cozimento foi estimada em todas as amotras e 0s

resultados estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6: Perda de cor das massas alimenticias apds a cocgao.

Massas alimenticias AE (Perda de cor)
Padréo 16,1 + 0,22
Bl 19,3 + 3,8°
B2 21,5+ 3,52
El 16,4 £ 0,22
E2 17,7 £ 2,22

P: Padrdo. B1: Massas alimenticias com incorporagdo de 1 % de biomassa. B2: Massas alimenticias com
incorporacdo de 2 % de biomassa. E1: Massas alimenticias com incorporacdo de 1% de extrato
(equivaléncia). E2: Massas alimenticias com incorporacao de 2 % de extrato (equivaléncia). Resultados
sdo médias de trés determinagbes + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Quanto a perda de cor das massas ap0s 0 cozimento, 0s resultados ndo mostraram
diferenca estatistica entre as amostras, isto &, todas as amostras apresentaram a mesma variacao
(perda) global de cor. Desta forma, pode-se concluir que a coloragdo das massas néo foi perdida
apo6s a cocgdo das mesmas, Visto que o AE medido para as amostras com microalga foi

estatisticamente igual ao da amostra padrao.

5.4  Propriedades funcionais

5.4.1 Carotenoides totais

A analise de carotenoides totais foi avaliada no extrato e na biomassa da microalga, 0s

dados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Andlise carotenoides totais da microalga Chlorella sp. na biomassa e extrato.

Amostra Carotenoides totais (mg g?)
Biomassa 2,33 £0,04°
Extrato 14,55 + 0,33%

Resultados sdo médias de trés determinagBes * desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O valor de carotenoides totais na biomassa chegou a 2,33mgg’ e no extrato
14,55 mg gX. O valor de carotenoides encontrado no extrato se mostrou coerente de acordo com

seu rendimento a partir da biomassa.

Menegol et al. (2015) encontraram valores proximos para carotenoides totais na
biomassa da microalga Chlorella sp., atingindo valores de 2,44 mg g em cultivos com meio
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rico em nitrogénio (375 mg L) e temperatura de 27 °C. Redaelli (2012) avaliou carotenoides
totais na biomassa da microalga Chlorella minutissima em diferentes condi¢des de
concentracdo salina e temperatura, em todas as condic6es avaliadas a relacdo de carotenoides

por biomassa obtido foi de 2,5 mg.g %, valores proximos aos encontrados.

O resultado encontrado de carotenoides totais sendo aproximadamente 2,5 mg.g?
significa que 0,25 % do peso seco das microalgas é constituido por carotenoides, o que esta de
acordo com SPOLAORE et al. (2006), que afirmaram que os carotenoides estdo presentes nas

microalgas geralmente na concentracdo de 0,1 a 0,2 % do seu peso seco.
Os carotenoides totais tambhém foram avaliados nas massas alimenticias frescas, 0s

resultados estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Carotenoides totais em massas alimenticias frescas com incorporagdo da microalga
Chlorella sp. na forma de biomassa e extrato.

Massas alimenticias Carotenoides totais (ug g')  Perda apés cocgdo

p Crua 0,5+ 0,0
Cozida 0,9+0,2f

B1 Crua 23,4 +0,3° 32,5%
Cozida 15,8 +0,1¢

E1 Crua 18,4 + 0,49 38,0 %
Cozida 11,4 +1,4°

B2 Crua 48,0 + 1,0 315%
Cozida 32,9+0,5°

E2 Crua 45,4 +£0,92 33,3%
Cozida 30,3+0,2°

P: Padrdo. B1: Massas alimenticias com incorporacéo de 1 % de biomassa. B2: Massas alimenticias com
incorporagdo de 2% de biomassa. E1: Massas alimenticias com incorporagdo de 1% de extrato
(equivaléncia). E2: Massas alimenticias com incorporacdo de 2 % de extrato (equivaléncia). Resultados
sdo médias de trés determinacfes + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O aumento dos carotenoides foi gradual com a incorporagdo da microalga chegando a
48 ug gt naamostra B2 crua e 32,9 pg gt na amostra B2 cozida, todas as amostras apresentaram
diferenga estatistica com relagdo a amostra padrdo. Apesar das massas com incorporagdo de
2 % de extrato terem apresentado valores menores de carotenoides totais do que as massas com
incorporagéo de 2 % de biomassa, estes ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5 %

pelo teste de Tukey.
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Podemos notar também a perda de carotenoides ap6s a cocgdo das massas alimenticias
(aproximadamente de 32%), o que € esperado, devido a sensibilidade dos carotenoides frente a
temperaturas elevadas (DAMODARAN, PARKIN & FENNEMA, 2010). Visto o fato de que a
concentracdo destes compostos bioativos é alta nas microalgas, a agregacao destes compostos
em massas alimenticias se mostrou extremamente positiva, se considerarmos o fato de que se

trata de um produto regularmente consumido pela populagéo.

5.4.2 ldentificacdo de carotenoides
A partir dos cromatogramas dos extratos de carotenoides da microalga Chlorella sp.,
verificou-se a presenga de mais de trinta carotenoides, e destes, onze foram identificados, sendo

os carotenoides majoritarios luteina, p-caroteno, a-caroteno e zeaxantina, como pode ser

observado na Figura 15.
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Figura 15. Cromatograma de carotenoides obtidos em HPLC-MS da microalga Chlorella sp.
*1all-trans-violaxantina, %cis-violaxantina, ®13-cis-luteina, #13’-cis-luteina, all-trans-luteina,
Sall-trans-zeaxantina, ’15-cis-B-caroteno, 8all- trans-a-caroteno, °13-cis-p-caroteno, *all-
trans-p-caroteno, 119-cis-B-caroteno.

Os pigmentos identificados nos cromatogramas foram: all-trans-violaxantina, cis-
violaxantina, 13-cis-luteina, 13’-cis-luteina, all-trans-luteina, all-trans-zeaxantina, 15-cis-
[B-caroteno, all-trans-a-caroteno, 13-cis-p-caroteno, all-trans-f-caroteno, 9-cis-p-caroteno
(Figura 15). O restante dos picos ndo foram identificados; na Tabela 9 estdo descritos os valores

encontrados para cada um dos carotenoides identificados por cromatografia em mg g

O valor de carotenoides totais chegou a 1,7 mg g™ para a biomassa e 14,6 mg g para
0 extrato da microalga Chlorella sp. Verifica-se que o pigmento all-trans-luteina foi o principal
carotenoide encontrado na microalga, contribuindo com 0,54 mg g* na biomassa e 4,57 mg g*

no extrato do total do conteudo de carotenoides, seguido pelo all-trans-B-caroteno com
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concentragdo de 0,29 mg g na biomassa e 2,59 mg g no extrato. Esses valores sdo
consideraveis se comparados a outros trabalhos que avaliaram carotenoides em microalgas.
Mendonca (2014) avaliou cromatogramas dos extratos de carotenoides da microalga Spirulina
platensis e o pigmento all-trans-p-caroteno foi o principal carotenoide desta microalga,
contribuindo com aproximadamente 140 ug g’ do total do conteido de carotenoides,
comparando aos valores encontrados para biomassa de Chlorella sp., 540 pg g de luteina e

290 ug g de all-trans-B-caroteno.

Tabela 9: Identificacdo e quantificacdo dos carotenoides por cromatografia da biomassa e seu
extrato.

Carotenoides Extrato (mg g?) Biomassa (mg g™*)
all-trans-violaxantina 0,33+0,00 0,04 £ 0,00
cis-violaxantina 0,27 £ 0,01 0,04 + 0,00
13-cis-luteina 0,34 + 0,00 0,05+ 0,00
13’-cis-luteina 0,11 + 0,02 0,01 £ 0,00
all-trans-luteina 4,57 + 0,23 0,54 + 0,02
all-trans-zeaxantina 0,95 +0,03 0,09 + 0,00
15-cis-p-caroteno 0,13+£0,02 0,02 £0,00
all-trans-a-caroteno 1,93+£0,19 0,22 + 0,00
13-cis-p-caroteno 0,70 + 0,08 0,09 + 0,00
all-trans-p-caroteno 2,59 +0,16 0,29 £ 0,00
9-cis-p-caroteno 1,16 + 0,06 0,14 £ 0,00

Resultados sdo médias de trés determinacdes + desvio padrao.

Segundo PEREZ-GARCIA et al. (2011), a Chlorella é a principal espécie utilizada na
producdo de luteina. Redaelli (2012) avaliou os cromatogramas dos carotenoides do extrato
saponificado de microalga liofilizada Chlorella minutissima no final dos cultivos e o perfil dos
carotenoides nos cromatogramas foi sempre 0 mesmo, apresentando uma maior quantidade do
carotenoide luteina (61,2 %), seguido de zeaxantina (19,6 %) com uma pequena gquantidade de
[-caroteno (4 %), independentemente das condic¢des de luz, concentragdo salina e temperatura

utilizadas nos cultivos.

A identificacdo dos carotenoides também foi realizada na amostra da massa alimenticia

enriquecida com 2 % de biomassa, pois obteve melhores resultados na analise de carotenoides
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totais. A intencdo foi identificar e quantificar o teor de carotenoides presente na amostra e

avaliar o teor de carotenoides antes e ap6s a coc¢do das massas (Tabela 10).

Tabela 10. Identificacdo e quantificacdo dos carotenoides das massas alimenticias com
incorporacdo de 2 % de biomassa antes e ap0s a cocgao.

Carotenoides (ug g?)

B2 Crua Cozida
all-trans-violaxantina 0,99 +0,11% 0,72 £ 0,022
cis-violaxantina 0,34 + 0,00 0,17 +0,01°
13-cis-luteina 0,48 £ 0,06% 0,39 £ 0,04?
13’-cis-luteina 0,20 + 0,007 0,17 £ 0,022
all-trans-luteina 6,29 +0,78° 4,98 +0,17°
all-trans-zeaxantina 1,36 £ 0,022 1,12 +0,06°
15-cis-p-caroteno 0,27 +0,03? 0,20 £ 0,012
all-trans-o-caroteno 3,27 £0,02° 3,63 £ 0,142
13-cis-pB-caroteno 0,77 £ 0,05% 0,59 + 0,04°
all-trans-p-caroteno 3,92 £0,02° 4,46 £0,172
9-cis-p-caroteno 1,41 £0,042 1,24 £ 0,062

Resultados sdo médias de duas determinac@es + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Estimar a perda de carotenoides apds a coccdo é um ponto fundamental quando a
intengdo é agregar valor nutricional em massas alimenticias, pois, é desta forma que o

consumidor ird consumir o produto.

Observando a Tabela 10, nota-se que alguns carotenoides sofreram perda ap0s a coccao
das massas alimenticias, apresentando diferenca estatistica pelo teste de Tukey com 5 %
significancia, sendo estes: all-trans-luteina, cis-violaxantina, all-trans-zeaxantina e 13-cis-f-
caroteno. Ja para os carotenoides all-trans-B-caroteno e all- trans-a-caroteno do grupo dos
carotenos houve um aumento na massa cozida. Alguns estudos avaliaram o conteudo de
carotenoides em alimentos e reportaram que ha uma maior facilidade de extracdo dos
carotenoides ap0s o processamento térmico, produzindo aumento irreal na quantidade total de
carotenoides pré-vitaminicos A. Provavelmente, devido a uma desagregacao mais eficiente do
complexo carotenoide-proteina pés-cozimento (CAMPOS; ROSADO, 2005; GRANADO et
al., 1992; RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).
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Para identificar se os valores encontrados para os carotenoides na massa enriquecida
com microalgas cozida sdo significativos, foi comparado os valores dos carotenoides

majoritarios luteina e B-caroteno com alguns vegetais, como podemos observar na Tabela 11.

Tabela 11: Teor de B-caroteno e luteina encontrado em alguns vegetais em base seca.

B-caroteno Luteina
(mg.100 g2) (mg.100 g?)
Cenoura 10,00 -
Tomate 0,40 -
Brocolis 0,48 0,80
Espinafre 4,23 7,29
Pimenta verde 0,25 0,74
*Massa enriquecida microalgas (B2) 0,45 0,50

*Teor de -caroteno e luteina encontrado neste trabalho.
Fonte: SANCHEZ et al., 2014.

Os teores de pB-caroteno e luteina na massa enriquecida com microalgas sao
significativos se comparados com outros vegetais (Tabela 11). Os valores acima estdo expressos
em base seca, ao observarmos que a maioria dos vegetais possuem mais de 90 % de agua em
sua composicao (Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos), o consumo destes deve ser
elevado para atingir os valores descritos na tabela, diferente do consumo de um prato de

macarrdo que costuma ter mais de 100 g quando consumido.

5.5 Avaliagéo sensorial

Na primeira andlise sensorial realizada, as massas alimenticias enriquecidas com 2 %
de biomassa e seu extrato foram submetidas a avaliacdo sensorial por 51 provadores. A equipe
de provadores foi composta por 40 mulheres (76,9 %) e 12 homens (23,1 %) com idade entre

18 e 58 anos. A Tabela 11 mostra as médias obtidas para cada atributo nas duas formulagdes.

Tabela 12: Aceitacdo de atributos das massas alimenticias com incorporacdo de 2 % de
biomassa e 2 % de extrato.

Atributo Extrato (E2) Biomassa (B2)
Aparéncia 74+171°% 75+11°2
Cor 7,8+0,9° 8,0+0,9?
Aroma 7,4+0,9? 72+1,11°
Textura 7,8+0,9% 7,7+1,12
Sabor 75+1,2% 74+1,2%
Sabor residual 7,3+1,4% 7,3+1,5%
Aceitacdo global 7,7+0,9° 7,7+0,8

Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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As massas apresentaram 6tima aceitagdo, indicando que a adi¢éo tanto do extrato como
da biomassa foi agradavel ao paladar. As massas alimenticias com incorporacdo de extrato
obtiveram 85,7 % de aceitacdo e as massas com incorporacao de biomassa 86 %, sendo que nédo

diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey com 5 % de significancia.

Na segunda andlise sensorial foram avaliadas as massas com 1 % de incorporacéo tanto
de biomassa como do extrato equivalente. A equipe de provadores foi composta por 35
mulheres (67,3 %) e 17 homens (32,7 %) com idade entre 18 e 55 anos. A Tabela 12 mostra as
médias obtidas para cada atributo nas duas formulagdes.

Tabela 13: Aceitagdo de atributos das massas alimenticias com incorporacdo de 1% de
biomassa e 1 % de extrato.

Massas alimenticias Extrato (E1) Biomassa (B1)
Aparéncia 71+12° 7,8 +£0,9°
Cor 6,9 +1,4° 8,0 £0,9?
Aroma 6,9+1,42 7,1+1,22
Textura 75+1,3° 7,9 +0,9
Sabor 75+1,3° 7,8 +0,9%
Sabor residual 72+1,3° 7,6 +1,13
Aceitaco global 73+1,1° 7,9+0,8°

Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Nessa pesquisa, a cor pode ter influenciado na avaliacdo do atributo aparéncia, pois a
aceitacdo da massa com incorporacdo de biomassa, que estava com coloracdo verde mais
acentuada, foi mais aceita pelos consumidores, com 88 % de aceitacdo, enquanto a massa com
extrato obteve 81,5%, diferentemente das massas com incorporagdo de 2% que apresentaram
praticamente a mesma aceitacdo. Entre as massas E1 e Bl apenas o atributo aroma nao
apresentou diferenca estatistica entre elas, o que indica que os provadores perceberam diferenca
entre as amostras com extrato e biomassa nas massas com 1 % de incorporagcdo. Como as
analises foram realizadas em dias diferentes os provadores ndo foram 0s mesmos, o0 que pode

ter contribuido para a diferenca entre as analises.

Todas as formulagdes com incorporagdo da microalga Chlorella sp. (biomassa e
extrato) atingiram o percentual minimo satisfatério de aceitacéo (70 %) proposto por Teixeira
et al. (1987). Massas verdes em geral possuem boa aceitagdo no mercado, como observado por
Cemim et al. (2014) que avaliaram a aceitacdo de massas verdes formuladas com incoporagéo
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de 25 % de folhas de brocolis e espinafre, e ambas atingiram o percentual minimo satisfatério,
com aceitacdo de 74,4 % e 81,1 %, respectivamente.

Barros (2010) avaliou o indice de aceitacdo de macarrdo enriquecido com Spirulina
platensis em trés formulacdes (5, 10 e 15 %). A formulacdo que apresentou o maior indice de
aceitacdo foi a que continha 10 % de S. platensis, as demais formulagdes néo atingiram o
percentual minimo satisfatério de aceitacdo de 70 % proposto por Teixeira et al., (1987), com
67,24 e 69,92 % de aceitacdo para o macarrdo adicionado de 5 e 15 % de S. platensis,

respectivamente.

A intencdo de adicionar o extrato devido a questdes sensoriais, no intuito de reduzir
sabor residual e odor caracteristico das microalgas ndo foi percebido, visto que o sabor residual
e odor nao foram pronunciados nas amostras e segundo 0s comentarios observados na ficha de
analise sensorial, os provadores citaram que ndo havia sabor pronunciado, lembrando uma
massa comum. Varios provadores também relataram n&o haver diferenca entre as amostras com

biomassa e extrato, diferindo apenas na cor das massas alimenticias.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos foi possivel perceber que a incorporacdo da
microalga Chlorella sp. (biomassa e extrato) praticamente nao alterou os parametros de coc¢ao

das massas alimenticias frescas.

O aumento dos carotenoides totais foi gradual com a incorporacdo da microalga
chegando a 48 pgg? e 32,9 pg g nas massas alimenticias com incorporagio de 2 % de
biomassa antes e apds coccdo, e 0s carotenoides majoritarios encontrados na microalga e nas

massas alimenticias foram a luteina, B-caroteno, a-caroteno e zeaxantina.

Quanto a avaliacdo sensorial, todas as formulagdes obtiveram uma 6tima aceitacéo,
chegando a 88 % nas massas alimenticias com incorporacdo de 1 % de biomassa e

aproximadamente 86 % nas massas com incorporacéo de 2 % de biomassa e extrato.

Analisando as massas alimenticias tanto sensorial quanto tecnologicamente, com
biomassa de Chlorella e seu extrato, os dois ingredientes se mostraram promissores, porém,
seria interessante trabalhar com a biomassa da microalga, por ndo ser necessario a utilizacéo de
extracdo com solvente (etanol) e por haver menos operacdes unitarias envolvidas no processo

obtencdo, facilitando a adi¢do tanto em massas quanto em produtos alimenticios.

Assim, diante destes dados, podemos concluir que o uso da microalga Chlorella sp.
demonstrou ser uma 6tima opc¢éo para utilizacdo na produgdo de massas alimenticias frescas,

enriquecendo o produto com compostos bioativos.
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ANEXO |

Software n-Query Versédo 3.0

STORED STATEMENTS for MGTO0-1

When the sample size in each of the 4 groups is 51, a one-way analysis of variance will have
80% power to detect at the 0,050 level a difference in means characterized by a Variance of
means, of 0,624, assuming that the common standard deviation is 3,350.

NAE — Departamento de Estatistica

Instituto de Matematica/ UFRGS
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Anélise Sensorial
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Vocé esta recebendo 2 amostras de massas alimenticias com ingrediente funcional. Prove as
amostras da esquerda pra direita, ingerindo agua entre elas e avalie os parametros de acordo

com a escala abaixo.

Idade: Data:

Nome:

1- desgostei muitissimo Amostra 985 | 147
2- desgostei muito Aparéncia

3-desgostei moderadamente Cor

4- desgostei levemente Aroma

5-nem gostei nem desgostei Textura

6- gostei levemente Sabor

7- gostei moderadamente

8- gostei muito

Sabor residual

9- gostei muitissimo

Aceitacdo global

Comentarios:
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Participante n.°

Producdo de massa fresca enriquecida com microalga ----------

Prezado(a) Senhor(a):

Representamos um grupo de pesquisadores da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS) e do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) que esta realizando

um estudo sobre desenvolvimento de massa fresca enriquecida nutricionalmente.

O objetivo da pesquisa € enriquecer uma formulacdo de massa fresca com a biomassa
de microalgas e seu extrato, e avaliar as caracteristicas sensoriais de todos os produtos
desenvolvidos. Os resultados desta pesquisa trardo informacdes sobre a aceitagdo dos
consumidores quanto a utilizagdo da microalga para o enriquecimento de massas frescas A
composicdo da massa é farinha de trigo, agua e biomassa da microalga Chlorella sp.. Esta

formulacdo contém gldten.

Pretende-se realizar analise sensorial dos produtos elaborados. Os testes de aceitacdo
serdo realizados no Laboratério de Analise Sensorial do ICTA. Os provadores receberdo 4
amostras codificadas (servidas em copos plasticos ou pratos brancos com diferentes
codificacdes de 3 digitos) referentes aos diferentes processamentos, 1 copo de agua para ser
consumido entre as amostras e uma ficha para avaliar as amostras quanto a aceitacdo dos
atributos aparéncia, cor, aroma, textura, sabor e a aceitacdo global, utilizando escala hedénica
estruturada de 9 pontos, onde 1 corresponde a “desgostei muitissimo”, 5 “nem gostei nem

desgostei” e 9 a “gostei muitissimo”.

O teste ndo deve ser realizado por individuos alérgicos a qualquer dos ingredientes

da formulacao.

O participante pode desistir de provar as amostras em qualquer uma das etapas sem
sofrer qualquer prejuizo. Conforme resolucdo 466/12, “Toda pesquisa com seres humanos
envolve risco”, contudo ndo ¢ esperado nenhum desconforto ou risco aos participantes da

pesquisa.

O participante ndo terd custos com a realizacdo do teste, e ndo sera concedido
qualquer tipo de beneficio financeiro pela participacao.



56

A avaliacdo deste estudo serd mantida em sigilo. As informag6es do participante (nome,
idade, sexo) ndo serdo divulgadas e nem passadas a outros estudos, e ndo sera necessario
informar 0 nome do responsavel no estudo. Em caso de qualquer duvida, o senhor (a) podera
entrar em contato com o pesquisador responsavel ou com o Comité de Etica em Pesquisa do
UFRGS pelos telefones:

Pesquisador responsavel Rosane Rech - Telefone: 3308-6683

Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS — Telefone 3308-4085

Porto Alegre, de de 2013.

Eu, recebi as orientacBes necessarias para

entender o presente estudo, e desejo participar da pesquisa.

Assinatura do participante Assinatura do pesquisador

Obs: O presente documento, baseado no item IV das Diretrizes e Normas
Regulamentadoras para a Pesquisa em Saude, do Conselho Nacional de Saude (Resolugéo
466/12), sera assinado em duas vias, de igual teor, ficando uma via em poder do participante

e a outra com o pesquisador responsavel.



