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RESUMO

Pesquisas inovadoras envolvendo a biotecnologia por meio da utilizacdo de micro-organismos
para a producdo de novos produtos, inclusive alimentos, tem sido destaque na inddstria global
de alimentos. A Spirulina platensis LEB-18 ¢ uma microalga com composi¢do nutricional
apropriada para uso como complemento alimentar, destacando o seu alto teor de proteina,
acidos graxos mono e poli-insaturados, compostos bioativos, vitaminas e minerais,
caracterizando-a no ambito dos alimentos funcionais. O estudo prospectivo demonstrou que
os principais alimentos desenvolvidos com aplicacdo de microalgas sdo os alimentos
instantaneos e alimentos funcionais. Sendo assim, as necessidades do mercado por produtos
praticos e saudaveis motivaram a elaboracdo do presente trabalho, que teve como objetivo
desenvolver um molho funcional enriquecido com a biomassa de Spirulina platensis, bem
como avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas, sensoriais e antioxidantes.
Para o desenvolvimento dos molhos, foram elaboradas, de acordo com as técnicas dietéticas,
quatro formulacBes: controle (sem biomassa de Spirulina) e molhos contendo diferentes
concentragcdes de biomassa de Spirulina (2,0%; 3,0% e 4,0%). Dentre essas formulagdes, a
qgue obteve melhores resultados nos parametros fisico-quimicos (pH e acidez), texturais e
sensoriais foi selecionada para o0 monitoramento e avaliagdo durante 45 dias de
armazenamento (refrigeracdo 4 - 6°C ). Para a formulacdo selecionada, foram avaliados
durante o periodo de armazenamento os parametros: pH, acidez, atividade de &gua, proteina
totais, lipidios totais, carboidratos, fibra bruta, cinzas totais, minerais, perfil de acidos graxos,
potencial antioxidante, cor e analise microbioldgica. O emprego de Spirulina nos molhos
aumentou o valor do pH e alterou o perfil global de textura, conferindo molhos mais firmes
com o aumento das concentracBes. O maior valor de firmeza (0,45 N) foi atribuido ao molho
contendo 4,0% de biomassa, assim como as maiores notas na avaliacdo sensorial (aroma,
sabor, textuta, impressdo global, intencdo de compra). Sendo assim, esta formulagdo foi
selecionada para as analises durante o armazenamento. O molho incorporado com 4,0% de
biomassa obteve altos teores de proteinas totais (7,94%), fibras (1,05%), minerais (884,43
mg/100g), compostos fenélicos (350,30 mMgEAG.g™ ) e potencial antioxidante (ICso 12,20
mg.ml™Y), sobressaindo & formulacdo controle, além de apresentar os &cidos graxos
insaturados (C18:3n3 — 6,40% e C18:1n9 — 20,11%) que ndo foram encontrados no controle.
Em relacdo a cor, a formulacdo apresentou uma expressiva coloracdo verde escuro, o que se
justifica pela presenca de pigmentos, incluindo a clorofila e a ficocioanina, responsaveis pela
coloracdo verde-azul desta microalga. A analise microbiolégica demonstrou para ambos 0s
molhos a auséncia de Salmonella sp., e auséncia de Coliformes (< 3,0 NMP/g de produto) e
Staphyloccoccus coagulase positiva (< 10 UFC/g de produto), estando de acordo com
legislagdo vigente. Apos os 45 dias de armazenamento as caracteristicas fisico-quimicas, a
atividade antioxidante e os pardmetros de cor foram conservados, indicando que as condic¢Ges
de estocagem (refrigeracdo 4 - 6°C) foram apropriadas para a conservagdo do produto natural
e isento de conservantes. Os resultados da pesquisa permitiram concluir que o molho
enriquecido com 4,0% de biomassa de Spirulina € um alimento seguro, sensorialmente aceito
e apresenta possiveis beneficios para a salde, apresentando caracteristicas de um alimento
funcional. No entanto, ha necessidade de mais estudos no desenvolvimento de novos produtos
alimenticios com adicdo de Spirulina, visto que a mesma é legalmente autorizada como
alimento e representa uma fonte alternativa com potencial valor comercial, nutricional e
tecnoldgico.

Palavras-chave: biomassa; Arthospira platensis; condimento, desenvolvimento, novos
alimentos.



ABSTRACT

Innovative research involving biotechnology through the use of microorganisms for the
production of new products, including food, has been prominent in the global food industry.
Spirulina platensis LEB-18 is a microalgae with nutritional composition suitable for use as a
food supplement, highlighting its high protein content, mono and polyunsaturated fatty acids,
bioactive compounds, vitamins and minerals, characterizing it in the context of functional
foods . The prospective study demonstrated that the main foods developed with application of
microalgae are instant foods and functional foods. Therefore, the market needs for practical
and healthy products motivated the elaboration of the present work, whose objective was to
develop a functional sauce enriched with the biomass of Spirulina platensis, as well as to
evaluate its physical-chemical, microbiological, sensorial and antioxidant characteristics. For
the development of the sauces, according to the dietary techniques, four formulations were
prepared: control (without Spirulina biomass) and sauces containing different concentrations
of Spirulina biomass (2.0%, 3.0% and 4.0% ). Among those formulations, the one that
obtained the best results in the physical-chemical parameters (pH and acidity), texture and
sensory was selected for the monitoring and evaluation during 45 days of storage
(refrigeration 4-6°C). For the selected formulation, the parameters: pH, acidity, water activity,
total protein, total lipids, carbohydrates, crude fiber, total ashes, minerals, fatty acid profile,
antioxidant potential, color and analysis were evaluated during the storage period.
microbiological study. The use of Spirulina in the sauces increased the pH value and altered
the overall texture profile, giving stronger sauces with increasing concentrations. The highest
value of firmness (0.45 N) was attributed to the sauce containing 4.0% of biomass, as well as
the highest notes in the sensory evaluation (aroma, flavor, textute, overall impression,
purchase intention). Thus, this formulation was selected for analysis during storage. The
incorporation of the soybean meal with 4.0% of biomass obtained high levels of total proteins
(7.94%), fibers (1.05%), minerals (884.43 mg / 100g), phenolic compounds (350.30
mgEAG.g (C18: 3n3 - 6.40% and C18: 1n9 - 20.11%), which presented a high antioxidant
potential (IC50 12,20 mg.ml-1). were not found in the control. Regarding color, the
formulation presented a significant dark green coloration, which is justified by the presence of
pigments, including chlorophyll and phycocioanine, responsible for the blue-green coloration
of this microalga. The microbiological analysis showed for both sauces the absence of
Salmonella sp., And absence of Coliforms (< 3.0 MPa / g of product) and Coagulase positive
Staphyloccoccus (< 102 CFU / g of product), being in agreement with current legislation .
After 45 days of storage, the physicochemical characteristics, antioxidant activity and color
parameters were maintained, indicating that the storage conditions (refrigeration 4 - 6°C) were
appropriate for preservation of the natural product and free of preservatives. The results of the
research allowed to conclude that the enriched sauce with 4.0% of Spirulina biomass is a safe
food, sensorially accepted and presents possible health benefits, presenting characteristics of a
functional food. However, there is a need for further studies in the development of new food
products with addition of Spirulina, as it is legally authorized as food and represents an
alternative source with potential commercial, nutritional and technological value.

Keywords: biomass; Arthospira platensis; condiment, development, new foods.
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1. INTRODUCAO GERAL

As microalgas sdo organismos microscopicos fotossintéticos encontrados
amplamente na natureza em ambientes marinhos e de dgua doce. Constituem um grupo
diversificado de organismos procaridticos e eucarioticos e possuem um mecanismo
fotossintético semelhante ao das plantas terrestres (KREITLOW, MUNDT,
LINDEQUIST, 1999; MOLNAR, GYENIS, VARGA, 2009).

A Spirulina platensis € um representante dessa classe de microalgas, a qual tem sido
utilizada na alimentacdo humana desde a idade antiga por apresentar uma biomassa
essencialmente rica em nutrientes (HABIB et al., 2008). A redescoberta dessa microalga
como suplemento alimentar se deu na década de 60 e desde entdo vem sendo utilizada
no enriquecimento de produtos utilizados na alimentacdo, e principalmente, em
substituicdo, a proteina de origem animal, visto que, a pecuaria bovina consiste em uma
prética que gera custos elevados na producdo (SHIMAMATSU, 2004; LOPEZ et al.,
2013).

Segundo a FDA (Food and Drug Administration), a biomassa de Spirulina é
classificada como GRAS (Generally Recognized as Safe), o que garante a sua
comercializacdo e o seu uso como alimento seguro (AMBROSI et al., 2008). Estudos
cientificos evidenciam que essa biomassa tem um dos mais altos teores de proteina ja
encontrados, além de boa digestibilidade e todos os aminoécidos essenciais (AVILA-
LEON et al., 2012; RABELO et al., 2013). De acordo com NEHAL (2014) a microalga
Spirulina é classificada como um superfood, especialmente pelo seu alto teor de
proteinas, vitaminas (vitamina A, B, C, D, E), minerais (ferro, potassio, sodio),
polifendis, polissacarideos, fibras e baixas calorias.

Atualmente, a biomassa dessa microalga tem sido indicada e utilizada na
producdo de alimentos funcionais e nutracéuticos (BATISTA et al., 2013; SHAHIDI &
AMBIGAIPALAN, 2015; EL BAKE et al., 2015; WELLS et al., 2017), pois podem
promover efeitos terapéuticos como a diminuicdo da hiperlipidemia, dos niveis séricos
de glicose, da presséo arterial, protecdo contra danos renais, auxilio no crescimento de
Lactobacillus e Bifidobacterium da microbiota intestinal, além das propriedades
antioxidantes, atribuidas aos compostos fendlicos e a ficocianina (AMBROSI et al.,
2008; MICZKE et al.,, 2016; SZULINSKA et al., 2017). Alguns alimentos como
macarrdo, biscoitos, barras de cereais, iogurtes e outros produtos funcionais, ja foram

desenvolvidos pela incorporacdo de biomassa de Spirulina. Os autores descrevem que
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esses alimentos foram sensorialmente aceitos e podem representar uma tendéncia
sustentavel no mercado, por unir a alimentagdo comum do dia-a-dia com efeitos
benéficos adicionais a saude (FIGUEIRA et al., 2011; LEMES et al., 2012; MORAIS,
MIRANDA, COSTA, 2006; RODRIGUEZ et al., 2014).

E possivel observar que a procura por alimentos funcionais sofreu um aumento
nos Ultimos anos, consequéncia do crescente interesse dos consumidores por alimentos
saudaveis. Este acréscimo foi motivado aos cuidados a salde, da expectativa média de
vida e pela preocupacao da populacdo no melhoramento da qualidade de vida (PLAZA
et al, 2009; KRAUS, 2015; SHAHIDI & AMBIGAIPALAN, 2015). Aliado a isso,
pesquisas apontam as grandes tendéncias de mercado para produtos alimenticios de facil
manipulagdo e preparo, bem como, a possibilidade do consumo instantaneo. Estas
caracteristicas sdo comumente observadas no mundo moderno em que consumidores
buscam opcdes relacionadas a praticidade, tempo e saide (MONTEIRO, 2008;
BUCHER et al., 2016).

Nessa perspectiva, a inovacdo na area de alimentos tem sido amplamente
estimulada dentro da industria tradicional. Novos produtos, processos ou servigos sdo
reconhecidos como um instrumento importante para que o mercado de alimentos
satisfaca as expectativas dos consumidores (MENRAD, 2003; BUCHER et al., 2016).
No entanto, apesar das microalgas serem fortes aliados para o desenvolvimento de
novos alimentos com potencial valor nutricional, pesquisas tem reportado que a maior
utilizacdo da Spirulina é como suplemento alimentar, comprimidos e capsulas. Neste
contexto, é necessario diversificar essa utilizacdo para outros produtos, a fim garantir o
continuo desenvolvimento da biotecnologia de microalgas na &rea de alimentos (LIANG
etal., 2004; BUONO et al., 2014).

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi desenvolver um molho
funcional pela adicdo de diferentes concentragdes de biomassa de Spirulina platensis
LEB-18, avaliando suas propriedades fisico-quimicas, sensoriais e antioxidante, além da

estabilidade durante 45 dias de armazenamento.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver molho funcional pela incorporacdo de diferentes concentracbes de
biomassa de Spirulina platensis, bem como avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas,

microbioldgicas, sensoriais e antioxidantes.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar um estudo prospectivo sobre produtos alimentares incorporados com
biomassa de microalgas;

e Utilizar a biomassa de Spirulina como ingrediente alimentar de acordo com a
legislagdo vigente, associada a condimentos vegetais para a elaboragéo de molho
ndo emulsionado pronto para 0 consumo;

e Avaliar a composicdo fisico-quimica, 0s pardmetros de textura e as
caracteristicas sensoriais das formulacdes dos molhos desenvolvidos;

e Selecionar a formulagdo que apresentar os melhores resultados nos parametros
fisico-quimicos, de textura e sensorial para avaliagdo do armazenamento
(refrigeracdo 4-6°C) durante 45 dias;

e Avaliar comparativamente durante o armazenamento o molho selecionado e
molho controle (sem adi¢cdo de Spirulina) quanto aos parametros fisico-
quimicos, antioxidantes e caracteristicas microbiolégicas;

e Comparar os parametros fisico-quimicos e as caracteriticas microbioldgicas
obtidos durante o armazenamento dos produtos com os valores estabelecidos
pelas respectivas legislagoes;

e Agregar valor nutricional ao produto elaborado com enfoque nos teores de
proteinas totais e compostos bioativos pela incorporacdo de biomassa de

Sprirulina.
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1. Microalga Spirulina sp.

O género Arthrospira platensis (nome comum: Spirulina) pertence a familia
Oscillatoriaceae e compreende o grupo das cianobactérias filamentosas (microalgas
verde-azuladas). E caracterizado por cadeias de células, constituindo um filamento na
forma de espiral, denominado tricoma (Figura 1). Os tricomas sdo constituidos por
células cilindricas, curtas e largas, revestidas por uma fina membrana. Seu diametro
pode variar de 6 a 12 um, e as estruturas helicoidais formadas por este filamento podem

apresentar didmetros que variam de 30 a 70 um. (ROUT et al, 2015; MA et al., 2018).

e
,

FIGURA 1. Género Spirulina vista ao microscépio (40x). Fonte: SILVA, 2008.

Originariamente, trata-se de um organismo procedente de lagoas da Africa e da
América tropical, que tem se estendido em outras zonas quentes do mundo,
aproveitando a sua capacidade de adaptacdo em lugares onde ndo podem crescer outros
organismos (HABIB et al., 2008).

A Spirulina pode ser encontrada em meios aquaticos ricos em sais minerais,
compostos principalmente por bicarbonato e carbonato de sédio, com pH de 8 a 11.
Entretanto, também pode ser encontrada nos mais diferentes ambientes, pois apresenta
grande capacidade de adaptacéo a condi¢des ambientais extremas (AVILA LEON et al.,
2012). Além disso, se multiplica rapidamente, sendo capaz de realizar fotossintese
oxigénica, produzindo biomassa rica em compostos biologicamente ativos (HABIB,
2008). Essa microalga cresce de forma natural em lagoas de todos os continentes,

incluindo regides da Africa, Asia, América do Sul, América do Norte, Europa, e até
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mesmo na Antartida, algumas vezes perto de lagoas muito salgadas, vulcdes e desertos
(KEBEDE & HLGREN, 1996).

No Brasil, a Spirulina ja foi identificada na Lagoa da Mangueira (RS) (33° 30
12" S, 53° 08" 58" W) e nas Lagoas Salina do Meio (19° 13’ 29” S, 56° 57’ 14” W) e
Salitrada Campo Dora no Pantanal (MS) (19° 15° 59,3 S, 56° 59’ 20,2 W)
(SANTOS, 2013). Os principais centros de pesquisa com microalgas no pais localizam-
se nas regides Sudeste e Sul e estdo voltados principalmente para cultivo em nivel
experimental. A exemplo, tém-se a Universidade Federal do Rio Grande (FURG) que
realiza pesquisas com a microalga Spirulina LEB 18, isolada da Lagoa da Mangueira,
acerca do cultivo e aproveitamento da biomassa para diversos fins, entre eles:
desenvolvimento de alimentos enriquecidos com Spirulina, obtencdo de compostos de
interesse das inddstrias alimenticia, quimica e farmacéutica, etc (BARROS, 2010;
MENDONCA et al. 2012).

Com a divulgacdo de estudos cientificos demonstrando que 0s compostos
bioativos produzidos pela Spirulina desempenham atividade antioxidante, anti-
inflamatdria, antimicrobiana, antifingica, citotoxica e propriedades de inibicdo
enzimatica (HAJIMAHMOODI et al., 2010, WU et al., 2016; MALLIKARJUN et al.,
2017), como também potencial econdmico e ecoldgico, inimeras industrias foram
instaladas para a producéo de biomassa em escala comercial, sendo 0 género Spirulina a
mais cultivada. Desde entdo, os estudos com microalgas tém se expandido em Vvarios
paises (WALTER, 2011; ZHAI et al., 2017; SHAO et al., 2018).

O sistema de cultivo da microalga Spirulina pode ser feito em lugares abertos ou
fechados. O sistema aberto (Figura 2), chamado race-way, é o mais utilizado em nivel
industrial, e € empregado em lugares onde as condicGes de luz, temperatura e espa¢o Sao
favoraveis. Esse método necessita de luz solar como a principal fonte de energia para o
metabolismo das microalgas (ZHANG et al., 2015; EL-SAYED & MOSTAFA, 2018).
Nesse sistema de cultura, a mistura e a turbuléncia sdo necessarias para evitar limitagdes
no crescimento por causa da foto-inibicdo, que depende da intensidade da luz e da
concentracdo de oxigénio. A aeracdo e a agitacdo favorecem a oxigenagdo das culturas e
a homogeneizacdo de nutrientes, obtendo-se uma melhor fotossintese e aporte de CO,
para o crescimento celular (HABIB et al.,2008; ZHANG et al., 2015).

Os principais produtores de Spirulina, em nivel mundial, localizam-se nos
Estados Unidos, no Japdo, em Israel e na Australia, abastecendo a seus préprios
mercados e a outros, como a Comunidade Europeia e o Canada. Por outra parte, China e
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india constituem importantes produtores de biomassa de culturas de pequena a média
escala, que realizam agrupacdes comunitérias, principalmente para consumo interno,
(HABIB et al.,2008; CARVAJAL et al., 2009)

FIGURA 2. Cultivo artificial aberto da microalga Spirulina. Fonte: HABIB et al., 2008.

2. Aspectos nutricionais e funcionais da Spirulina sp.

As microalgas tém sido estudadas em pesquisas biotecnoldgicas devido a sua
importancia nutricional, econémica e ecoldgica (SONI et al., 2017). Estudos mostram
que esses microrganismos sao fontes de compostos biologicamente ativos e podem ser
empregadas para diversas finalidades: pigmentos, antioxidantes, enzimas, farmacos,
alimentos, entre outros (AMBROSI et al., 2008; EL BAKE et al., 2015; WU et al.,
2016; WELLS et al., 2017).

A Spirulina é consumida ha décadas pelo seu alto valor nutricional e beneficios
a saude (HABIB et al., 2008; SONI et al., 2017). Atualmente é descrita como um
superfood, sendo considerada como o milagre que cresce naturalmente em oceanos e
lagos salgados em climas subtropicais (LOPEZ, 2013). Essa microalga contém
praticamente todos os componentes que a classifica como um alimento completo
(Tabela 1). Em sua composicao esta presente uma proporcdo consideravel de proteinas,
vitaminas, sais minerais, carboidratos, pigmentos e acidos graxos essenciais (SONI,
2017; AMBROSI et al, 2008).
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Tabela 1. Composic¢éo nutricional da biomassa de Spirulina sp por 100g

Nutrientes Concentracao Nutrientes Concentracao
Proteina () 56,6 — 70,0 Vitamina Bg (mg) 0,005 - 0,008
Carboidrato (g) 11,3-22,0 Vitamina By (MQ) 0,05 -0,09
Lipidios (g) 2,20-4,10 Vitamina B, (MgQ) 0,35-0,60
Minerais (g) 7,0-8,00 Célcio (mg) 1000 — 2000
Fibra alimentar (g) 7,0-16,4 Fosforo (mg) 670 — 800
Vitamina A (mg) 212 - 240 Magnésio (mg) 400 — 480
Vitamina E (mg) 10 -13 Ferro (mg) 58 — 62
Vitamina B; (mQ) 1,4-35 Zinco (mg) 3,00-3,30
Vitamina B, (mg) 04-69 Cobre (mg) 1,10-1,20
Vitamina B3 (mg) 1,3-59 Manganés (mg) 0,50 -0,70
Vitamina Bs (mQ) 0,2-0,3 Cromo (mQ) 0,03-0,05
Vitamina Bg (MQ) 4,0-6,0 Potassio (mQ) 1,4-15

Fonte: adaptada AMBROSI et al., 2008; ROBERTO, 2015; MARCINKOWSKA-
LESIAK et al., 2018.

Trabalhos cientificos tém documentado que esta microalga ndo apresenta
nenhuma toxicidade, por isso, ela é classificada pelo FDA (Food and Drug
Administration, 2003) como GRAS (Generally Recognized As Safe), baseada em
pesquisas cientificas realizadas pelas empresas americanas Cyanotech Corporation,
localizada no Havai (Costa de Kona) e pela Earthrise Nutritionals®, sediada na
Califérnia, o que garante seu uso seguro e nutritivo na alimentacdo humana ou animal.
Estudos ‘in vitro’ e ‘in vivo’ mostram que as propriedades nutricionais da microalga
Spirulina tém sido relacionadas com possiveis propriedades terapéuticas que podem
auxiliar no tratamento de problemas de saude como diabetes, artrite, anemia,
desnutricdo, obesidade, tensdo pré-menstrual, doengas cardiovasculares, cancer, entre
outros (ESTRADA et al. 2001; WANG et al. 2007; AMBROSI et al. 2008). Por esta
razdo essa microalga tem sido adicionada em produtos farmacéuticos e alimentares
sendo comercializada principalmente como alimento funcional, nutracéutico,
suplemento alimentar ou em capsulas (ESTRADA et al. 2001; HERRERO et al. 2005;
COLLA et al. 2007; WANG et al. 2007; AMBROSI et al. 2008; CHU et al. 2010;
MENDONCA et al. 2012). No Brasil, a Spirulina é enquadrada na legislagdo na

categoria de novos ingredientes que, quando utilizados em produtos dispensados da



23

obrigatoriedade de registro, estes passardo a ter obrigatoriedade de registro, e sua
ingestdo diaria ndo deve exceder 1,6 g (BRASIL, 2008).

As propriedades funcionais e antioxidantes da Spirulina estdo relacionadas aos
compostos fendlicos presentes nessa microalga. Os compostos fendlicos existentes na
Spirulina sdo &cidos organicos como os acidos caféico, clorogénico, salicilico, sinaptico
e ftrans-cindmico, os quais agem individualmente ou sinergicamente com agéo
antioxidante em sistemas in vivo e in vitro (AMBROSI et al., 2008).Estudo conduzido
por EI-Sheekh et al. (2014) avaliou a utilizacdo de Spirulina no controle da
hiperlipidemia induzida em ratos. Os resultados mostraram que a administracdo de
Spirulina nas concentragdes de 5 e 10% diminuiu o colesterol total, triacilglicerdis e
LDL séricos, e promoveu um aumento significativo nos valores séricos de HDL. O
mesmo estudo também foi conduzido em humanos, onde o perfil lipidico de 20
pacientes foi mensurado antes e apos trés semanas de tratamento com 4g de Spirulina
ao dia. Ao final do tratamento, o nivel do colesterol sérico total caiu em 28,44%, os
triacilglicerdis séricos tiveram uma reducdo de 31,6%, o HDL obteve um aumento de
28% e o LDL reduziu cerca de 37,7%. Os autores atribuem essa reducdo a acdo
antioxidante dos compostos fenolicos que em geral estdo relacionados, principalmente,
com efeito protetor contra doencas cardiovasculares. Similarmente, Colla et al. (2008)
avaliaram a Spirulina como potencial agente redutor da hipercolesterolemia induzida
em coelhos. O efeito da suplementacdo com Spirulina foi avaliado medindo os niveis de
colesterol sérico total, triacilglicerdis e HDL ao inicio do tratamento e apds 30 e 60 dias.
Os resultados mostraram que os niveis de colesterol sérico foram reduzidos, os de HDL
foram aumentados, mas os niveis de triacilglicerdis ndo apresentaram reducdo
significativa.

Zaid et al. (2015) conduziram um estudo focado nas propriedades
anticancerigenas e antioxidantes do extrato aquoso de Spirulina. Os resultados
indicaram um potencial antioxidante do extrato, atribuido & alta concentracdo de
compostos fendlicos. A atividade antiproliferativa das linhagens celulares também ficou
evidente, quando o extrato preparado com 1.5g/100mL foi responsavel pela inibi¢do de
50% das células cancerigenas (células de carcinoma de célon (HCT116) e células
de carcinoma hepatocelular (HEPG2)).

No que se refere a atividade antimicrobiana da Spirulina, Parisi et al. (2009)
avaliaram o potencial de extratos fendlicos dessa microalga frente aos microorganismo
E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 6538P, mediante
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técnicas de disco difusdo e concentracdo inibitéria minima (CIM). Os melhores
resultados foram observados para a inibi¢do de S. aureus, uma bactéria Gram-positiva,
com halos de inibicéo de 22 e 19 mm. A CIM dos extratos fenolicos da Spirulina obtida
para inibir o crescimento da bactéria S. aureus foi de 47,46 mg.mL™. Os resultados
demonstram o potencial dos compostos fendlicos presentes na microalga para a inibigcdo

do crescimento de microrganismos Gram-positivos, especialmente S. aureus.
2.1 Proteinas e aminoacidos

A biomassa da Spirulina é composta por cerca de 60-70% de proteina e
aminoacidos especificos, (AMBROSI et al. 2008; SONI et al., 2017) como 0s nédo
essenciais alanina, arginina, acido aspartico, cistina, acido glutamico, glicina, histidina,
prolina, serina e tirosina e 0s essenciais isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina e valina (Tabela 2) (AMBROSI et al. 2008). A Spirulina se
destaca como uma das mais ricas fontes proteicas de origem microbiana, apresentando
teores acima dos encontrados para a carne de peixe (15-20 %), sementes de soja (35 %),
ovos (12 %), cereais (8-14 %) e leite integral (3 %) (HENRIKSON, 1995). Devido a
auséncia da parede celulésica, as proteinas dessa microalga sdo de boa digestibilidade,
as mesmas possuem uma cobertura fragil de mucopolissacarideo, que se configura como
uma vantagem, tanto na produgdo, quanto na conservacdo de constituintes como
vitaminas e acidos graxos poli-insaturados, que se encontra em grande concentracao
nessa espéecie (VONSHAK, 1997).

Tabela 2. Composicdo de aminoacidos da biomassa Spirulina sp por 100g

Aminoacido % Aminoacido %
Ac. Glutdmico 10,70 - 12,60 Isoleucina 4,36 - 6,00
Ac. Aspartico 8,60 - 9,20 Serina 4,20-4,31

Leucina 8,00 - 8,20 Prolina 3,90 - 4,04
Alanina 6,51 - 6,90 Tirosina 3,20 - 3,90
Fenilalanina 4,90 - 5,75 Lisina 2,95 - 4,60
Glicina 4,8-517 Histidina 1,80-2,72
Arginina 4,94 - 6,50 Triptofano 2,53-1,40
Treonina 4,60 - 4,87 Metionina 1,40 - 1,64
Valina 4,61 - 6,50 Cistina 0,40-0,47

Fonte: adaptada MORAIS et al., 2009; USLU et al., 2015; BASHIR et al., 2016.
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Desde a década de 1950 essa espécie de microalga foi proposta como uma fonte
inovadora de proteina (SOLETTO et al., 2005). Por isso tem sido usada como
suplemento proteico na elaboracéo de alimentos. Muitas das atividades bioldgicas como
antioxidante (ZAID et al.,, 2015) anti-hipertensivo (FITZGERALD & MURRAY,
2006), anticancerigeno imunomodulatério (SHEIH et al., 2009), hepato-protetor
(HWANG, KIM, & NAM, 2008) e atividades anticoagulantes (ATHUKORALA &
JEON, 2005) estao associados com as proteinas e os peptideos proteicos.

As ficobiliproteinas sdo um grupo peculiar de proteina de microalgas, séo
pigmentos fotossintéticos incluindo a ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrocianina. A Spirulina spp., Synechococcus spp. (VISKARI & COLYER, 2003)
e Porphyridium cruentum (algas vermelhas) sdo as algas de maior interesse e mais
utilizadas para a extracdo de ficobiliproteinas (SAMARAKOON & JEON, 2012). Este
grupo de proteinas em particular, € usado como corantes naturais em alimentos como
chicletes, sorvetes e doces (ROMAN et al, 2002). Sendo também comercializados em
uma variedade de produtos nutracéuticos, como comprimidos e capsulas, (GUIL-
GUERRERO et al, 2004) mostrando alta atividade funcional por possuirem acdo
antioxidante (PANDEY, PANDEY & SHARMA, 2013).

2.2 Acidos graxos

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) da Spirulina podem representar
cerca de 25% a 60% dos acidos graxos totais. O &cido linoleico e o acido linolénico
podem estar presentes em até 1,09/100g da biomassa seca. Os acidos graxos
predominantes sdo o acido palmitico (44,6% - 54,1%), acido oleico (1% - 15,5%), acido
linoleico (10,8% - 30,7%) e o acido y-linolénico (8,0% - 31,7%), mas também fornece o
acido  a-linolénico, acido estearidonico, acido eicosapentaendico (EPA), &cido
docosahexaenoico (DHA) e acido araquidonico (HABIB, 2008; DRAAISMA et al.,
2013).

O principal ponto de interesse refere-se a possibilidade de obter os acidos
eicosapentaenoico (EPA - C20:5n3) e docosahexaendico (DHA - C22:6n3), 0s quais sdo
utilizados como ingredientes funcionais (BUONO et al, 2014).

O consumo de suplementos de EPA e DHA tem sido utilizados para prevenir
doencas cardiovasculares e inflamacdo (SITSMA & SWAAF, 2004) para melhorar a

funcéo cerebral e o desenvolvimento do sistema nervoso (CALDER, 2001). A principal
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fonte de EPA e DHA para nutricdo humana é proveniente de peixes marinhos, como
sardinha, bacalhau, salmo etc. (GUNSTONE, 2012). No entanto, o 6leo de peixe ndo é
consumido por vegetarianos e o odor caracteristico é muitas vezes um fator limitante
para o0 seu uso como ingrediente alimentar. Além disso, a disponibilidade de peixes esta
cada vez menor (WORM et al, 2006) e a presenca de alguns contaminantes quimicos,
como o mercdrio estimulou as empresas a buscarem fontes alternativas destes &cidos
graxos (MAHAFFEY, CLICKNER & JEFFRIES, 2008).

Os &cidos graxos essenciais, importantes sob o ponto de vista nutricional, ndo
sdo sintetizados no organismo humano pela auséncia das enzimas dessaturases
especificas, responsaveis pela formacdo das duplas ligacGes nestes compostos, dessa
forma, esses &cidos graxos devem ser introduzidos através da dieta. Os &cidos graxos
reconhecidos pela WHO/FAO como essenciais sdo o0 linoleico, a-linolénico, vy-
linolénico e araquidénico (ALONSO & MAROTO, 2000). O acido y-linolénico, apesar
de ser sintetizado a partir do acido linoleico, é considerado como essencial por existirem
evidéncias da perda desta capacidade com o envelhecimento (MURRAY et al., 2002).

A essencialidade destes acidos graxos estd relacionada ao fato de serem os
precursores das prostaglandinas e leucotrienos, substancias semelhantes aos hormonios,
as quais controlam numerosas funcdes. As prostaglandinas PGEL intervém na regulacédo
da tensdo arterial, na sintese de colesterol, inflamacfes e crescimento celular. No
organismo, também podem ser sintetizados a partir do &acido linoleico da dieta,
transformando-se em &cido vy-linolénico (GLA) e posteriormente em PGE1l
(RICHMOND, 1990).

Em relacdo aos acidos graxos dmega 3 e émega 6, sabe-se que razdo n-6/n-3 é
fundamental para a prevencdo do desenvolvimento de doencas cronicas nao
transmissiveis. No entanto a dieta ocidental é caracterizada pelo consumo excessivo de
oleos, predominantemente o de soja, conferindo alto conteddo de acidos graxos da série
0mega 6 em detrimento dos dmegas 3, ocasionando consequéncias indesejaveis a salde
humana (NUNES et al., 2017). Frente a desproporcdo do consumo de &cidos graxos
O0mega 3 e 6, os alimentos desenvolvidos com Spirulina seriam uma alternativa
importante no sentido de contribuir para 0 aumento da ingestdo de n-3 (GORJZDADEH
et al., 2016; FELLER et al., 2018). Estudos tem reportado que essa microalga constitui
uma potencial fonte na obtencdo de acido graxo Oomega 3, estando diretamente
relacionado com beneficios a salide (FERREIRA et al, 2013; GORJZDADEH et al.,
2016; JESUS et al, 2018). Além disso, as maiores concentracdes de &cidos graxos
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obtidos dessa microalga sdo de insaturados, enquanto que as maiores fontes de proteina
possuem alto teor de &cidos graxos saturados. Sendo assim, a Spirulina apresenta um
perfil lipidico apropriado para sua utilizagdo no consumo alimentar (BUONO et al,
2014; FELLER et al., 2018)

2.3 Minerais

A biomassa de Spirulina (Figura 3) possui em sua composi¢do todos 0s minerais
essenciais (célcio, fésforo, magnésio, ferro, zinco, cobre, manganés, cromo, potassio),
que correspondem a cerca de 2,76% - 3,0% do peso total, em condi¢des especificas para
producéo comercial (HABIB et al, 2008).

FIGURA 3. Biomassa da microalga Spirulina. Fonte: SONI et al., 2017.

Conforme apresentado na Tabela 1, a biomassa de Spirulina contém altos teores
de minerais como magnésio, calcio, potassio, zinco e fésforo, sendo que os principais
sdo o célcio (1000 a 2000mg/g de biomassa), fosforo (670 a 800mg/g de biomassa) e o
magnésio (400 a 480mg/g de biomassa) (AMBROSI et al., 2008; ROBERTO, 2015).

Também é uma potencial fonte de ferro apresentando um contetido 20 vezes maior
gue o trigo (SONI, SUDHAKAR & RANA, 2017). O ferro é um mineral presente,
principalmente, em alimentos de origem animal como carne e peixe, entretanto, pelo
alto teor de ferro, a biomassa dessa microalga € uma opcdo viavel para atletas,
vegetarianos, mulheres gravidas e adolescentes (HABIB et al, 2008; RAVINDRAN et
al., 2016).

2.4 Pigmentos

Entre os pigmentos que compOGem a Spirulina, verifica-se a presenca dos

carotendides, ficocianina e clorofila.
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1) Carotenoides: séo fotopigmentos lipossoliveis podendo apresentar-se como
B-caroteno, xantofilas, zeaxantina e luteina. Segundo Gireesh et al. (2001) a
Spirulina platensis pode alcancar uma quantidade de [-caroteno de
aproximadamente de 0,5 g Kg*de massa seca, 0 que a torna viavel como fonte deste
pigmento. Dessa forma, além de apresentar propriedade nutricional e terapéutica
(AMBROSI et al. 2008), esta microalga pode ser considerada mais uma fonte
alternativa para a producao em escala comercial do pigmento -caroteno (MA et al.,
2016).

A propriedade antioxidante apresentada pelos carotenoides estd relacionada
principalmente a estrutura destas substancias que é composta por ligacGes duplas
conjugadas, caracteristica que permite que estes compostos atuem na prevencao de
doencgas cronicas nao transmissiveis, cancer, doencas degenerativas, dentre outras
(CONCEI(;AO etal., 2017; OLIVEIRA, 2010; FELLER et al., 2018).

Cerca de 50 carotenoides apresentam atividade de pro-vitamina A, mas esta
funcdo estéd limitada a aqueles que possuem um anel B-ionona ndo substituido em
pelo menos uma das suas extremidades e uma cadeia poliénica com no minimo 11
carbonos, tais como: B- caroteno, o-caroteno, e P-criptoxantina, entre outros.
Todavia, dentre os isdbmeros presentes entre 0s carotenoides 0 mais importante é o
-caroteno, pois é o0 Unico carotenoide que apresenta dois radicais 3-ionona, que ao
romper-se forma duas moléculas de pro-vitamina A, além disso, é o pigmento mais
abundante nos alimentos e 0 mais interessante economicamente (OLIVEIRA, 2010;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2010; CARVALHO et al., 2014; ARAGON et al., 2018).

O consumo de P-caroteno tem sido indicado por reduzir os riscos do
desenvolvimento de cancer, devido principalmente a capacidade antioxidante desses
pigmentos, agindo na inibi¢ao dos radicais livres, evitando suas a¢cdes no organismo.
Também podem estimular populagdes de lactobacilos intestinais, aumentando a
absorcéo de vitamina B1. Devido esta caracteristica a microalga tem sido utilizada
em tratamentos da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), ja que um dos
efeitos da doenca é a incapacidade do intestino de absorver minerais, 0 que pode
desencadear o desenvolvimento de infecgfes (HENRIKSON, 1995; KAIO et al.,
2013).

I1) Ficocianina: Principal pigmento encontrado na Spirulina platensis, vem sendo
estudada por possuir varias propriedades como antioxidante, hepatoprotetora,

antiinflamatdria e inibidora da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) (ESTRADA et al.,
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2001; WULANDAR et al.,, 2016; PARK et al., 2018). O efeito protetor da
ficocianina é atribuido a sua capacidade de captar radicais livres. Vadiraja et al.
(2001) observaram que essa ficobiliproteina e seu cromoforo ficocianobilina foram
capazes de captar peroxinitrito (ONOO-*) e proteger contra danos oxidativos no
DNA de maneira dose dependente. Ademais, Estrada et al. (2001) estudaram o
efeito antioxidante de diferentes fracOes obtidas durante o processo de purificacdo
da ficocianina através da atividade de captacdo do radical hidroxila e verificaram
uma relacdo entre o aumento da concentracdo de ficocianina e 0 aumento na
atividade antioxidante, nas diferentes fracdes do extrato da S. platensis.

A ficocianina possui potencial valor comercial e biotecnoldgico como

nutracéutico para pesquisas na area farmacéutica e biomédica, além de ser utilizada
como corante natural para a industria cosmética e de alimentos. Seu uso inclui
coloracdo de doces, sorvetes, produtos lacteos e bebidas ndo alcodlicas (KUDDUS
etal., 2013; PARK et al., 2018).
1)  Clorofila: As clorofilas destacam-se dentre 0os mais conhecidos pigmentos
vegetais, sendo responsaveis por transformar aenergiada luz solar em energia
quimica atraves do processo de fotossintese. Neste processo, a energia absorvida
pela clorofila transforma dioxido de carbono e &gua em carboidratos e oxigénio
(TATAGIBA et al., 2015). A intensa cor verde das clorofilas deve-se a suas fortes
absor¢oes nas regides do azul e vermelho do espectro eletromagnético, fazendo com
que transmitam na regido do verde (MILNE et al., 2015). Presentes em quase todos
os tipos de plantas, algas e algumas bactérias, estes pigmentos tém sido apontados
como excelentes fotossensibilizadores, antioxidantes e como agentes terapéuticos no
combate de diversas doencas (XU et al., 2014; RODRIGUES et al., 2016; WANG et
al., 2018). Na microalga Spirulina é encontrada principalmente na forma de clorofila
a. Esta tem sido empregada em varias composi¢cdes farmacéuticas, como
cosmeticos, materiais de higiene bucal e em dietas, além de participarem na
atenuacdo dos danos celulares provenientes do desequilibrio entre a formagéo de
radicais livres e espécies reativas e a defesa antioxidante (HABIB et al., 2008; XU et
al., 2014).
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2.5 Compostos fenolicos e atividade antioxidante

Em alimentos, os compostos fendlicos sdo responsaveis pela cor, adstringéncia,
aroma e estabilidade oxidativa. Esta classe engloba compostos que apresentam desde
moléculas simples, até moléculas com alto grau de polimerizacdo, podendo estar
presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a proteinas e aglcares (ANGELO &
JORGE, 2007).

Os compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios sintetizados por plantas durante
0 seu desenvolvimento normal, e em resposta a condi¢des de estresse tais como injdria
mecanica, infe¢Oes, radiacdo ultravioleta (UV) entre outras. Estes compostos
compreendem uma grande variedade de moléculas que tem uma estrutura de polifenol,
ou seja, grupos hidroxilas em um anel aromatico (IGNAT et al., 2011).

Quimicamente, os compostos fendlicos podem ser definidos como substancias que
possuem um anel aromético contendo um ou mais grupos hidroxila (Figura 4)
(ANGELO & JORGE, 2007; SILVA et al., 2010).

R > R,

/

Ry — COOH

/
R4
FIGURA 4. Estrutura quimica dos &cidos benzoicos. Ry = OH -Acido Salicilico; Ry =
R, = OH — Acido Gentisico; R; = OH — Acido p-hidroxibenzoico; R, = R; = OH —
Acido Protocatequimico; R, = OCHs; Rz = OH — Acido Vanilico; R; = Rz = Ry= OH —
Acido Galico; R, = R4 =OCHs3; R; = OH = Acido Siringico. Fonte: SOARES, 2002.

A estrutura quimica dos compostos fendlicos determina sua capacidade de atuarem
como sequestradores de radicais livres. O tipo de composto, 0 grau de metoxilagédo e o
namero de hidroxilas sdo alguns dos parametros que determinam esta atividade
antioxidante, possibilitando atuarem como agentes redutores, exercendo protecdo ao
organismo contra 0 estresse oxidativo. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres e na quelacdo de metais de
transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo
(SILVA et al., 2010; IGNAT et al., 2011).
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Pesquisas tém apontado que a microalga Spirulina platensis é uma excelente fonte
de &cidos fendlicos, incluindo o &cido cafeico, o &cido clorogénico, salicilico e o0 &cido
trans-cindmico (COLLA et al., 2007; MACHADO et al., 2017). Souzaet al. (2015),
reportaram que as concentracfes dos acidos fendlicos presentes em Spirulina platensis
em extrato bruto determinada por CLAE-UV foram 396,0 ug.g™; 347,0 pg.g*; 54,0
ng.g' e 3,5 ug.g" para acido gélico, acido caféico, acido salicilico e o 4cido trans-
cinamico, respectivamente, totalizando 801 pg.g" de &cidos fendlicos livres. Ja
Machado et al. (2017) encontraram como principais fendlicos os acidos galico (18.00
ug/g), protocatecoico (15,25 pg/g) e clorogénico (4,5 pg/g); e Klejdus et al. (2009)
identificaram os fenois: &cido cafeico (0,169 pg g-1), &cido clorogénico (0,072 pg g-1),
4cido vanilico (0,254 pg g') e acido p-hidroxibenzéico (2,23 pg g-1), ambos
determinados na Spirulina platensis.

A partir dos dados obtidos é possivel observar diferencas qualitativas e quantitativas
de compostos fendlicos na mesma espécie, sendo que os autores afirmam que essas
variagBes ocorrem principalmente devido ao efeito de fatores abidticos e bidticos (luz,
temperatura, pH, umidade, ecossistema, etc), 0s quais sdo 0s principais determinantes
na producdo de compostos metabdlicos como os fenodlicos (SOUZA et al., 2015;
MACHADO et al., 2017).

E notavel que a Spirulina possui um grande potencial a ser explorado de maneira
sustentavel como fornecedora de biocompostos com alta atividade antioxidante. A
saber, para ser considerado um bom antioxidante algumas caracteristicas sdo necessarias
como ter a presenca de substituintes doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical,
em funcdo de seu potencial de reducéo; capacidade de deslocamento do radical formado
em sua estrutura; capacidade de quelar metais de transicdo implicados no processo
oxidativo; e acesso ao local de acdo, dependendo de sua hidrofilia ou lipofilia e de seu
coeficiente de particio (MANACH et al., 2004; IGNAT et al., 2011).

Quanto ao mecanismo de combate aos radicais livres, os antioxidantes podem
ser classificados em primarios e secundarios. Outra classificacdo divide os antioxidantes
em sintéticos (butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) e galato de propila
(GP), etc) e naturais (tocoferois, vitamina C, carotendides e compostos fenolicos, etc)
(MARIUTTI & BRAGAGNOLO, 2007; OLIVEIRA et al., 2009).

A busca por antioxidantes a partir de fontes naturais tem recebido muita atencéo,
e esforgcos estdo sendo feitos na identificacdo de compostos que podem atuar como
antioxidantes adequados para substituir os sintéticos. Além disso, estes antioxidantes
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obtidos de fontes naturais podem ser utilizados para a elaboracdo de alimentos com
propriedades funcionais, ajudando a prevenir o dano oxidativo que ocorre no organismo
(AMBROSI et al., 2008; DUNG et. al., 2008). A este respeito, destaca-se a microalga
Spirulina, reconhecida por apresentar potencial antioxidante proveniente dos compostos
bioativos inerentes da sua composi¢do quimica (COLLA et al, 2007; SOUZA et al.,
2015; CONCEICAO et al., 2017). Por ser considerada um importante antioxidante de
origem natural, essa microalga tem sido utilizada no desenvolvimento de alimentos
saudaveis, 0s quais representam uma opc¢ao viavel para os consumidores que buscam
qualidade nutricional (OZYURT et al., 2015; LUCAS et al., 2018; KUMAR et al.,
2018).

3. Alimentos funcionais

Os alimentos funcionais se caracterizam por oferecer beneficios a saide, além do
valor nutritivo inerente a sua composicdo quimica, podendo desempenhar um papel
potencialmente benéfico na reducdo do risco de doencas crbnico degenerativas
(NEUMANN, et al., 2000; TAIPINA, et al.,, 2002). Os alimentos e ingredientes
funcionais podem ser classificados de dois modos: quanto a fonte, de origem vegetal ou
animal, ou quanto aos beneficios que oferecem, atuando em seis areas do organismo: no
sistema gastrointestinal; no sistema cardiovascular; no metabolismo de substratos; no
crescimento, no desenvolvimento e diferenciacdo celular; no comportamento das
funcdes fisioldgicas e como antioxidantes (SOUZA, et al., 2003). Uma grande
variedade de produtos tem sido caracterizada como alimentos funcionais, incluindo
componentes que podem trazer inimeras fungdes relevantes tanto para o estado de bem-
estar e sallde como para a redugdo do risco de doengas (BIGLIARDI & GALATI,
2013).

Os alimentos funcionais apresentam as seguintes caracteristicas:

a) devem ser alimentos convencionais e serem consumidos na dieta normal/usual;

b) devem ser compostos por componentes naturais, algumas vezes, em elevada
concentracdo ou presentes em alimentos que normalmente ndo os supririam;

c) devem ter efeitos positivos além do valor basico nutritivo, que pode aumentar o
bem-estar e a salude e/ou reduzir o risco de ocorréncia de doengas, promovendo
beneficios a salde além de aumentar a qualidade de vida, incluindo os desempenhos

fisico, psicologico e comportamental;
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d) a alegacdo da propriedade funcional deve ter embasamento cientifico;
(ROBERFROID, 2002).

Além do mais, a literatura existente propde diferentes classificacfes de alimentos
funcionais:

a) alimentos fortificados com nutrientes adicionais, como sucos de frutas
enriquecidos com vitamina C, vitamina E, cido f6lico, zinco e calcio;

b) alimentos com novos nutrientes ou componentes adicionais normalmente
encontrado em um determinado alimento, como probidticos ou prebidticos;

c) alimentos dos quais um componente deletério foi removido, reduzido ou
substituido por outro com efeitos benéficos; (COSTA & ROSA, 2016).

Por sua vez, o nutracéutico ndo é um alimento, mas uma substancia de ocorréncia
natural com evidente efeito benéfico a salde que faca parte, como ingrediente, de
alimentos especificos, alimentos funcionais ou suplementos alimentares, projetados pela
indUstria farmacéutica ou alimenticia, em formas variadas de apresentagdo como:
capsulas, tablets, cereais, sopas, bebidas entre outros (GOMES et al., 2017).

No Brasil, o Ministério da Saude, através da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), regulamentou os Alimentos Funcionais através das seguintes
resolugdes: ANVISA/MS 16/99; ANVISA/MS 17/99; ANVISA/MS 19/99:

a) Resolucdo ANVISA/MS 16/99 - trata de Procedimentos para Registro de
Alimentos e ou Novos Ingredientes, cuja caracteristica € de ndo necessitar de um Padréo
de Identidade e Qualidade (PIQ) para registro, além de permitir o registro de novos
produtos sem histérico de consumo no pais e também novas formas de comercializagdo
para os ja consumidos (BRASIL, 1999a);

b) Resolucdo ANVISA/MS 17/99 - Aprova o Regulamento Técnico que estabelece
as Diretrizes Basicas para Avaliacdo de Risco e Seguranca de Alimentos, baseado em
estudos e evidéncias cientificas, se 0 produto é seguro sob o ponto de risco a saide ou
ndo (BRASIL, 1999b);

c) Resolucdo ANVISA/MS 18/99 - Aprova o Regulamento Técnico que estabelece
as Diretrizes Bésicas para a Anélise e Comprovacdo de Propriedades Funcionais e/ou de
Saulde, alegadas em rotulagem de alimentos (BRASIL, 1999c);

d) Resolucdo ANVISA/MS 19/99 - Aprova o Regulamento Técnico de
Procedimentos para Registro de Alimentos com Alegacdo de Propriedades Funcionais e
ou de Saude em sua Rotulagem (BRASIL, 1999d).



34

O registro de um alimento funcional s6 pode ser realizado apds comprovada a
alegacdo de propriedades funcionais ou de salde com base no consumo previsto ou
recomendado pelo fabricante, na finalidade, condigdes de uso e valor nutricional, ou na
evidéncia(s) cientifica(s): composicdo quimica ou caracterizagdo molecular, e ou
formulacdo do produto; ensaios bioquimicos; ensaios nutricionais e ou fisiolégicos e ou
toxicologicos em animais de experimentacdo; estudos epidemiol6gicos; ensaios
clinicos; evidéncias abrangentes da literatura cientifica, organismos internacionais de
saude e legislacdo internacionalmente reconhecidas sob propriedades e caracteristicas
do produto e comprovacdo de uso tradicional, observado na populacdo, sem associacdo
de danos a satde (BRASIL, 1999c; BRASIL 1999d; PIMENTEL, et al., 2005).

O mercado de alimentos funcionais se destaca como um negdcio em rapido
crescimento. A ascensao desse mercado deve-se principalmente a uma conscientizacdo
da populacdo a cerca dos cuidados com a saude. O Japdo é o maior mercado do mundo
em alimentos funcionais, seguido pelos EUA e Europa. Estes trés mercados dominantes
contribuem com mais de 90% das vendas totais (BENKOUIDER, 2005). Néo é
surpreendente que no Japdo este mercado seja significativo devido ao fato de ser
considerado o ber¢co do alimento funcional (HILLIAM, 2000). No Japdo produtos
alimenticios funcionais sdo lancados frequentemente no mercado. Em outros paises
como Franga, Estados Unidos, China e Tailandia o mercado de alimentos funcionais,
utilizando microalgas em massas, paes, iogurtes e bebidas, também vem se destacando e
apresenta um rapido desenvolvimento (PULZ & GROSS, 2004).

Numerosos novos alimentos funcionais foram desenvolvidos nos Gltimos anos,
abrangendo quase todas as categorias de alimentos, mesmo ndo sendo distribuidas
homogeneamente em todos os segmentos da industria de alimentos. Entre os produtos
lancados no mercado de alimentos funcionais, destacam-se principalmente as categorias
do leite, confeitaria, refrigerantes, padaria e alimentos para bebés (GIMENEZ-
BASTIDA & ZIELINSKI, 2015; BELTRAN-BARRIENTOS et al., 2016).

4. Inovagdo na industria de alimentos e desenvolvimento de novos produtos

As Inovacg0Oes introduzidas na industria de alimentos referem-se principalmente a
novos conhecimentos tecnico-cientificos, abordagens no processamento de alimentos, e
a introducdo de novos alimentos. Essas inovagbes sdo focadas, geralmente, na

formulacdo de produtos e qualidades ou necessidades do consumidor. Além disso,



35

precisa-se combinar inovacao tecnoldgica com aspectos sociais e culturais, a fim de
produzir alimentos que satisfagam as necessidades nutricionais, necessidades pessoais e
sociais de todas as comunidades (BIGLIARDI & GALATI, 2013).

Entre todas as inovacdes introduzidas na industria, pesquisadores reconhecem 0s
alimentos funcionais como uma das areas mais interessantes de pesquisa e inovagao
(JONES & JEW, 2007; SIRO et al., 2008; ANNUNZIATA & VECCHIO, 2011). Sua
relevancia esta relacionada ao aumento do custo com cuidados de saude, o aumento
constante na expectativa de vida e o desejo das pessoas em melhorar a qualidade de vida
ao longo dos anos (ROBERTFROID, 2000; KOTILAINEN et al., 2006).

E possivel observar uma crescente variedade de novos alimentos desenvolvidos

com ingredientes funcionais, utilizando principalmente fibras alimentares e probidticos

(Tabela 3).

Tabela 3. Relacdo dos produtos elaborados contendo ingredientes funcionais

Produto

Ingrediente funcional

Estudo

Barra de cereais

Frozen yogurt

Biscoito com farinha de
linhaca

Bolo com aveia

logurte de leite de cabra
suplementado

Massa funcional pronta
para tortas

Sobremesa lactea diet
Pré-mistura de pao de
queijo com fibra de soja

logurte a base de soro de
queijo

Biscoito com farinha da
casca de jabuticaba

Proteina de soja e fibra
alimentar

Inulina e Probidtico
(Bifidobacterium)

Lignanas (Fitoesterdis) e
acidos graxos 6mega 3

Fibras alimentares

Probiotico
(Bifidobacterium)

Inulina

Inulina, Oligofrutose e
Probidtico (Lactobacillus
paracasei)

Fibra alimentar

Probiotico (Lactobacillus
bulgaricus)

Flavonoides (antocianina)
e Pectina

Freitas & Moretti (2006)

Gongalves & Eberle (2008)

Maciel et al. (2008)

Gutkoski et al. (2009)

Mazochi et al. (2010)

Pinto & Paiva (2010)

Pickina et al. (2011)

Rosa e Flores (2010)

Soares et al. (2011)

Ferreira et al. (2012)

Fonte: proprio autor.
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A Tabela 3 demonstra que em sua maioria sdo alimentos prontos ou semiprontos
enriquecidos com nutrientes. Apesar de ndo serem novidades no mercado mundial e
nacional, esses alimentos semiprontos impdem desafios tecnoldgicos para as empresas
que optam por desenvolvé-los (GOUVEIA, 2006). As tecnologias associadas a esses
desafios sdo: pesquisas por novos realcadores de sabor, especiarias, corantes naturais,
amidos modificados, agentes de textura, entre outros (TONETTO et al, 2008; CARRIJO
et al., 2012). Os agentes de textura, por exemplo, sdo fundamentais para garantir
estabilidade aos molhos semiprontos (AZEREDO, 2012).

Além disso, alimentos semiprontos também demandam durabilidade, por isso,
nitratos, nitritos e sulfitos sdo pesquisados e utilizados para conservar esses alimentos,
pois coibem a acdo de bactérias (CARVALHO, 2005). Para o maior tempo de
conservacdo dos produtos, processos podem ser alterados, por exemplo, processos
térmicos, que permitem eliminar micro-organismos ou desnaturar enzimas por meio das
altas temperaturas. Contudo, exposic¢ao excessiva a altas temperaturas pode diminuir o
valor nutricional de alguns alimentos (LOPES, 2007; SOUSA et al., 2013).

A crescente busca por dietas saudaveis desafia a industria alimenticia a alterar a
composicdo dos alimentos, seja via adicdo de compostos desejaveis, seja via supressdo
ou reducdo dos indesejaveis (SICHIERI, 2013). O desafio é tornar os alimentos mais
completos suplementando ou adicionando componentes (dmega 3, vitaminas, minerais e
fibras) nos que ndo os contenham ou aumentando a dosagem nos que 0s tém. Seguem
essa tendéncia os alimentos funcionais, que contém probidticos, imunopeptideos,
antioxidantes, isoflavonas, entre outras substancias (GOUVEIA, 2006; BIGLIARDI &
GALATI, 2013).

A atencdo as caracteristicas nutricionais dos alimentos tem aumentado entre
consumidores e industrias de alimentos, por isso alimentos desenvolvidos com
microalgas tém ganhado espaco e destaque no mercado atual. As microalgas fornecem
uma biomassa rica em nutrientes, podendo ser incorporada em produtos alimenticios
transferindo essas propriedades aos alimentos com ela enriquecidas, esses alimentos
configuram-se como alternativas de alimentos saudaveis e fontes vidveis de proteina e
nutrientes para a populagdo (BUONO, 2014; SONI et al., 2017).
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5.0 Desenvolvimento de produtos com biomassa de Spirulina

A Tabela 4 demonstra alguns dos alimentos ja desenvolvidos com a microalga

Spirulina. Os resultados destes estudos indicam que a biomassa de Spirulina é adequada

para o desenvolvimento de novos alimentos. Estes apresentam qualidade nutricional

relevante com alto conteddo de nutrientes, além de aceitabilidade sensorial e boa

intencdo de compra.

Tabela 4. Relacdo dos produtos desenvolvidos com biomassa de Spirulina

Produto Concentragcdo de
biomassa de Spirulina

Referéncias

Morais et al. (2006); Bolanho

Biscoitos 1%: 3% e 5% etal. (2014); Batista et al.
(2017)

P&o sem gluten 2%; 3% ; 4% e 5% Figueira et al. (2011)

logurte 0,25%; 0,75% e 1% Barkallah et al. (2017)
Fradique et al. (2010); Lemes

Macarrio 0,5% - 20% et al. (2012); Marco et al.
(2014); Torres et al. (2014);
Pagnussatt et al. (2014).

Massa fresca 5%;10% e 15% Ozyurt et al. (2015)

Petisco tipo “salgadinho” 2,6% Lucas et al. (2018)

Alimento em pé para idoso 750mg/100g Santos et al. (2016)

Barra nutricional 3%; 4% 5% e 6% Kumar et al. (2018)

Pao integral 10% Ak et al. (2016)

Fonte: Proprio autor.

Verifica-se que as pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de alimentos com

Spirulina apontam para um processo de substituicdo de fontes convencionais de

proteinas e outros nutrientes, e ganham espago em meio & busca de processos

produtivos mais sustentaveis, que possam ser produzidos em larga escala, com a

finalidade de suprir as necessidades nutricionais da populacdo moderna que busca
praticidade em uma alimentacdo de qualidade (DAMASCENO, 2016).
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6.0 Molhos

Os molhos prontos, altamente consumidos no mundo moderno, representa um
alimento propicio para adicionar componentes funcionais ndo existentes em sua
formulacdo base e modificando sua composicdo nutricional, atribuindo beneficios
adicionais a saude (RIBEIRO et al., 2013).

Segundo a legislacédo da ANVISA Resolugdo RDC n° 276, de 22 de setembro de
2005, os molhos sdo definidos como produtos em forma liquida, pastosa, emulsdo ou
suspensdo a base de especiaria(s) e ou tempero(s) e ou outro(s) ingrediente(s),
fermentados ou ndo, utilizados para preparar e ou agregar sabor ou aroma aos alimentos.
Os molhos podem ser acrescidos de cebola, manjericéo, sal, 6leo, alho e varios outros
ingredientes para conferir sabor. Essa mistura deve ser fervida, obtendo-se um liquido
Viscoso pronto para 0 consumo. Assim, surgem os molhos com variacfes de sabores e
mais sofisticados, oferecendo ao consumidor maior praticidade (AMANTE, 2003).

Para que o molho esteja dentro das especificacdes, deve ser observado além da
qualidade da matéria prima, o0 bindbmio tempo/temperatura durante o tratamento térmico,
pois, o produto deve apresentar-se seguro microbiologicamente para 0 consumo e nao
ter suas caracteristicas sensoriais afetadas pelo processo (EMBRAPA, 2006).

Devido a praticidade para o consumidor no preparo de pratos elaborados com
molhos, estes destacam-se no mercado com 20% de participacdo e constantes
lancamentos de novas formulacBes; em embalagens metélicas (66%), cartonada (28%) e
vidro (6%) (JAIME et al., 1998; MELO, 2016; SOUZA, 20186).

Nesse contexto o desenvolvimento de um molho com incorporacdo de biomassa
de Spirulina se apresenta como uma alternativa inovadora para o mercado de alimentos,
pois agrega valor nutricional a um produto j& conhecido pela populacdo e altamente

consumido no mundo moderno.
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ESTUDO PROSPECTIVO SOBRE PRODUTOS ALIMENTARES INCORPORADQOS
DE BIOMASSA DE MICROALGAS

RESUMO

As microalgas constituem um grupo diversificado de organismos procariéticos e
eucaridticos e sdo uma excelente fonte de nutrientes. A biomassa de microalgas vem
sendo utilizada no mercado de alimentos saudaveis, incorporada em produtos
alimentares a fim de garantir a producdo de alimentos ricos em nutrientes e substancias
terapéuticas. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi realizar um estudo prospectivo
sobre produtos alimentares incorporados com biomassa de microalgas. Para a realizacdo
da busca de patentes, utilizou-se a base de dados do Espacenet e do INPI. A busca foi
realizada utilizando palavra-chave e cddigos de classificacdo internacional de patente,
obtendo um total de 169 documentos de patentes. Os resultados evidenciaram que ainda
h& poucos produtos alimentares com incorporacdo da biomassa de microalgas, tendo
uma grande area para ser explorada na industria de alimentos com um alto potencial
para gerar inovagao.

Palavras chave: Algas comestiveis. Alimentos. Patentes. Microalgas.

PROSPECTIVE STUDY ON FOOD PRODUCTS CONTAINING MICROALGAE
BIOMASS

ABSTRACT

Microalgae constitute a diverse group of prokaryotics and eukaryotics organisms and
are an excellent source of nutrients. Microalgae biomass has been used in the health
food market, beeing incorporated into food products to ensure the production of foods
rich in nutrients and therapeutic substances. Therefore, the objective of this work was to
conduct a prospective study on food products incorporated with microalgae biomass.
For the search of patents, the Espacenet and INPI database was used. The search was
conducted using keyword and international classification codes, obtaining a total of 169
patent documents. The results showed that there are still few food products with the
incorporation of microalgae biomass, having a large area to be explored in the food
industry with a high potential to generate innovation.

Keywords: Edible algae. Foods. Patents. Microalgae.

Area tecnoldgica: Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
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INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos microscopicos fotossintéticos amplamente encontrados
na natureza em ambientes marinhos e de agua doce. Constituem um grupo diversificado
de organismos procarioticos e eucarioticos, e possuem um mecanismo fotossintético
semelhante ao das plantas terrestres (CARLSSON et al., 2007). Estima-se que existem
em media 50.000 espécies de microalgas, dessas cerca de 30.000 espécies estdo sendo
estudadas e caracterizadas (KREITLOW; MUNDT; LINDEQUIST, 1999). Os grupos
de microalgas mais abundantes pertencem as algas verdes (Chlorophyceae), algas
vermelhas (Rhodophyceae), diatomaceas (Bacillariophyceae) e algas marrons
(Phaeophyceae). Apesar das cianobactérias (algas verdes azuis) pertecerem ao dominio
das bactérias, elas sdo consideradas microalgas, sendo autotroficos e procariéticos
(MENDES; VERMELHO, 2013; RICHMOND, 2008).

A indGstria global de alimentos vem explorando amplamente a utilizacdo das
microalgas como fonte promissora para novos alimentos, tdo quanto para produtos
alimentares funcionais. As mais utilizadas comercialmente sdo as Chlorella e Spirulina;
além dessas, a Dunaliella, Haematococcus, Schizochytrium, Scenedesmus,
Aphanizomenon, Odontella e Porfiridio estdo ganhando aceitacdo no mercado de
alimentos saudaveis. A composi¢cdo de nutrientes de microalgas geralmente é composta
de: proteinas (40% a 70%), glicidios (12% a 30%), lipidios (4% a 20%), caroteno (8% a
14%) e vitaminas (BECKER, 2007). Nota-se que a alta quantidade e qualidade da
proteina competem favoravelmente com outras fontes convencionais como soja e ovos,
tornando as microalgas uma fonte promissora de proteina (BATISTA et al., 2013;
GRAZIANI et al., 2013). No entanto a quantidade desse nutriente pode variar conforme
alguns fatores, como o tipo e espécie, fase de crescimento, qualidade do meio e da luz
(FONTES et al., 1987; MIRANDA, 1997).

As inovacdes na industria de alimentos, como a aplicacdo de novas abordagens
cientificas e técnicas na transformacdo de alimentos e a introducé@o de novos alimentos,
sdo consideradas um instrumento de extrema importancia, a fim de atender as demandas
atuais dos consumidores. A este respeito, as microalgas desempenham papel destacado,
como demonstrado pela grande presenca de nutrientes. Alguns alimentos como
macarrdo, biscoitos, barra de cereais e outros produtos funcionais, ja foram
desenvolvidos utilizando a biomassa de microalgas (FIGUEIRA et al., 2011; LEMES et
al., 2012; MORAIS; MIRANDA; COSTA, 2006; RODRIGUEZ et al., 2014).
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Estudos evidenciam que a incorporacdo de biomassa de microalgas nos alimentos pode
conferir a eles importantes efeitos terapéuticos, como anticancerigeno, hiperlipidémico,
efeito protetor contra a diabetes e obesidade (HIRAHASHI et al., 2002; KURD;
SAMAVATI, 2015; PONCE et al.,, 2010). A viabilidade para que isso ocorra €
condicionada a fatores como a matriz alimentar, o tipo de processamento e interacdes
com outras substéncias alimentares. As principais dificuldades relacionadas a
incorporagdo de microalgas em alimentos referem-se ao seu cheiro forte, a cor verde
escura e sua consisténcia em pd, o que limitam a sua utilizacdo em alimentos

convencionais.

Segundo Liang (2004), os comprimidos de microalgas sdo o0s produtos mais
popularmente comercializados derivados de algas, assim como capsulas e alimentos em
formato de poés, sendo necessario diversificar a outros produtos finais para garantir o
continuo desenvolvimento da biotecnologia de microalgas na area de alimentos. Sendo
assim, com 0s avancos e investimentos da indlstria de alimentos para desenvolver
novos produtos ricos em nutrientes e/ou funcionais, torna-se necessario conhecer o
panorama de documentos de patentes relacionado aos produtos alimentares

incorporados com a biomassa microalgas.

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi realizar um estudo prospectivo no intuito de
coletar informagdes sobre produtos alimentares incorporados com biomassa de

microalgas, relacionando com os documentos de patentes depositados.

METODOLOGIA

Essa prospeccdo foi realizada entre os meses de janeiro e fevereiro de 2017, tendo como
base de dados de patentes 0 European Patent Office (Espacenet) e o banco de dados do
Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do Brasil. Para esta pesquisa foi
elaborada uma estratégia de busca levando-se em consideracao inicialmente a palavra-
chave microalgae (microalga) a fim de conhecer o panorama mundial da utilizacdo das
microalgas em diversos setores. Posteriormente, a pesquisa foi refinada utilizando a
palavra chave microalga (microalgae), acrescida de outros substantivos de interesse,
como: alimento (food) e biomassa (biomass), além disso, utilizou-se os codigos de
classificacdo internacional: A23L33/00 (modificacdo das qualidades nutritivas dos
alimentos; produtos dietéticos; preparagdo ou tratamento dos mesmos) e A23L17/60
(algas comestiveis). Para o levantamento de dados nos bancos de patentes foram
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utilizados a pesquisa avancada (Advanced Search), o campo de pesquisa “IPC” e os
campos de pesquisa “titulo” e “resumo”. Os arquivos dos documentos de patentes foram
compactados e exportados para o software Microsoft Office Excel 2010 por meio do
programa CSVed version 2.4 2016 (Sam Francke), sendo possivel realizar o tratamento

e analise das informacdes obtidas dos documentos de patentes encontrados.

Os dados foram analisados considerando os indicadores: cédigos de classificacdo
internacional, 0 ano de deposito, 0s inventores, as empresas e instituicdes de ensino com
maior nimero de depositos realizados, o pais de origem da patente e area de aplicacéo.

Os resultados encontrados foram apresentados na forma de graficos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da busca de documentos de patentes utilizando a palavra-chave microalgae
(microalga) revelou um universo total de 4594 documentos de patentes, englobando
diferentes areas de aplicacdo, como: cultivo, area farmacéutica, area médica,
alimentacdo animal, biodiesel e industria de alimentos, corroborando com os resultados
encontrados por Barcellos (2012) e Mendonga (2012) que descreveram os diversos
setores de aplicacdo das microalgas. Para obtencdo de uma anélise detalhada referente a
area de alimentos, a pesquisa foi refinada utilizando a combinacdo de palavra-chave e
codigos de classificacdo internacional. Nesse sentido, o universo de dados dessa
pesquisa correspondeu a 169 documentos de patentes, resultado da combinacdo dos
codigos: A23L17/60 (algas comestiveis) e A23L33/00 (modificacdo das qualidades
nutritivas dos alimentos; produtos dietéticos; preparacdo ou tratamento dos mesmos)
com a palavra-chave food (alimento). Vale ressaltar que os 169 documentos de patentes
consultados foram exportados do banco de dados do Espacenet, ndo sendo encontrados
documentos de patentes referentes a produtos alimentares com incorporacdo de

biomassa de microalgas no banco de dados do INPI.
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Tabela 1. Resultados das buscas nas bases Espacenet e INPI.

Espacenet INPI Total
Microalgae (microalga) 4576 18 4594
Microalgae and food and biomass 12 0 12
(microalga e alimento e biomassa)
A23L17/60 8298 1 8299
A23L17/60 and A23L33/00 and food 169 0 169
(A23L17/60 e A23L33/00 e alimento)
Total 13055 19 13296

Fonte: Elaborado pelo autor, com base em dados do Espacenet® e INPI, 2017.

A Figura 1 apresenta os principais codigos de classificacdo internacionais das patentes
depositadas. Esses codigos sdo utilizados para classificar e separar as patentes de acordo
com o tema de interesse. Neste estudo, a maioria das patentes relacionadas a produtos
alimentares modificados e algas comestiveis se encontra na se¢do A, classificados na
classe A23. Dentre os subgrupos da classe A23, predomina o A23L16/60 e o
A23L.33/00 que se trata do assunto estudado.

Figura 1. Principais Cddigos de Classificacdo Internacional dos documentos de patentes

associadas a incorporacdo de microalgas em alimentos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

A23L17/60: algas comestiveis; A23L.33/00: modificagdo das qualidades nutritivas dos alimentos; produtos dietéticos;
preparagdo ou tratamento dos mesmos; A23L19/00: Produtos de frutas ou produtos horticolas, preparagdo ou
tratamento dos mesmos; A23L7/10: Produtos derivados de cereais, produtos a base de malte; A23L11/00: Pulsos, ou
seja, frutos de leguminosas, destinados a producdo de forragens ou de alimentos, produtos de leguminosas,
preparacdo ou tratamento do mesmo, tratamento com fosfatos; A23L1/337; A23L1/29; A23L25/00: Alimentos
constituidos principalmente por noz ou sementes, preparacdo ou tratamento dos mesmos; A23L17/40: Marisco;
A23L.35/00: Alimentos ou géneros alimenticios ndo previstos nos grupos A23L5/00-A23L33/00, preparagdo ou
tratamento dos mesmos; A21D2/36: Material vegetal.
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Dentre os paises depositantes de patentes (Figura 02), a China é o pais que detém o
maior ndmero de depdsitos relacionados a alimentos incorporados com microalga,
totalizando 139 documentos. A Republica da Coreia estd na sequéncia, seguido dos
Estados Unidos da América. Os demais paises apresentaram apenas uma patente

depositada.

A utilizagdo da microalga na alimentagcdo humana ocorre desde a idade antiga. Povos
asiaticos, especialmente da China ja consumiam produtos elaborados com a biomassa
de Spirulina spp, com a finalidade principalmente para o suprimento de proteinas
(BOROWITZKA, 1999; SHIMAMATSU, 2009). Segundo Pulz & Gross (2004), o
mercado de alimentos funcionais, utilizando microalgas como fonte de nutrientes e
compostos ativos, apresenta rapido desenvolvimento em paises como China, Franga,

Estados Unidos e Tailandia.

Nota-se que no Brasil ndo foi encontrado depdsitos de patentes referentes a esta
tecnologia. Logo, percebe-se a necessidade de maiores investimentos e incentivos do
mercado brasileiro em pesquisas nas universidades e empresas, e politicas publicas que
permitam avanco e desenvolvimento tecnologico. Ressalta-se que a promulgacéo da Lei
de Inovacdo (10.973/2004) reune esforgos para promover 0 avango em pesquisa
cientifica no Brasil. Esta lei mantém e amplia o apoio as parcerias entre universidade e
empresa, promove a participacdo das universidades e dos centros de pesquisa no
processo de inovacao e permite a transferéncia do conhecimento da universidade para as
empresas através, principalmente, da obrigatoriedade de criacdo dos Nucleos de

Inovacdo Tecnoldgica (NITs) nas universidades.

Figura 2. Principais paises depositantes de documentos de patentes relacionados a incorporagao

microalgas em alimentos.
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A anélise da evolucdo anual do nimero de depositos das patentes relacionadas a
utilizacdo de biomassa de microalgas em alimentos no periodo de 2000 a 2016 permite
inferir que dentre as décadas pesquisadas, 0 crescimento dessa tecnologia iniciou a
partir do ano de 2006, tendo Vvérias oscilagfes entre 0s anos como pode ser visto na
Figura 3. Todavia, a primeira patente depositada foi no ano de 1993, na China e refere-

se a elaboracdo de um suplemento natural utilizando microalga.

Adiante, verifica-se que no ano de 2007 houve uma maior presenca de pedidos de
patentes em relacdo aos anos anteriores. Estudos evidenciam que a partir deste ano a
utilizacdo de microalgas como alimento foi ganhando divulgacdo mundial por meio de
estudos cientificos que demonstraram que as mesmas sdo uma excelente fonte de
proteinas, acidos graxos poli-insaturados, pigmentos, vitaminas e compostos fendlicos
(COLLA etal., 2007; MADHYASTHA; VATSALA, 2007; OGBONDA et al., 2007).

Sendo assim, o apice no deposito de patentes ocorreu no ano de 2014, o que pode ser
resultado de um maior investimento financeiro em biotecnologia por parte dos paises
investidores na inteng@o de proporcionar avangos e desenvolvimento de tecnologias na
area de interesse. Percebe-se também através da linha de tendéncia um crescente
nimero de documentos de patentes depositadas, impulsionada, sobretudo, nos Gltimos
10 anos. Vale ressaltar que o decréscimo no nimero de depdsitos entre os anos de 2015
— 2016 pode ser justificado pelo periodo de sigilo, que corresponde a 18 meses apds o
deposito.

Figura 3. Evolugdo anual do nimero de deposito de documentos patentes relacionadas a

incorporagdo microalgas em alimentos entre 0 ano de 2000 a 2016.
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Quanto aos inventores (Figura 4), verifica-se um total de 298. Zhang Chunmei foi o que
mais se destacou, sendo o unico com 5 documentos de patentes, todas depositadas no
ano de 2013; os demais inventores mostrados na Figura 4 apresentaram 3 documentos
de patentes. Mais recentemente, no ano de 2015, Guo Zhigiang, inventor chinés,
apresentou 3 documentos de patentes depositadas, as quais enfatizam a invengéo de
alimentos instantaneos em pé e alimento funcional com efeitos positivo na imunidade e
memoria. Nota-se que a maioria dos inventores (93%) apresentou apenas um documento
de patente depositada. Os inventores majoritariamente sdo chineses, 0 que estd de
acordo com o fato da China possuir 139 documentos de patentes depositados.

Figura 4. Inventores com maior nimero de documentos de patentes depositadas relacionadas a

incorporacgdo de microalgas em alimentos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Em relacdo aos principais titulares que depositaram patentes relacionadas a utilizacao de
microalgas em alimentos (Figura 5), encontram-se pessoas fisicas, empresas e
universidades. A Anhui Yanzhifang Food CO LTD, empresa sediada na China em que a
linha de negdcios inclui farinhas de gréos e sopas em po, apresentou 3 documentos de
patentes depositadas. Os dois titulares, Weiwei Yua e Yonghong Liua, sdo pessoas
fisicas e possuem 5 e 3 documentos de patentes respectivamente, sendo as Unicas
pessoas fisicas entre os principais titulares. O Yonghong Liud apresenta em seus
documentos de patentes o macarrdo e bebida produzidos com microalgas, ambos
depositados no ano de 2009. Nota-se também a importante presenca das universidades
entre os principais titulares que totalizam 18 documentos de patentes depositadas. As
universidades com maior nimero de depdsitos estdo localizadas na China. A maioria
das instituicdes de ensino (66%) apresentou apenas uma patente depositada. Percebe-se

que a participacdo do campo académico referente ao deposito de patente na area de
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microalgas & pouca. Essa participacdo iniciou na década de 2000 envolvendo

principalmente institui¢es dos Estados Unidos e da China.

Figura 5. Principais titulares de documentos de patentes relacionados a incorporagéo de

microalgas em alimentos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Dentre os setores da sociedade, as empresas apresentaram maior destaque referente ao
numero de deposito de documentos de patentes com cerca de 60%, seguidas de pessoas
fisicas, com 35%, e as universidades, com os 8% restantes, conforme a Figura 6. Nota-
se neste estudo que a soma das porcentagens de nimero de depésitos de patentes por
pessoas fisicas e universidades foi menor que os depdsitos no setor empresarial,
mostrando que o dominio da tecnologia no desenvolvimento de produtos alimentares
com microalgas estd atraido para o setor empresarial, necessitando, dessa forma, ser
explorado por outros setores da sociedade, sobretudo as universidades, uma vez que as
mesmas representam um potencial centro de pesquisa que podem contribuir com o
avanco e desenvolvimento de produtos com essa tecnologia. Sendo assim, as pesquisas
desenvolvidas nas universidades podem ser transferidas para as empresas permitindo-

Ihes inovar e ampliar sua capacidade tecnoldgica.
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Figura 6. Distribuicdo dos tipos de titulares de documentos de patentes relacionadas a

microalgas.
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A Figura 7 mostra os tipos de produto alimentar desenvolvidos com a aplicagdo de
biomassa de algas comestiveis. Estes alimentos sdo os mais prevalentes entre as
patentes depositadas, no entanto existe uma vasta variedade de alimentos que aparecem
apenas uma Unica vez e que nao estdo demonstrados na figura. Verifica-se que 0s
alimentos instantaneos e os alimentos funcionais s8o 0s mais prevalentes entre as
patentes analisadas, geralmente esses alimentos sdo apresentados em formas de pos para
serem dissolvidos em agua ou outras bebidas. Em seguida tem-se 0 macarrdo, segundo
Buono (2014) o grupo de massas representa um veiculo para ser enriquecido com
microalgas; pdo ou macarrdo podem ser incorporados com uma porcentagem limitada
de biomassa de microalgas, para a consisténcia e o sabor nao se tornarem desagradaveis
e pouco atraentes. Ademais, Gouveia (2007) relata a inclusdo da biomassa de
microalgas como um pigmento e ingrediente funcional em produtos alimentares. Neste
estudo observou-se a presenca de uma patente relacionada a pigmento derivado da alga
Undaria pinnatifida, esta patente foi depositada pela multinacional Dalian Gaishi
Health Food CO LTD sediada na China.
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Figura 7. Principais produtos alimentares incorporados com biomassa de microalgas.
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Em relagdo ao efeito terapéutico associado aos alimentos funcionais encontrados nas
patentes analisadas (Figura 8), destacam-se alimentos com efeito para reducéo de peso,
seguido do efeito protetor contra a hiperglicemia. Estudos cientificos evidenciam
importantes efeitos terapéuticos provenientes do consumo de biomassa de microalgas,
como: anticancerigeno, hipolipidémico, protecdo contra diabetes e obesidade. (KURD;
SAMAVATI, 2015, PONCE-CANCHIHUAMAN et al, 2010; ANITHA;
CHANDRALEKHA, 2010).

Figura 8. Efeito terapéutico dos alimentos funcionais desenvolvidos com biomassa de

microalgas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017).
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CONCLUSAO

No estudo verificou-se que a China é o pais com maior numero de documentos de
patentes, isso demonstra o interesse deste pais em proteger a tecnologia e garantir
direito de exclusividade aos depositantes. O &pice no numero de deposito de
documentos de patentes sobre o tema ocorreu no ano de 2014, o que pode ser resultado
de um maior investimento financeiro em biotecnologia por parte dos paises investidores
na intencdo de proporcionar avancos e desenvolvimento de tecnologias na éarea
especifica. Os principais alimentos desenvolvidos com aplicacdo de microalgas séo os
alimentos instantaneos e alimentos funcionais. As microalgas também sdo adicionadas a
massas, biscoitos, bebidas como suplementos nutricionais ou corantes alimentares
naturais. Observa-se que até 0 momento ha poucos produtos alimentares incorporados
de biomassa de microalgas, indicando que ainda ha uma grande oportunidade para ser

explorada nesta area.
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CAPITULO 111

Desenvolvimento e avaliacdo de molho funcional com alto teor proteico e potencial
antioxidante pela adicéo de Spirulina platensis
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Desenvolvimento e avaliacdo de molho funcional com alto teor proteico e potencial
antioxidante pela adicao de Spirulina platensis

RESUMO

A Spirulina platensis é uma microalga com composi¢do nutricional apropriada para uso
como ingrediente alimentar. O presente estudo teve como objetivo desenvolver molhos
enriquecidos com diferentes concentracdes de biomassa de Spirulina platensis, bem como
avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais, microbioldgicas e antioxidantes.
Foram desenvolvidos molhos com trés diferentes concentragdes (2%; 3% e 4% biomassa
de Spirulina) e uma formulacdo controle (sem adicdo de biomassa). A formulacdo com
4% de Spirulina foi adequada para conservar as propriedades fisico-quimicas,
relacionadas a textura e apresentou apreciavel aceitabilidade sensorial, sendo escolhida
para avaliacdo durante armazenamento por 45 dias sob refrigeragdo (4-6°C). Esta
formulacdo apresentou altos teores de proteinas totais (8,26%), fibras (1,05%), minerais,
compostos fendlicos (352,84 mgEAG.g™) e potencial antioxidante (ICs, 11,86 mg.ml™) em
comparacdo a formulacdo controle (sem adicdo de biomassa). Durante o periodo de
armazenamento (45 dias) o molho incorporado com a biomassa ndo apresentou variagoes
nos parametros de cor, textura, caracteristicas fisico-quimicas e atividade antioxidante.
Assim, diante os resultados obtidos, a biomassa de Spirulina platensis pode ser utilizada
como um aditivo natural para o desenvolvimento de um novo molho com propriedades
funcionais.

Palavras-chave: biomassa; Arthospira platensis; processamento; elaboracéo;
condimento.

ABSTRACT

Spirulina platensis is a microalga with nutritional composition suitable for use as a feed
additive. The present study aimed to develop enriched sauces with different biomass
concentrations of Spirulina platensis, as well as to evaluate their physicochemical,
sensorial, microbiological and antioxidant characteristics. Sera were developed with
three different concentrations (2%, 3% and 4% Spirulina biomass) and a control
formulation (without addition of biomass). The formulation with 4% of Spirulina was
adequate to preserve the physicochemical properties, related to the texture and presented
appreciable sensorial acceptability, being chosen for evaluation during storage for 45
days under refrigeration (4-6 ° C). This formulation had high levels of total proteins
(8.26%), fibers (1.05%), minerals, phenolic compounds (352.84 mgEAG.g-1) and
antioxidant potential (IC 50 11.86 mg.ml ™) compared to the control formulation
(without addition of biomass). During the storage period (45 days), the bake
incorporated with the biomass did not present variations in the parameters of color,
texture, physical-chemical characteristics and antioxidant activity. Thus, the results
obtained, the biomass of Spirulina platensis can be used as a natural additive for the
development of a new sauce with functional properties.

Keywords: biomass; Arthospira platensis; processing; elaboration; condiment.
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1. INTRODUCAO

Arthospira platensis pertence ao género Arthrospira e a familia Oscillatoriaceae,
compreende o grupo das cianobactérias filamentosas, de cor verde azulada. Podem ser
encontradas na natureza em ambientes aquaticos, marinhos e de agua doce (Habib,
Parvin, Huntington & Hasan, 2008). As regibes mais propicias para 0 Sseu
desenvolvimento sdo as tropicais de clima quente e Umido, com maior tempo de
exposicdo a luz (Jesus et al., 2018). Tais microrganismos apresentam uma diversidade
de aplicacBes nas industrias de alimentos, farmacéuticas e cosmeéticas, e, por isso,
despertam o interesse biotecnoldgico para obtencdo de compostos de alto valor
nutricional (Wang, Pan, Sheng, Xu & Hu, 2007).

Desde a idade antiga povos residentes nas proximidades do Lago Texcoco
(México) ja utilizavam a biomassa de Arthospira platensis para alimentacdo humana,
principalmente para o suprimento de proteinas (Habib, Parvin, Huntington & Hasan,
2008). Esta € uma das mais ricas fontes proteicas de origem microbiana (55 a 70 %),
estando acima de fontes convencionais como as carnes (22 a 24 %) ovos (cerca de 47
%) e queijos (cerca de 36%) (Bashir, Sharif, Butt & Shahid, 2016; Henrikson, 1994),
além de apresentar todos 0s aminoacidos essenciais nas propor¢des recomendadas pela
FAO (Food and Agriculture Organization) e boa digestibilidade (Becker, 2007).
Comercialmente a Arthospira platensis é conhecida como Spirulina platensis,
(Tomaselli et al. 1997; Koru, 2012), e refere-se a biomassa seca da cianobactéria. Mais
de 70% da sua comercializacdo é para consumo humano, principalmente como alimento
funcional, nutracéutico e/ou suplemento alimentar (Koru, 2012).

O interesse atual neste micro-organismo ocorre principalmente devido a sua
composi¢cdo quimica, que apresenta propriedades antioxidantes devido a presenga de
compostos fenolicos (&cido cafeico, clorogénico, salicilico, sindptico e trans-cinamico),
favorecendo o seu uso como alimento funcional. Além disso, sua importancia deve-se
ainda pelo seu alto conteudo proteico, pela presenca de aminodcidos essenciais,
vitaminas, especialmente a Bj,, além de A, E e C, minerais (ferro, céalcio, cobre,
magnésio, manganés, fosforo, potassio, s6dio e zinco), pigmentos fotossintéticos
(carotenoides, ficocianina e clorofila), e acidos graxos poli-insaturados (6mega-6 e
0mega-3). Vale ressaltar que a presenca do acido alfa-linolénico (C18:3 n-3) é muito

importante do ponto de vista nutricional, uma vez que a dieta ocidental é geralmente
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deficiente nesse acido graxo, o qual tem papel profilatico relevante no tratamento de
diversas doencas cronicas (Koru, 2012; Bolanho et al., 2012; Wang et al., 2015).

Estudos cientificos tém demonstrado que esta microalga ndo apresenta efeitos
toxicos ao organismo, sendo classificada pelo FDA (FDA, 2003) como GRAS
(Generally Recognized As Safe), o que garante seu uso como complemento alimentar de
forma segura e nutritiva na alimenta¢do humana. Somado a isso, ensaios cientificos ‘in
vitro’ e ‘in vivo’ tem demonstrado que associado as propriedades nutricionais estdo as
propriedades terapéuticas, podendo auxiliar nos tratamentos de diabetes, anemia,
desnutricdo, obesidade, doencas cardiovasculares, cancer, entre outros. Sendo assim, a
utilizacdo da Spirulina platensis representa uma alternativa para a producdo de
alimentos funcionais e nutracéuticos com alto valor agregado (Lee et al., 2017;
Ambrosi, Reinehr, Bertolin, Costa & Colla, 2009; Kurd & Samavati, 2015; Ponce-
Canchihuaman, Pérez-Méndez, Hernandez-Mufioz, Torres-Durdn & Juarez-Oropeza,
2010).

Por este motivo, a inddstria global de alimentos vem explorando amplamente a
utilizacdo da S. platensis como fonte promissora para o desenvolvimento de novos
produtos. A possibilidade de incorporar a biomassa dessa microalga em determinados
alimentos se configura como uma inovagao de alto potencial tecnoldgico e comercial,
pois agrega valor nutricional a produtos ja conhecidos pela populacdo (Gupta & Abu-
Ghannam, 2018). Alguns alimentos como macarrédo, biscoito, barra de cereais e outros
produtos funcionais, ja foram desenvolvidos com a incorporacdo de biomassa de S.
platensis (Fradique et al., 2010; Widjanarko, Nugroho & Estiasih, 2011; Lemes,
Takeuchi, Carvalho & Danesi, 2012; Marco, Steffolani, Martinez & Ledn, 2014; Melo
et al., 2017; Barkallah et al., 2017). Comparado com a Spirulina em p6 comercial, esses
alimentos sdo sensorialmente mais aceitos e variaveis, combinando a atratividade e 0s
beneficios para a satde dos consumidores (Lucas, Morais, Santos & Costa, 2018).

Em adicdo, estes novos produtos representam uma tendéncia sustentavel na
industria de alimentos, visto que hd uma crescente exigéncia dos consumidores por
alimentos saudaveis e praticos, formulados com baixo teor de gordura e agUcares, e
enriquecidos com proteina e compostos bioativos (Pszczola, 2008; Pereira, Lisboa &
Costa, 2018). Nessa esfera, destacam-se 0s molhos prontos, que relacionado ao conceito
de conveniéncia e praticidade no preparo de pratos elaborados, sobressaem no mercado
com constantes lancamentos e novas formulagdes (Bendini et al., 2017). Diante do
exposto, o objetivo deste estudo foi desenvolver um molho funcional, pronto para
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consumo, enriquecido biomassa da microalga S. platensis, bem como avaliar suas
propriedades fisico-quimicas, sensoriais, antioxidantes e microbiol6gicas durante 45

dias de armazenamento.

2.0 MATERIAL E METODOS

2.1. Materiais

A Spirulina sp LEB 18 utilizada neste estudo foi isolada na Lagoa da Mangueira
(33° 30" 12" S, 53° 08" 58" W), localizada entre 0 Oceano Atlantico e o lago Mirim,
no extremo sul do estado do Rio Grande do Sul (Morais et al., 2008), e cultivada em
condic¢des outdoor, com meio Zarrouk conforme descrito por Costa et al. (2004), na
planta piloto do Laboratério de Pescados e Cromatografia Aplicada da Faculdade de
Farmécia - Universidade Federal da Bahia (Salvador - BA, Brasil; 12° 58'16 " S / 38°
3030 " W) (Jesus et al., 2018). A biomassa obtida foi liofilizada (Liofilizador L 101,
Liotop, a - 49°C por 48 horas), em seguida macerada em um almofariz e passada em
peneira 32-mesh (abertura 500 mm/um) para uniformizar ¢ melhorar a solubilidade,
obtendo-se um produto pulverizado.

Os demais ingredientes utilizados na elaboracdo dos molhos (cebola, alho,
tomate, alecrim, orégano e cominho, vinagre, 6leo vegetal comestivel e sal) foram

adquiridos no comércio local da cidade de Salvador-BA.

2.2 Métodos

2.2.1 Formulagdes dos molhos

Para definir as concentracfes a serem utilizadas no estudo, foram realizados
testes preliminares com diferentes propor¢des dos ingredientes e da biomassa de
Spirulina. Os critérios utilizados para a escolha tiveram como parametros o aspecto
visual, aroma predominante de especiarias, uniformidade, homogeneidade, textura
macia e aspectos fisico-quimicos conforme determinado pela legislacéo vigente (Brasil,
2005) que trata do Regulamento Técnico para Especiarias, Temperos e Molhos. Foram
elaboradas quatro formulagfes de molhos: controle (sem adicdo de Spirulina sp) e
molhos contendo 2%; 3% e 4% de biomassa de Spirulina sp. Essas formulagdes foram
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avaliadas 24h ap0s a elaboracdo, quanto aos parametros fisico-quimicos (pH e acidez),
além da analise de textura e aceitacdo sensorial. Apos a avaliacdo inicial, a formulagédo
que obteve melhor resposta em todos esses aspectos foi selecionada para avaliagéo das
caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez, atividade de agua, proteina totais, lipidios
totais, carboidratos, fibra bruta, cinzas totais, minerais, perfil de acidos graxos, cor),
microbioldgicas e antioxidantes (DPPH, ABTS, FRAP) durante 45 dias de
armazenamento (0, 7, 15, 30 e 45 dias) sob refrigeracdo (4 — 6°C), juntamente com 0
molho controle. Todas as formulacGes foram elaboradas em trés repeti¢fes e analisadas

em triplicatas.

2.2.2 Elaboragdo dos molhos

Os ingredientes foram pesados utilizando balanca analitica (Modelo AY220,
Shimadzu, Brasil), triturados, homogeneizados em liquidificador (Philips Walita Daily
R12001) e cozidos por 10 min. a 95°C. A biomassa de Spirulina sp. foi submetida ao
tratamento com luz ultravioleta (UV-C) para descontaminacdo, sendo posteriormente
adicionada aos demais ingredientes. O envasamento do molho recém-preparado foi
realizado em potes de vidros de 200 ml com tampas de metal, previamente esterilizados
em agua em ebulicdo (100°C) durante 30 min. Apos o envase do produto (1509) e lacre
das tampas, foi realizado o processo de pasteurizacdo que consistiu no aquecimento por
40 segundos a 98°C (Pérez-Conesa et al., 2009). Apds a pasteurizacdo as amostras foram
transferidas para refrigerador a 4-6°C com umidade relativa do ar 60% para

armazenamento.



74

Tabela 1 - Formulagédo do molho controle e molhos contendo diferentes concentragdes
de Spirulina.

Teor de biomassa de Spirulina (%o)

Ingredientes Molho controle

(%) 2 3 4
Tomate 69,00 69,00 69,00 69,00
Cebola 11,00 11,00 11,00 11,00
Oleo de soja 3,60 3,60 3,60 3,60
Alho 0,97 0,97 0,97 0,97
Cominho 0,38 0,38 0,38 0,38
Sal 0,31 0,31 0,31 0,31
Alecrim 0,24 0,24 0,24 0,24
Salsa 0,14 0,14 0,14 0,14
Orégano 0,11 0,11 0,11 0,11
Agua 14,00 14,00 14,00 14,00
S. Platensis - 2,00 3,00 4,00

2.2.3 Andlises fisico-quimicas

Foram realizadas as seguintes andlises fisico-quimicas: pH por meio de um
pHmetro digital (PHS-3D, China) calibrado com soluc¢des padrédo de pH (4,0 e 7,0);
acidez titulavel (TA) por volumetria potenciométrica, que consistiu na titulagdo da
amostra com solucdo de hidréxido de sodio 0,1 M até a faixa de pH (8,1-8,2) (method
945.08) de acordo com a AOAC (2005); umidade, utilizando uma balanca de
infravermelho (Mx — 50) & 105 °C; atividade de &gua por determinacdo direta com
higrometro Aqualab lite (AL1612, Decagon Devices, USA) a temperatura de 25°C;
cinzas pelo método gravimétrico em forno mufla (QUIMIS) a 550 °C (method 923.03)
de acordo com a AOAC (2005); proteina totais pelo método Kjeldahl, utilizando
como fator de conversdo de nitrogénio para proteina 6,38 (Barkallah et al., 2017) e
lipidios totais pelo metodo de Bligh-Dyer (1959) com cloroférmio, metanol e dgua em
uma propor¢do de 2:1:1. As fibras totais foram determinadas pelo método néo
enzimético baseado na precipitacdo com etanol (method 978.10) de acordo com a
AOAC (2005) e os carboidratos totais foram estimados por diferenca (IAL, 2008),
conforme equagéo 1.

%CT =100 — (%U + %Cz + %Ptns + %LT) Equacéo 1
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Onde: % Umidade: Umidade; % Cz: Cinzas totais; % Ptns: Nitrogénio total; %

LT: Lipideos totais.

A determinacdo dos minerais: ferro, sodio, calcio e magnésio foram obtidos por
Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES). O
equipamento empregado foi um ICP OES de marca Agilent Technologies, modelo 720
series. A exatiddo do método foi confirmada mediante analise de um material de
referéncia certificado de folha de maca (NIST 1515) sob as mesmas condi¢des das
amostras. As curvas analiticas para cada elemento mostraram-se lineares em toda a

faixa de trabalho e cobriram as concentracdes das amostras.

2.2.3 Andlise de textura

As andlises de textura foram realizadas nas amostras armazenadas por no
minimo 24 h a 6°C, usando um analisador de textura Brookfiel CT3, United States. O
teste foi realizado utilizando um becker de vidro de 100 ml, com 30 g da amostra e um
cilindro 38.1mm D, 20mm L (TA4/1000). Em seguida, as amostras foram comprimidas
em 50% da espessura original em um ciclo duplo com uma velocidade do teste de 0,5
mm / s. Os parametros obtidos do perfil da textura foram: firmeza (N), coesividade e
elasticidade (mm). Os dados foram coletados no programa “Texture Expert for
Windows 1.20” (Stable Micro Systems).

2.2.4 Avaliagéo sensorial

A avaliacdo sensorial foi realizada por uma equipe de 40 provadores, estudantes
e funcionarios da Universidade Federal da Bahia, de ambos os sexos (80% mulheres,
20% homens) e com idade entre 19 a 45 anos. A sessé@o foi conduzida apresentando-se
quatro amostras de molho correspondentes as quatro formulagdes com diferentes
concentracdes de biomassa de Spirulina sp. As amostras foram servidas em pequenos
pratos brancos com colher descartavel e codificadas de modo aleatério com nimeros de
trés digitos. Como veiculo para a degustacdo do molho, por¢des de 25 g de macarrdo

foram servidas em recipientes descartaveis. Os provadores avaliaram a aceitacao global
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das formulacGes utilizando uma escala heddnica de nove pontos, variando de 1
(desgostei extremamente) a 9 (gostei extremamente) para os atributos: aparéncia, aroma,
sabor, textura e impressao global. Os provadores também foram questionados quanto a
intencdo de compra dos produtos, em escala de 1 a 4 (1 = Nunca compraria, 2 =
Raramente compraria, 3 = Ocasionalmente compraria, 4 = Sempre compraria). A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Rio Grande - FURG (processo n° 1.525.184).

2.2.5 Identificacdo e quantificacdo de acidos graxos

Para a determinacdo do perfil de acidos graxos, foi realizada a transesterificacéo
segundo Souza et al., (2017). Uma aliquota dos lipidios totais foi submetida a reacédo
com NaOH em metanol (0,5N), seguida de catalise acida com BF3; (12% em metanol) e
extracdo com isooctano. Os ésteres metilicos de &cidos graxos foram separados em
cromatdgrafo a gas (Varian 3800) equipado com detector de ionizacdo de chama (CG-
DIC) e coluna capilar de silica fundida ELITE-WAX (30 m x 0,32 mm x 0,25 um). Os
parametros de analises foram: temperatura do injetor 250 °C; temperatura do detector
280 °C; temperatura da coluna programada a 150 °C por 16 minutos, aumentando 2 °C
por minuto até 180 °C; permanecendo nessa temperatura por 25 minutos, aumentando 5
°C até 210 °C e permanecendo nessa temperatura por 25 minutos. O hélio foi utilizado
como gas de arraste a 1,0 mL/minuto. As injecdes foram realizadas no modo split (1:90)
com volume de injecdo de 1pL. A identificacdo dos acidos graxos foi realizada por
comparacdo dos tempos de retencdo dos picos das amostras com o tempo de retengédo
dos ésteres metilicos de &cidos graxos do padrdo mix (C4-C24, 18919-AMP, Sigma-

Aldrich ®, EUA), e a quantificacdo por normalizagdo de areas.

2.7 Compostos Fenodlicos e atividade antioxidante

Para as analises de compostos fendlicos e atividade antioxidante, foram
utilizados os extratos obtidos a partir de uma solugdo etandlica 70% (v/v). A
quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu, como descrito por Singleton e Rossi (1965), no comprimento de onda de 760
nm (Espectrofotométrico Perkin Elmer-lambda 35, Sdo Paulo, Brasil). Para a
quantificacdo, uma curva padrdo (50 — 250 pug/mL) foi preparada com acido galico e os

resultados foram expressos em miligramas de equivalente de acido galico por grama da
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amostra (MgEAG.g™?). A atividade sequestradora de radicais DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo; Sigma-Aldrich Chemical) foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Vinson et al. (2001), com leitura da absorbancia a 517 nm. A atividade
antioxidante (ICso) foi expressa como a concentracdo final em mg.ml™ da amostra
necessaria para reduzir a concentracdo de DPPH em 50%. O poder de reducéo do ion
férrico (FRAP) foi determinado segundo a metodologia descrita por Benzie & Strain
(1996), com leitura da absorbancia a 595nm. A curva padrdo foi desenvolvida com
sulfato ferroso (500 — 2000 pM/mL), e os resultados foram expressos em pmol Fe?*/g
de amostra. A capacidade de captura do radical ABTS™ (2,2-azino-bis-3-
etilbenzotiazolino-6-sulfonico acido; Sigma-Aldrich Chemical) foi realizada de acordo
com a metodologia proposta por Re et al. (1999), com leitura da absorbéancia a
734nm. A curva padrdo foi desenvolvida com Trolox (6-hidroxi 2,5,7,8-
tetrametilcloromano-2-carboxilico &cido; Sigma-Aldrich Chemical) (100 — 2000

uM/mL), e os resultados foram expressos em M trolox /g de amostra.
2.8 Analise da cor

As andlises de cor foram determinadas em colorimetro digital (Konica Minolta —
Bench-top Colorimeter CR-5, em espaco de cor L* a* b* do sistema CIE L*a*b*). A
calibracdo foi realizada com placa branca padrao, seguindo as instru¢des do fabricante.
Os resultados foram expressos em L* (luminosidade) que varia de O (preto) a 100
(branco); o a* varia de -a* (-60,0 verde;) a +a* (+60,0 vermelho) e o b* de —b* (-60,0

azul) a +b* (+60,0 amarelo).
2.9 Analise microbiolégica

Foram realizadas analises para pesquisa de Salmonella spp. (auséncia ou
presenca em 25 g), coliformes totais, Staphylococcus coagulase positiva, bolores e
leveduras. As metodologias de analise adotadas seguiram o Compendium of methods for
the microbiological examination of foods, da American Public Health Association
(APHA, 2001).

Para pesquisa de Salmonella, 25 g do molho foram adicionadas a 225 ml de
caldo lactosado, com incubagéo a 37°C por 18h; em seguida foram semeados 0,1 mL no
caldo Rapaport (41,5°C, por 24h) e 1,0 mL no caldo tetrationato a 37°C por 24h; apds
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transferiu-se 1,0 mL para o Agar Hectoen Enteric e para o Agar de XLD (desoxicolato-
lisina-xilose); as andlises foram interrompidas nessa fase, por ndo apresentarem
crescimento.

Para as analises de coliformes termotolerantes, Staphylococcus coagulase
positiva, bolores e leveduras, foram pesadas assepticamente 25g do molho em sacos
plasticos estéreis e adicionado 225 mL de &gua peptonada estéril 0,1% (AP) (dilui¢do
10), a partir dessa diluicdo foram realizadas as dilui¢cBes seriadas subsequente. Para a
contagem de coliformes a 45 °C, foram transferidos 1 ml de cada amostra de diluicdo
para tubos contendo 9 ml de Lauril Sulfato Caldo Triptose (LST) com tubos de Durham
e incubado a 35°C (24h e 48h). Como ndo houve confirmagdo de tubos positivos
durante esse periodo, as etapas subsequentes ndo foram realizadas. A contagem de S.
coagulase positiva foi realizada em Agar Baird Parker (BP), incubada a 36°C por 48h, e
os resultados foram expressos como unidades formadoras de coldnias (LogUFCg™).
Para contagem de bolores e leveduras, foram inoculados 0,1 mL de cada diluigdo em
Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), com semeadura em superficie e

incubado por sete dias & 25°C. As contagens foram expressas em LogUFCg™.
3.0 Andlise estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
aplicado o teste Tukey (p <0,05) para avaliar a diferenca entre médias, utilizando o

software estatistico R Commender 3.5.1.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selegdo da melhor formulacdo contendo biomassa de Spirulina: pardmetros

fisico-quimicos, textura e sensoriais

A Tabela 2 mostra os valores iniciais de pH e acidez para o0 molho controle e
para as trés formulacbes de molhos incorporados de Spirulina. A formulagdo controle
apresentou menor pH e maior acidez, diferindo das demais formulacdes. A adi¢cdo de
Spirulina aumentou o pH dos molhos, tornando o produto menos acido, isso
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ocorreu porque a biomassa dessa microalga € um produto de baixa acidez, por
apresentar pH entre 7,0 e 8,0 (dados ndo apresentados). E importante ressaltar que todas
as formulagdes obtiveram pH inferior a 4,5, 0 que segundo Lund et al. (1987) é
desejavel para impedir a proliferacdo de microrganismos no produto. Este valor de pH
ndo pode ser ultrapassado, pois, é o limite inferior para o desenvolvimento dos esporos
de Clostridium botulinum. Embora a formulagdo com 4% de Spirulina tenha
apresentado maior valor de pH em relacdo as demais, essa formulagdo manteve-se
dentro do valor aceitavel (pH< 4,5) (Brasil, 2002). Similarmente ao encontrado neste
estudo, Souza et al. (2014) encontraram valores de pH inferiores a 4,5 em molho de
pequi durante 300 dias de armazenamento.

Assim como o pH, a acidez total também é um pardmetro importante para o
estado de conservacdo de um produto alimenticio. Comumente, o processo de
decomposicdo do alimento, seja por hidrolise, oxidacdo ou fermentacdo, altera a
concentracdo de ions hidrogénio e, consequentemente, sua acidez (Oliveira, Bastos,
Feitosa, Branco & Silva, 1999). Observou-se que os valores de acidez total diferiram
entre as formulacBGes. Considerando que o0 aumento nas concentracGes de Spirulina
promoveu a reducdo da acidez, a formulacdo com 4% de Spirulina foi a que obteve
menor valor. Para a correlacdo estabelecida entre os parametros de pH e acidez foi
observada uma relacdo significativa e inversamente proporcional (R* = 0,9975),
demonstrando que quanto menor o pH dos molhos, maior foram os valores de acidez

total.

Tabela 2. Valores de pH e acidez para o molho controle e molhos adicionados de

diferentes concentracdes de Spirulina apos 24 h de armazenamento.

Teor de biomassa de Spirulina (%)

Parametros Molho Controle

2 3 4
pH 3,04+0,01° 3,14+0,01° 3,23+0,02¢ 4,32+0,02°
Acidez 3,19+0,09° 3,15+0,02° 2,97+0,59° 1,65+0,01%

Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo. ‘Letras iguais na mesma linha indicam que os
resultados néo diferem estatisticamente (p>0,05) utilizando o teste de Tukey.

A textura, juntamente com a aparéncia e o sabor, constituem os trés atributos de
qualidade organoléptica que determinam a aceitabilidade de um alimento pelo
consumidor. De fato, os parametros de textura estdo correlacionados com as

propriedades sensoriais, sendo um atributo fundamental nos alimentos (Talen, Alvarez-
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Sabatel, Rios & Rodriguez, 2017). Os valores dos parametros de textura (firmeza,
coesividade e elasticidade) e a avaliacdo sensorial do molho controle e dos molhos
contendo Spirulina estéo listados na Tabela 3.

Os molhos contendo 2%, 3% e 4% de Spirulina apresentaram comportamentos
diferentes quanto a firmeza, coesividade e elasticidade, diferindo entre si e entre o
controle. Dessa forma, o emprego de Spirulina nos molhos alterou o perfil global de
textura, conferindo molhos mais firmes devido ao aumento nas concentracOes de
Spirulina, sendo o maior valor de firmeza atribuido ao molho contendo 4% de
biomassa. De modo semelhante ao observado no presente estudo, Bolanho et al. (2014)
obtiveram maiores valores de firmeza para formulagGes de cookies com 5% de
biomassa de Spirulina, em comparagdo com a formulagdo contendo 2% e o controle.
Similarmente, Fradique et al. (2010) observaram que 0 aumento na concentracdo de
biomassa de Spirulina em formulacGes de macarrdo resultou em maiores valores de
firmeza do produto. O aumento nos valores desse pardmetro proporcionalmente ao
aumento na concentracdo da biomassa, pode estar relacionado a alta quantidade de
proteina presente na microalga, proporcionando assim, maior interacdo proteina-
proteina e consequentemente uma rede de gel mais rigida e coesa (Fukushima, 2004). A
incorporacdo de Spirulina nos molhos também exibiu diferengas para a coesividade e
elasticidade de todos os tratamentos (p< 0,05), sendo a formulacdo com 4 % a que
obteve menor coesividade e maior elasticidade.

Tabela 3. Parametros obtidos na analise de textura e avaliacdo sensorial para o0 molho

controle e molhos adicionados de diferentes concentragdes de Spirulina.

Teor de biomassa de Spirulina (%)

Parametros Molho Controle
2 3 4
Firmeza (N) 0,40+0,01*  0,40+0,10* 0,43 +0,06" 0,45+ 0,06°
Coesividade 1,23+0,18"°  1,38+0,12° 1,42+0,00° 1,09 +0,03*
Elasticidade (nm) 339+047° 431+0,20° 2,66+0,01* 5,75+0,01°
Aparéncia 7,20+0,90°  6,65+0,80® 6,05+0,70° 592+1,01°
Aroma 6,90+0,90*° 6,75+0,90° 6,50+0,72° 6,80 +0,83°
Sabor 6,62+0,71* 6,10+0,93° 6,35+0,75° 6,82 +1,00°
Textura 7,00+0,65°  6,87+0,84° 6,75+0,80° 7,00+ 0,90°
Impresséo Global 6,87 +1,12° 642+130° 6,40+0,95* 6,90+ 1,04°
Intencdo de Compra 2,82+0,72*  2,65+0,83% 2,75+0,78% 2,95+0,75%

Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo. ‘Letras iguais na mesma linha indicam que n&o
diferem estatisticamente (p>0,05) utilizando o teste de Tukey.
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Os resultados da avaliagcdo sensorial mostraram que a incorporacéo de Spirulina
ndo afetou a aceitacdo do produto pelos provadores. Resultados semelhantes foram
encontrados por Santos et al. (2016) que desenvolveram um alimento em pé para idosos
fortificado com Spirulina (750mg/100g) e observaram que a adi¢cdo dessa microalga néo
afetou a aceitacdo global do produto pelos provadores, demonstrando que a
incorporacdo das mais altas concentracdes de Spirulina pode ser realizada sem
influenciar nesse parametro.

Os tratamentos contendo 2%, 3% e 4% de Spirulina ndo diferiram entre si e
entre o controle para os atributos de aroma, sabor, textura, impressdo global e intengédo
de compra (p> 0,05). A combinacdo dos sabores e aromas das especiarias vegetais
utilizadas no desenvolvimento dos molhos foi crucial para mascarar o sabor pouco
apreciado da Spirulina e proporcionar um sabor peculiar, diferente dos molhos
tradicionais. Verificou-se que as maiores pontuacdes para sabor, foram atribuidas ao
molho contendo 4%, tratamento este que ndo apresentou diferenca significativa com o
controle (p=0,924).

A adicdo da microalga nos molhos alterou a cor dos produtos, que sdo
comumente vermelhos, para uma coloracdo verde escuro. Esta caracteristica foi
percebida como inadequada, visto no atributo aparéncia pelos provadores. Sendo assim,
0 molho controle obteve maiores notas (p < 0,05) no atributo aparéncia em comparagéo
com os molhos com adicdo de 3% e 4% de Spirulina. Similarmente, Bolanho et al.
(2014) verificaram que cookies enriquecidos com 5% de Spirulina obtiveram menor
pontuacgéo no atributo aparéncia, em relacdo ao controle.

O resultado obtido para a intencdo de compra demonstrou ndo haver diferencgas
entre 0 molho controle e os molhos adicionados de Spirulina. As pontuacdes para este
atributo indicam valores proximos de 3,0 o qual se classifica na escala heddnica como
“ocasionalmente compraria”. A maior pontuagdo foi estabelecida para o molho
adicionado de 4% (2,95), representado por 57,5% dos provadores que comprariam este
molho. Morais et al. (2009) ao desenvolverem biscoitos enriquecidos com Spirulina,
constataram que 50% e 58% dos provadores comprariam o0s biscoitos com 1% e 5% de
Spirulina sp.

Por fim, o resultado da analise sensorial demonstrou que ndo houve diferencga
significativa para as propriedades organolépticas (aroma, sabor, textura) entre o controle
e os tratamentos (2%, 3% e 4% de Spirulina), demonstrando uma aceitabilidade geral

pelos provadores. Vale ressaltar que a intengédo de compra foi maior para a formulagao
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com 4%, assim como a impressao global, que obteve maior nota para essa formulacao,
indicando que esses atributos ndo foram prejudicados pela aparéncia. Além disso, o
tratamento com 4% foi adequado quanto as caracteristicas fisicas (pH, acidez, textura)
ideais para garantir a qualidade final do produto. Sendo assim, o molho adicionado de
4% de Spirulina foi selecionado para avaliar as propriedades fisico-quimicas,

microbioldgicas e antioxidantes durante 45 dias de armazenamento sob refrigeragéo.

3.2 Avaliagdo dos molhos durante armazenamento

3.2.1 Composicéo fisico-quimica

A determinacdo dos parametros de pH, acidez, umidade e atividade de agua séo
essenciais para avaliar a seguranca alimentar de um produto ao longo do tempo. A partir
dos dados apresentados na Tabela 4 é possivel observar que tanto o molho controle,
guanto o molho com adicdo de Spirulina apresentaram um decréscimo gradual no pH
durante o periodo de armazenamento, sendo menor decréscimo na formulacdo com
Spirulina. Vale ressaltar que durante todo o periodo de armazenamento (0, 7, 15, 30 e
45 dias) ambos os molhos apresentaram pH inferior a 4,5, valor esse preconizado como
aceitavel para alimentos processados (Lund, Grahan & Franklin, 1987). Similarmente,
Barkallah et al. (2017) encontraram valores de pH entre 4,04 e 4,53 para iogurte
fortificado com 0,25% de Spirulina sp, durante 28 dias de armazenamento. Os valores
de acidez titulavel foram superiores no molho controle durante todos os tempos
analisados (Tabela 4), diferindo do molho com Spirulina. Os molhos analisados
apresentaram uma leve tendéncia de aumento da acidez ao longo do tempo. Este
aumento pode indicar o inicio de reaces hidroliticas dos &cidos graxos que estdo
presentes nos produtos. Ao longo dos 45 dias de armazenamento, houve um aumento
na acidez do molho controle (17,34%) e do molho com Spirulina (7,82%),
acompanhado de reducdes nos valores de pH (7,5% e 4,8% respectivamente) (p>0,05),
sendo essa reducdo menor no molho com Spirulina, tais resultados podem indicar uma
estabilidade dos produtos durante o armazenamento a temperatura de refrigeragdo (4-
6°C), sobretudo na formulagdo com Spirulina.
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Tabela 4. Valores médios das caracteristicas fisico-quimicas do molho controle e

molho adicionado com 4% de Spirulina durante o armazenamento por 45 dias.

Parametros/ Tempo (dias)
Molhos 0 7 15 30 45

Ph
Controle 3,04+0,01%  2,91+0,00*  2,87+0,01°*  2,85+0,02°*  2,80+0,01*
Molho 4% 4,32+0,01°®  4,26+0,00®  4,22+0,00°®  4,14+0,01*®  4,12+0,01*
Acidez
Controle 3,19+40,09**  3,72+0,01™  3,76+0,01°*  3,78+0,01"*  3,87+0,08°"
Molho 4% 1,65+0,01*®  1,70+0,02°®  1,72+0,02"™  1,75+0,07®  1,78+0,01*°
Aw
Controle 0,99+0,01**  0,99+0,01°*  0,98+0,01**  0,98+0,01*  0,99+0,01°*
Molho 4% 0,96+0,01*®  0,95+0,01*®  0,95+0,04*®  0,95+0,01*®  0,94+0,01*
Umidade %
Controle 86,01+0,36**  87,63+1,12°* 87,09+0,81** 86,41+0,35™"* 86,13+0,66°"
Molho 4% 83,46+0,51°®  83,55+0,07°® 83,19+0,05*° 83,33+0,18%°  83,40+0,15%°
Proteina %
Controle 5,44+0,28*" 5074041  4,93+0,17*  4,90+0,65""  4,91+0,45"
Molho 4% 8,26+0,15"®  8,03+0,24*®  7,86+0,11*®  7,77+0,15°°®  7,81+0,30*
Lipidios %
Controle 2,09+0,04**  2,08+0,08**  2,00+0,07**  2,06+0,07%*  2,04+0,03*"
Molho 4% 1,95+0,05*®  1,90+0,10®®  2,01+0,08°®  2,01+0,13*®  2,00+0,09%®
Carboidrato%o
Controle 4,44+0,03°"  3,24+0,02*  3,93+0,01°* 4,69+ 0,22  4,90+0,03**
Molho 4% 5,26+0,02**  547+0,03"®  591+0,04®®  583+0,03"  5,73+0,05%®
Cinzas %
Controle 0,43+0,01#*  0,4240,02¢"  0,43+0,01**  0,42+0,01** 0,40 +0,04**
Molho 4% 1,0740,03*®  1,05+0,11*®  1,03+0,03*®*  1,06+0,04*®  1,06+0,03*®
Fibra bruta %o
Controle 0,60+0,01°*  0,57+0,01**  0,57+0,01**  0,54+0,01%*  0,54+0,01%"
Molho 4% 1,1540,02*®  1,16+0,01*®  1,14+0,02*®*  1,13+0,01*  1,13+0,01*®

Aw: atividade de 4gua. Os dados s&o expressos como média + desvio padréo. ‘Letras iguais mindsculas
na mesma linha indicam que ndo diferem estatisticamente (p>0,05) utilizando o teste de TuKey. Letras
diferentes maidsculas na mesma coluna indicam que diferem estatisticamente (p<0,05) utilizando o teste
de TuKey.

Os valores de umidade e atividade de a&gua no molho com Spirulina foram
menores que os encontrados no molho controle, o0 que era esperado devido ao maior
contetdo de sélidos totais provenientes da biomassa da microalga adicionada, o que
aumentou o contetido de ingredientes secos na formulag&o.

Os teores de proteina, cinzas e fibras totais foram superiores no molho
adicionado de Spirulina. Para o teor de proteinas, a adicdo da microalga ao molho
formulado proporcionou um aumento de 34,14% em relagdo ao molho controle. Isso
ocorreu devido a alta quantidade de proteinas presente na biomassa da Spirulina
utilizada, que corresponde a 69% (dados ndo apresentados). Qualitativamente, essa
microalga fornece proteinas completas, com amino&cidos essenciais presentes nas
proporcdes recomendadas pela FAO. A incorporacdo de 4% de Spirulina no molho
contribuiu para agregar valor nutricional ao produto, o que pode colaborar, sobretudo,

para o alcance do aporte proteico didrio. Uma porcdo média (60 g) do molho
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enriquecido com Spirulina pode contribuir com 25% a 33% da ingestdo indicada de
proteina de acordo com as Dietary Reference Intakes - DRIs (15 - 20%) para um
individuo adulto saudavel. Os resultados encontrados neste estudo foram inferiores aos
relatados por Morais et al. (2006) no desenvolvimento de biscoitos contendo 3% e 5%
de biomassa de Spirulina sp.LEB-18, os autores reportaram teores de proteinas de
10,9% e 11,1% respectivamente. Ja Figueira et al. (2011) utilizando a mesma microalga
na proporcao de 4 % encontraram valores de proteina de 9,33% para pées enriquecidos,
similar ao encontrado neste estudo. As variagdes nos valores de proteina obtidas nos
estudos podem estar relacionados as diferentes condicGes geogréfica/climéaticas de
cultivo da Spirulina, uma vez que a temperatura e luminosidade influenciam
diretamente nas caracteristicas fisico-quimicas da microalga (Jesus et al., 2018).

O teor de cinzas no molho adicionado de Spirulina foi significativamente maior
que no molho controle, mas sem apresentar diferencas durante o armazenamento. O
tratamento contendo 4% apresentou maior teor de cinzas, possivelmente devido a
quantidade de minerais essenciais, como o magnésio, ferro e célcio naturalmente
presente na biomassa desta microalga. Da mesma forma, o teor de fibras totais foi maior
na formulagcdo com Spirulina, em comparagdo com a formulacdo controle. Estes
resultados estdo de acordo com os encontrados por Bolanho et al. (2014), em que
biscoitos enriquecidos com 5% Spirulina apresentaram teores maiores de cinzas e fibras
em relagdo ao controle. Segundo Koru et al. (2012) a biomassa de Spirulina tem cerca
de 3,09/100g de fibras, o que possivelmente contribuiu para aumentar o teor desse
nutriente no molho.. O contetdo de carboidrato foi maior no molho com adicdo de
Spirulina em relacdo ao molho controle, em razdo possivelmente da quantidade desse
componente presente na biomassa da microalga, que segundo Oliveira et al. (2009) é
torno de 20%.

Os teores dos minerais (ferro, magnésio, célcio e sddio) obtidos para o0 molho
controle e molho com Spirulina no tempo inicial estdo descritos na Tabela 5. Os macro
(Ca, Mg, K, Na) e microminerais (Fe, Se) sdo essenciais, em diferentes quantidades,
para o desenvolvimento humano. Assim, uma ingestdo adequada de alimentos fontes é
importante para evitar problemas de saude relacionados a deficiéncias nutricionais
(Barroso et al., 2009). O molho com Spirulina apresentou valores significativamente
mais altos de minerais que o molho controle. Segundo Roberto (2015), essa microalga

possui elevados niveis de minerais, sendo que os principais sdo o célcio (1000 a
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2000mg/g de biomassa), fosforo (670 a 800mg/g de biomassa) e 0 magnésio (400 a
480mg/g de biomassa).

Tabela 5. Resultados obtidos na determinacdo de elementos minerais do molho

controle e molho adicionado com 4% de Spirulina.

Minerais* Molho controle Molho 4%

Ferro 1,18 + 0,58° 4,20 +0,44°
Magnésio 15,71 +2,43° 35,82 + 3,09
Caélcio 29,75 +1,33° 51,80 +2,21°
Sadio 169,74 +2,14° 354,67 + 2,56"
Potéassio 243,20 +2,51° 437,94 + 3,14

*Dados expressos em mg/100g em base Umida. Os dados sdo expressos como média + desvio padréo;
!Letras diferentes minasculas na mesma linha indicam que diferem estatisticamente (p< 0,05) utilizando o
teste de TuKey.

O potassio foi 0 macromineral majoritario no molho com Spirulina, seguido do
sodio. De acordo com a Dietary Reference Intakes sdo recomendadas para individuos
adultos saudaveis 4,7 g de potassio/dia, 0 que poderia ser 11% suprido com o consumo
de duas porcdes (120g) do molho. O potassio € amplamente distribuido nos alimentos,
uma vez que é um dos constituintes essenciais das células. De acordo com a Tabela de
Composicgdo dos Alimentos (TACO, 2011), verifica-se que os frutos, carnes e cereais,
sdo boas fontes de potassio. Os resultados na Tabela 6 confirmam quantidades
expressivas nos molhos analisados, sobretudo no molho com Spirulina.

O sodio foi 0 segundo mineral de maior abundancia nos molhos desenvolvidos.
A adicdo do ingrediente sal contribuiu para aumentar o conteddo desse mineral no
molho com Spirulina, tdo como no molho controle. O sodio é o principal eletrolito
extracelular com func¢des na conducdo nervosa, transporte ativo e contragdes musculares
(WHO / FAO, 2003). No entanto, alta ingestdo desse mineral, que normalmente esta
associada com o consumo de alimentos processados, ocasiona efeitos deletérios a saude
(Sodré, Coutinho & Azevedo, 2015). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
dispds de uma resolugdo que define alimentos com alto teor de s6dio como aqueles que
fornecem uma quantidade igual ou superior a 400 mg de sédio por 100 g ou 100 ml
de produto (Brasil, 2012). De acordo com os resultados obtidos (Tabela 4), verifica-se
que as concentracdes de sodio dos molhos desenvolvidos estdo dentro do recomendado,
ndo inferindo riscos a salde de um individuo saudavel. Diferentemente deste estudo,
Sodré et al. (2015) encontraram altos teores de sodio (400 - 600mg/100g) em 23 tipos

de molhos de tomate comercializados em supermercados.
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Quanto ao célcio, é evidente que a quantidade desse mineral em frutos e
hortalicas é reduzida, quando comparado a alimentos como o leite e derivados. Sendo
assim, em dietas de diferentes grupos populacionais (intolerantes a lactose, veganos,
idosos, celiacos), o calcio € um dos elementos minerais mais limitantes (Krupa-Kozak
& Drabinska, 2016; Puranik et al., 2017). Em relacdo aos valores da Tabela de
Composigéo dos Alimentos (TACO, 2011), muitos dos frutos e hortalicas apresentam
concentracOes de célcio inferior a encontrada no molho com Spirulina. Sendo assim,
este produto se configura como uma alternativa capaz de contribuir com a diversificacdo
e maior aporte desse elemento mineral na dieta. Um consumo alimentar com
quantidade adequada de célcio pode ajudar no controle de doengas causadas pela
deficiéncia desse elemento, como osteopenia e osteoporose (Salinas & Puppo, 2015).

Juntamente com o célcio, 0 magnésio atua em conjunto em atividades hormonais
vitais ao organismo. A deficiéncia desses minerais pode provocar osteoporose em
adultos (Hayhoe, Lentjes, Luben, Khaw & Welch, 2015). A concentracdo de magnésio
no molho com Spirulina foi 2 vezes superior & do molho controle. Embora a deficiéncia
de magnésio seja de dificil ocorréncia, recomenda-se a ingestao de cerca de 320 a 420
mg por dia (DRIs, 1997), sendo assim o consumo de duas porcdes (120g) do molho
pode contribuir com 13% do aporte didrio para esse mineral. O teor de magnésio
encontrado neste estudo para o0 molho desenvolvido com Spirulina foi maior que o
encontrado em frutas convencionais, como polpa (7 mg/100g) e casca da manga (22,38
mg/100g) (Bohn, Walczyk, Leisibach & Hurrell, 2004).

Em relacdo ao ferro, 0 molho com Spirulina apresentou quantidades expressivas
desse micro mineral essencial, com teores semelhante aos encontrados em alimentos
como castanha (5,5 mg/100 g) e trigo (5,0 mg/100 g) (Sihag et al., 2016). As
recomendacdes de ferro por dia segundo a Recommended Dietary Allowances - RDA
(2001) equivalem a 8 mg para homens com idade entre 19 e 50 anos e de 18 mg para
mulheres na mesma faixa etaria, fora de gravidez. Dessa forma, a ingestdo de 2 porcoes
(120 g) do molho com Spirulina seria suficiente para atender mais da metade das
recomendacdes diarias de adultos do sexo masculino, entretanto, para as mulheres seria
necessario um consumo maior.

A anemia por deficiéncia de ferro (anemia ferropriva) é a forma mais comum de
anemia no mundo (Camaschella, 2015). O baixo consumo de ferro e sua baixa
biodisponibilidade nos alimentos que compdem a dieta sdo as principais causas desse
tipo de anemia. De fato, o ferro derivado de produtos de origem vegetal (ferro nédo
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heme) tem, geralmente, baixa biodisponibilidade, ao contrario do encontrado nas carnes
(ferro heme) (Blanco & Vaquero, 2018). Entretanto, estudos tem demonstrado que o
ferro presente na Spirulina é de alta biodisponibilidade e bom regenerador de
hemoglobina em ratos (Kapoor & Mehta, 1993; Puyfoulhoux et al., 2001).

A adicdo de biomassa de Spirulina no molho resultou em um expressivo
aumento no teor de minerais, aumentando o valor nutricional do produto, refor¢cando a

importancia da incluséo deste componente na dieta da populacao.

3.2.2 ldentificacdo e quantificacdo de Acidos graxos

Os &cidos graxos mais abundantes presentes nas formulagdes dos molhos estdo
apresentados na Tabela 6. O molho adicionado de biomassa de Spirulina revelou um
perfil com 14 acidos graxos, o C18:2 n-6 foi o acido graxo predominante, seguido pelo
C18:1 n-9; no controle, o0 C18:2 n-6 também foi o acido majoritario, seguido do C16:0.
E importante ressaltar, que a principal fonte de lipidios do molho controle é proveniente
das fracdes lipidicas do Oleo vegetal, o qual tem altos niveis de acidos graxos poli-
insaturados, enquanto que no molho com Spirulina o perfil lipidico recebeu a
contribuicdo dos acidos graxos desta microalga. Segundo El Baky et al (2015) a
Spirulina platensis contém altos niveis de acidos graxos essenciais: C18:2 n-6 (10,51%)
e C18:3 n-3 (10,92%) os quais possuem importante aplicacdo na promocdo da salde.

Em comparacdo ao molho controle, a adicdo de Spirulina representou um
enriquecimento da formulacéo devido a presenca do acido oleico — C18:1 n-9 (20,11%)
e a-linolénico — C18:3 n-3 (6,40%). Sabe-se que a ingestdo diaria de alimentos fontes de
acido graxo dmega-3 assume grande importancia na nutricdo humana, no entanto, com a
industrializagdo, ocorreu um aumento progressivo no consumo de 6leos refinados com
alto teor de &cido linoleico (C18:2 n-6) e uma diminuicdo no consumo de alimentos rico
em &cido alfa linolénico (C18:3 n-3), resultando em uma inadequagéo na razéo n-6/n-3
(Subash-Babu & Alshatwi, 2018). Sendo assim, o molho enriquecido com Spirulina
representa uma alternativa de alimento pratico que pode contribuir para aumentar a
ingestdo do acido graxo n-3, e consequentemente proporcionar beneficios a saude, uma
vez que a adigcdo dessa microalga proporcionou um aumento nos teores de C18:3 n-3
(6,40%).

No molho adicionado de Spirulina, os acidos graxos insaturados prevaleceram

sobre os saturados, com 0s monoinsaturados apresentando maiores porcentagens.
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Barkallah et al. (2016) ao avaliaram iogurte fortificado com Spirulina, encontraram
quantidades de acidos graxos monoinsaturados (24,75%) semelhantes as desse estudo,
no entanto, os autores descreveram maiores conteldos de acidos graxos saturados
(70,56%), sobressaindo aos insaturados (29,19%), diferentemente dos nossos achados.
Essas diferencas podem ser atribuidas as diferentes caracteristicas e composicdes das

matrizes alimenticias avaliadas.

Tabela 6. Perfil de acidos graxos do molho controle e molho adicionado com 4% de

Spirulina durante 45 dias de armazenamento.

Classes Acidos Graxo Molhos 0 dia Molhos 45 dias
Controle 4% Spirulina Controle 4% Spirulina
C11:0 ND 0,24 +0,02° ND 0,21 +0,03"
C14:0 0,14 +0,04* 0,14+0,04* 0,18+0,02° 0,17 +0,03°
C16:0 16,07 +0,30° 12,68+0,3"° 1585+0,30° 11,73+ 0,30°
SEA C17:0 ND 0,10 + 0,03" ND 0,13 +0,04°
C18:0 492+0,50° 3,98+0,09° 4,97+0,30° 4,05+0,06"
C20:0 0,47 +0,03° 0,35+0,04* 0,39+0,05° 0,30 +0,50°
C22:0 0,49 +0,07° ND 0,47 + 0,09 ND
Total (%) 22,09+ 0,18 17,49+0,08" 21,86+0,15° 16,59+ 0,16
Cl16:1cn7 ND 0,25+ 0,02° ND 0,21 +0,01°
C18:1c n9 ND 20,11 + 0,82° ND 20,13 + 0,05°
MUFA C20:1 n9 0,21+0,02*° 024+0,01*° 0,19+0,01* 0,22 +0,01®
Total (%) 0,21 +0,02° 20,60+ 0,02° 0,19+0,01* 20,56 +0,02°
C18:2 n6 7745+0,6° 5414+05° 77,70+0,3% 54,77 +0,01°
C18:3n6 0,20+0,04° 1,25+0,2° 0,25+0,07%° 1,21+0,02°
PUFA C18:3n3 ND 6,40 £0,7° ND 6,82 + 0,05
C20:2 n6 ND 0,05+ 0,01° ND 0,03 + 0,05°
Total (%) 77,65+0,32° 61,84+0,35° 77,94+0,18* 62,83+ 0,03

SFA: Acidos Graxos Saturados; MUFA: Acidos Graxos Monoinsaturados; PUFAS: Acidos Graxos Poli-
insaturado. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo; ND: ndo detectado. ‘Letras iguais
mindsculas na mesma linha indicam que ndo diferem estatisticamente (p>0,05) utilizando o teste de
TuKey.

Apbs 45 dias de armazenamento o perfil de acidos graxos apresentou 0 mesmo
perfil de composicdo que a observada no dia 0. Para o0 molho contendo Spirulina, os
acidos graxos poli-insaturados foram o grupo dominante, seguido dos acidos graxos
monoinsaturados e saturados.

Os antioxidantes naturais (compostos fendlicos, carotenoides, vitaminas etc)
presentes na biomassa de Spirulina podem ter contribuido para a estabilidade oxidativa
do molho, uma vez que esses compostos previnem a peroxidacdo lipidica durante o
armazenamento e retardam a oxidagdo (El Baky et al., 2015). Embora a estabilidade
oxidativa dos 0leos esteja relacionada com a instauragdo dos seus &cidos graxos, 0S

Oleos vegetais comerciais sdo0 menos suscetiveis a rancidez oxidativa, devido
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principalmente a presenca de antioxidantes naturais e aditivos sintéticos (Robledo,
Tesio, Ceballos, Zon & Fernandez, 2014), sendo assim, a estabilidade do molho
controle foi assegurada possivelmente devido a presencga destes componentes presentes

no 6leo utilizado.

3.2.3 Compostos fenolicos e atividade antioxidante

A Spirulina platensis ¢ uma verdadeira fonte de compostos bioativos, que
refletem no potencial antioxidante desta microalga, favorecendo o seu uso como
alimento funcional (Ambrosi, Reinehr, Bertolin, Costa & Colla, 2009). A Tabela 7
apresenta o conjunto de métodos utilizados para determinacdo de compostos bioativos e
acao antioxidante dos molhos.

O molho contendo Spirulina obteve maiores valores de compostos fendlicos (p<
0,05), além de maior capacidade de captura do radical DPPH (p<0,001), reduc¢do do ion
férrico (p< 0,01) e captura do radical ABTS (p< 0,05) do que o molho controle em
todos os tempos analisados. O teor de compostos fendlicos foi 54% superior ao molho
controle no tempo inicial, ndo apresentando varia¢fes ap6s 45 dias de armazenamento,
demonstrando potencial para o sequestro de radicais livres.

Os menores valores de ICs, foram obtidos pelo molho adicionado de Spirulina,
sendo 90,6% menor que os resultados obtidos para o molho controle no tempo inicial,
permanecendo sem alteracBes significativas ao longo do tempo. A alta atividade
antioxidante do molho adicionado de Spirulina pode ser atribuida a habilidade de
sequestrar radicais livres por meio da doacdo de hidrogénio, visto que o molho
mencionado apresenta alto conteudo de compostos fendlicos. O teor de compostos
fendlicos apresentou forte correlacdo negativa com a capacidade antioxidante (I1Csp),
tanto para o molho controle (r = 0,95) quanto para o molho enriquecido com Spirulina
(r=0,99), indicando que o sequestro de radicais esta correlacionado com o conteudo de
compostos fenolicos totais nos molhos analisados.

El Baky et al. (2015) encontraram valores de ICsy de 55,98 pg/g no tempo 0 e
100,41ug/g no tempo 30 para biscoitos suplementado com 0,9% de biomassa Spirulina
platensis e observaram que os valores de ICsp aumentaram ao longo do armazenamento,

similarmente ao comportamento encontrado neste estudo.
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Tabela 7. Teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante do molho controle e

molho adicionado com 4% de Spirulina durante 45 dias de armazenamento.

Tempo (dias)

Molhos
0 7 15 30 45

FT

Controle  161,73+0,66°*  159,84+0,52°* 158,04+1,55™* 157,14+0,32*"  156,96+0,67*"
Molho 4% 352,84+0,08°®  350,43+0,04°®  349,88+0,74™°  349,40+0,58%°  348,08+0,41%°
DPPH

Controle  131,92+0,03*  130,45+0,13"  129,61+0,64™  127,11+0,18**  127,48+0,54**
Molho 4%  11,86+0,04%° 11,94 +0,03*®  12,05+0,05"® 12,26+0,04°® 12,89+0,10%
FRAP

Controle  268,90+0,05**  265,29+0,05"*  263,1840,03**  261,60+0,73"*  260,38+0,02¢"
Molho 4% 500,96+0,05"  502,36+0,28°®  498,83+0,31°®  497,27+0,07°®  495,56+0,05*°
ABTS"

Controle  30,01+0,01°* 29,70+0,05"*  29,60+0,03** 29,30+0,03** 29,40+0,01°4
Molho 4%  73,50+0,70® 72,63+0,03"®  73,21+0,35*°  72,51+0,04%® 72,46+0,09%°

FT: Fendlicos Totais (MgEAG.g™"); EAG: Equivalente de Acido Galico; DPPH (ICs, mg.ml™); FRAP
(mMsulfato ferroso/g™); ABTS+ (uM trolox/g-1). Dados expressos como média + desvio padrdo. Letras
iguais minudsculas na mesma linha ndo diferem estatisticamente (p>0,05) utilizando o teste de TuKey. Letras
diferentes maitusculas na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05) utilizando o teste de TuKey.

A partir dos dados apresentados na Tabela 6 é possivel observar que houve uma
leve reducdo nos compostos fendlicos e na atividade antioxidante dos molhos nos dois
primeiros periodos de armazenamento, seguido de reducdo até o 15° dia e estabilizacdo
a partir desse periodo. A reducdo foi menor no molho adicionado de Spirulina,
revelando a eficacia da biomassa dessa microalga na estabilizacdo do molho durante o
armazenamento. Alguns fatores associadas ao processamento e armazenamento
determinados pela luz, pH, temperatura, exposicdo ao oxigénio e presenca de enzimas
oxidantes, podem influenciar os resultados analiticos, levando a uma variacdo da
atividade antioxidante, principalmente quando é necessario proceder a maceracao dos
tecidos vegetais ou métodos como homogeneizagdo (Phillips et al., 2010)

Os resultados da atividade antioxidante pelo método ABTS foram expressos
como capacidade antioxidante total equivalente ao Trolox. Constata-se, que assim como
no teste antioxidante pelo método de captura de radicais DPPH, o molho adicionado de
Spirulina apresentou valores estatisticamente mais elevados de capacidade antioxidante,
sendo 59,3% maior que o molho controle. O coeficiente de correlagéo relatado entre o
método ABTS e compostos fendlicos para o molho adicionado de Spirulina foi de 0,81
indicando que os compostos fendlicos contribuem na atividade antioxidante. Quando
confrontados os valores de ABTS encontrados neste estudo para o molho com
Spirulina, com valores obtidos de outros alimentos com potencial antioxidante, como

polpa de uva (8,5 uM trolox/g) e polpa de agai congelada (8,30 uM trolox/g) (Kuskoski,
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Garcia, Morales & Fett, 2006), pode-se considerar que o0 molho adicionado de Spirulina
é um alimento de elevada acéo antioxidante.

Quanto a capacidade de reducdo do ferro (FRAP), o molho adicionado de
Spirulina também exibiu atividade significativamente maior que o molho controle, e
exibiu valores superiores a algumas das hortalicas analisadas por Pellegrini (2003)
como berinjela (3,77 mmol Fe**/kg FW?), alho-por6 (2,15 mmol Fe?*/kg FW?) e cenoura
(1,06 mmol Fe**/kg FW?).

Vale ressaltar que o molho controle também apresentou acdo antioxidante,
possivelmente proveniente dos ingredientes (especiarias vegetais, tomate, 6leo, etc)
utilizados no seu desenvolvimento, as quais foram as mesmas utilizadas no molho com
Spirulina, no entanto, os valores de atividade antioxidante foram menores no controle,
que os encontrados no molho com Spirulina, demonstrando que a adicdo dessa
microalga conferiu efeito significativo no incremento da capacidade antioxidante do
produto.

Outros trabalhos como o descrito por Bolanho et al. (2014) observaram a mesma
tendéncia que a encontrada neste estudo, para biscoitos enriquecidos com biomassa de
Spirulina, os compostos fendlicos e a atividade antioxidante do produto foram
superiores que o controle. Barkallah et al. (2017) também descreveram que a atividade
antioxidante foi maior em iogurte suplementado com Spirulina, em comparagdo com a
formulacéo controle.

Foi possivel estabelecer uma relacdo direta entre o contetdo de fendlicos totais e
a capacidade antioxidante dos molhos analisados. O molho adicionado de Spirulina
apresentou os maiores teores de compostos fendlicos, proporcionalmente as maiores
atividades antioxidantes, tanto utilizando os radicais DPPH e ABTS como o FRAP.

Durante os 45 dias de armazenamento, foram observados alteragcdes nos valores
de compostos fendlicos e consequentemente na atividade antioxidante dos molhos, no
entanto, essas alteracdes ndo implicaram no potencial antioxidante atribuida aos molhos,
uma vez que o percentual de reducdo de compostos fendlicos ao longo do tempo foi de
apenas 1,09% para o molho com Spirulina e de 2,94% para 0 molho controle,
corroborando com os métodos DPPH, ABTS e FRAP que também pouco reduziram ao

longo dos 45 dias.
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3.5 Determinacéo de cor

A cor dos produtos alimenticios apresenta importante influéncia na aceitacdo do
consumidor. A Figura 1 demonstra os parametros de cor (L*, a* e b*) das formulacgdes
de molho controle e molho adicionado de Spirulina de acordo com o tempo de
armazenamento. As medic¢des indicaram que a cor permaneceu estavel ao longo dos 45
dias de armazenamento para os dois molhos, demostrando que o armazenamento nédo
alterou a cor dos produtos. No entanto, para todos os parametros avaliados, foram
observadas diferencas significativas entre o molho controle e o molho adicionado de 4%
de Spirulina, o que ja era esperado devido a cor caracteristica natural da Spirulina
(verde-azul), que se sobressai sobre os demais ingredientes.

O atributo L* (luminosidade) mostrou que o molho controle apresentaram
valores superiores aos do molho adicionado de Spirulina, indicando que essa adicéo
resultou na diminuicdo da luminosidade, causando o escurecimento do produto (Figura
1A). Os valores de a*e b* foram menores para 0 molho contendo Spirulina (p<0,001)
em todo o periodo de armazenamento, comparado com o controle, o que indica que a
cor verde sobressaiu em detrimento da cor amarela (Figura 1B e C).

A Spirulina contém muitos pigmentos, incluindo a clorofila e a ficocioanina,
responsaveis pela coloracdo verde-azul desta microalga (Habib, Parvin, Huntington &
Hasan, 2008). Devido a esta caracteristica 0 molho adicionado de Spirulina obteve uma

expressiva coloragdo verde escuro (Figura 2).
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Figura 1. Variacdes nos parametros L* (luminosidade), a* (vermelho) e b* (amarelo)
no molho controle e molho com 4% de Spirulina, armazenados por 45 dias (média +
desvio padrdo). Valores na coluna do lado direito referem-se ao molho controle, valores
na coluna do lado esquerdo referem-se ao molho com Spirulina.

Figura 2. Molho adicionado de 4% de Spirulina e molho controle
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3.6 Qualidade microbioldgica

Os resultados da anélise microbiologica demostraram auséncia de Salmonella
sp., bolores e leveduras e auséncia de coliformes (< 3,0 NMPg” de produto) e
Staphyloccoccus coagulase positiva (10 UFCg™ de produto), no tempo inicial (0 dias) e
no tempo final (apds 45 dias de armazenamento). Estes resultados estdo de acordo com
os limites estabelecidos pela legislagdo brasileira, o que indica que os molhos séo
seguros para 0 consumo humano e que o armazenamento sob refrigeracdo a 4-6°C foi
adequado para garantir a qualidade microbioldgicas do produto (Brasil, 2001). De modo
similar ao observado neste trabalho, Barkallah et al. (2017) detectou auséncia de
bolores, leveduras e Coliformes em amostras de iogurte fortificado com Spirulina sp.

apos armazenamento a 4°C por 28 dias.

4. CONCLUSAO

Os dados relatados neste estudo indicam que o molho enriquecido com 4% de
Spirulina € um alimento seguro e apresenta beneficios para a salde por constituir-se
com elevado teor de proteinas, fibras, minerais, acidos graxos monoinsaturado e poli-
insaturado e potencial antioxidante, demostrando ser melhor que a formulagéo controle.
A adicdo de Spirulina foi suficiente ndo s6 para aumentar a qualidade nutricional do
produto, mas também para atribuir compostos bioativos, 0 que pode caracterizar o
molho desenvolvido como um alimento funcional. O molho elaborado com Spirulina
resultou em um produto inovador e sensorialmente aceito, com caracteristicas que
satisfazem o interesse atual do consumidor que busca alimentos saudaveis e praticos,
sendo uma opcao viavel para melhorar o consumo alimentar da populacdo que faz uso

rotineiramente de alimentos processados e de facil preparo.
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