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RESUMO

Os produtos a base de cereais, como as massas frescas, sdo opcdes de alimentos apropriados
para a incorporacdo de ingredientes funcionais, devido a sua conveniéncia, palatabilidade e
por serem consumidas por pessoas de diferentes faixas etarias e de varios lugares. Nos ultimos
anos, diversos ingredientes foram utilizados na producdo de massas frescas para melhorar
e/ou conferir propriedades funcionais. As microalgas estdo se tornando uma alternativa
promissora para aplicacdo em alimentos, pois sdo capazes de melhorar o contetdo nutricional
e agregar valor funcional aos alimentos. A Spirulina sp. se destaca entre as microalgas, por
ser segura para 0 consumo, apresentar composicdo quimica equilibrada, com elevado teor
proteico, vitaminas, antioxidantes devido a presenca da ficocianina e compostos fenolicos.
Por outro lado, tem como caracteristica o seu sabor e odor desagradaveis e ao ser submetida a
temperaturas elevadas, pode ter sua capacidade antioxidante afetada. Uma forma de garantir a
aceitabilidade do produto pelo consumidor e assegurar as propriedades da Spirulina ¢ através
da microencapsulagdo da sua biomassa com uma capsula insolivel em agua antes de adiciona-
la na massa fresca de forma que ndo modifique as caracteristicas sensoriais desejadas deste
produto. O objetivo da dissertacdo foi contribuir para o desenvolvimento de alimentos
funcionais adicionados da microalga Spirulina platensis. O trabalho foi divido em 2 estudos,
sendo estas a elaboragdo e caracterizagdo das microparticulas ao longo do tempo (0, 7, 14 ¢ 30
dias) e analise sensorial da massa fresca adicionada das microparticulas no tempo inicial. A
formag¢do de uma microparticula com alginato de sédio e cloreto de célcio foi capaz de
aprisionar maior quantidade de Spirulina em relagdo aos solidos totais, propor¢ao 1:1. Esta
microesfera apresentou baixa solubilidade em agua e, além disso, protegeu os antioxidantes
da Spirulina sp. ao ser submetida ao tratamento térmico. Quanto ao estudo da vida de
prateleira, a adi¢do da Spirulina microencapsulada na massa afetou os pardmetros de
cozimento, textura e cor quando comparada a massa controle. A analise sensorial mostrou que
nao houve diferenga na aceitabilidade das formula¢des em relacdo ao sabor. O atributo mais
citado pelos julgadores na aplicagdo da metodologia CATA (Check All That Apply) foi a
textura firme. A massa com Spirulina microencapsulada mostrou-se uma alternativa de
alimento nutritivo e funcional. O estudo também mostrou que as pessoas estdo comecgando a
aceitar a incorporacao de ingredientes diferentes para a elaboracdo de alimentos.

Palavras-chave: Spirulina. Massa. Microencapsulagao.






ABSTRACT

Cereal products, such as fresh pasta, are appropriate food options for the incorporation of
functional ingredients, because of their convenience, palatability and because they are
consumed by people of different age groups and at different places. In recent years, various
ingredients have been used in the production of fresh pasta to improve and / or confer
functional properties. Microalgae are becoming a promising alternative for food application
because they are able to improve nutritional content and add functional value to food.
Spirulina sp. it stands out among microalgae, because it is safe for consumption, it presents
balanced chemical composition, with high protein content, vitamins, antioxidants due to the
presence of phycocyanin and phenolic compounds. On the other hand, it has as its
characteristic unpleasant taste and odor and when subjected to high temperatures, may have
its antioxidant capacity affected. One way of ensuring the acceptability of the product by the
consumer and ensuring the properties of Spirulina is by microencapsulating its biomass with a
water insoluble capsule before adding it to the fresh mass in a way that does not modify the
desired sensory characteristics of this product. The objective of the dissertation was to
contribute to the development of functional foods added to the microalga Spirulina platensis.
The work was divided in 2 studies, being the elaboration and characterization of the
microparticles over time (0, 7, 14 and 30 days) and sensory analysis of the fresh mass added
of the microparticles at the initial time. The formation of a microparticle with sodium alginate
and calcium chloride was able to entrap more Spirulina in relation to the total solids, ratio 1:
1. This microsphere showed low solubility in water and, in addition, protected the
antioxidants of Spirulina sp. when subjected to the heat treatment. Regarding the shelf-life
study, the addition of microencapsulated Spirulina in the mass affected the parameters of
cooking, texture and color when compared to the control mass. The sensorial analysis showed
that there was no difference in the acceptability of the formulations in relation to the flavor.
The attribute most cited by the judges in the application of the CATA (Check All That Apply)
methodology was the firm texture. Mass with microencapsulated Spirulina proved to be a
nutritious and functional food alternative. The study also showed that people are beginning to
accept the incorporation of different ingredients for food processing.

Key-words: Spirulina sp. Pasta. Microencapsulation
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1 INTRODUCAO

A tendéncia do consumidor ¢ utilizar alimentos que sejam praticos, de facil preparo,
mas que nao se destinam apenas a satisfazer suas necessidades nutricionais basicas, mas que
passam a oferecer maiores beneficios a satde (DE VITA et al., 2017). Neste contexto, além
dos alimentos naturalmente funcionais, tem se desenvolvido alimentos enriquecidos com
substancias naturais para que sejam consumidos com a finalidade de redugdo do risco de
doengas, os quais sdao considerados alimentos funcionais (BRASIL, 1999). Dentre os
ingredientes funcionais, encontram-se os antioxidantes e as fibras (PAUCAR-MENACHO et
al., 2008).

A presenga de antioxidantes em alimentos ¢ fundamental para controlar ou prevenir os
processos de oxidacdo que levam a deterioracdo do produto, visto que os antioxidantes
sequestram os radicais livres (SHAHIDI; ZHONG, 2015). O consumo de antioxidantes
através da dieta fornece o aporte de antioxidantes exodgenos, contribuindo com sistema
antioxidante endogeno na neutralizagdo dos radicais livres, que podem prejudicar as células
do organismo, levando ao envelhecimento precoce e até mesmo ao cancer (SHINDE; GANU;
NAIK, 2012). Considerando estes fatores, busca-se o desenvolvimento de alimentos
industrializados que possam ser veiculos de antioxidantes e outros ingredientes funcionais,
disponibilizando estes compostos para a manutengdo da integridade nutricional e funcional do
produto industrializado e tornando-o uma opg¢ao saudavel ao consumidor.

A massa fresca tipo talharim ¢ um alimento de facil preparo, consumida por pessoas
em diferentes faixas etdrias e em larga escala (OLIVIERO; FOGLIANO, 2016). O ingrediente
principal da massa fresca ¢ a farinha de trigo branca que ¢ constituida basicamente por
carboidratos. Diante disso, torna-se uma boa alternativa de alimento para a incorporacdo de
ingredientes de forma que melhore o aspecto da massa, aumente o teor de proteinas e também
confira propriedades funcionais, através das fibras e antioxidantes.

A microalga Spirulina ¢ considerada segura para o consumo (BELAY et al., 1993),
apresenta elevado teor proteico (46 % a 63 %) (BECKER, 2007), vitaminas, minerais
(BELAY et al., 1993), além de ser considerada uma boa fonte de antioxidantes naturais, como
os pigmentos soliveis em 4agua, a ficocianina e os compostos fendlicos (ISMAIEL; EL-
AYOUTY; PIERCEY-NORMORE, 2016), sendo uma fonte ideal de ingredientes funcionais
para ser incorporada em alimentos basicos, como a massa fresca tipo talharim, com a

finalidade de agregar valor nutricional e transformé-la em um alimento funcional.



24

Uma das desvantagens da adicdo da microalga em alimentos ¢ o seu sabor e odor
caracteristicos, que ndo sao bem aceitos pelo consumidor, principalmente em regides em que
ndo ha o habito de consumo da microalga. Além disso, sabe-se que a ficocianina, principal
antioxidante presente na microalga Spirulina, bem como os compostos fenolicos, sdo
instaveis a temperatura. Desta forma, as condi¢des de processamento de alimentos podem
acarretar em perdas do potencial antioxidante da microalga nos produtos em que estiver sendo
adicionada. Pesquisas realizadas demonstram a instabilidade do potencial antioxidante da
Spirulina em sistemas lipidicos e aquosos. Para manter o potencial do antioxidante, a
biomassa deve ser armazenada de forma adequada devido a instabilidade térmica e fotolitica
(COLLA et al., 2017). A encapsulagdo, com agentes soliveis em agua, ndo promove a
protecdo do antioxidante (MORTARI, 2018).

Uma forma de proteger os antioxidantes e mascarar o sabor e o odor desagradaveis da
Spirulina platensis ¢ através do uso da técnica de microencapsulagdo, com agentes insoliveis
em agua. A microencapsulacdo consiste no aprisionamento da biomassa da microalga em
substancias que atuam como revestimento, controlando a liberagdao da biomassa em local
determinado. Esta técnica atua como uma barreira das condi¢des adversas do ambiente
(SANCHEZ et al., 2016). Portanto, a microencapsulagdo além de proteger os antioxidantes da
degradagdo, podera contribuir para mascarar o sabor e odor caracteristicos da microalga.

A presente dissertacdo se enquadra na linha de pesquisa de “processos biotecnologicos
e ndo convencionais na produgao de alimentos e ingredientes”, dentro do projeto de pesquisa
de “desenvolvimento de produtos e processos para a industria de alimentos”. A
microencapsulagdo como processo de protecdo de antioxidantes para serem adicionados a
massa para obten¢do de um alimento funcional, aliado ainda ao fato de que a fonte de
antioxidantes ¢ a biomassa microalgal obtida por processos biotecnoldgicos inclui este projeto
nesta linha de pesquisa, na grande area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Este projeto ¢
de grande interesse para as industrias de produtos a base de cereais e aos consumidores, pois
sera um produto com maior teor de nutrientes.

Objetivou-se desenvolver massa alimenticia tipo talharim adicionada de Spirulina
microencapsulada. Os objetivos especificos foram: desenvolver microcapsulas de Spirulina
platensis utilizando agentes encapsulantes insoltveis em agua e caracterizar as microcapsulas
obtidas; verificar se a microencapsulagdo mantem as propriedades antioxidantes da Spirulina
nas condigdes de processamento da massa alimenticia; avaliar se a adicdo da Spirulina

microencapsulada altera as propriedades tecnoldgicas e as caracteristicas fisico-quimicas na
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massa fresca tipo talharim ao longo do tempo; avaliar se a adi¢dao de Spirulina livre e

encapsulada altera as caracteristicas sensoriais da massa tipo talharim.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Os consumidores estdo cada vez mais preocupados com a sua saude e isso levou ao
interesse em alimentos que contem ingredientes bioativos ou funcionais (HYGREEVA;
PANDEY; RADHAKRISHMA, 2014). Os alimentos funcionais definem-se basicamente por
alimentos que apresentem um efeito potencialmente positivo sobre a satide além da nutricao
basica, ajudando a promover condigdes de satde otimas e a reduzir o risco de doencas nao
transmissiveis (GRANATO et al., 2017).

Os alimentos funcionais incluem os alimentos tradicionais com substancias bioativas de
ocorréncia natural, como fibras dietéticas; os alimentos suplementados com substincias
bioativas, como antioxidantes, probidticos; e derivados de ingredientes alimentares
introduzidas em alimentos convencionais, como os prebidticos (AL-SHERAIJI et al., 2013).
Diante disso, percebe-se que os alimentos funcionais nao sao medicamentos como capsulas,
por exemplo, mas sao consumidos como parte de uma dieta normal (GRAJEK; OLEJNIK;
SIP, 2005).

Os antioxidantes naturais, por exemplo, ao serem consumidos, podem prevenir o
surgimento de varias doengas (YASHIN et al., 2013). Porém, antioxidantes de origem natural,
geralmente sdo facilmente oxidados e sensiveis ao calor e a luz, limitando a sua aplicacao,
tornando-se um desafio para a industria (CHAO et al., 2011; LOZANO-VAZQUEZ et al.,
2015).

Os alimentos funcionais estdo ganhando destaque e estdo se tornando parte da dieta
diaria do consumidor. Estima-se que em 2020, o mercado global de alimentos e bebidas
funcionais, possa valer 192 bilhdes de dolares (KAUR; SINGH, 2017). Por mais que cres¢a
em um ritmo bom, ainda ¢ desafiador para os fabricantes desses alimentos, pois estes deverao

atender as expectativas dos consumidores (MENEZES et al., 2011).
2.2 SPIRULINA PLATENSIS
A microalga Spirulina ou também chamada de Arthrospira, ¢ unicelular e

fotossintetizante, compreende as cianobactérias filamentosas com formato espiral (Figura 1).

Os filamentos helicoidais t€m comprimento de aproximadamente 200 a 300 pm e 5 a 10 um
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de largura. A microalga cresce em ambientes aquaticos e salinos, tém alta tolerancia a pH
alcalino e ¢ de facil cultivo (CHRONAKIS et al., 2000; CIFERRI; TIBONI, 1985; RANGEL-
YAGUI et al., 2004).

Figura 1- Foto microscOpica da microalga Spirulina platensis
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Fonte: Silva, (2008).
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A célula da Spirulina possui uma membrana plasmatica contornada por multicamadas
da parede celular e estas sdo recobertas por uma céapsula formada de polissacarideos. A
possibilidade de assimilagdo ¢ digestdo da Spirulina se da pela auséncia de celulose
(BLINKOVA; GOROBETS; BATURO, 2001; VONSHAK; TOMASELLI, 2000).

A composigdo quimica da Spirulina platensis ¢ variavel, dependente das condigdes de
cultivo, mas em base seca, geralmente apresenta elevado teor proteico (46% a 63%),
carboidratos (8% a 14%) e lipidios (4% a 9%) (BECKER, 2007). Além disso, esta microalga
¢ considerada uma das fontes mais ricas em pro-vitamina A (beta-caroteno) e ferro absorvivel,
apresenta altos niveis de vitaminas, C e as do grupo B (B1, B2, B3, B6 ¢ B12), minerais
(potassio, cobre, calcio, manganés, magnésio, fosforo, sodio e zinco) (BELAY et al., 1993;
HABIB et al, 2008). Ainda contém outros compostos bioativos, como carotenoides,
ficocianina, clorofila, vitaminas e 4cidos graxos polinsaturados (incluindo os gama linolénico
e linoleico) (LEMES et al., 2012). Apresenta alta digestibilidade, baixa concentragdo de
acidos nucleicos e perfil de aminoacidos semelhante ao recomendado pela Organizagdo das
Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentagio (FAO) (ROMERO GARCIA; ACIEN
FERNANDEZ; FERNANDEZ SEVILLA, 2012).

A Spirulina possui propriedades nutricionais e terapéuticas, fazendo dela um 6timo
alimento ou ingrediente alimentar, além de uma alternativa eficiente para o desenvolvimento
de produtos nutracéuticos (AMBROSI et al., 2008).

A microalga Spirulina platensis ¢ utilizada na alimenta¢do ha muitos anos devido ao

alto teor proteico, alta digestibilidade e pela composi¢ao de aminoacidos essenciais (DEMIR;
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TUKEL, 2010). O uso da Spirulina ¢ autorizado como complemento alimentar no Japdo,
Europa e Estados Unidos pelo FDA (Food and Drug Administration) sem causar efeitos
toxicos ao organismo (BELAY et al., 1993), pois ¢ classificada como GRAS (Generally
Recognizes As Safe), o que garante seu uso de forma segura e nutritiva tanto na alimentagao
humana, quanto animal (ESTRADA; BESCOS; DEL FRESNO, 2001; WANG et al., 2007).
No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA, 2009) permite a
comercializa¢ao da Spirulina na forma de capsulas, comprimidos e tabletes. Em outras formas
de apresentacdo, ¢ permitido desde que o produto final ao qual o microrganismo foi
adicionado seja devidamente registrado, atendendo os requisitos especificos para o registro de
novos alimentos. Também deve apresentar especificagdes dos ingredientes, incluindo a
identificacdo da espécie da alga e o local de cultivo (ANVISA, 2008).

A Spirulina platensis, além das proteinas convencionais, contém ficobiliproteinas, que
sdo proteinas coloridas, soliveis em agua, que funcionam como receptores de luz para a
fotossintese. A estrutura destes ¢ constituida por cromoforos ligados a residuos de cisteina de
uma apoenzima. As ficobiliproteinas sdo classificas com base nas suas cores, a ficoeritrina
(rosa-vermelha), aloficocianina (verde-azul) e a ficocianina (azul) (SANTIAGO-SANTOS et
al., 2004).

A ficocianina, um pigmento de coloragdo azulada, ¢ utilizada nas industrias como
corante natural. Além desta fungdo, alguns pesquisadores observaram que pode apresentar
atividade anti-inflamatoria, antioxidante e propriedades contra o cancer (REDDY et al., 2003;
SOUZA et al., 2006; VONSHAK, 1997). A fracdo proteica da Spirulina pode conter até 20%
de ficocianina em massa seca da Spirulina, sendo considerada uma boa fonte deste pigmento
(SU et al., 2014).

A ficocianina ¢ estavel por longos periodos em temperaturas mais baixas, mas ao
submeter a temperaturas elevadas, acima de 40°C, torna-se instavel (SARADA; PILLAI
RAVISHANKAR, 1999). A degradagdo da ficocianina depende da agregacdo da proteina,
sendo que ¢ influenciada pela luminosidade, pH, temperatura e concentragdo proteica
(JESPERSEN et al., 2005).

Alguns autores estudaram a influéncia da temperatura sobre a ficocianina e
constataram que a 60 °C e 70 °C ocorreu a desnaturacdo (EDWARDS et al., 1997), ja outros
autores relataram a estabilidade da ficocianina nas temperaturas de 9 °C a 25 °C em relagao
ao pH do extrato na faixa de 5 ¢ 7,5 (SARADA; PILLAI; RAVISHANKAR, 1999).

O interesse na ficocianina se da por ser considerada um poderoso antioxidante natural

(BERMEJO; PINERO; VILLAR, 2008; ERIKSEN, 2008; ESTRADA; BESCOS; DEL
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FRESNO, 2001; SPOLAORE et al., 2006), sendo que os antioxidantes nos alimentos tém a
capacidade de aumentar a vida de prateleira, principalmente por retardar ou inibir a oxidacao
lipidica (MAQSOOD; BENJAKUL; SHAHIDI, 2013), pois agem como sequestrantes de
radicais e como protegdo contra a propagagio da cadeia oxidativa (LOPEZ et al., 2011).

A maioria dos antioxidantes sdo compostos aromaticos que contém pelo menos uma
hidroxila. Os compostos fendlicos apresentam um ou mais grupos de hidroxilas que sdo
utilizados como antioxidantes (ARAUJO, 1995).

A classificagdo dos antioxidantes se da pela sua origem, sendo sintéticos ou naturais.
Os antioxidantes sintéticos sdo volateis e podem se decompor em temperaturas altas; sao
adicionados nos alimentos sem a inten¢do de nutrir, mas retardar as alteragdes oxidativas do
alimento. Os mais utilizados pela industria sdo os compostos fenolicos butil-hidroxianisol
(BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ) e o galato de propila
(PG) (TAKEMOTO; TEIXEIRA FILHO; GODOQY, 2009).

O uso e a quantidade dos antioxidantes sintéticos sdo controlados no Brasil pelo
Ministério da Saude, sendo que algumas pesquisas mostraram que determinadas quantidades
destes sdo toxicos para os animais. Diante disso, a industria estd tentando substituir os
antioxidantes sintéticos pelos naturais, de forma que ndo apresente risco a saude do
consumidor (BOROSKI et al., 2015). Porém, essa substitui¢do ainda ¢ um desafio para a
industria.

Os antioxidantes naturais atuam na manutencdo da saude e prevencao de doencas,
além de manterem as propriedades sensoriais € quimicas dos alimentos, evitando o processo
oxidativo. Os mais conhecidos sdo as enzimas, as vitaminas e os compostos fendlicos, sendo
que os antioxidantes mais abundantes encontrados na natureza pertencem ao grupo dos

compostos fendlicos (BOROSKI et al., 2015).

2.3 ENCAPSULACAO

A encapsulacdo com biopolimeros ¢ um processo que tem chamado a aten¢do dos
estudiosos devido a variedade de aplicagdo, pois pode ser aplicado em muitas areas, como na
agricola, farmacéutica, médica e de alimentos (BUREY et al., 2009).

O processo de encapsulagao consiste no aprisionamento de células, enzimas ou
ingredientes alimentares (compostos de sabor, pigmentos, acidulantes, nutrientes,
conservantes) (GIBBS et al., 1999) em substancias que atuam como revestimento,

controlando a liberagdo do material encapsulado em local determinado (BAKOWSKA-
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BARCZAK; KOLODZIEJCZYK, 2011), além disso, a encapsulagdo também ¢ utilizada para
mascarar odores ou sabores desagradaveis (GIBBS et al., 1999). O material interno a capsula
¢ denominado de material ativo, recheio ou nucleo, enquanto o externo, agente encapsulante,
parede ou membrana, sendo que estes materiais de revestimento podem ser heterogéneos ou
homogéneos (SUN et al., 2013).

As capsulas formadas podem ser caracterizadas como reservatério, matriz € matriz
revestida (Figura 2). As cépsulas do tipo reservatoério apresentam uma camada ou uma céapsula
em torno do material nucleo, ja o tipo matriz, tem o material niicleo disperso sobre o material
encapsulante e/ou sob a superficie, enquanto que a combinagcdo da capsula do tipo
reservatorio com a do tipo matriz, forma um terceiro tipo, a matriz revestida (ZUIDAM,;

NEDOVIC, 2010), ou seja, ¢ uma camada adicional a cépsula ja formada.

Figura 2 — Tipos de capsulas.

Reservatorio Matriz Matriz revestida

Fonte: ZUIDAM; NEDOVIC (2010).

O objetivo da microencapsulacdo ¢ construir uma barreira entre o componente da
capsula e as condi¢des adversas do ambiente (SANCHEZ et al., 2016) como a umidade, luz,
oxigénio (FANG; BHANDARI, 2010), pH e libera-lo em locais especificos do organismo
(MENEZES et al., 2013).

O mecanismo de liberagdo do material nucleo da capsula ¢ de acordo com a natureza
do agente encapsulante, sendo que a liberagdo pode ser pela difusdo através da membrana da
parede da céapsula ou pelos poros presentes na estrutura da capsula, também pode ser através
do relaxamento das cadeias poliméricas da cépsula ou por estimulos ambientais como
alteragdes no pH, forga ionica, temperatura, entre outros (JAGTAP; MOHAN; SHUKLA,
2016).

As cépsulas, particulas ou esferas s3o classificadas de acordo com o seu tamanho,
sendo macrocapsulas (> 800 um), microcapsulas (3 um — 800 um) e nanocapsulas (< 1 um)
(LEE, 2014). As microcapsulas podem ter formato esférico, tubular, oval ou irregular

(KHADIRAN et al., 2015), sendo que o formato varia em fung¢do do método e do material
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encapsulante escolhido. A elaboragao das microcépsulas pode ser realizada por trés técnicas
métodos, tais como quimicos, fisico-quimicos e fisico-mecanico.

A escolha do método depende da aplicacdo da microcapsula, o tamanho desejado, o
mecanismo de liberacdo e as propriedades fisico-quimicas do material ativo e do agente

encapsulante.

2.3.1 Agentes encapsulantes

Os agentes encapsulantes utilizados no processo de encapsulacdo podem ser polimeros
naturais ou sintéticos, dependendo do material nicleo, o processo de encapsulagdo e as
caracteristicas desejadas (SANCHEZ et al., 2016). Estes devem ser de grau alimenticio,
biodegradaveis e capazes de proteger o material nucleo, além de proporcionar uma boa
estabilidade durante o processamento e também nos produtos finais. Os materiais mais
utilizados para aplicacdo em alimentos sao os polissacarideos (NEDOVIC et al., 2011).

A escolha do agente encapsulante depende de alguns fatores, entre eles o processo
utilizado para a formacdo da microcapsula, o mecanismo de liberagdo ideal e a nao
reatividade com o material a ser encapsulado (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA,
2008). A funcdao do agente encapsulante ¢ proteger o material nicleo, garantindo uma
liberagdo controlada (WURTH; FOERST; KULOZIK, 2016), mas, além disso, também pode

ser utilizado como cobertura para a microcapsula.

2.3.1.1 Alginato de sédio

O alginato ¢ um polimero natural, extraido a partir de algas marrons. Caracteriza-se
por ser um polissacarideo anionico linear, composto de acidos a-L-guluronicos (unidades G) e
acidos B-D-manuronico (unidades M), ligados de forma linear por ligagdes glicosidicas a (1,
4) (EL-GHAFFAR et al., 2012).

Os géis de alginato sdo formados na presenca de cations divalentes e trivalentes
através da ligagdo idnica, formada entre a carga positiva ¢ os pontos de ligacdo negativos
presentes na estrutura do alginato quando estd em solucdo aquosa (CRUZ et al., 2017).

O mecanismo que regula a capacidade de gelificagdo esta diretamente correlacionado
com a quantidade de blocos G presentes na cadeia, pois apenas o acido a-L-gulurénico tem
funcao na formagdo do hidrogel. Este mecanismo ¢ o modelo caixa de ovo, no qual os blocos

G formam cavidades que funcionam como um local de ligacdo para os cations bivalentes e se
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organizam por toda a volta criando uma estrutura comparavel a uma caixa de ovo (SIKORSKI

etal., 2007; STEWART et al., 2014).

2.3.1.2 Pectina

A pectina ¢ um polissacarideo linear, solivel em agua e derivado principalmente da
casca de frutas citricas ou do bagaco da maca. A estrutura da pectina ¢ uma cadeia linear de
D-galacturonico com ligacdes glicosidicas a-(1,4), ocasionalmente ¢ interrompida por L-
ramnose ligada a 1,2 e pelo menos 17 monossacarideos diferentes (NESIC et al., 2017).

Uma importante habilidade da pectina ¢ a formagao de gel. A formagdo de hidrogel
pela pectina pode ser induzida através da reticulacdo com ions de célcio e ocorre uma reagao
sinérgica com o alginato (AXELOS et al., 1991).

Na industria de alimentos, a pectina ¢ reconhecida como segura (GRAS) pela Food
and Drug Administration ¢ em produtos alimenticios ¢ usada como agente gelificante,
estabilizadante ou espessante (ESPITIA et al., 2014). Porém, a pectina ¢ resistente as

proteases, mas ¢ degradada pela flora bacteriana do c6lon (URBANO, 2004).

2.3.1.3 Quitosana

A quitosana ¢ um polissacarideo catidnico, de origem animal, composta por unidades
B- (1-4) ligada a D-glucosamina (unidade desacetilado) e N-acetil-D-glucosamina (unidade de
acetilacdo). A obten¢do da quitosana ocorre através da desacetilagdo alcalina da quitina,
presente no exoesqueleto de insetos, crustaceos e na parede celular de fungos.

A quitosana, considerada uma amina catidnica, possui grupamentos disponiveis para
as reagdes quimicas, sendo que estes podem adquirir carga positiva em solugdes acidas o que
explica a sua capacidade de se solubilizar em acidos organicos (TOLEDO; SOUZA SOARES,
2016). A quitosana ¢ insoluvel em agua, apresenta solubilidade em solucdes de acidos
diluidas em pH abaixo de 6,0 (DASH et al., 2011).

A quitosana tem ganhado atencdo entre os diferentes agentes encapsulantes para
liberacao controlada (YAN et al., 2014). Apresenta baixa toxicidade, ¢ uma fonte renovavel,
biodegradavel e biocompativel, além disso, possui atividade microbiana, antifingica e
antioxidante (ELSABEE; ABDOU, 2013).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2016), a alega¢cdo da quitosana ¢é

que esta auxilia na redu¢do da absor¢do do colesterol e da gordura, mas o seu consumo deve
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estar associado a habitos de vida saudaveis e uma alimentacdo de forma equilibrada. Esta
alegacao pode ser utilizada desde que a por¢ao do produto pronto para o consumo forneca no
minimo 3 g de quitosana.

Ahmadi et al. (2015), descrevem que a quitosana por ser uma molécula cationica, que
suas cargas positivas tem a capacidade de se ligar com os lipidios carregados negativamente,
gorduras e acidos biliares. A quitosana pode ser solubilizada em solucdes acidas e ao elevar o
pH, pode ocorrer a precipitagdo devido a desprotonacao dos grupos amino. Portanto, quando a
quitosana entrar em contato com o pH do estdmago, ela solubiliza e pode atrair goticulas
negativas de trigliceridios, acidos graxos, acidos biliares, colesterol, ligando-se as goticulas
de gordura presentes no estdmago e depois precipita antes de serem absorvidos na corrente
sanguinea (CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2005).

A capacidade da ligagdo entre a quitosana e a gordura se deve pelas caracteristicas
fisicas e quimicas da quitosana, incluindo o grau de desacetilagdo, peso molecular ¢ a
viscosidade (VAHOUNY et al., 1983). A quitosana com alto peso molecular e alto grau de
desacetilacdo (> 90%), proporciona uma melhor ligagdo com a gordura (DEUCHI et al.,
1995).

A solubilidade dos hidrogéis de quitosana depende da associagdo com outros
polimeros, sendo que sdo sensiveis a pH acidos e basicos. Uma caracteristica da quitosana ¢ a
possibilidade de modificagdes estruturais, obtendo interagdo quimica e resisténcia mecanica,
sendo que as interagdes quimicas podem ser alcangadas através do uso de agentes reticulantes
(GEORGE; ABRAHAM, 2006; TORRES et al., 2005). A reticulagao das cadeias poliméricas
da quitosana ¢ uma alternativa para a solubilidade do hidrogel de quitosana em meio acido.

Os hidrogéis sao redes reticuladas formadas pelos mesmos ou diferentes polimeros,
que apresentam elevada capacidade de absorcao de agua (AHMADI et al., 2015). Os grupos
hidrofilicos permitem a absorcao de liquidos aquosos e agua, logo, o hidrogel ird expandir,
mas devido a estrutura das ligacdes cruzadas evitara a sua dissolu¢do, ou perda da sua

integridade estrutural, ocupando assim um volume maior (PEPPAS, 2000).

2.3.2 Encapsulacio por gelificacio

A técnica de gelificagdo i0nica ou extrusdo ¢ um processo fisico que tem como
finalidade a microencapsulagdo do bioativo desejado em polimeros, tais como alginato e
pectina. Este método consiste em langar a solucdo contendo o polimero e o agente bioativo

por gotejamento, através de um bocal de alta pressao, em uma solugdo contendo cloreto de
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calcio (CaCly), para que ocorra a solidificacdo por gelatinizagdo iOnica. Nesse processo, o
calcio difunde-se para o interior das gotas do polimero (BUREY et al., 2008).

Portanto, quando duas solugdes com cargas opostas sdo misturadas, pode-se dizer que
estes complexos de polieletrdlitos formados sdo resultado de interagdes eletrostaticas entre os
dois ions (YAO et al., 1997).

A gelificagdo i0nica pode ocorrer por duas técnicas, a gelificacao interna e externa. Na
gelificag¢do externa ¢ introduzida uma solug¢@o polimérica com carga negativa em uma solucdo
i0nica carregada positivamente. A gelificacdo ocorre através da difusdo dos cations para
dentro da solucao do hidrocoloide, formando superficies solidas e nicleos ndo gelificados
(CHAN; LEE; HENG, 2006).

As particulas sdo produzidas através da formagao da gota e endurecimento desta. Apos
a formagao, as particulas ficam sob agitagdo por um determinado periodo de tempo, pois as
ligagdes cruzadas desenvolvem-se lentamente da superficie para o interior da particula
gelificada (ROCHA, 2001).

A técnica de gelificagao interna ¢ baseada na mistura de uma forma inativa do ion de
reticulagdo com a solu¢ao do polimero carregado negativamente. Este método permite uma
formagdo lenta e controlada dos géis, resultando em uma distribuicdo homogénea do
polimero, como por exemplo, alginato (VICINI et al., 2015).

As particulas obtidas por gelificagdo apresentam baixa resisténcia mecanica e elevada
porosidade, podendo ocasionar a difusdo do material encapsulado. Uma alternativa para que
1sso ndo ocorra € o recobrimento com polieletrolito de carga oposta a apresentada pelo gel,

por interacdo eletrostatica (BERGER, 2004; PATIL, et al., 2010).

2.4 PRODUTOS A BASE DE TRIGO

O consumo de alimentos a base de cereais ¢ muito importante, pois fornece uma parte
significativa de energia e proteina na dieta humana (HENRY; RANGAN; FURTADO, 2015).
O Brasil produziu 4.241.602 toneladas de trigo na safra de 2017 (IBGE, 2018), sendo que a
moagem do endosperma deste grdo resulta na farinha que é o principal ingrediente para a
elaboragao de muitos produtos.

O grao de trigo ¢ uma boa fonte de carboidratos, proteinas e fibras, sendo que ¢ a
principal matéria-prima utilizada para a elaboracdo de alimentos consumidos diariamente, seja
na forma de massas, paes, biscoitos, entre outros, logo estd diretamente ligada na qualidade

destes produtos (SCHEUER et al., 2011).
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A farinha de trigo ¢ um produto elaborado a partir das espécies de trigo do género
Triticum ou por combinagdes por meio de trituragdo ou moagem dos graos de trigo (BRASIL,
2005), retirando o maximo de endosperma, livre de farelo e germe (GUTKOSKI; ANTUNES;
ROMAN, 1999). As principais espécies de trigo indicadas para a elaboracdo de massas
alimenticias de alta qualidade sdo o Triticum durum (trigo duro) (HOSENEY; ROGERS,
1990). A farinha produzida a partir de Triticum durum tem qualidade de glaten para a
producdo de massas alimenticias e apresenta coloracdo amarelada devido aos pigmentos
carotenoides (CHANG; FLORES, 2004).

A composi¢do da farinha de trigo, em geral, ¢ de aproximadamente 70% a 75% de
amido, 12% a 14% de agua, 8% a 16% de proteinas. Os constituintes menores, como 0s
polissacarideos ndo amildceos compreendem 2% a 3%, os lipideos 2% e minerais 1%
(MORITA et al., 2002).

A determina¢do da qualidade da farinha de trigo ¢ fundamental para saber a
capacidade que a farinha terd para obter um produto final com caracteristicas ideais que atraia
o consumidor. A qualidade da farinha ¢ determinada por analises fisicas, quimicas,
enzimaticas e reologicas que dependem do tipo ¢ do produto que se deseja obter (RASPER,
1991).

A avaliacdo reoldgica da farinha ¢ de suma importancia, pois ajuda a predizer as
caracteristicas de processamento da massa e a qualidade do produto final, sendo que as
caracteristicas reologicas dependem da qualidade e da quantidade das proteinas presentes no
grao de trigo (GUTKOSKI; FILHO; TROMBETTA, 2002). E que por sua vez, a composi¢ao
proteica do trigo influencia nas propriedades da farinha, logo, influencia na qualidade da
massa.

Os principais tipos de proteinas presentes na farinha de trigo sdo as albuminas
(soltiveis em agua), as globulinas (soltveis em solugdes salinas), as gliadinas (soluveis em
agua e alcool) e as gluteninas (parcialmente soliiveis em agua e solucdes de acidos diluidos)
(BOBBIO; BOBBIO, 2001).

Geralmente as proteinas do trigo sdo divididas em dois grupos, um formado pelas
albuminas e globulinas, ndo formadoras de gliten, que representam 15% das proteinas totais
do trigo e outro, formado pelas gliadinas e gluteninas, formadoras de glaten, que
compreendem os 85% das proteinas do grao (NASCIMENTO, 2008).

As gliadinas, proteinas de cadeia simples, extremamente pegajosas, sao responsaveis
pela consisténcia e viscosidade da massa, e apresentam pouca resisténcia a extensdo. As

gluteninas, proteinas de cadeias ramificadas, sao responsaveis pela extensibilidade da massa.
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A mistura da farinha de trigo e os demais ingredientes da massa com dagua, sob
homogeneizagdo mecanica, ocasiona a hidratacdo das proteinas do trigo (gliadinas e
gluteninas), formando um complexo protéico pela sua associacdo através de pontes de
dissulfeto a que se denominam de gluten (MANDARINO, 1994).

Neste contexto, o trigo € o Unico cereal que contém as proteinas em quantidade e com
qualidade necessarias para a fabricacdo de massas, visto que ¢ um alimento bésico produzido
a partir de cereais, consumida em muitos paises como uma por¢do dominante da dieta
(OLIVIERO; FOGLIANO, 2016). Sao produzidas em varios paises, sendo que no ano de
2017, o Brasil ficou em terceiro lugar, enquanto a Itadlia em primeiro no ranking de vendas de
toneladas de massas alimenticias (ABIMAPI, 2018). A massa tornou-se popular devido as
caracteristicas sensoriais e por ser considerada de facil e rdpido preparo e de baixo custo
(WOITOWICZ; MOSCICKI, 2014), tornando-se uma opgio apropriada para ser transformada
em alimento funcional através da incorporacdo de ingredientes adequados
(PRABHASANKAR et al., 2009), ja que é um alimento a base de carboidratos (HAGER et
al., 2013), com teor reduzido de fibras, vitaminas, minerais e proteinas (MINGUITA et al.,
2015).

A massa ¢ definida como um produto ndo fermentado, obtida pelo amassamento
mecanico da farinha de trigo (Triticum aestivum L. e/ou de outras espécies do género
Triticum), e/ou derivados de trigo Durum (Triticum durum L.) com agua, com adi¢do ou nio
de outros ingredientes permitidos (BRASIL, 2005). O cozimento das massas requer alguns
minutos para gelatinizar completamente o amido, pois tradicionalmente sdo produzidas com
trigo duro (WOJTOWICZ; MOSCICKI, 2014).

A elaboracdo da massa ¢ um processo relativamente simples. Geralmente a massa
fresca comercial ¢ produzida com trigo duro, ovo fresco pasteurizado e agua,
aproximadamente 35%, enquanto que as massas secas apresentam teor de umidade de 11,5%
(IAMETTI et al., 1999). Portanto, a massa fresca ¢ submetida a um processo parcial de
secagem, logo, a vida de prateleira ¢ em torno de 30 dias (MALUF et al., 2010).

A adig@o de ovos na massa tem como finalidade melhorar a cor, sabor ¢ aumentar o
valor nutricional (IAMETTI et al., 1999). Por outro lado, a adigdo de compostos bioativos na
massa pode ser afetada durante o preparo e o cozimento da mesma (KILL; TURNBULL,
2007).

Ao se tratar da qualidade da massa, os pardmetros mais importantes para os
consumidores s3o0 a textura e a aparéncia, durante e apds o cozimento, além do sabor e odor.

Outros parametros que devem ser inclusos € o tempo de cozimento, a quantificacdo de agua
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absorvida, as caracteristicas de superficie e as propriedades reoldgicas da pasta
(CASAGRANDI et al., 1999; LEMES et al., 2012; ORMENESE et al., 2004).

Em relacdo a nomenclatura das massas, estas ¢ de acordo com a sua forma, tipo e as
substancias adicionais e a classificacdo se da pelo teor de umidade, formato e composicao.
Quanto ao teor de umidade, sao dividas em massa fresca e seca. O formato ¢ divido em massa
comprida ou longa (tipo espaguete, talharim), massa curta (tipo concha) e massinha (tipo
alfabeto, estrelinha). A composi¢cdo ¢ dividida em massa mista (mistura de farinha de trigo
com outras farinhas), massa recheada (contém recheio com diferentes substancias alimenticias
aprovadas) e massa glutinada, super ou hiperglutinadas (preparada com farinha de trigo com

adi¢do de gluten) (BRASIL, 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratérios do Curso de Engenharia de

Alimentos e no Parque Cientifico e Tecnoldgico da Universidade de Passo Fundo.

3.1 MATERIAS-PRIMAS

A biomassa da microalga Spirulina platensis, cultivada na planta piloto do projeto de
biorrefinarias de microalgas, foi utilizada no estudo do processo de elaboracdo das
microcéapsulas. A biomassa foi padronizada em 40 mesh ou abertura de 420 pm.

A producdo de microcapsulas para a adicdo na massa fresca foi realizada com a
biomassa seca da microalga Spirulina sp. comercial (Qingdao sunrise biotechnology co. 1td).

Os reagentes utilizados como encapsulantes na elaboragdo das microcapsulas foram a
quitosana (Audaz Brasil), o alginato de sédio (Dindmica), o cloreto de calcio (Merck) e a
pectina (Vetec).

As massas foram elaboradas com farinha de trigo comercial propria para massas

frescas, doada pelo moinho Tondo S/A.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A pesquisa foi estruturada em dois estudos (Figura 3). No estudo 1 foram elaboradas e
caracterizadas as microcapsulas com Spirulina platensis, em seguida, definiu-se a
microcapsula para incorporar na massa fresca. No estudo 2 foram elaboradas 4 formulagdes
de massas frescas tipo talharim, sendo estas adicionadas da Spirulina sp livre, Spirulina sp.
microencapsulada, microcapsulas vazias e a massa controle (sem adi¢ao de Spirulina livre ou
encapsulada). A quantidade de Spirulina adicionada nas massas frescas foi de acordo com a
ingestao diaria permitida pelo FDA (3 g). As massas foram caracterizadas nos tempos de 0, 7,
14 e 30 dias para avaliar a qualidade destas durante o periodo de armazenamento. Ainda nesta
etapa, foi realizada a analise sensorial utilizando as escalas de aceitabilidade e intencao de
acdo e ainda a aplicagdo da metodologia CATA (Check All That Apply), ou Marque tudo que

se aplica ao produto.
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Figura 3 - Fluxograma dos estudos desenvolvidos no projeto.

~
 Elaboragao, caracterizacao e defini¢ao da
microcapsula
Estudo 1
J
~
* Elaboragao, caracterizagdo e andlise sensorial das
massas frescas tipo talharim
Estudo 2 )

Fonte: O Autor (2016).

3.3 ETAPA 1: ELABORACAO E CARACTERIZACAO DAS MICROCAPSULAS

As microcapsulas foram elaboradas pela técnica de gelificacdo idnica. A escolha da
microcapsula para incorporar na massa fresca tipo talharim foi baseada: no processo de
encapsulacdo, nos agentes encapsulantes utilizados, na quantidade de material nticleo capaz
de aprisionar e na solubilidade.

Desenvolveram-se 12 tipos de microcapsulas, conforme delineamento da Tabela 1,
que apresenta as principais variagdes de cada método. O Apéndice B exibe as defini¢des do
equipamento para a elaboragdo das microcépsulas e o Apéndice C mostra o detalhamento de

cada metodologia.
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Tabela 1 — Delineamento experimental utilizado para o desenvolvimento de microcapsulas através da técnica de

geleificacdo idnica.

Spirulina Metodologia

Teste Encapsulantes . .
P platensis utilizada

alginato de sodio (1,5%) reticulado em cloreto de

! calcio (1,1%) e revestida com quitosana (0,36%) 09¢ Ren etal. (2016)
. L 4 0 : ;
i b mntosty 198 R
3 dlginatode S"’d‘:éilt fs‘ﬁarig";‘;jjfs nasoluggode gy Renetal. (2016)
4 alginato de sodio (1',5%) reticuladas na solugdo de 0.9 ¢ Ren et al. (2016)
quitosana (1,2%)
. L1 0 - B
5  alginatode :33;2 Llljp/u)rz:iﬁa;% solugdo de 09¢g Ren et al. (2016)
,  alginato de sodio (ia?zg Eiilizl)ado com cloreto de 37¢  Renetal. (2016)
. alginato de sodio (iﬁi/iog Eiil(i)l/il)ado com cloreto de 185 ¢ Ren et al. (2016)
g alginato de sodio (iﬁ;/io; Eiilizlfdo com cloreto de 123 ¢ Ren et al. (2016)
o  @lginato de sédio (1351(‘;/2 ﬁtjcozlfdo com cloreto de 09¢g Ren et al. (2016)
. L1 0 - 0
oy e Kwanane
. s 4 o . o
o utadosno ot decicto (.00 275€ Kooetal 014
1 alginato de sodio (1,5%) e pectina (1,5%), 1.83 ¢ Koo et al. (2014)

reticulados no cloreto de calcio (2,0%)

3.3.1 Eficiéncia de encapsulacio

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada por métodos diferentes em cada fase do
projeto. Na fase de elaboracdo dos diferentes tipos de microcdpsulas, a eficiéncia de
encapsulacdo foi calculada em fung¢do da concentragdo de ficocianina liberada pela Spirulina
ndo encapsulada. Nesta etapa, foi utilizada Spirulina platensis produzida na planta piloto da
UPF Parque.

Ap6s definir a microcapsula para aplicar na massa, as microcapsulas foram produzidas
com Spirulina sp. comercial. Entretanto, a biomassa comercial pode apresentar mesclas de

espécies de Spirulina (platensis ou méxima), verificando-se ao longo dos estudos que o
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calculo de eficiéncia de encapsulagao por concentracdo de ficocianina nao era adequada.
Assim, na segunda etapa o célculo da eficiéncia de encapsulacao foi determinado por proteina

através do método de Kjeldhal (AOAC, 1995).
3.3.1.1 Determinacéao da eficiéncia de encapsulacéo por quantificacéo de ficocianina

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada de acordo com a quantidade de
ficocianina extraida na Spirulina platensis nao encapsulada (livre), comparada com a
ficocianina perdida nas etapas de encapsulacdo (separacao das capsulas da solucdo de coleta e
a lavagem das capsulas), utilizando a Equagdo 1. A concentragdo de ficocianina (Co) dos

extratos foi calculada de acordo com Bennett e Bogorad (1973), Equagdo 1.1.

Eficiéncia de encapsulacao (%)

(Co da Spirulina livre — Co perdida na encapsulagio) (1)
_ *100%

Co da Spirulina livre

mg ficocianina) _ Absey5 — 0,474. (Abses>)

Co( mL 534

(1.1)

A obtengdo do extrato aquoso da ficocianina da Spirulina livre foi de acordo com
Neves (2003) modificado por Mortari (2017). Submeteu-se 0,9 g de Spirulina platensis, com
granulometria média de 40 mesh com 100 mL de agua em ultrassom, por 9 ciclos, sendo que
o ciclo 1 corresponde a 5 min ligado e 5 min desligado. Posteriormente o extrato aquoso foi

centrifugado e filtrado.
3.3.1.2 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo através de quantificacao de proteinas

A eficiéncia de encapsulacao por quantificacdo de proteinas (Equagdo 2) tem como
objetivo comprovar a presenga de proteinas na biomassa de Spirulina sp. microencapsulada.
Foi quantificada a proteina na Spirulina livre, nas microcapsulas com Spirulina e nas
microcapsulas vazias.

A quantificagdo de proteina foi realizada pelo método de Kjeldhal (AOAC, 1995),

utilizando o fator de conversao 6,25 para converter o valor de nitrogénio total em proteina
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bruta. Posteriormente realizou-se um balanco de massa para determinar a eficiéncia de

encapsulacgao.

( g proteina )
g de Spirulina microencapsulada

( g proteina )
g de Spirulina
g de microcapsula

Eficiéncia de encapsulac¢io(%) = *100 (2)

g proteina
(g de Spirulina
g de microcapsula g da microcapsula

g proteina
g de Spirulina) (2.1)

) (g de Spirulina da microcapsula * (

3.3.2 Solubilidade em agua

A solubilidade das microcapsulas foi determinada pelo método gravimétrico publicado
por Eastman e Moore (1984) e citado por Cano-Chauca et al. (2005) com modificagdes
voltadas para o cozimento da massa. Esta metodologia consistiu na mistura de 0,5 g das
capsulas em 50 mL de dgua destilada. As microcépsulas foram adicionadas somente quando a
agua entrou em ebulicdo, sendo mantidas nesta condi¢cdo por 5 min. Posteriormente, essa
solucdo foi arrefecida até temperatura ambiente, centrifugada a 6800 rpm por 15 min, sendo
coletados 12,5 mL do sobrenadante e adicionados em cadinho de porcelana previamente
pesado e tarado, mantendo em estufa a 105 °C, até a evaporagdo completa da agua.

O percentual de solubilidade foi calculado de acordo com a equacgao 3.

. (gramas de sélidos em 12,5 mL de solugio) * 4 3)
% de solubilidade = (  sada amostra ) * 100

3.3.3 Estabilidade de antioxidantes das microcapsulas frente ao tratamento térmico em

agua

A microcépsula escolhida para ser adicionada na massa fresca, foi submetida a
tratamento térmico a 100 °C durante 5 min, a fim de verificar o efeito da prote¢do da
encapsulacdo sobre o potencial antioxidante da Spirulina sp. Este tratamento térmico
corresponde ao tempo de cozimento da massa fresca, produto alimenticio, onde as

microcapsulas foram adicionadas na etapa posterior deste trabalho.
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O potencial antioxidante foi

avaliado utilizando o 4cido 2,2-azinobis

(3-

etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS) como um radical livre, de acordo com o método

descrito por Re et al. (1999), a partir de extratos aquosos, obtidos a partir de diferentes

metodologias de extracdo, conforme Quadro 1. Para tal, foram utilizadas amostras de

Spirulina comercial seca em po6 e encapsulada. Portanto, os testes foram realizados utilizando-

se 0,71 g de Spirulina/100 mL de solugdo, ou 1,23 g de esferas com Spirulina/100 mL de

solugdo, a fim de manter a mesma rela¢do de Spirulina nos testes.

Quadro 1 - Metodologias de extracdo dos antioxidantes utilizadas nos estudos de rompimento da

Spirulina e esferas para determinagio da estabilidade do potencial antioxidante durante tratamento térmico.

Estudo amostra Abreviagao | Condigao
i Spirulina com citrato e agitagdo 1 S
Esfera de Spirulina com citrato e agitacao 1E
Spirulina com agua, liquidificador e 3 ciclos S
2
5 congelamento/descongelamento SC
Esfera de Spirulina com agua, liquidificador ¢ 3 ciclos E
2E
congelamento/descongelamento EC
Spirulina com agua, turrax e 3 ciclos S
3
; congelamento/descongelamento SC
Esfera de Spirulina com agua, turrax e 3 ciclos IE E
congelamento/descongelamento EC
Spirulina com agua, 3 ciclos de 4 S
congelamento/descongelamento e liquidificador SC
4
Esfera de Spirulina com agua, 3 ciclos de AE E
congelamento/descongelamento e liquidificador EC
Spirulina, maceragdo e 3 ciclos de 5 S
congelamento/descongelamento SC
5
Esfera de Spirulina imida, maceragdo e 3 ciclos de E
SE
congelamento/descongelamento EC
Spirulina com agua, 20 h de agitagdo 6 SSC
6
Esfera de Spirulina com agua, 20 h de agitagao 6 E EEC
Spirulina com agua, 20 h de agitacdo e 3 ciclos de S
7
congelamento/descongelamento SC
7
Esfera de Spirulina com agua, 20 h de agitagdo e 3 7 E
ciclos de congelamento/descongelamento EC

Legenda: S: Spirulina sp. sem aquecimento; SC: Spirulina sp.com aquecimento; E: esfera de Spirulina sp. sem
aquecimento; EC: esfera de Spirulina sp. com aquecimento
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3.3.3.1 Estudo 1 - Rompimento com citrato de sédio

A capacidade antioxidante da Spirulina aprisionada nas esferas e da Spirulina livre foi
estimada de acordo com Belscak-Cvitanovi¢ et al. (2016) através da dissolugdo destas esferas
em uma solucdo de citrato de sodio 2%, sob agitagdo vigorosa em um agitador mecanico a
temperatura ambiente, por 5 min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 15 min

a 5000 rpm e filtradas para a determinac¢ao do potencial antioxidante.

3.3.3.2 Estudo 2 e 3 - Rompimento com agua utilizando liquidificador, homogeneizador e
congelamento/descongelamento

O estudo sem tratamento térmico consistiu na agitagdo da Spirulina livre e das esferas
em agua utilizando liquidificador (Mondial) (Estudo 2), velocidade maxima, por 2 min ou no
homogeneizador do tipo turratec (Tecnal TE-102) (Estudo 3), velocidade de 4000 rpm, por 2
min. Apos, foi realizado o rompimento da parede celular da microalga por 3 ciclos de
congelamento e descongelamento das suspensoes, sendo que um ciclo correspondeu a 3 h de
congelamento (-18 °C) e 3 h de descongelamento (4 °C). Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas por 15 min a 5000 rpm e filtradas para a determina¢do do potencial
antioxidante.

No estudo com amostras submetidas a tratamento térmico, a Spirulina e as esferas
foram adicionas em 100 mL de &4gua, quando esta atingiu a temperatura de ebulicao,
permanecendo por 5 min, e posteriormente, as amostras foram arrefecidas e submetidas ao

teste de extracgao.

3.3.3.3 Estudo 4 - Rompimento com &gua utilizando congelamento/descongelamento e

liquidificador

Este estudo foi realizado na ordem inversa que o anterior. As amostras de Spirulina e
esferas com Spirulina foram adicionadas em 100 mL de agua e submetidas a 3 ciclos de
congelamento/descongelamento, sendo que um ciclo correspondeu a 3 h de congelamento (-
18 °C) e 3 h de descongelamento (4 °C). Posteriormente, as suspensdes foram agitadas em
liquidificador (Mondial), velocidade maxima, por 2 min. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 5000 rpm por 15 min e filtradas em papel filtro para determinacdo do

potencial antioxidante do filtrado.
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O estudo com tratamento térmico foi realizado antes da etapa de congelamento e
descongelamento das amostras. A Spirulina e as esferas com Spirulina foram adicionadas na
agua quando atingiu-se a temperatura de ebuli¢do, permanecendo em contato por 5 min, em

seguida arrefeceu-se e seguiu-se os procedimentos conforme descrito acima.

3.3.3.4 Estudo 5 - Rompimento das esferas de Spirulina umidas utilizando agua

As esferas de Spirulina, elaboradas com alginato de calcio sdo liofilizadas, o que
dificulta o seu rompimento. Diante disso, este estudo visou o rompimento destas esferas sem
passar pela etapa de liofilizagdo na sua elaboragdo, ou seja, trabalhou-se com esferas umidas.
Para isso, determinou-se a umidade das esferas de Spirulina para corresponder aos outros
estudos de rompimento.

As suspensdes com agua de Spirulina e esferas com Spirulina umidas foram
maceradas por 5 min com o auxilio do pistilo e almofariz. Posteriormente, realizou-se 3 ciclos
de congelamento/descongelamento, visto que 1 ciclo corresponde a 3 h de congelamento (-18
°C) e 3 h de descongelamento (4 °C). Apds, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por
15 min, filtradas em papel filtro e determinado o potencial antioxidante do filtrado.

No estudo do tratamento térmico, a Spirulina e¢ as esferas com Spirulina foram
adicionas em 100 mL de 4gua, quando atingiu a temperatura de ebulicdo, permanecendo por 5
min, e posteriormente, as amostras foram arrefecidas. As etapas posteriores ao arrefecimento

seguiram conforme descrito anteriormente.

3.3.3.5 Estudo 6 - Rompimento das esferas com Spirulina com 20 h de agitagio

O teste foi executado de acordo com Lopez-Cordoba, Deladino e Martino (2014), com
pequenas modificagdes. As suspensdes de Spirulina e as esferas de Spirulina com agua foram
colocadas em um agitador orbital (IAOH125 P.H.D), a 140 rpm, durante 20 h a 37 °C.
Enquanto que o tratamento térmico das amostras foi realizado antes de colocéa-las no agitador
orbital por 20 h. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 5000 rpm ¢

filtradas para a determinagao do potencial antioxidante.
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3.3.3.6 Estudo 7 - Rompimento das esferas com Spirulina com 20 h de agitacdo +

congelamento/descongelamento

Este estudo seguiu da mesma maneira que o anterior, porém, apds as 20 h que a
Spirulina e as esferas de Spirulina ficaram em contato com a agua, estas foram armazenadas
em frascos de plastico e submetidas a 3 ciclos de congelamento/descongelamento, sendo que
1 ciclo corresponde a 3 h de congelamento (-18 °C) e 3 h de descongelamento (4 °C).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 5000 rpm e filtradas para a
determinagdo do potencial antioxidante.

O tratamento térmico das amostras foi realizado antes destas ficarem em contato com

a agua por 20 h.

3.3.3.7 Avaliacao do potencial antioxidante pelo método do radical ABTS

O método ABTS (acido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico) descrito por
Ré et al. (1999), determina a atividade antioxidante total pela captura do radical livie ABTS®".
Consiste na geragdo do radical livre ABTS®", que apresenta cor azul esverdeado, por meio da
reacdo do ABTS com persulfato de potassio que possui absor¢do maxima em 734 nm. Ao
adicionar um antioxidante, ocorre a redugio do ABTS®" a ABTS promovendo a perda da
coloracao do meio reacional.

O radical cationico ABTS foi preparado a partir da reagdo da solucao estoque de
ABTS (7 mmol/L) com a solugdo de persulfato de potassio (2,45 mmol/L), ambas solucdes
dissolvidas em agua, a uma razdo de 1:1 v/v. Essa solu¢do permaneceu em repouso no escuro,
a temperatura ambiente, entre 12 a 16 h antes da utilizacao.

O espectrofotometro foi zerado com agua a 734 nm para a leitura das amostras. Para a
leitura da absorbancia do ensaio branco (A,) em espectrofotometro, o radical formado foi
diluido em etanol 96° até obter uma absorbancia de 0,70 nm (+- 0,05 nm) a um comprimento
de onda de 734 nm.

Em ambiente protegido da luz, foi adicionado 10 pL da amostra em 1000 pL do
radical ABTS diluido, seguido de homogeneizagdo em agitador por 3 s e a solugdo
permaneceu no escuro por 6 min para reagir. Apos foi realizada a leitura da absorbancia (Ay),
em triplicata. Os resultados foram expressos em mmol de trolox/g de Spirulina. Para isso foi

previamente construida uma curva utilizando o trolox.
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3.3.4 Perfil de liberacao da ficocianina das microcapsulas

O estudo do perfil de liberagdo da ficocianina foi conduzido com 1 g de amostra de
Spirulina livre e encapsulada (de acordo com a eficiéncia de encapsula¢do) em 100 mL de
fluido gastrointestinal simulado. O método foi de acordo com Najafi-Soulari, Shekarchizadeh
e Kadivar (2016), onde as amostras foram colocadas em solu¢ao de acido cloridrico 0,1 M
com pH ajustado para 1,2 como meio de fluido gastrico simulado. O fluido intestinal foi
simulado colocando as amostras em contato com o tampao fosfato de sodio pH 7,5. Os fluidos
com suas respectivas amostras foram incubados a 37 °C sob agitacdo constante a 100 rpm.
Foram retiradas amostras para determinar a concentracdo de ficocianina (Co), de acordo com

a equacao (4), em intervalos de 60 min.

(mg ficocianina) _ Absey5 — 0,474. (Abses>)

Co mlL 5.34

(4)

3.3.5 Analise morfologica

A morfologia da Spirulina livre, das microcapsulas vazias e das microcapsulas com
Spirulina foi avaliada pelo microscopio eletronico de varredura (MEV), que tem como
objetivo verificar a estrutura da microcapsula formada.

As amostras foram colocadas sobre stubs e recobertas com uma camada de ouro em
metalizador Quorum QIS0R ES e em seguida, foram micrografadas em microscopio

eletronico de varredura Tescan — Vega 3 LM.
3.3.6 Tamanho das particulas

As amostras secas de Spirulina livre, esferas vazias e a Spirulina microencapsulada
foram dispersas em 4gua filtrada para medir as distribuicdes de tamanho de particula e
avaliou-se o potencial zeta destas utilizando um difratometro a laser Zetasizer Nano ZS90,

(Malvern, United Kingdom).
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3.3.7 Avaliacio por espectroscopia na regiio do infravermelho

A biomassa da Spirulina sp. livre e as microcapsulas foram analisadas por
espectroscopia na regido do infravermelho (Perkin Elmer FT-IR Spectrum Bx ATR). Os
espectros obtidos por infravermelho das microparticulas foram avaliados frente aos espectros

da Spirulina sp., capsulas vazias e a Spirulina microencapsulada.

3.3.8 Termogravimetria

A termogravimetria (TG) € um sistema capaz de medir continuamente a massa de um
material enquanto este é submetido a uma programagdo controlada de temperatura. E um
método termoanalitico que permite verificar as alteragdes que o aquecimento pode causar nas
substancias, como modificacdes da estrutura molecular, além de estabelecer a faixa de
temperatura em que as mesmas sofrem processos de decomposicao (GIRON, 2002).

As analises termogravimétricas da Spirulina sp., das capsulas vazias e das
microcapsulas com Spirulina foram realizadas no laboratorio da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG).

As curvas termogravimétricas foram obtidas em um TGA 60 Shimadzu. As amostras
foram pesadas e acondicionadas em micro-cadinhos de alfa-alumina pré-tarados na
termobalanca. As condigdes de andlise foram as seguintes: massa da amostra
aproximadamente 5,0 mg; atmosfera da camara, nitrogénio na vazao de 100 mL/min, razao de
aquecimento 10 °C/min, com faixa de temperatura de 30 a 600 °C (AGGARWALL;
DOLLIMORE, 1998).

3.3.9 Calorimetria exploratoria diferencial

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) ¢ um método de andlise térmica, este
permite avaliar as variagcdes de entalpia que ocorrem com uma substincia e um material de
referéncia em funcdo da temperatura, enquanto essas sdo submetidas a uma programagao
controlada de temperatura. O DSC ¢ utilizado para o estudo do comportamento térmico de
polimeros, permitindo monitorar as propriedades térmicas e as transi¢des de fase dos mesmos

e auxiliando o desenvolvimento dos processos alimenticios (JI et al., 2004).
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As curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram obtidas por uma célula
calorimétrica (Shimadzu, Kyoto, Japao), modelo DSC-60. Foram realizadas para as amostras
de biomassa de Spirulina sp., capsulas vazias e a Spirulina microencapsulada.

Aproximadamente 5 mg das amostras foram acondicionadas em micro cadinhos de
aluminio pré-tarados, os quais foram selados e frente a estes, antes do inicio do processo, foi
colocado no calorimetro um micro-cadinho vazio, idéntico ao da amostra, utilizado como
referéncia (AGGARWALL; DOLLIMORE, 1998).

As amostras foram analisadas sob atmosfera de nitrogénio de 50 mL/min, com taxa de

aquecimento de 10 °C/min e faixa de temperatura entre 35 a 200 °C (LI et al., 2014).

3.3.10 Tratamento dos dados

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas através do teste de Tukey com intervalo de confianga de 95%, utilizando o
Programa Statistica 7.0, para avaliar o comportamento da biomassa microencapsulada, com
excecdo da analise morfologica, calorimetria exploratéria diferencial, termogravimetria e

avaliag@o por espectroscopia na regido do infravermelho.

3.4 ETAPA 2: ELABORACAO, CARACTERIZACAO E ANALISE SENSORIAL
DAS MASSAS FRESCAS TIPO TALHARIM

3.4.1 Caracterizacio da farinha de trigo

A farinha de trigo propria para a elaboracdo de massas foi caracterizada quanto a

composi¢do quimica, atividade de 4gua e numero de queda.

3.4.1.1 Composicdo quimica

A farinha de trigo foi caracterizada quanto a composi¢do quimica aproximada pela
determinagdo dos teores de umidade, proteinas, lipidios, cinzas e fibra bruta, utilizando-se,
respectivamente, os métodos 44-15A, 46-13A, 30-10, 08-01 e 32-10 da AACC (2010). O teor

de carboidratos foi calculado por diferenga, sem considerar o teor de fibra.
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3.4.1.2 Granulometria

A determinacdo de granulometria média da farinha foi realizada pelo método n°® 66-
20.01 da AACC (2009). Este ensaio avalia a faixa de granulacdo e a distribuicdo dos

tamanhos das particulas através do processo de peneiragem.

3.4.1.3 Atividade de 4gua

A determinagdo da atividade de agua foi realizada em equipamento Testo 650 AW

(Testo do Brasil) a 25 °C.

3.4.1.4 Numero de queda

O numero de queda (falling number) foi determinado pelo método n® 56-81.03 da
AACC (2010), utilizando o equipamento Falling Number (modelo FN 1800, Perten
Instruments, USA).

3.4.1.5 Alveografia

As propriedades viscoelasticas da farinha foram analisadas por alveografia, método n°
54-30 da AACC (2009), em alveografo (modelo NG, marca Chopin, Franga). Os parametros
considerados foram tenacidade (P) e extensibilidade (L) expressos em milimetros (mm),

relacdo ente P/L e a forga de gluten (W) expressa em 1047.

3.4.2 Elaboracao das formulacoes das massas frescas

As formulagdes das massas frescas tipo talharim foram produzidas no laboratério de
panificagdo da Universidade de Passo Fundo, de acordo com a Tabela 2. As massas foram
formuladas de acordo com o limite de ingestdo diaria de Spirulina platensis permitido pelo
FDA, por por¢ao de massa fresca (100 g).

As etapas do processo de produgdo estdo apresentadas na Figura 4, seguido da

descrigao destas.
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Tabela 2 — Propor¢io de Spirulina nas formulagdes das massas frescas tipo talharin.

Formulagao Especificagao
1 Farinha de trigo
2 Farinha de trigo + capsulas vazias
3 Farinha de trigo + 3,0 g Spirulina platensis
4 Farinha de trigo + 3,0 g Spirulina platensis microencapsulada

Fonte: O Autor (2016).

A massa foi produzida de acordo com as propor¢des descritas por Pagnussatt et al.
(2014), com algumas modificagdes. Foi utilizado 0,1 g de Estearoil - 2 lactil lactato de sddio
(SSL), 5 g de ovo pasteurizado, 100 g de farinha de trigo, 0,002 g de sorbato de potassio e
Spirulina livre, encapsulada e as esferas vazias foram adicionadas de acordo com o
delineamento da Tabela 4. Foi adicionada agua suficiente para se obter o teor de umidade
final de 32%. Os ingredientes foram misturados por 15 min em um misturador vertical
(Kitchen Aid, USA). Em seguida, a mistura foi processada em uma extrusora (Pastaia I

Italvisa, Brasil) para obter o formato da massa tipo talharim.

Figura 4 - Fluxograma do processo de produ¢do da massa seca tipo talharim.

\ Pesagem dos ingredientes
!
Mistura dos ingredientes
Secos

l

Homogeneizacao

l

| Amassamento |

l

| Extrusdo |

!
‘ Secagem parcial |

! —  Analise fisico-quimica
| Acondicionamento |

! — Analise fisico-quimica
| Cocgdo |

l

Analise sensorial

Ingredientes
liquidos

a) Mistura dos ingredientes: ¢ a primeira etapa do processo que consiste na

homogeneizagao dos ingredientes secos com os ingredientes liquidos, dosados em propor¢des
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determinadas (GARIB, 2002). A proporc¢ao de agua depende da variedade do trigo, umidade
inicial e granulometria (EL-DASH; GERMANI, 1994).

b) Amassamento: no processo de mistura os ingredientes apenas entram em
contato, pois ¢ durante o amassamento que ¢ desenvolvido a estrutura da massa e essa se torna
homogénea. Nesta etapa as proteinas da farinha absorvem a 4gua e formam uma rede,
conhecida por gluten, que dara a massa elasticidade e resisténcia, que sdo fundamentais para a
sua modelagem (GUERREIRO, 2006).

c) Extrusdo: a massa ¢ empurrada por uma rosca sem fim para a matriz que
através da forga aplicada, diminuira o didmetro e aumentara o comprimento, caracterizando a
massa tipo talharim (BONATTO; KENNEDY, 2008). Neste processo, ¢ gerada uma
quantidade de calor considerdvel e ao atingir o comprimento ideal, a massa ¢ cortada
manualmente.

d) Secagem: as massas frescas passaram por um processo de secagem parcial,
com a finalidade de eliminar o excesso de agua adsorvida na fase anterior da producao
(COMELLI, 2011). Apos a secagem, devem apresentar umidade maxima de 35% de acordo
com a legislacao em vigor (BRASIL, 2005).

e) Acondicionamento: a funcdo desta etapa ¢ de manter o produto livre de
contaminacdo e protegé-lo de danos causados durante o transporte e a estocagem (EL-DASH;
GERMANI, 1994). Para isto, as massas foram acondicionadas em embalagens plésticas,

seladas e mantidas sob refrigeragao durante o periodo dos testes de vida 1til por 30 dias.
3.4.3 Analise da qualidade das massas frescas tipo talharim

As massas frescas foram avaliadas quanto a umidade, atividade de agua, cor, textura e
cozimento pelo periodo de 30 dias, com coletas de amostras no tempo inicial (0 dias), 7 dias,
14 dias e 30 dias.

3.4.3.1 Teor de umidade

A determinagao do teor de umidade foi realizada em estufa a temperatura de 105 °C

por 4 h, até peso constante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).
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3.4.3.2 Atividade de agua

A determinacdo da atividade de agua foi realizada em equipamento Testo 650 AW

(Testo do Brasil) a 25 °C.

3.4.3.3 Avaliacao de cor

A avaliagdo da cor das massas foi realizada utilizando o aparelho espectrofotometro de
refletancia difusa (modelo ColorQuest I, HunterLab, EUA), com sensor 6tico geométrico de
esfera. Foram obtidos os valores de L* (luminosidade) que variam de zero (preto) a 100
(branco) e coordenadas de cromaticidade -a* (verde) até +a* (vermelho), e -b* (azul) até +b*

(amarelo).

3.4.4 Teste de cozimento

O teste de cozimento consiste na avaliagao do tempo de cozimento, o aumento de peso

da massa cozida, a perda de solidos soluveis na agua de cozimento e o aumento de volume.

3.4.4.1 Tempo de cozimento

O tempo de cozimento da massa foi determinado através do cozimento de 10 g de
massa tipo talharim em 140 mL de agua. O tempo 6timo de cozimento foi avaliado, em
intervalos de 1 em 1 min, pela compressdo da massa cozida entre ldminas de vidro, até o eixo

central esbranqui¢ado desaparecer, segundo método n° 66-50.01 (AACC, 2010).

3.4.4.2 Perda no cozimento

A massa foi cozida pelo tempo otimo de cozimento. Posteriormente, a adgua do

cozimento foi evaporada em estufa a 105 °C e o residuo foi pesado e relatado como

porcentagem do peso da massa original, segundo o método n° 66-50 (AACC, 2010).
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3.4.4.3 Indice de inchaco

A determinagdo do indice de inchago foi de acordo com o método n° 66-50 (AACC,

2010). A massa cozida, 5 g, foi seca em estufa a 105°C até peso constante.

3.4.4.4 Absorcao de agua

A absorc¢do de dgua da massa foi determinada de acordo com Tudorica et al. (2002),
em porcentagem, como a diferenca entre o peso da massa cozida e o peso da massa crua,

dividido pelo peso da massa crua.

3.4.45 Aumento de peso

O aumento de peso da massa cozida foi determinado pelo método n° 16-50 (AACC,
2010) através da pesagem da massa antes e apds o cozimento, de acordo com o tempo ideal. O
valor de aumento de peso ¢ a relagdao entre os pesos da massa cozida e a massa crua (10 g),

expressa em porcentagem (%).

3.4.5 Textura

A firmeza da massa cozida foi avaliada de acordo com o método 66-50.01 da AACC
(2010). A forca méxima necessaria para cortar a massa foi feita no texturometro, utilizando o
probe HDP/LKB. Para a operagdo do aparelho, utilizou-se velocidade de 0,17 mm/s e
distancia de 4,5 mm.

A adesividade da massa cozida foi determinada de acordo com Ormenese e Chang
(2003). A adesividade ¢ a forca mdxima necessdria para separar o probe HDP/PFS da
superficie da amostra apds o contato. As condi¢des de operagao do aparelho foram velocidade

de 0,50 mm/s e distancia de 5 mm.
3.4.6 Tratamento dos dados
Os resultados das quatro formulagdes testadas (massa controle com farinha de trigo,

massa com incorporagdo das microparticulas vazias, massa com biomassa da Spirulina sp.

livre e massa com biomassa de microalga microencapsulada) foram comparados ao longo do
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tempo de armazenamento, em triplicatas, e os dados submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA). As médias foram comparadas através do teste de Tukey com intervalo de
confianga de 95% para avaliar a influéncia da adicdo da Spirulina sp. microencapsulada e

livre na massa fresca.

3.5 ANALISE SENSORIAL

O projeto foi encaminhado ao comité de Etica da Universidade de Passo Fundo,
nimero do parecer 2.143.384, antes da realizagdo da andlise sensorial, sendo aprovado pela
Comissao de avaliagao.

A aplicagdo dos testes de analise sensorial foi realizada no Laboratério de Analise
Sensorial do Centro de Pesquisa em Alimentacdo (CEPA) da Universidade de Passo Fundo.

Por se tratar de uma pesquisa com seres humanos, a analise sensorial exigiu o termo de
consentimento livre e esclarecido, como apresentado no Apéndice D. Nao puderam fazer
parte desta pesquisa os participantes alérgicos a gluten, ovo, peixe ou qualquer um dos
componentes da massa fresca. Para isso, utilizou-se uma ficha de avaliagdo, conforme
apresentado no apéndice E.

Os participantes, estudantes de graduacdo e pos-graduacdo e os professores da
Universidade de Passo Fundo, se dispuseram voluntariamente a participar do teste.

O levantamento dos termos descritivos foi realizado por um painel de 12
avaliadorespreviamente selecionados, utilizando o método rede ou Kelly’s Repertory Grid
Method segundo Moskowitz (1983). Foram utilizadas as amostras de massa controle e massa
com Spirulina livre para representar a variagdo entre as amostras a serem analisadas
posteriormente, devido a grande diferenca quanto as caracteristicas sensoriais.

As amostras foram apresentadas em pares aos avaliadores. Solicitou-se para que
descrevessem as similaridades e diferencas percebidas entre as amostras com relacdo a
aparéncia e cor, aroma e sabor, e textura. Apds o levantamento dos termos descritivos pelo
método de rede e de acordo com o consenso da equipe, foi elaborada uma lista de termos que
melhor caracterizava as amostras. A lista com os termos foi utilizada para a aplicagdo da
metodologia CATA (Check All That Apply) ou Marque tudo que se aplica.

Os consumidores, totalizando 50, receberam as amostras das 4 formulacdes de massa
fresca tipo talharim (controle, esferas vazias, Spirulina encapsulada e Spirulina livre), de
forma monddica, aleatorizadas e codificadas (Apéndice F), utilizando luz branca, e uma ficha

(Figura 5) para avaliar os 3 testes propostos, sendo, aceitabilidade, intencdo de consumo e
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CATA. Entre cada amostra, foi disponibilizada agua para os participantes realizarem a
limpeza da cavidade oral.

A lista com os atributos sensoriais foi utilizada para os consumidores selecionarem o
que caracterizava a amostra, de forma féacil e rapida (ARES et al., 2014).

A aceitabilidade ¢ um teste afetivo que expressa o quanto o consumidor gostou ou
desgostou da amostra. O teste foi aplicado utilizando uma escala hedonica, balanceada com o
mesmo numero de categorias positivas e negativas. A consideracdo de aceitabilidade da
amostra foi com indice de aceitabilidade igual ou superior a 70% (DUTCOSKY, 1996).

O teste de atitude de consumo foi proposto para avaliacdao da inten¢do de consumo das
massas frescas, se a mesma estivesse disponivel ao consumidor (DUTCOSKY, 1996). O teste
foi realizado através de uma escala de sete pontos, na qual os consumidores assinalaram a

intencdo de consumo do produto que mais lhe agradava.
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Figura 5 - Ficha de aceitabilidade, intencdo de acdo e CATA para as massas frescas tipo talharim.

Avaliacio sensorial de MASSA FRESCA

Nome:

Numero da amostra: Data: 07/12/2017

Por favor, prove a amostra de MASSA FRESCA | Se voce tivesse a oportunidade de comer esta
e use a escala abaixo para indicar o quanto voce | massa fresca, indique através da escala abaixo, o
gostou ou desgostou do produto. grau de certeza de que comeria ou nao a massa.

9 - Gostel muitissimo

8 - Gostel muito 7 - | Eu comeria isto, muito frequentemente
7 - Gostei moderadamente 6 - | Eu comeria isto, frequentemente
. S 5 - | Eu comeria isto. mas nio sairia da minha
6 - Gostet ligeiramente i . e ¢
rotina

5 - Nido gostei/nem desgostei

4 - | Eu nio gosto, mas se fosse preciso, comeria
3

- Desgostei ligeiramente — ————
= = - | Eu comeria isto se ndo tivesse outra escolha

2 - | Eu comeria isto raramente
- Desgostel muito 1 - | Eu nio comeria isto de jeito nenhum
- Desgostel muitissimo

4
3 - Desgostel moderadamente
2
1

Cor: Resposta:

Textura:
Aparencia:
Odor/aroma:
Sabor:

Impressao global:

Cheque tudo gue se aplica ao produto

Voeé estd recebendo uma amostra de MASSA FRESCA. Por favor. observe. aspire ¢ prove.
Em seguida. marque com um X todas as opedes que voeé considera adequadas para descrever o produto:

Textura rugosa Cor creme

Residual amargo Odor de alga

Textura pegajosa Odor de peixe fresco
Sabor de alga Bordas serrilhadas

Cor uniforme Gosto de farinha

Bordas lisas Levemente adstringente
Odor de farinha Cor verde musgo

Textura firme Presenca de pontos verdes
Adesividade (gruda no dente) Sabor de peixe cru

Cor néo uniforme Cor verde

COMENTARIOS:
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3.5.1 Tratamento dos dados

O indice de aceitabilidade foi calculado para todos os atributos avaliados. Os
resultados das 4 formulagdes de massas foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e
as médias comparadas através do teste de Tukey com intervalo de confianga de 95 %.

A andlise dos dados obtidas com a metodologia CATA foi realizada através de analise

estatistica multivariada (Analise de Componentes Principais) utilizando o Programa Statistica

7.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ETAPA 1: ELABORACAO DAS MICROCAPSULAS

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados de eficiéncia de encapsulacdo para os

testes de elaboragdo das microcdpsulas com diferentes agentes encapsulantes.

Tabela 3 — Eficiéncia de encapsulagdo de Spirulina platensis utilizando diferentes encapsulantes por

concentragao de ficocianina.

Eficiéncia de
encapsulacao

(%)

Spirulina

Teste Encapsulantes .
platensis

alginato de sodio (1,5%) reticulado em cloreto de

1 } 0,92 62,67+ 0,89°
calcio (1,1%) e revestida com quitosana (0,36%) 2¢g
. s 1 o . .
) alginato de sodrlo .(1,5 %) retlculgdas na mistura de 092 ¢ 38,80 0.3 6
cloreto de calcio (1,1%) e quitosana (0,36%)
alginato de sodio (1,5%) reticuladas na solugdo de a
3 . 0,92 33,59+ 0,98
quitosana (0,36%) 8
. L o o . luca
4 alginato de sodio (1',5 %) reticuladas na solucao de 09 g 44,52+ 0.89°
quitosana (1,2%)
alginato de sodio (1,5%) reticuladas na solugdo de ~
5 ’ 0,9 85,39+ 2,03
quitosana purificada (1,2%) - ’ ’
) L 1 o .
6 alginato de sodio (1,,5 /,0) reticulado com cloreto de 37 g 71,94+ 034"
calcio (1,1%)
. L o .
7 alginato de sodio (1,,5 /,0) reticulado com cloreto de 1.85 g 66,05+ 0.3 of
calcio (1,1%)
. L o .
g alginato de sodio (1,,5 /.0) reticulado com cloreto de 123 g 68,54+ 0.27¢
calcio (1,1%)
) L o . I _
9 alginato de sodio (1,,5 /,0) reticulado com cloreto de 09 g 80,56 0,52'
calcio (1,1%)
alginato de sodio (1,5%) e pectina (1,5%), d
1 . ) 55 58,05+ 0,20
0 reticulados no cloreto de célcio (2,0%) 8
alginato de sodio (1,5%) e pectina (1,5%), e
11 . 2,75 62,25+ 0,46
reticulados no cloreto de calcio (2,0%) o
. s 1 o . o
12 alginato de sodio (1,5%) e pectina (1,5%), 1.83 g 69,85 0,34%h

reticulados no cloreto de célcio (2,0%)

Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si ao nivel de 95%
de confianga (média+dp).
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Os testes 1 e 11 (Tabela 3) apresentaram eficiéncia de encapsulagdo estatisticamente
igual (p>0,05), sendo que o experimento 11 aprisionou maior quantidade de Spirulina
platensis. O teste 11 indicou boa interagdo entre a pectina ¢ o alginato de sodio, visto que
estes tem a capacidade de formar esferas insoliveis em agua na presenca de cations
divalentes. Neste processo de encapsulacao, os ions de célcio induzem associagdes de cadeias
- cadeia que estabelecem zonas de juncdo responsaveis pela formacao de gel por alginato de
sodio e pectina, com interacdes quimicas entre ions de cdlcio e blocos de guluronato e
galacturonato em alginato e pectina, respectivamente (BRACCINI; PEREZ, 2001).

Enquanto que o teste 1 consistiu no revestimento da esfera de alginato de calcio
utilizando a solu¢do de quitosana (Figura 6). A adi¢do de um polication, no caso a quitosana,
teve como finalidade reduzir a permeabilidade das microesferas do alginato (POLK et al.,
1994), porém, ao comparar com o teste 9, sendo que a primeira etapa ¢ igual ao teste 1, a

eficiéncia de encapsulacao diminuiu.

Figura 6 — Formacao de esferas de alginato de sddio com cloreto de sodio e quitosana.

Fonte: Abreu (2008).

O alginato de sodio geralmente € utilizado como matriz, porque ele sofre uma
gelificacdo rapida na presenca de ions calcio (LI et al., 2002), enquanto que a quitosana ¢
utilizada para reforgar a microcapsula de alginato, aumentar a sua estabilidade (RIBEIRO et
al., 2005) e impedir a rdpida erosdao do gel de alginato (TONNESEN; KARLSEN, 2002). A
etapa do revestimento com quitosana ¢ realizada em pH 4acido, porém a liberacdo do material
nucleo a partir de esferas de alginato em solugdes de baixo pH ¢ significativamente reduzida.
Em pH é4cido, o alginato de sodio hidratado ¢ convertido em uma camada porosa, insolivel.
Porém, ocorre um intumescimento, deixando de proporcionar a retengcao adequada do material
nicleo (GEORGE; ABRAHAM, 2006). Entdo, como o alginato tem uma tendéncia a adquirir
poros em sua estrutura, pode ter ocorrido a difusdo da Spirulina (BHATTARAI et al., 2011)
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na etapa de revestimento com a quitosana, levando entdo a diminuicdo da eficiéncia de
encapsulacao do teste 1.

Pretendendo diminuir a perda de ficocianina dos trés testes anteriormente citados, uma
alternativa estudada foi a encapsulacdo de 0,9 g de Spirulina com alginato de sodio (1,5%) na
mistura das solugdes de cloreto de calcio (1,1%) e quitosana (0,36%) (teste 2), com o objetivo
de reduzir uma etapa de encapsulagdo (Tabela 3). Porém, o resultado foi insatisfatorio,
obteve-se a segunda menor média (38,8%) de eficiéncia de encapsulagao.

Diante destes resultados, no teste 3 foi suposto que poderia ocorrer a formagdo de
esferas somente com a atracdo idnica do alginato de soédio (1,5%) e a quitosana (0,36%) ja
que o alginato de sédio € anidnico e a quitosana e o cloreto de célcio sdo cationicos (Figura
7). Ao verificar a eficiéncia de encapsulacdo, percebeu-se que a atracdo ndo foi suficiente,
gerando o menor valor de eficiéncia, 33,59% (Tabela 3). Acreditou-se que isso ocorreu
devido a baixa concentracdo de quitosana. Diante disso, aumentou-se a concentragdo de
quitosana para 1,2% (teste 4). Este aumento proporcionou uma melhoria na eficiéncia de

encapsulacdo para 44,5% (Tabela 3), mas ainda ¢ considerando um aumento insuficiente.

Figura 7 — Formacao de esferas de alginato de sodio com a quitosana.

PEC Alginato-Quitosana

m
\‘,/

Alginato Quitosana

_.I_-_

Fonte: Abreu (2008).

Como a quitosana utilizada nos testes anteriores (1, 2, 3 e 4) ndo era pura, pode ter
havido a influéncia de interferentes, dificultando a formagdo das capsulas. A partir desse
resultado, foi purificada quantidade suficiente de quitosana de forma que se obteve uma
solucdao com 1,2% de quitosana pura para produzir capsulas (teste 5). Esse teste com alginato
de sodio (1,5%) e quitosana pura (1,2%) apresentou o melhor resultado de eficiéncia de
encapsulacdo, de 85,39% (Tabela 3), sendo esta a maior eficiéncia de todos os testes
realizados. Esse tipo de capsula poderia ser o ideal para aplicar na massa, porém, o custo de

purificacdo da quitosana ¢ muito elevado, tornando-se inviavel.
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Analisando estes resultados e considerando as possiveis justificativas, a alternativa foi
testar diferentes concentragdes de Spirulina em relagdo aos solidos na formagao de capsulas
somente com alginato de sodio (1,5%) reticuladas em cloreto de célcio (1,1%). Os testes 6, 7,
8 ¢ 9, com propor¢ao de Spirulina e solidos de 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4, apresentaram bons
resultados de eficiéncia de encapsulagdo, sendo eles 71,94%, 66,05%, 68,54% e 80,56%,
respectivamente. Isso indica que é possivel aprisionar maior quantidade de Spirulina em
menor teor de solidos. Poderia otimizar as eficiéncias através do aumento do volume da
solucdo de cloreto de calcio 1,1% e/ou aumentar a concentragao da solucao.

Nas etapas iniciais do projeto objetivava-se utilizar fibra na formagdo de céapsulas.
Dado os resultados com a quitosana, foram realizados os testes 10, 11 e 12 utilizando alginato
de sodio (1,5%) com a pectina (1,5%), propor¢cdao 80:20 (alginato:pectina), reticuladas em
cloreto de calcio (2%) avaliando diferentes concentragdes de Spirulina. Observou-se que
nestes testes ocorreu a formagdo de capsulas e alguns estudos relatam que o alginato pode
formar complexos fortes com outros polieletrélitos naturais, como a pectina. Estes sdo
submetidos a associacdo cadeia-cadeia, formando hidrogéis apds a adigdo de cations
divalentes, como ¢ o caso do Ca”" (LIU et al., 2003).

Os testes 10, 11 e 12 foram realizados na proporgao de Spirulina e solidos 1:1, 1:2 e
1:3, apresentando uma eficiéncia de encapsulagdo de 58,05%, 62,25% e 69,85%,
respectivamente. O teste 12 ndo apresentou diferenga significativa entre os testes 6 € 8, com
alginato de sodio e cloreto de calcio.

Avaliando os resultados de eficiéncia de encapsulagdo, o teste com a quitosana
purificada (Teste 5) apresentou maior eficiéncia, mas diante do seu elevado custo, torna-se
invidvel. Por outro lado, o teste com alginato e cloreto de célcio na proporcao 1:4 (Teste 9)
apresentou a segunda melhor eficiéncia, mas um ponto negativo ¢ a grande quantidade de
solidos para encapsular somente 0,9 g de Spirulina.

Entretanto, as esferas de alginato de sodio e cloreto de célcio na proporcao 1:1 (Teste
6) apresentaram boa eficiéncia aprisionando maior quantidade de Spirulina, ndo apresentando
diferenga significativa com as capsulas de alginato de sédio com pectina 1:3
(Spirulina:solidos) (teste 12) e este por sua vez nao diferiu significativamente das esferas de
alginato de sodio com cloreto de calcio 1:3 (Spirulina:sélidos), teste 8. A vantagem da esfera
de alginato de s6dio e cloreto de célcio na propor¢ao 1:1 ¢ que no momento de adicionar na
massa fresca, tera menor quantidade de material de parede, se comparado com o resultado do

teste 12, ja que estas esferas podem ter um sabor desagradével em virtude do alginato ser
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oriundo de algas e o cloreto pode deixar um residual amargo, o que diminuiria a
aceitabilidade do produto pelo consumidor.

A Tabela 4 apresenta a solubilidade das microcapsulas referentes aos testes de
encapsulacdo 1, 6, 9 e 12, escolhidas para o seguimento dos estudos em funcdo das
justificativas j& apresentadas. A solubilidade das microcapsulas em agua € um fator essencial,
visto que pode possibilitar a inser¢ao dessas em diferentes produtos alimenticios (BENDER et
al., 2016). Neste caso, ¢ um fator muito importante ja que as microcépsulas serdo aplicadas na

massa e o preparo desta consiste no cozimento em agua.

Tabela 4 — Solubilidade das microcapsulas escolhidas a partir dos testes de encapsulagido

Teste M¢étodo de encapsulagao Solubilidade (%)

Capsulas de alginato de sodio com Spirulina, reticuladas com
1 cloreto de calcio e revestidas com quitosana 0,36% (1:4 — 2,49+0,37%
Sp.:solidos)

Céapsulas de alginato de sodio com Spirulina,
6 8,64+1,82°
reticulado com cloreto de célcio (1:1 — sp.:solidos)

Capsulas de alginato de s6dio com Spirulina, reticuladas com b
9 , . 3,11+1,01°
cloreto de calcio 1,1% (1:4 — Sp.:solidos)

Capsulas de alginato de sodio e pectina com Spirulina, b
12 ‘ ‘ ‘ 7,66+0,78"
reticuladas com cloreto de calcio 2% (1:3 — Sp.:so6lidos)

Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si ao nivel de 95%

de confianga (médiatdp).

A solubilidade das cépsulas analisadas (Tabela 4) foi baixa e apesar das diferencas
estatisticas, qualquer uma poderia ser utilizada para incorporar na massa fresca.

O alginato de sodio € soluvel em dgua, mas ao ser gotejado em solugdo com cations
divalentes torna-se insoluvel (EL-GHAFFAR et al., 2012) e ao ser revestido com quitosana,
permite a formagdao de uma esfera mais rigida, o que dificulta a sua solubilizacdo em agua,
isso ¢ identificado na Tabela 4, visto que a capsula com revestimento de quitosana (Teste 1)
apresentou menor teor de solubilidade. Diante disso, a escolha de uma capsula revestida ¢
interessante, pois podera proteger mais a Spirulina durante a cocgdo da massa. Por outro lado,
pode ndo ser necessario o revestimento, quando se trata da interagcdo das esferas com a massa,
pois estas nao estardo em contato direto com a dgua, somente as que ficarem na superficie da

massa.
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Entretanto, comparando a outros 3 tipos de capsulas, ¢ interessante ressaltar que a
esfera de alginato de calcio 1:1 (Teste 6), apesar de apresentar maior solubilidade em relacao
as outras, ¢ capaz de aprisionar maior quantidade de Spirulina. Essa vantagem ¢ interessante
porque adiciona-se no produto menor quantidade de material de parede, que pode conter
residual amargo.

Desta forma, a microcapsula escolhida para prosseguir nos testes de caracterizacao e
aplicacdo na massa fresca tipo talharim foi a do teste 6, preparada com alginato de sédio 1,5
% (100 mL) adicionado de 3,7 g de Spirulina sp. comercial, atomizado em cloreto de calcio

1,1% (200 mL), propor¢ao de 1:1 de Spirulina:solidos totais (Tabela 4 ou 3).

4.1.1 Eficiéncia de encapsulacio da capsula definida para a adicio em talharim

utilizando Spirulina sp. comercial

A extragdo de compostos de coloragdo verde a partir da Spirulina sp. comercial
influenciou a determinagcdo da eficiéncia de encapsulag¢do, através da determinagdo de
ficocianina por método espectrofotométrico. Desta forma, por se tratar de uma microalga com
55% de proteina (Tabela 5), encapsulada com um material de parede ndo proteico,

determinou-se a eficiéncia de encapsulag@o por quantificacdo da proteina.

Tabela 5 — Quantificacdo de proteina microparticula definida para incorporar na massa.

Amostra Proteina em base seca (%)
Spirulina sp. 55,18+0,57
Spirulina microencapsulada 34,34+0,09
Esfera vazia 0,60+0,06

Teoricamente, para 1 g de esfera com Spirulina, 0,71 g da esfera ¢ Spirulina e 0,29 g ¢
encapsulante. Entdo, com base no teor de proteina, a Spirulina microencapsulada deveria ter
39 % de proteina, logo, a eficiéncia de encapsulagdo foi 87,66 %. Diante disso, 1 g de esfera
com Spirulina tem 0,62 g de Spirulina na esfera. Portanto, este resultado mostra que a
microencapsulagdo da Spirulina sp. utilizando o bico atomizador do spray dryer mostrou-se

eficiente.
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A esfera com Spirulina tem a finalidade de proteger os antioxidantes das condi¢des
ambientais, como neste caso a temperatura. Porém, observa-se que ndo foi possivel obter a
total ruptura das esferas e/ou da parede celular da microalga com os métodos utilizados
(Tabela 6). O potencial antioxidante da Spirulina livre foi superior ao obtido nas esferas de
Spirulina, ambos sem tratamento térmico, logo, isso indica a presenca de efeito de barreira da
esfera para a extragao.

O maior potencial antioxidante da Spirulina livre (2 S), 176,9249,89 equivalente a
mmol de trolox/g de Spirulina (Tabela 6), foi com o rompimento da membrana celular da
Spirulina através da técnica de homogeneizac¢do no liquidificador e posteriormente, 3 ciclos
de congelamento e descongelamento. Acker ¢ McGann (2003) sugerem que, quando a célula
estd congelada, existe uma formacdo de gelo intracelular na qual acarreta danos a célula e
assim ocorre a extracao de substancias intracelulares.

O rompimento da Spirulina microencapsulada utilizando citrato (1 E) ¢ a técnica do
contato da esfera com Spirulina na 4agua, por 20 h e 3 ciclos de
congelamento/descongelamento (7 E) apresentaram em torno de 95 equivalente a mmol de
trolox/g de Spirulina (Tabela 6).

A composi¢ao do meio no qual as microesferas estdo inseridas tem efeito na taxa de
liberagdo do material de interesse (ASSIFAOUI; CHAMBIN; CAYOT, 2011). Os meios de
liberagdo do nucleo que contem agentes quelantes, tais como sais de fosfato ou alta
concentracdo de ions monovalentes (ions do citrato de sddio), tem a capacidade de trocar os
reticulantes da microesfera, neste caso, Ca’" pelos fons monovalentes (Na), logo,
desestabilizam as microesferas, contribuindo com a aceleragdo da liberagdo do material
protegido (KIM et al., 2008).

A liberagdo da Spirulina do material encapsulante do estudo 7 E (20 h de agitagdo ¢ 3
ciclos de congelamento/descongelamento) pode ter ocorrido através da difusdo, a mesma
conclusdo foi observada por Cordoba et al. (2013). Visto que os mecanismos mais
importantes que regulam a taxa de liberacdo do material nucleo ¢ a difusdo, o inchago, a
erosdo e a pressdo osmoética (POTHAKAMURY; BARBOSA-CANOVAS, 1995).

A liberagdo do material ativo pode estar vinculada a reticulagdo, pois o grau de ligacao
cruzada do alginato ¢ influenciado pela concentracdo da solugdo de reticulagdo, bem como o
tempo do tratamento (TATESHITA et al., 1993). Geralmente, quanto maior a concentragao da
solugio de Ca®" e/ou quanto mais tempo a duragdo da etapa de reticulagdo, maior ¢ o grau de
reticulagdo ou ligacdo cruzada, logo, a liberacdo do material protegido serd mais lenta

(HENG; CHAN; WONG, 2003; RAJINIKANTH; SANKAR; MISHRA, 2003).
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Neste contexto, o rompimento das esferas utilizando citrato ¢ o mais indicado, porém
se submeter as microesferas sob aquecimento neste meio, a Spirulina seria liberada ao meio e
ndo teria a protecdo durante o aquecimento, diminuindo assim os seus antioxidantes. Em
virtude disso foram feitos os estudos com métodos fisicos para romper a esfera com Spirulina.

A formagdo de uma microesfera de alginato de calcio com Spirulina teve a capacidade
de reduzir as perdas do potencial antioxidante da microalga, quando esta ¢ submetida a
elevadas temperaturas. Isto ¢ um indicativo de que esta esfera com Spirulina pode ser
adicionada em massas frescas, ja que o tempo de cocgdo consiste em 5 min e a estrutura do

alimento podera contribuir com a protecao da esfera durante o aquecimento.

4.1.3 Perfil de liberacao das microesferas

Geralmente o tempo no fluido géstrico em pH acido é de 1 a 2 h (YAN et al., 2014).
De acordo com a Figura 8, as microesferas elaboradas foram mantidas por cerca de 5 h em pH
acido, mantendo-se estaveis, sem a liberacao do bioativo antioxidante, a ficocianina. Quando
expostas ao pH 7,5, que simula o fluido intestinal, as microesferas se desintegram,
apresentando liberacao gradual do material nucleo.

A liberagdo da ficocianina no pH 7,5 foi 98%, enquanto que no pH é4cido ndo houve
liberagdo. Este resultado ¢ bem interessante, visto que o pigmento da ficocianina ¢ sensivel
em meios acidos, sendo que ¢ extraido tons verdes em um pH mais baixo (FALKEBORG et
al., 2018). De acordo com Chaiklahan, Chirasuwan e Bunnag (2012), a ficocianina ¢
altamente soluvel em pH 7, mas ¢ insoltivel em solugdes acidas. A pH 3,0, a ficocianina ¢

desnaturada em 25%.

Figura 8 — Perfil de liberagdo da ficocianina das esferas frente a diferentes pH.

70 -
pH1.2 | pH7.5

— | —

60 -
50 -
40 -

mg de ficocianina

1 2 3 4 5 1 2
Tempo (h)

(98]



70

As esferas de alginato de célcio sdao capazes de encolher em pH &cido, ndo liberando o
material ativo e inchar em pH neutro ou basico, tornando-se poroso, ocorrendo por fim a
dissolucdo da matriz do alginato de célcio. Portanto, isso resulta na liberacdo do material ativo
(GEORGE; ABRAHAM, 2006; PATEL et al., 2017). O efeito da elevada taxa de liberacao
inicial no pH 7,5 pode ser atribuido a presenca de particulas de Spirulina aderidas na
superficie das esferas, conforme observado na Figura 9, morfologia da Spirulina e das esferas.

As microesferas de alginato de calcio sdo instdveis na presenga de moléculas quelantes
de cations tais como o fosfato, presente em fluidos biologicos (BLANDON et al., 2016). Isso
leva a conclusdo de que em pH basico, simulando o fluido intestinal, induziu a liberagdo da
ficocianina das microesferas, uma vez que isso ocorre devido a substitui¢do dos ions de calcio
das microesferas por ions de sodio, do tampao, esta troca idnica aumenta a liberacdo do

composto, neste caso, a ficocianina (LEE et al., 2003; KIM et al., 2008).

4.1.4 Analise morfologica

As micrografias eletronicas de varredura (Figura 9) exibem a forma e a morfologia
superficial da Spirulina sp. comercial (a), bem como das esferas vazias (b) ¢ das esferas com
Spirulina sp. comercial (c¢). As depressdes observadas nas particulas da biomassa de Spirulina
sp. comercial (Figura 9 a) sdo caracteristicas do processo de secagem em spray drying
(TRINDADE; GROSSO, 2000).

As microesferas elaboradas foram liofilizadas, este processo remove a dgua das esferas
ocasionando assim, um enfraquecimento na estrutura da matriz, achatando as paredes e
encolhendo as microesferas e, podem levar até a formacdo de rachaduras (Figura 9 b)

(ZOHAR-PEREZ; CHET; NUSSINOVITCH, 2004; ALVES et al., 2017).
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Figura 9 — Micrografia eletronica da microparticula definida para incorporar na massa fresca tipo talharim
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A Spirulina sp., além de ficar aprisionada no interior da microesfera, conforme a
eficiéncia de encapsulagdo, também ficou incorporada na superficie da microesfera (Figura 9
¢), isso pode ter ocorrido devido a migragdo da Spirulina junto com as moléculas da agua

durante o processo de liofilizagdo (MAESTRELLI et al., 2017). Portanto, caracteriza-se como
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esfera ou microesfera, pois uma micro ou nanocapsula ¢ uma esfera com uma parede
uniforme em torno dela e neste caso (LEE, 2014), ndo tem uma camada de revestimento na
esfera.

O enchimento da matriz de alginato de calcio com Spirulina pode ter atuado também
como suporte estrutural para controlar o encolhimento da matriz, como ocorreu nas esferas
vazias. As microesferas apresentaram formato irregular, superficie enrugada, relativamente
asperas, que ¢ caracteristico deste tipo de sistema, devido ao colapso da matriz durante a etapa

da secagem (CHAN et al., 2011).

4.1.5 Tamanho de particula

A determinagdo do tamanho de particula ¢ muito importante, pois pode influenciar nas
caracteristicas sensoriais, tais como textura e aparéncia do alimento a qual a particula sera
adicionada (BURGAIN et al., 2011).

A Tabela 7 apresenta o diametro médio, o indice de polidispersao (PDI) e o potencial
zeta (PZ) das suspensdes a 10% formuladas a temperatura de 25°C.

Em relagdo ao tamanho médio de particula, quando encapsulou a microalga o tamanho
aumentou (66,45 um) em relagdo a Spirulina sp. livre (6,19 um) e a esfera vazia (1,40 um).
Entretanto, a capsula elaborada caracteriza-se como microesfera, pois se enquadram na faixa
de tamanho de 3 a 800 um (LEE, 2014). Segundo Burgain e colaboradores (2011), o tamanho
de particula desejavel para ndo afetar as caracteristicas sensoriais do alimento ¢ abaixo de 100
um.

A Spirulina sp. caracterizou-se pelo tamanho micro e estas microcapsulas
frequentemente apresentam forma esférica, mas também podem ter formas irregulares (LEE,
2014), como foi percebido na analise morfologica.

O potencial zeta (PZ) das suspensdes possibilita avaliar se o comportamento da
amostra ¢ estavel em uma dispersdao. O PZ determina a for¢a repulsiva entre as amostras,
logo, valores pequenos do PZ, como a esfera vazia e a Spirulina microencapsulada, esta
relacionadas com a instabilidade de dispersio e a aglomeragdo do sistema coloidal
(CRCAREVSKA; DODOV; GORACINOVA, 2008), pois nao havera for¢a para impedir que
as particulas se unam. Enquanto que a Spirulina sp. apresentou potencial zeta superior a -30
mV caracterizando-a com uma boa estabilidade da suspensao devido a repulsdo das particulas,

sendo que ¢ a carga superficial que previne a agregacao das particulas (MOHANRAJ; CHEN,
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2006). A Spirulina sp. caracteriza-se como fortemente anionica, isso se da pela maioria das
membranas celulares serem carregadas negativamente (CLOGSTON; PATRI, 2011).
Portanto, diante dos resultados (Tabela 7), as particulas diferiram em relagdo ao PZ,
sendo que a mais estavel ¢ a Spirulina e a menos estavel ¢ a esfera vazia, enquanto que a
Spirulina microencapsulada apesar de ficar proxima a -30 mV ¢ considerada instavel. Os
resultados indicam um aumento no potencial zeta negativo apds a microencapsulacao da
Spirulina. O potencial zeta da esfera vazia apresentou menor carga superficial negativa em
comparagdo com a esfera com Spirulina, isso é devido ao calcio ali presente que se liga aos

grupos carboxilicos carregados negativamente do alginato.

Tabela 7 — Resultados de PZ, PDI e tamanho de particulas obtidas no zetasizer da microparticula definida para

incorporar na massa fresca tipo talharim.

Amostra PZ (mV) PDI Didmetro (um)
Spirulina -34,87+2,08*  1,00+0,00" 6,19+5,74%
Esfera vazia -11,53+2,10°  1,00+0,00" 1,40+0,57°

Spirulina microencapsulada  -21,60+2,40° 0,91+0,16°  66,45+29,08°
médiatdesvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

O indice de polidispersdo (PDI) fornece informagdes sobre a distribui¢do de tamanho
das particulas e a homogeneidade. o quanto o tamanho da particula desviou da média,
portanto, quanto mais baixo o valor do PDI, mais uniforme ¢ a amostra.

As amostras ndo apresentaram diferenca entre si (Tabela 7), porém, apresentaram
valores de PDI préximo a 1, isso indica a formagdo de sistemas polidispersos. Portanto, a
amostra de Spirulina livre, microencapsulada e as esferas vazias ndo eram uniformes,
apresentaram uma distribui¢do heterogénea no tamanho das particulas e isso também ¢

percebido na andlise morfologica (GUERRA-ROSAS et al., 2016).

4.1.6 Avaliacio de espectroscopia na regiao do infravermelho

A faixa de frequéncia de 3500 cm™ a 3200 cm™ (Figura 10) representa a vibragdo de
estiramento O-H, indicando a presenca de alcoois e fendis. A banda observada a 3272,60 cm’!
¢ 2933,41 cm™ da Spirulina sdo atribuidas & vibragdo de estiramento -NH de amina secundéria
(proteina) e grupos funcionais -OH (hidroxilo) presentes na proteina da Spirulina. As outras
bandas, 1647,48 cm™, 1403,34 ¢cm™ e 1049,25 cm’ podem ser atribuidas como O=C-NH
(amida de proteina), -COO" e grupo carboxilato, respectivamente (SUGANYA et al., 2015).
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Figura 10 — FTIR da Spirulina livre e microencapsulada.
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As areas de alguns picos (Figura 10) observados na Spirulina foram alteradas apos a
microencapsula¢do. A intensidade do pico 3272,60 cm™” da Spirulina diminuiu ao ser
microencapsulada, aumentando a banda. Comparando os picos 1543,12 cm™ e 0 1261,70 cm™
da Spirulina, estes sumiram ao encapsular a microalga, isso indica que houve encapsulacao,
ou seja, as esferas de alginato de calcio conseguiram interagir com a microalga.

Uma variagio notavel foi na regido do pico 1647 cm™ da Spirulina (Figura 10), a
mesma foi observada por Celekli e Bozkurt (2011), sendo que quando encapsulada, alterou
para frequéncia mais baixa, 1636 cm™.

Nas esferas vazias (Figura 10), a banda larga em 3242,78 cm’ (Figura 10) ¢ atribuida
as vibracdes de estiramento O-H. E a banda 2886,82 cm’ corresponde a vibragdo de
estiramento assimétrico C-H (HE et al., 2012). Os picos a 1420,12 e 1595,30 cm-1 estdo
associados as vibragdes de estiramento simétricas e assimétricas do carboxilato,
respectivamente (PAPAGEORGIOU et al., 2010). O pico de absor¢do a 1032,47 cm-1 ¢
devido a vibracdes de estiramento de C-O-C de estrutura de polissacarideos.

A interagdo entre o alginato de sddio com o cloreto de calcio limita o alongamento C-
H, tornando o pico 2886,82 cm’' de absor¢io mais fraca (Figura 10), mas com a

microencapsulagdo da microalga, o pico passa para 2948,32 cm™ (HE et al., 2012).
4.1.7 Termogravimetria

A termogravimetria possibilita prever a taxa de decomposi¢ao térmica da biomassa da

Spirulina sp. A Spirulina microencapsulada (Figura 11 a) tem uma perda de massa menor que
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a Spirulina sp. livre, dentro da faixa de temperatura avaliada. Observa-se duas regides
principais de perda de massa nas amostras (Figura 11 b), sendo que a primeira regido de 26°C
a 127°C foi caracterizada por uma leve perda de massa, nas esferas vazias, Spirulina
microencapsulada e na Spirulina livre, de 6 %, 7 % e 8 %, respectivamente. Esta perda de
massa ¢ caracterizada pela remoc¢ao da agua, logo, a perda depende fortemente do teor de

umidade da amostra.

Figura 11 — Termogravimetria (a) e curva (b) das amostras de Spirulina sp., esferas vazias e esferas com

Spirulina sp.
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As derivadas das curvas de perda de massa das amostras (Figura 11 b) apresentam um
pico principal, em torno de 250 °C para esferas vazias, 270 °C para a Spirulina sp. livre e 310
°C para a Spirulina microencapsulada que corresponde a perdas de massa de 30 %, 34 % e 27
%, respectivamente, devido a decomposicao térmica dos carboidratos e proteinas (CHEN et
al.,, 2014). Acima de 200 °C, caracterizado como segundo estdgio, os componentes das
amostras, tais como, carboidratos, proteinas e outros componentes menores, sao decompostos

e liberam substancias volateis (RIZZO et al., 2013).

4.1.8 Calorimetria exploratoria diferencial

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) ¢ uma técnica que permite avaliar a
desnatura¢do térmica de proteinas. A desnatura¢do térmica induz a picos endotérmicos
pronunciados, estes representam os pontos de maxima absor¢do de energia calorifica pelas
amostras (CHRONAKIS, 2001). A Spirulina livre, microencapsulada e as esferas vazias
apresentaram eventos endotérmicos, como a Spirulina é composta predominantemente por

proteinas, pode-se associd-la a desnaturagao.
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A temperatura de desnaturacdo da Spirulina livre foi 64,62 °C (Tabela 8). Ao
encapsular a microalga, a temperatura de desnaturagdo passou a ser 102,68 °C, enquanto as
esferas vazias apresentaram desnaturacao a 102,30 °C isso significa que a capsula conseguiu

proteger a microalga do dano térmico.

Tabela 8 — Calorimetria exploratoria diferencial da Spirulina livre e microencapsulada.

Tratamentos Ti (°C) Tp (°C) Tf (°C) AH (J/g)
Spirulina sp. 23,62 64,62 94,74 -12,05
Esferas vazias 64,70 102,30 148,02 -370,23
Spirulina microencapsulada 64,52 102,68 104,52 -266,91

Ti: temperatura inicial; Tp: temperatura do pico; Tf: temperatura final; AH: entalpia

A temperatura pode influenciar na estabilidade térmica das proteinas, quanto maior a
temperatura de desnaturacdo, mais termodinamicamente estdvel sdo as proteinas
(COLOMBO, RIBOTTA; LEON, 2010; LI et al., 2014).

A desnaturagdo esta relacionada com o rompimento de ligagdes intramoleculares,
causado pela absor¢do de energia. As mudancas nas entalpias de desnaturagao podem estar
associadas com mudancas nas for¢as de ligacdo entre as moléculas. O estado conformacional
das proteinas com for¢as de ligacdo mais fraca, demanda menos energia para se desdobrar, e
como consequéncia tem-se uma redug¢do na entalpia (FRYDENBERG et al.,, 2016). A
diminui¢do de entalpia pode estar associada a agregacdo de moléculas de proteina

(CHRONAKIS, 2001).

42 ETAPA 2: ELABORACAO, CARACTERIZACAO E ANALISE SENSORIAL
DAS MASSAS FRESCAS

4.2.1 Caracterizacio da farinha de trigo

O teor de nutrientes das massas ¢ determinado pelas matérias-primas utilizadas
(HAGER et al., 2013). A farinha de trigo apresentou umidade de 13,15%, estando dentro do
permitido pela legislag¢do, sendo que o teor maximo ¢ 15% (BRASIL, 2005).

O teor de proteina foi de 10,22%, ¢ considerado o principal indicador da qualidade e
do uso final da farinha e o teor de cinzas foi 0,42%, isso indica uma farinha Tipo 1, visto que
para proteina, o teor minimo ¢ 7,5% e cinzas, o teor maximo ¢ 0,8% (BRASIL, 2005). Para o

teor de lipidios, obteve-se 1,48% e 87,88% de carboidratos.
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De acordo com a granulometria, a farinha utilizada pode ser enquadrada na
classificagdo da farinha em tipo 1, pois para ser considerada neste tipo, 95% da farinha deve
passar pela peneira com abertura de 250 um (BRASIL, 2005). A granulometria da farinha ¢
uma caracteristica muito importante no preparo de massas. O resultado obtido indicou
uniformidade da farinha em relagdo ao tamanho de particulas, o que permite uma hidratacao
uniforme e consequentemente a elabora¢do de massa com melhor qualidade sensorial, visto
que a absor¢do da 4gua ocorre de forma homogénea, resultando no cozimento uniforme da
massa (SILVA et al., 2009).

A atividade de 4gua foi de 0,65+0,01, considerando-a adequada para farinhas
(SISSONS, 2008).

A determinacdo do nimero de queda tem como finalidade avaliar a atividade da
enzima o-amilase (LEON, 2007; MARES; MRVA, 2008), visto que essa enzima degrada o
amido em oligossacarideos e monossacarideos. O numero de queda detecta a perda de
viscosidade da suspensdo de farinha ocasionada pela agdo da enzima sobre o amido
(CARVALHO; BELEIA, 2015).

A farinha de trigo utilizada para a elaboragao das massas apresentou nimero de queda
de 347 segundos, sabe-se que acima de 300 s considera-se baixa atividade da enzima o-
amilase (CURIC; DbUGUM; BAUMAN, 2002). Essa analise ¢ uma medida indireta da
atividade da enzima a-amilase (BRASIL, 2010) que tem a funcdo de quebrar a molécula de
amido em agucares fermentesciveis, gerando produgdo de gases na fermentagao e aumento do
volume. Portanto, como a massa ndo ¢ um produto fermentado, deseja-se que ela apresente
baixa atividade enzimatica.

A alveografia ¢ um teste reologico que avalia as caracteristicas viscoeldsticas da
massa, pela medida da for¢a e da extensibilidade da farinha. Este teste permite determinar se
essa farinha estd adequada para elaboragdo de massas frescas ou se deve ser destinada a
elaboragio de outros produtos (MODENES; SILVA, TRIGUEROS, 2009).

O valor de tenacidade (P) para a farinha branca foi de 107 mm Hg. A extensibilidade
(L) apresentou valor de 65,5 mm. A farinha utilizada apresentou maior tenacidade (P) e
menor extensibilidade (L). A relagdo entre a tenacidade/extensibilidade (P/L) expressa o
equilibrio da massa, foi obtido 1,64, o que caracteriza para elaboracao de massas alimenticias,
visto que acima de 1,21 caracteriza uma farinha tenaz (MODENES; SILVA, TRIGUEROS,
2009).

O valor da forga de glaten (W) foi 181,5 .10 J caracteriza elaboragdo de paes. A forca

de glaten mostra o trabalho de deformagao da massa. A for¢a do gluten € usada para avaliar a
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capacidade das proteinas para formar uma rede que promova boa qualidade de cozimento

(SISSONS, 2008).

4.2.2 Analises da qualidade das massas frescas tipo talharim

Avaliar as propriedades reologicas da massa ¢ muito importante para prever as

propriedades do produto finalizado.

4.2.2.1 Umidade

As formulagdes, com excecdo da massa controle, mantiveram o teor de umidade, sem
diferenca significativa, ao longo dos 30 dias em torno de 31% (Tabela 9). De acordo com a
Anvisa (2000), os padrdes de identidade e qualidade de massa alimenticia, nesse valor ¢
considerado ideal e permitido pela legislagdo, ja que o aceitavel ¢ de no maximo 35% de

umidade final para massas frescas.

Tabela 9 — Comportamento do teor de umidade durante o armazenamento das massas alimenticias.

Massa Tempo (dias)

0

7

14

30

Massa controle 29,67+1,85%4
Massa com esferas vazias 30,86+0,09**
Magsa com Spirulina 31,.2740.22%
microencapsulada
Massa com Spirulina  30,64+0,63**

32,02+0,60°4
31,44+0,60**

32,36+0,54*
31,88+1,10*

32,21+0,19°4
31,8540,26™

31,83+1,28*
32,1740,46™

28,09+0,26*
31,61+0,43%8

31,25+0,18%8
30,49+0,23%8

média+desvio padrio; Valores seguidos de letras iguais, minusculas, na mesma linha e maiusculas, na
mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Nao houve diferenca significativa entre as formulagdes no decorrer do tempo, com
excegdo aos 30 dias. A massa controle perdeu dgua para o ambiente da embalagem, o que

pode ter ocasionado a diminui¢do do teor de umidade ao final dos 30 dias.

4.2.2.2 Atividade de 4gua

Os valores de atividade de dgua das formulagdes (Tabela 10) estdo de acordo com o
definido para massas frescas (ARMELLINI et al., 2018). A atividade de agua (Aw) ¢ um fator
intrinseco dos alimentos que interfere no desenvolvimento microbiano. O valor obtido nas

formulagdes possibilita o crescimento bacteriano e fingico, tornando-se necessario controle
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microbiologico durante o preparo € no acondicionamento (ANDRADE-MOLINA et al.,
2013).

Tabela 10 — Comportamento da atividade de 4gua durante o armazenamento das massas alimenticias.

Tempo (dias)
0 7 14 30
Massa controle 0,97+0,003°¢  0,96+0,007"**  0,97+0,005°*  0,95+0,004**
Massa com esferas vazias  0,90+0,011** 0,990,009  0,97+0,011°*  0,94+0,006°"
Massa com Spirulina g4, 6 106" 0.9940,002°®  0,99£0,002°*  0,98+0,005"
microencapsulada
Massa com Spirulina  0,95+0,009**¢  0,96+0,00005** 0,98+0,002°* 0,97+0,002"""

média+desvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais mintisculas na mesma linha e maiusculas, na
mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Massa

A Aw da massa controle diminuiu apds os 30 dias de armazenamento (Tabela 10),
provavelmente devido a redugdo do teor de umidade. O mesmo foi percebido por Andrade-
Molina et al. (2013).

Houve diferenca na Aw entre as formulagdes (Tabela 10), visto que a massa com
Spirulina sp. microencapsulada apresentou menor Aw ao comparar com a massa controle no
tempo inicial. Percebe-se entdo que adicdo das microcdpsulas interferiu na Aw. As
microcapsulas sdo liofilizadas, isto ¢ um fator importante, pois a remocdo da agua ¢
fundamental para o armazenamento, visto que pouca agua livre disponivel para reagdes
bioquimicas prolonga o prazo de validade (HOLKEM et al., 2016). Ao avaliar o tempo final
entre as formulagdes houve o efeito contrario, a massa com Spirulina sp. microencapsulada
apresentou maior Aw ao comparar com a massa controle. Porém, verificou-se que todas as
formulacdes apresentaram crescimento fungico, o que indica que a vida util das 4 formulagdes
de massas ¢ menor que 30 dias, portanto o tempo de armazenamento da massa fresca tipo
talharim ¢ provavel de 14 dias.

Diante disso, verifica-se que a atividade de dgua e o teor de umidade sdo parametros
de controle fundamentais e necessarios para obter boa estabilidade de armazenamento

(SAMAPUNDO et al., 2007), embora as massas frescas apresentem elevados teores.

4.2.2.3 Cor

A cor da massa fresca ¢ um atributo de qualidade muito importante e que tem
influencia direta na aceitabilidade do consumidor. E o primeiro pardmetro de qualidade que o
consumidor avalia no momento da compra da massa (ARANIBAR et al., 2018). A cor desse

tipo de massa depende das caracteristicas da matéria-prima ¢ do método de processamento
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(ZARDETTO; ROSA, 2009). Neste estudo nao houve mudanca no tipo de extrusdo, desta
maneira, a cor foi somente afetada pela matéria-prima adicionada na massa, no caso, a
Spirulina livre ou microencapsulada.

Comparou-se a cor de cada massa fresca ao longo do tempo de armazenamento. O
parametro L* mede a quantidade de luz que ¢ refletida de uma cor, representa a luminosidade,
sendo que 0 ¢ a coloracao preta e 100 ¢ a coloragdo branca. Pode-se observar que houve
diferencas significativas para luminosidade entre as formulagdes (Tabela 11). A massa com
esferas vazias apresentou maior valor de L*, isso ¢ devido a presenca das esferas vazias por
apresentarem coloracdo esbranquig¢ada. A cor das esferas, para o pardmetro L*, ndo afetou na
massa com Spirulina sp. microencapsulada, visto que a Spirulina fica dispersa em todo o
material do agente encapsulante, predominando assim a cor caracteristica da microalga e nao

da microesfera.

Tabela 11 — Avaliagdo da cor ao longo do tempo de armazenamento das massas alimenticias.

. Tempo (dias)

Massas Parametro 0 7 14 30
L* 62,83+0,87°%  72,06+0,14°C  71,42+0,88°C  68,67+0,10°C
Massa controle a* 1,14+£0,04°¢  4,78+0,08°°  4,72+0,07°°  5,21+0,01°
b* 16,40+0,16™  31,44+0,60°°  30,63+0,42°¢  31,27+0,03°°
L* 65,84+0,61°C  75,12+0,97°  72,92+0,44°C  68,59+0,02°¢
ei\g;f’sa\faozrgs a* 0,93+0,04°C  3,80+0,25"C  3,98+0,11°C  5,04+0,01C
b* 15,12+0,28%%  26,65+0,86%C  25,07+0,16®  23,95+0,01°C
Massa com L*  32,34+0,50** 36,31+0,98"®  31,89+1,78°®  31,72+0,09*"
Spirulina a* -5,69+0,06"  -4,19+0,24®  -4,96+0,67*®  -4,38+0,03"8
microencapsulada  p* 6,51+0,14°"  535+0,24  6,31+0,77°*  5,79+0,02%*
L* 30,72+0,21°  30,20+0,53°*  28,72+0,97**  27,35+0,15*
l\ggfﬁﬁlfr?;n a* 855128 _11,5240,31** -10,95+0,80* -9,46+0,03%*
b* 6,000,614 7,61+0,25°®  6,89+0,38°*  6,24+0,03%"

médiatdesvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais mintisculas na mesma linha e maitsculas, na

mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O parametro a* pode ser positivo ou negativo, indicam direcdo para o vermelho ou
verde, respectivamente. Observa-se que a massa com Spirulina sp. livre e microencapsulada
(Tabela 11) apresentou uma tendéncia para a tonalidade verde, em todos os tempos de estudo,
visto que ¢ a cor caracteristica desta microalga. A massa com Spirulina sp. encapsulada
apresentou valores maiores de a*, isso mostra que o material de parede influenciou na

coloragdo da microalga. Entdo, comparando os parametros L* e a* para a Spirulina
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microencapsulada, percebe-se que hd uma boa interagdo do material ativo com o material
encapsulante.

O parametro b*, positivo indica tendéncia a coloragcdo amarela, e negativo, coloragdo
azul. Observa-se que os valores para este parametro sdo todos positivos (Tabela 11), o que
indica que ndo houve dano na célula da Spirulina ou rompimento da estrutura da microesfera
que poderia ocasionar na liberagdo da ficocianina, cuja tonalidade ¢ azul.

Observa-se que a massa controle aumentou o valor de b* ao longo do tempo, por se
tratar de uma massa padrdo, ¢ um atributo muito importante. A tendéncia a colora¢do amarela
que ¢ devido a presenga dos pigmentos carotenoides (CHANG; FLORES, 2004). Ao
comparar entre as formulagdes, verifica-se, nos diferentes tempos, que a massa controle ¢ a

massa com esferas vazias tenderam para a colora¢do amarela.

4.2.2.4 Cozimento

A qualidade da massa pode ser estimada a partir das analises de cozimento, tais como
tempo de cozimento, aumento de peso, perda de cozimento e absor¢io de dgua (OZYURT et

al., 2015).

4.2.2.4.1 Tempo de cozimento

O tempo de cozimento 6timo para as 4 formulagdes de massa foi de 5 min. Bastos et
al. (2016) relataram que o tempo de cozimento 6timo de macarrdo fresco variou de 2 a 4 min.
O tempo pode estar relacionado com a variedade do trigo utilizada para a fabricagdo da
farinha e o processo de preparacao da massa. Por se tratar de massa fresca, esta ndo tem a

etapa de secagem, logo, o tempo de cozimento ndo ¢ tdo longo quanto ¢ para massas as secas.

4.2.2.4.2 Perda no cozimento

A determinagdo da perda de cozimento ¢ um indicador importante da qualidade da
massa (KHAN et al., 2013), portanto, quanto menor a quantidade de residuos, maior ¢ a
qualidade da massa (FOIS et al., 2018). Uma vez que durante o cozimento da massa, o amido
solivel e outros componentes soluveis, incluindo polissacarideos nao amildceos, sdo
parcialmente lixiviados para a dgua e, como resultado, a 4gua de cozimento torna-se espessa

(GULL; PRASAD; KUMAR, 2016).
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A incorporacao da microalga, livre ou microencapsulada, ndo afetou a perda de
cozimento no tempo inicial (Tabela 12) esse resultado ¢ importante visto que ¢ um indicativo
geralmente usado para avaliar o desempenho do cozimento por parte dos consumidores e da
industria (FRADIQUE et al., 2010).

Avaliando ao longo do tempo (Tabela 12), somente a formulacdo da massa que
utilizou Spirulina sp. microencapsulada nao teve diferenca significativa, portanto, nio
apresentou aumento na perda de solidos.

Apesar da perda de cozimento das formulagdes das massas frescas (Tabela 12) ter sido
inferior a 12%, considera-se uma massa de boa qualidade (HOSENEY, 1999). Enquanto
Dick e Youngs (1998), relataram que para massas, o limite aceitdvel do percentual de perda
de cozimento ¢ 8%, sendo assim, somente as formula¢des do tempo inicial apresentaram-se

aceitaveis.

Tabela 12 — Perda de cozimento das formula¢des de massas alimenticias ao longo do tempo.

Tempo (dias)
Massas 0 7 14 30
(%) (%) (%) (%)
Massa controle 7,71+0,34*  8,05+0,87%  9,89+0,55°*  9,92+0,19°*

Massa com esferas vazias  8,13£0,61** 9,94+0,108  11,72+0,60°*B  12,34+1,66°*
Massa com Spirulina ¢ o) 6618 94210378 10462039  10,75+1,15%
microencapsulada
Massa com Spirulina  8,26+0,67** 11,82+0,15°C 12,02+0,75°®  12,18+0,59**

médiatdesvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais mintisculas na mesma linha ¢ maitsculas, na
mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A massa com Spirulina livre, no tempo de armazenamento de 7 dias (Tabela 12),
apresentou maior perda de solidos em relagdo as outras formulagdes. Este aumento pode ser
devido a incorporagdo de ingredientes nao tradicionais a massa, como a Spirulina sp., que
pode afetar negativamente a rede de amido-gliten permitindo que mais amido gelatinizado
seja lixiviado da massa durante o cozimento (ARAVIND et al., 2012 ).

A incorporacdo das esferas e da Spirulina sp. livres pode enfraquecer a estrutura da
massa, ou seja, enfraquecer a rede de gluten, que € responsavel por manter a amilose durante
o cozimento, mantendo assim a integridade fisica da massa durante a coc¢ao (FOSCHIA et
al., 2015). Uma vez que as proteinas da Spirulina nao sao capazes de desenvolver uma rede de
gluten, logo, o obstaculo esférico acaba interferindo na formagao dessa rede, aumentando a

perda de solidos.
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Comparando o tempo inicial, 0 dias, e o tempo final, 30 dias (Tabela 12), percebe-se
que a adigdo da Spirulina livre, microencapsulada e as esferas vazias ndo afetaram a perda de
cozimento. Ozyurt et al. (2015) também ndio observou a perda de cozimento com a adigdo de

Spirulina em diferentes concentragdes (5, 10 e 15%) na massa.

42.2.43 Indice de inchaco

O indice de inchago ¢ um indicador da dgua absorvida devido a hidrata¢do das
proteinas e gelatinizacdo do amido na massa cozida (FOLCHI et al., 2015). Avaliando cada
formulagdo ao longo do tempo (Tabela 13), a massa controle ndo apresentou aumento no
indice de inchago. Observa-se também que nao houve diferenca, no indice de inchaco entre as
4 formulacdes de massa para cada tempo analisado. Isso indica que durante o cozimento da
massa, as esferas, bem como a Spirulina sp. livre e microencapsulada ndo competiram com o
amido da massa quando compara-se em cada tempo (FICCO et al., 2016), portanto, o amido
ndo absorveu nem menos € nem mais agua que teria como consequéncia a diminui¢do ou

aumento do inchago, respectivamente.

Tabela 13 — Avaliagdo do indice de inchago ao longo do tempo de armazenamento das massas.

Tempo (dias)
Amostra 0 7 14 30
(%) (%) (%) (%)
Massa controle 1,0840,77**  1,40+0,13**  2,06+0,07** 1,98+0,04**

Massa com esferas vazias ~ 1,69£0,07**  1,7340,04°*  1,92+0,06"* 1,94+0,04"*
Massa com Spirulina ¢\ 598 | 5000 11%  1,0040,04"  2,05:0,01"
microencapsulada
Massa com Spirulina 1,56+0,03**  1,70£0,05*  2,07+0,16™* 2,03+0,05**

média+desvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais minusculas na mesma linha e maitsculas, na
mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Ao comparar ao longo do tempo (Tabela 13), o aumento do indice de inchago nas
formulagdes da massa com Spirulina sp. livre e microencapsulada, pode ser devido a falta de
uma rede continua de proteinas. A incorporacdo das microesferas e da Spirulina, causa uma
alta hidratacdo do amido, aumentando o peso da massa. Outro fator é o processo de extrusao

que pode enfraquecer a matriz proteica, influenciando assim, na estrutura da massa

(ZARDETTO; ROSA, 2009).
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4.2.2.4.4 Absor¢ao de agua

A adicdo da Spirulina microencapsulada pode ter promovido maior teor de lixiviagao
do amido, que resultou em menor capacidade de absor¢do de 4gua durante o cozimento
(Tabela 14), quando comparada com as outras formulagdes no tempo inicial. A presenga
dessas microcapsulas, ndo soluveis, pode ter dificultado a difusdo da dgua para a matriz do
glaten (ARMELLINI et al., 2018). O mesmo foi observado por Céardenas-Hernandez et al.
(2016).

Tabela 14 — Avaliagdo da absor¢@o de agua ao longo do tempo de armazenamento das massas.

Tempo (dias)

Amostra 0 7 14 30

(%) (%) (%) (%)
Massa controle 93.39+1,99°8  84.05+£2,57* 95,4442 7828 104,00+1,50°8
Massav"a"zr;:“eras 82.25£0,79**  130,46£2,558  99,12+0,76"®  99,15+0,38"®
Massa com Spirulina ¢ 5 3000 1348047088 82.7940.88"  90.52+0.86

microencapsulada

Massa com Spirulina  86,04+1,89**®  139,28+1,42°®  92,85+4,79*F 92 90+1,04**

médiatdesvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais mintisculas na mesma linha e maitsculas, na
mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A massa controle foi a que apresentou maior capacidade de absor¢ao de agua, tanto no
tempo inicial, quanto final (Tabela 14).

A absorcdo de dgua das massas estd relacionada com a granulometria da farinha, visto
que se a massa foi produzida com particula de farinha de trigo desuniforme podera apresentar
manchas esbranquicadas, devido a variagdes na taxa de absor¢do de agua, visto que ¢ mais
rapida para particulas finas (PAGNUSSATT et al., 2014). A variagdo na taxa de absorcdo de
agua da massa controle, ao longo do tempo (Tabela 14) e o aumento da absor¢do aos 30 dias,
ndo se deve a granulometria da farinha, visto que esta apresentou tamanho uniforme, mas sim,

pode estar ligada a perda de umidade desta formulagao.
4.2.2.4.5 Aumento de peso
O aumento de peso das massas estd relacionado com o gliten. A principal fun¢do

tecnologica do gluten ¢ a formagdo de uma rede interna capaz de reter os componentes das

massas (DOXASTAKIS et al., 2007). A massa controle e a massa com a adigdo da Spirulina
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livre apresentaram maior peso no tempo inicial (Tabela 15), isso pode ser devido a nao
formacdo de uma rede proteica continua, causa alta hidratacdo do amido, aumentando o peso
da massa ou a Spirulina parece diluir a for¢a do gluten, enfraquecendo a estrutura geral do

espaguete (ZARDETTO; ROSA, 2009).

Tabela 15 — Avaliacdo do aumento de peso ao longo do tempo de armazenamento das massas.

Tempo (dias)
Amostra 0 7 14 30
(%) (%) (%) (%)
Massa controle 193,391,998 184,05+2,57*" 195,44+2 78%°AB 204,00+1,50°E
Massavca‘;?;:Sferas 182,25+0,79**  230,46+2,55®  199,12+0,76°® 199,15+0,38""
M;fii‘;gj?ﬁig&;:g;‘a 178,56+0,30** 234.80+7,28"®  182,79+0.88* 190,52+0,86™*
Massa com Spirulina  186,04+1,89**8 239.28+1,42°® 192,85+4,79**% 192,90+1,04**

médiatdesvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais minusculas na mesma linha ¢ maitsculas, na
mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A diminui¢do do peso nos 14 dias (Tabela 15) da massa com Spirulina
microencapsulada pode ser devido a maior perda de cozimento nesta formulacdo. A massa
com Spirulina microencapsulada e as esferas vazias apresentou menor peso ao comparar com

a controle no tempo inicial.

422.4.6 Textura

O desenvolvimento de parametros de textura ¢ um ponto critico para garantir a
aceitacao dos produtos pelo consumidor (DESAIL; BRENNAN; BRENNAN, 2018).

As propriedades de textura da massa sao afetadas, principalmente, pela rede estrutural
da matriz de amidos, gluten, pelas adicdes de proteina e outros ingredientes (CHANG; WU,
2008).

Observando a Tabela 16, houve um aumento significativo na firmeza quando a massa
foi incorporada com Spirulina microencapsulada no tempo 0 dias. A firmeza aumentou de
1,62 N na massa controle para 2,34 N na massa com Spirulina encapsulada. A massa controle,
no tempo inicial, apresentou menor firmeza que os outros tipos de massas, mas ao final dos 30
dias de armazenamento, a firmeza da massa controle foi maior que as outras massas. Esse
aumento pode estar relacionado com o teor de umidade, pois segundo Foschia et al. (2015), o

menor teor de umidade ¢ responsavel pelo maior valor de firmeza da massa. A massa
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controle, nos 30 dias, foi a que apresentou menor teor de umidade, como consequéncia, maior
firmeza. A firmeza ¢ um parametro interessante, pois esta associada com a forca necessaria
para comprimir a massa entre os dentes (ARMELLINI et al., 2018).

A adicdo da microalga microencapsulada afetou positivamente a textura da massa
fresca, quando comparada a massa controle, no tempo inicial. O aumento da firmeza da massa
com Spirulina microencapsulada pode estar relacionada com a absor¢do de agua, visto que
nessa massa, a absor¢ao foi menor ao comparar com a massa controle e massa com Spirulina
livre. O mesmo foi observado por Fradique et al. (2010), massa com Spirulina apresentou
maior firmeza. Portanto, a absor¢cdo de dgua durante o cozimento ¢ responsavel pela textura
da massa fresca cozida (DOXASTAKIS et al., 2007), isso confirma que a adi¢ao da Spirulina
microencapsulada promoveu um maior teor de lixiviagdo do amido, resultou em uma menor
capacidade de absor¢do de agua durante o cozimento, como consequéncia, aumentou a
firmeza da massa com Spirulina microencapsulada. A massa com Spirulina livre também
apresentou lixiviagdo do amido, menor capacidade de absor¢do de agua e maior perda de
cozimento ao longo do tempo, aumentando a firmeza da massa.

Outro fator que influencia na textura da massa ¢ a atividade da a-amilase, sendo que
elevadas atividades da a-amilase influencia de forma negativa, resultando em textura suave e
aumentando a perda de sélidos durante o cozimento (HAGER et al., 2013), neste caso, a
farinha utilizada apresentou baixa atividade da enzima a-amilase e isso ¢ um indicativo que

comprova a textura mais firme.

Tabela 16 — Firmeza das formulagdes de massas cozidas ao longo do tempo de armazenamento.

Tempo (dias)
Amostra 0 7 14 30
N N N N
Massa controle 1,62+0,02°4  2,57+0,002°®  2,45+0,04°® 2,89+0,01%

Massa com esferas vazias  1,82+0,01°  2,2440,02°*  2,2440,04** 2,474+0,03°E
Massa com Spirulina 5 4, 049C 5550005 2.7840,03°C  2,2440,05
microencapsulada
Massa com Spirulina 1,89+0,02°  2,82+0,01°C  2,62+0,08"%C 2,48+0,01°®

médiatdesvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais miniisculas na mesma linha ¢ maitsculas, na
mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A massa com Spirulina microencapsulada, ao final da vida de prateleira (Tabela 16),
ndo apresentou diferenca no valor de firmeza, sendo o menor ao longo do tempo. Ao

comparar com as demais formulagdes, observa-se que aos 30 dias, a massa com Spirulina
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microencapsulada apresentou menor teor de firmeza. Essa diminui¢do da firmeza pode ser
atribuida pelo enfraquecimento da rede de gluten, por ndo ser uma matriz continua, devido a
presenga das microcapsulas, tornando-a fraca (BRUINSMA et al., 1978). Visto que a firmeza
¢ um reflexo da for¢a de ligacdo e da integridade da matriz de proteina da massa apds o
processo de cozimento (DEXTER; MATSUO, 1979).

As diferencas na qualidade de cozimento, no que se refere a firmeza, sdo atribuidas
principalmente ao gluten. Portanto, massas com alto teor de gliten sdo internamente mais
firmes do que as massas com baixo teor de gliten ap6s o cozimento. Estudos mostram que a
adicao de proteina resulta em maior firmeza da massa (DOXASTAKIS et al., 2007), ja a
adi¢do de fibra reduz a firmeza, devido a destruicdo da matriz proteina-amido dentro da
estrutura da massa (SOZER et al., 2007). Por se tratar de uma esfera, a biomassa esta disposta
por todo o material encapsulante, portanto, a biomassa na parte mais externa pode ter
influenciado na rede de glaten, mas a proteina da Spirulina nao tem capacidade de formar a
rede de gluten. Chang e Wu (2008) e Fradique et al. (2010) perceberam que a adi¢ao de algas
marinhas ndo fortalecem as estruturas de rede da massa.

A adesividade da massa ¢ relacionada a quantidade de granulos de amido que exsudam
da matriz da massa para a dgua de cozimento e cobre a superficie do produto (DEXTER,
MATSUO E MACGREGOR, 1985). Diante disso, massa com Spirulina livre, aos 7 dias
(Tabela 17) apresentou maior adesividade e se comparar este mesmo tempo com a perda de
cozimento, verifica-se que entre as formulagdes, foi a que apresentou maior perda e maior
firmeza. Enquanto que a massa com Spirulina microencapsulada, no tempo inicial, foi igual a

massa controle em relagdo a adesividade e consequentemente, apresentou maior firmeza.

Tabela 17 — Adesividade das formulagdes de massas cozidas ao longo do tempo de armazenamento.

Tempo (dias)
Amostra 0 7 14 30
N N N N
Massa controle 2,86+0,3248  228+0,02%*  2,05+0,05°®  1,96+0,06**

Massa com esferas vazias ~ 3,30+0,20°®  2,19+0,002**  2,25+0,01°C  2,2940,02%8
Massa com Spirulina ) ¢ 10eAB 5 5610 0420 25440,01°°  2,3840,01%
microencapsulada
Massa com Spirulina 2,48+0,02°  2,49+0,03°®  1,77+0,04** 2,07+0,01°*

média+desvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais mintisculas na mesma linha e maiusculas, na
mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A massa com Spirulina microencapsulada e livre foi a que apresentou maior

adesividade em relagdo as outras massas ao longo do tempo, isso indica que as microcapsulas



88

¢ a Spirulina interferiram na matriz da massa. Isso tem haver com a uniformidade da massa,
visto que esta comega a mudar com a difusdo da agua do exterior para o interior da massa.
Sendo que na superficie da massa, os granulos de amido ndo ficam mais intactos € a matriz
proteica comeca a se decompor devido a desnaturacao. Sabe-se que a for¢a da matriz proteica
e a continuidade dessa matriz formada, durante a mistura ¢ a extrusdo da massa, sdo
importantes na determinagdo das caracteristicas de textura da massa. Visto que uma rede de
glaten mais forte resulta em uma massa menos adesiva (SOZER; DALGIC; KAYA, 2007).

As condigdes de processamento da massa, bem como o gliten e o amido, determinam
a qualidade de cozimento da massa. Uma boa qualidade de cozimento ¢ definida através de
uma alta absorcdo de agua, baixas perdas de cozimento e textura firme (BRUNEL et al.,
2010). Diante dos resultados, a perda de cozimento ndo foi afetada com a adi¢do das esferas
vazias, bem como da Spirulina sp. livre e microencapsulada. Enquanto que a massa com
Spirulina livre apresentou maior absor¢do de agua, sendo igual a controle, no tempo inicial.
Porém, a textura da massa ¢ considerada como o aspecto de qualidade mais importante (DE
MARCO et al., 2014), em virtude disso, no tempo inicial, a massa com Spirulina

microencapsulada apresentou maior firmeza que a massa com Spirulina livre.

4.2.3 Analise sensorial

A andlise sensorial ¢ uma boa forma de avaliar a qualidade de cozimento da massa,
porém, se os avaliadores ndo forem treinados, podera haver dificuldade (SISSONS, 2008).
Portanto, os estudos de qualidade de massa anteriores estdo correlacionados com a andlise
sensorial.

Na Tabela 18 estdo apresentados os valores médios para cada atributo das amostras
das massas. Nao foram observadas diferengas significativas entre os 4 tipos de massa nos
atributos de textura, odor/aroma, sabor e impressao global. Isso significa que as pessoas estdo
comecando a aceitar a incorporacdo de outros ingredientes nos alimentos que ndo estdo
acostumadas a consumir no dia a dia. Quanto a cor e a aparéncia, a mais aceita foi a massa
com Spirulina livre, seguida da massa com Spirulina microencapsulada e a massa controle,
isso pode ser um indicativo do apelo a busca de alimentos que tragam algum beneficio a sua
saude, e a cor, neste caso, induz o consumidor. Portanto, a tendéncia atual para alimentos
mais saudaveis pode representar a oportunidade de introduzir este tipo de massa.

Em relagdo as formulagdes, a cor foi significativamente diferente na andlise de

qualidade das massas. A cor, uma das principais caracteristicas de qualidade e aparéncia
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visual, do produto, desempenha papel fundamental no momento de escolha do consumidor.
Muitas vezes a cor ¢ comprometida quando se utiliza matérias-primas nao tradicionais para a
elaboracdo das massas frescas, visto que ¢ um alimento a base de carboidrato (HAGER et al.,
2013). A massa fresca com Spirulina livre resultou em uma cor muito atraente e foi bem
aceito pelos avaliadores. A massa com esferas vazias apresentou menor aceitabilidade em
relacdo a cor pelos consumidores, isso pode ser atribuido a presenca das esferas vazias, por
apresentarem coloragdo esbranquigada. Ao relacionar com os resultados de cor, a massa com

esferas vazias foi a que apresentou maior valor de L* que tendenciou a coloragdo branca.

Tabela 18 — Médias dos atributos utilizados para avaliar a aceitabilidade do consumidor da massa fresca.

Massa Massa com  Massa com Spirulina  Massa com
Amostra . . Lo
controle esferas vazias  microencapsulada Spirulina

Cor 720+1,36"  6,98+1,59° 7,31+1,39 7,76+1,24°

Textura 7,67+1,07° 7,57+1,36° 7,71+0,83? 8,10+0,81"

Aparéncia  7,53+1,16®  7,27+1,39° 7,37+1,11%° 7,90+1,01°

Odor/ aroma 7,57+1,17° 7,71+1,12° 7,33+1,41° 7,35+1,57°

Sabor 7,65+1,43% 7,73£1,08° 7,51+1,30° 7,90+0,98*

Impressdo global 7,51+1,22° 7,65+1,11° 7,55+1,03° 7,94+0,86°
médiatdesvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey (p<0,05).

Diante da nossa pesquisa, utilizando a escala de intencdo de consumo (Tabela 19), a
nota atribuida foi 5, isso indica que as pessoas comeriam, mas ndo sairiam da sua rotina,

independente do tipo de massa.

Tabela 19 — Inteng@o de consumo avaliadas pelos consumidores.

Amostra Intencdo de consumo
Massa controle 5,78+0,97°
Massa com esferas vazias 5,75+1,02°
Massa com Spirulina microencapsulada 5.27+1,27°
Massa com Spirulina 5,75+1,00°

O questionario CATA tem como finalidade reunir as informagdes dos produtos em
relagcdo a percepcao das caracteristicas sensoriais do consumidor. A frequéncia de escolha de

cada atributo pelo consumidor esta apresentada na Tabela 20.
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Tabela 20 — Frequéncia (%) das escolhas dos atributos no questionario CATA das massas frescas.

. Massa Massa com Massa com Spirulina Massa
Atributo . .
controle  esferas vazias microencapsulada -
Spirulina
Adesividade (gruda no dente) 7 3 6 3
Bordas lisas 32 22 22 29
Bordas serrilhadas 1 1 5 0
Cor creme 46 37 0 0
Cor ndo uniforme 2 2 16 4
Cor uniforme 42 38 22 39
Cor verde 0 0 19 22
Cor verde musgo 0 0 38 36
Gosto de farinha 18 19 11 11
Levemente adstringente 0 5 3 2
Odor de alga 0 1 10 15
Odor de farinha 16 17 6 7
Odor de peixe fresco 0 0 5 2
Presenca de pontos verdes 0 0 32 3
Residual amargo 0 3 6 6
Sabor de alga 0 0 12 8
Sabor peixe cru 0 0 0 1
Textura firme 31 31 24 29
Textura pegajosa 9 6 7
Textura rugosa 1 3 4 2

Os atributos, de maior frequéncia nas quatro formulagdes de massas foram bordas
lisas, cor uniforme e textura firme. Em relagdo a textura firme, ao comparar com a analise de
no texturdmetro, percebe-se que as massas, com exce¢do a massa controle, apresentaram
maior firmeza.

Os atributos cor creme, cor uniforme, bordas lisas e textura firme foram os mais
citados pelos provadores para a formulagdo da massa controle e massa com esferas vazias. Ja
a formulagdo com Spirulina microencapsulada, apresentou como termos mais citados a cor
verde musgo, a presenca de pontos verdes, bordas lisas e a textura firme. Em relagdo a
formulagdo com Spirulina livre, os atributos mais citados foram iguais ao da massa com
Spirulina microencapsulada, além da cor verde. Percebe-se que os atributos de cor verde ¢
textura firme foram identificados nas andlises de qualidade da massa e também percebidos
pelos consumidores, mas isso ndo afetou a aceitabilidade das massas, muito pelo contrario,
preferiram as massas com a cor verde.

A presenga de pontos verdes também foi citada na massa com Spirulina

microencapsulada, mas isso ndo afetou a aceitabilidade dos consumidores com relacdo a
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aparéncia. A cor ¢ um atributo que atrai o consumidor e a adi¢cdo da biomassa da microalga,
como ingrediente natural na massa, tornou-a com aparéncia atraente e inovadora, podendo se
tornar um alimento funcional amplamente apreciado e consumido em um futuro préoximo
(BATISTA etal., 2017).

As quatro formulacdes de massas foram consideradas, em comum, os atributos com
menor frequéncia adesividade, cor ndo uniforme, gosto e odor de farinha e textura pegajosa e
rugosa.

Os atributos menos citados, além dos que ja foram mencionados, para a massa
controle foi bordas serrilhadas, enquanto que para a massa com esferas vazias, o0s
consumidores mencionaram a presenca de bordas serrilhadas além do residual amargo, odor
de alga e levemente adstringente, que sdo caracteristicos das esferas de alginato de sddio e
cloreto de calcio.

A massa com Spirulina microencapsulada apresentou com menos frequéncia os
atributos levemente adstringente, bordas serrilhadas, odor de peixe fresco, sabor de alga,
residual amargo, além dos comuns entre as formulagdes que ja foram mencionados. Enquanto
que para a massa com Spirulina livre, foram citados com menor frequéncia a presenca de
pontos verdes, residual amargo, sabor de alga e de peixe cru, odor de peixe fresco e levemente
adstringente. Observa-se que somente 12 consumidores, perceberam o sabor de alga na
Spirulina microencapsulada, isso pode ser um indicativo de que a microcapsula foi capaz de
mascarar o sabor caracteristico da microalga. Apesar de alguns consumidores perceberem o
residual amargo e o sabor levemente adstringente, esses atributos ndo foram parametros
decisivos para a aceitabilidade, visto que nao houve diferenca entre as formulacdes para sabor
e odor.

A cor creme foi citada somente para a massa controle ¢ massa com esferas vazias,
como esperado. A cor verde e verde musgo foram citados para a massa com Spirulina livre e
microencapsulada, sendo que o termo com maior frequéncia foi a cor verde musgo para
ambas as massas. A massa com Spirulina microencapsulada apresentou cor ndo uniforme,
isso se da pela presenca das microcapsulas, visto que os consumidores identificaram a
presenca de pontos verdes nesta massa.

A andlise de componentes principais dos dados do método CATA (Figura 12) mostra
que a variabilidade das amostras pdde ser explicada em 84,07% por dois componentes
principais.

A massa controle foi mais bem representada pelos atributos de textura firme e

pegajosa, cor uniforme e bordas lisas (Figura 12). A massa com esferas vazias foi
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representada pela adesividade, sabor levemente adstringente, gosto e odor de farinha e cor
creme. Enquanto que a massa com Spirulina microencapsulada, os atributos foram odor de
peixe fresco, cor ndo uniforme, presenca de pontos verdes, textura rugosa e bordas
serrilhadas. Ja a massa com Spirulina livre, sabor de alga ¢ de peixe cru, residual amargo,
odor de alga, cor verde musgo e cor verde.

A massa controle se relaciona com a massa com esferas vazias, por estar no mesmo
quadrante (Figura 12), mas a presenga das microcépsulas influencia a percepcdo do
consumidor, porque ambas as massas com esferas (vazia ou com Spirulina), estdo no
quadrante inferior. A massa com Spirulina microencapsulada ¢ definida pelos mesmos
atributos que a massa com esferas vazias, a Uinica exce¢do ¢ o odor de peixe fresco e a
presenca de pontos verdes, que faz a massa com Spirulina livre ficar no quadrante superior. A
massa com Spirulina livre ¢ definida pelos mesmos atributos que a massa com Spirulina
microencapsulada, sendo que a excegdo ¢ para o odor de alga e sabor de peixe cru que faz a

massa com Spirulina livre ficar sozinha no quadrante superior.

Figura 12 - Numero de autovalores dos componentes das frequéncias dos termos do teste CATA e percentuais de

explicagdo obtidos.
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AD: Adesividade (gruda no dente); BL: Bordas lisas; BS: Bordas serrilhadas; CC: Cor creme; CNU:
Cor ndo uniforme; CU: Cor uniforme; CV: Cor verde; CVM: Cor verde musgo; GF: Gosto de farinha; LA:
Levemente adstringente; AO: Odor de alga; OF: Odor de farinha; OP: Odor de peixe fresco; PPV: Presenga de
pontos verdes; RA: Residual amargo; AS: Sabor de alga; SP: Sabor de peixe cru; TF: Textura firme; TP: Textura
pegajosa; TR: Textura rugosa.

A massa controle ¢ massa a com Spirulina microencapsulada, s3o mais bem

representados pelos atributos relacionados a textura e a aparéncia, enquanto as esferas vazias
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e da Spirulina livre, sdo representados pelos parametros mais relacionados ao gosto/sabor e
cor.

A utilizagdo da metodologia CATA ¢ uma boa ferramenta para coletar informagdes
sobre a percep¢do dos consumidores em relagdo as caracteristicas sensoriais dos produtos,
i1sso pode contribuir para as melhorias no desenvolvimento do produto (BRUZZONE et al.,

2015).
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5 CONCLUSAO

O processo de microencapsulacdo por gelificagdo idnica possibilitou a formagdo de
microesferas de alginato de calcio com Spirulina sp. A microesfera mostrou-se capaz de
aprisionar maior quantidade de material ativo, Spirulina, em menor teor de solidos (1:1 em
relacdo ao teor de solidos) quando comparado aos outros tipos de microcapsulas
desenvolvidas. A solubilidade da microesfera definida para aplicagdo nas formulagdes das
massas ¢ considerada baixa (8,64%), mostrando-se ideal para adiciona-la em massas frescas.

A Spirulina sp. apresentou elevado potencial antioxidante (101,15 equivalente a mmol
de trolox/g de Spirulina), mas sofre redugdo de 35% desse potencial ao ser submetida ao
aquecimento (65,70 equivalente a mmol de trolox/g de Spirulina). A encapsulagdo da
Spirulina com alginato de calcio permitiu a manutengdo do potencial antioxidante, sendo que
as esferas com Spirulina apresentaram 93,66 equivalente a mmol de trolox/g de Spirulina
antes do aquecimento e 73,19 equivalente a mmol de trolox/g de Spirulina depois do
tratamento térmico, uma perda de 21,8 % em comparagdo com 35% na Spirulina nio
encapsulada.

Uma boa qualidade de cozimento ¢ definida através de uma alta absor¢do de agua,
baixas perdas de cozimento e textura firme. Diante dos resultados, a perda de cozimento nao
foi afetada com a adi¢do da Spirulina sp. livre e microencapsulada. A massa com Spirulina
livre apresentou maior absor¢do de agua, sendo igual a controle. Porém, a textura da massa ¢
considerada como o aspecto de qualidade mais importante, em virtude disso, no tempo inicial,
a massa com Spirulina microencapsulada foi igual a massa controle em relagdo a adesividade
e apresentou maior firmeza em relagdo as outras massas. O estudo de armazenamento mostrou
que as caracteristicas de textura sdo afetadas ao longo do tempo e que a perda de umidade da
massa proporciona maior firmeza desta.

Na analise sensorial, as 4 formulagdes de massas frescas nao apresentaram diferenga
significativa em relagdo aos atributos de textura, odor/aroma, sabor e impressdo global.
Quanto a cor e a aparéncia, a mais aceita foi a massa com Spirulina livre, seguida da massa
com Spirulina microencapsulada que n3o apresentou diferenga com a massa controle. O
CATA mostrou que a textura firme foi um dos atributos das massas mais citados pelos
consumidores. A massa controle e a massa com Spirulina microencapsulada sdo representadas
pelos atributos relacionados a textura e a aparéncia, enquanto a massa com esferas vazias e a

massa com Spirulina livre, sdo representados pelo gosto/sabor e cor.
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Embora os consumidores apreciaram mais a massa com Spirulina sp. livre devido a
cor e aparéncia, os resultados do tratamento térmico indicam que ¢ preciso encapsular para
proteger os antioxidantes da degradagdo térmica. Visto que as pessoas estdo se preocupando
cada vez mais com a sua saude, e buscam consumir alimentos ndo sé nutritivos, mas que
tragam beneficios.

Diante disso, este estudo mostrou que a massa adicionada de Spirulina apresentou
elevada aceitabilidade pelos consumidores. Isso pode ser um indicativo do apelo a busca de
alimentos que tragam algum beneficio a sua satde, e a cor, neste caso, induz o consumidor. A
massa adicionada de Spirulina encapsulada, no entanto, permitiu a prote¢do do potencial
antioxidante desta, sendo este o ingrediente diferenciado na massa fresca tipo talharim. Por
fim, devido a tendéncia atual de alimentos mais saudaveis, a massa com Spirulina
microencapsulada pode representar uma oportunidade de introduzir este tipo de massa

desenvolvida aos consumidores.
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APENDICE A — Artigo cientifico

ENCAPSULACAO DA MICROALGA Spirulina sp. PARA INCORPORACAO EM
MASSA ALIMENTICIA FRESCA

RESUMO

Produtos a base de cereais, como as massas frescas, sdo opgdes de alimentos comuns,
apropriados para a incorporagdo de ingredientes funcionais, devido a sua conveniéncia,
palatabilidade e por serem consumidas por pessoas de todas as idades e de varios lugares. Nos
ultimos anos, diversos ingredientes foram utilizados na produc¢do de massas frescas para
melhorar e/ou conferir propriedades funcionais. As microalgas estdo se tornando uma
alternativa promissora para aplica¢do em alimentos, pois sdo capazes de melhorar o contetido
nutricional e agregar valor funcional aos alimentos. A Spirulina sp. se destaca entre as
microalgas, por ser segura para 0 consumo, apresentar composi¢ao quimica equilibrada, com
elevado teor proteico, vitaminas, antioxidantes devido a presenca da ficocianina e compostos
fenodlicos, mas por outro lado, ao ser submetida a temperaturas eclevadas, afeta a sua
capacidade antioxidante. Uma forma de assegurar as propriedades da Spirulina ¢é através da
microencapsulacdo da sua biomassa com uma cépsula insolivel em 4gua antes de adiciona-la
na massa fresca de forma que ndo modifique as caracteristicas sensoriais desejadas deste
produto. Desta forma, objetivou-se estudar o comportamento da microcapsula com Spirulina
platensis para adigdo em massa fresca. A formagdo de uma microesfera com alginato de sodio
e cloreto de calcio conseguiu aprisionar maior quantidade de Spirulina em relagao aos solidos
totais, propor¢do 1:1. Apresentou baixa solubilidade em dgua. Além disso, esta microesfera
conseguiu proteger os antioxidantes da Spirulina sp. ao ser submetida ao tratamento térmico.
Este estudo mostrou que a microesfera de alginato de calcio com Spirulina sp. ¢ indicada para
aplicar em alimentos que consistem na coc¢dao em agua, como no caso, a massa fresca.

PALAVRAS CHAVE: Spirulina sp. antioxidantes. Microencapsulagao

ABSTRACT

Cereal products, such as fresh pasta, are common food options suitable for the incorporation
of functional ingredients because of their convenience, palatability and being consumed by
people of all ages and from various places. In recent years, various ingredients have been used
in the production of fresh pasta to improve and / or confer functional properties. Microalgae
are becoming a promising alternative for food application because they are able to improve
nutritional content and add functional value to food. Spirulina sp. It is notable among
microalgae, because it is safe for consumption, presenting a balanced chemical composition,
with high protein content, vitamins, antioxidants due to the presence of phycocyanin and
phenolic compounds, but on the other hand, when subjected to high temperatures, affects its
antioxidant capacity. One way of ensuring the properties of Spirulina is by
microencapsulating its biomass with a water-insoluble capsule before adding it to the fresh
mass so as not to modify the desired sensory characteristics of this product. The objective of
this study was to study the behavior of the microcapsule with Spirulina platensis for fresh
mass addition. The formation of a microsphere with sodium alginate and calcium chloride
was able to trap more Spirulina in relation to the total solids, ratio 1: 1. It presented low
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solubility in water. In addition, this microsphere has been able to protect the antioxidants of
Spirulina sp. when subjected to the heat treatment. This study showed that the calcium
alginate microsphere with Spirulina sp. is indicated to apply in foods that consist of cooking
in water, as in the case, the fresh mass.

KEYWORDS: Spirulina sp. Antioxidants. Microencapsulation.

1 INTRODUCAO

A massa ¢ considerada, em todo o mundo, um alimento popular basico. Consumida
pelo seu baixo custo e facil preparo (BIERNACKA et al., 2017). E produzida com a sémola
de trigo, tendo como principal ingrediente, a farinha de trigo. Apresenta elevado teor de

carboidratos complexos, tornando-a uma boa fonte de energia na nutrigdo humana

(ARANIBAR et al., 2018).

A massa ¢ tradicionalmente fabricada usando apenas farinha de trigo duro, mas nos
ultimos anos, os consumidores buscam por alimentos que nao satisfacam somente as suas
necessidades nutricionais basicas, mas que apresentem também funcionalidade ou que tenham
algum ingrediente alimentar que exerca um efeito benéfico na satide do consumidor e/ou que

reduza o risco de doencas cronicas.

Neste contexto, a incorporagdo de microalgas, tais como a Spirulina, é uma
alternativa, ja que pode ser usada como ingrediente alimentar funcional em uma variedade de
produtos alimentares. A microalga Spirulina é considerada segura para o consumo (BELAY
et al., 1993), apresenta elevado teor proteico (46 % a 63 %) (BECKER, 2007), vitaminas,
minerais (BELAY et al., 1993), além de ser considerada uma boa fonte de antioxidantes
naturais, como os pigmentos soluveis em dagua, a ficocianina e os compostos fenolicos
(ISMAIEL; EL-AYOUTY; PIERCEY-NORMORE, 2016), Entretanto, a adicdo da biomassa
de Spirulina em alimentos que necessitam de aquecimento para o preparo, COmo a massa
fresca, ¢ um desafio, visto que os antioxidantes naturais sdo termoinstaveis ao serem

submetidos a elevadas temperaturas (TELLO-IRELAND et al., 2011).

Uma alternativa para proteger os antioxidantes da Spirulina ¢ através da técnica de
microencapsulacdo, utilizando agentes encapsulantes insoluveis em agua, devido a coc¢do da
massa em agua. A técnica de gelificacdo idnica, para formag¢do das microesferas, ¢ muito
utilizada, visto que a solucao de alginato de sodio, contendo o material que deseja proteger, €
atomizada em uma solugao de cations divalentes, tais como o cloreto de calcio (LUPPO et al.,

2014).
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Este estudo tem como objetivo desenvolver e caracterizar as microesferas de alginato
de calcio carregadas com Spirulina por gelificagdo idnica para possivel aplicagdo em massas
frescas. Foram avaliados a eficiéncia de encapsulagdo, tamanho e forma das microesferas,

FTIR, TGA e estabilidade do potencial antioxidante.

2 MATERIAIS
O alginato de sodio (viscosidade média) foi adquirido da Vetec, o cloreto de sodio da
Merck. A biomassa seca da microalga Spirulina sp. comercial (qingdao sunrise biotechnology

co. Itd). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

3 METODOLOGIA
3.1  Preparo das microcapsulas

A fim de obter suspensdes com uma distribuicdo homogénea, a Spirulina (3,7 g) foi
adicionada na solu¢do de alginato de sodio (1,5% p/v). A solugdo foi preparada por dissolugdo
em agua destilada a 24 °C. A diluigdo foi deixada agitar a 200 rpm em um agitador magnético
durante a noite. Posteriormente a adi¢do da Spirulina, agitou-se por 30 min antes de atomizar
a mistura em cloreto de calcio (1,1%) utilizando o extensor do bico do Spray-dryer (LM MSD
1.0). Em seguida, as microcépsulas foram filtradas, lavadas 3 vezes com agua destilada (300

mL) e liofilizadas.

3.2 Caracterizacdo das microcapsulas
3.2.1 Eficiéncia de encapsulagao

A eficiéncia de encapsulagdo da microcapsula foi calculada, através de um balango de
massa, por quantificacdo de proteinas, que tem como objetivo comprovar a presenca de
proteinas na biomassa de Spirulina sp. microencapsulada. Foi quantificada a proteina na
Spirulina livre, nas microcapsulas com Spirulina ¢ nas microcapsulas vazias.

A quantificagdo de proteina foi realizada pelo método de Kjeldhal (AOAC, 1995),
utilizando o fator de conversdo 6,25 para converter o valor de nitrogénio total em proteina

bruta.

3.2.2 Solubilidade
A solubilidade das microcapsulas foi determinada de acordo com Eastman e Moore
(1984) e citado por Cano-Chauca et al. (2005) com modificacdes da solubilidade das capsulas

voltadas para o cozimento da massa. Esta metodologia consistiu na mistura de 0,5 g das
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capsulas em 50 mL de dgua destilada. As microcépsulas foram adicionadas somente quando a
agua entrou em ebulicdo por 5 min. Posteriormente, essa solucao foi arrefecida até
temperatura ambiente, centrifugada a 6800 rpm por 15 min, sendo coletados 12,5 mL do
sobrenadante e adicionados em cadinho de porcelana previamente pesado e tarado, mantendo
em estufa a 105 °C, até a evaporagdo completa da agua.

O percentual de solubilidade foi calculado de acordo com a equacao 1.

. (gramas de sélidos em 12,5 mL de solucido) * 4
% de solubilidade = ( —va da amostra ) * 100 (D

3.2.3 Estabilidade da microcapsula frente ao tratamento térmico em agua

A microcapsula foi submetida a tratamento térmico a 100°C durante 5 min, a fim de
verificar o efeito da prote¢do da encapsulagdo sobre o potencial antioxidante da Spirulina sp..
Este tratamento térmico corresponde ao tempo de cozimento da massa fresca. O potencial
antioxidante foi avaliado utilizando o acido 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico
(ABTS) como um radical livre, de acordo com o método descrito por Re et al. (1999), a partir
de extratos aquosos.

Para tal, foram utilizadas amostras de Spirulina comercial seca em p6 (Spirulina livre
— 0,7 g) e encapsulada (esferas contendo Spirulina — 1 g), sendo que as microcapsulas foram
de acordo como a eficiéncia de encapsulagdo.

A obtengdo do extrato aquoso foi executado de acordo com Lopez-Coérdoba, Deladino
¢ Martino (2014), com pequenas modificagdes. As suspensdes de Spirulina e as esferas de
Spirulina com agua foram colocadas em um agitador orbital (IAOH 125 P.H.D), a 140 rpm,
durante 20 h a 37 °C, posteriormente foram submetidos a 3 ciclos de
congelamento/descongelamento, sendo que 1 ciclo correspondeu a 3 h congelando e 3 h
descongelando. Enquanto que o tratamento térmico das amostras foi realizado antes de
colocé-las no agitador orbital por 20 h. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por

15 min a 5000 rpm e filtradas para a determinagdo do potencial antioxidante.

3.2.4 Perfil de liberagao das microcéapsulas

O estudo do perfil de liberagdo foi conduzido com 1 g de amostra de Spirulina livre e
encapsulada (de acordo com a eficiéncia de encapsulacio) em 100 mL de fluido
gastrointestinal simulado. O método foi de acordo com Najafi-Soulari, Shekarchizadeh e

Kadivar (2016), onde as amostras foram colocadas em solugdo de acido cloridrico 0,1 M com
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pH ajustado para 1,2 como meio de fluido géstrico simulado. O fluido intestinal foi simulado
colocando as amostras em contato com o tampao fosfato de sédio pH 7,5. Os fluidos com suas
respectivas amostras foram incubados a 37 °C sob agitacdo constante a 100 rpm. Foram

retiradas amostras para determinar a concentragdo de ficocianina em intervalos de 60 min.

3.2.5 Anadlise morfologica
A morfologia das microcapsulas e da Spirulina pura foi avaliada pelo microscopio

eletronico de varredura (MEV) Tescan — Vega 3 LM.

3.2.6 Avaliagdo por espectroscopia na regido do infravermelho

A biomassa da Spirulina sp., as microcapsulas vazias e com Spirulina foram
analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho (Perkin Elmer FT-IR Spectrum Bx
ATR). Os espectros obtidos por infravermelho das microparticulas foram avaliados frente aos

espectros da Spirulina sp., capsulas vazias e a Spirulina microencapsulada.

3.2.7 Termogravimetria

As curvas termogravimétricas da Spirulina sp., das capsulas vazias e das
microcapsulas com Spirulina foram obtidas em um TGA 60 Shimadzu. As condi¢des de
analise foram as seguintes: massa da amostra aproximadamente 5,0 mg; atmosfera da camara,
ar sintético na vazao de 100 mL/min, razdo de aquecimento 10 °C/min, com faixa de

temperatura de 30 a 600 °C (AGGARWALL; DOLLIMORE, 1998).

3.2.8 Tamanho das particulas
As amostras secas de Spirulina livre, esferas vazias e a Spirulina microencapsulada
foram dispersas em agua filtrada para medir as distribuicdes de tamanho de particula e

avaliou-se o potencial zeta destas.

3.3  Elaboragao da massa fresca

As formulagdes das massas frescas tipo talharim foram produzidas no laboratério de
panificacdo da Universidade de Passo Fundo, de acordo com a Tabela 1. As massas foram
formuladas de acordo com o limite de ingestdo diaria de Spirulina platensis permitido pelo

FDA, por por¢ao de massa fresca (100 g).
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Tabela 1 — Propor¢io de Spirulina nas formulagdes das massas frescas tipo talharin.

Formulagao Especificagao
1 Farinha de trigo
2 Farinha de trigo + capsulas vazias
3 Farinha de trigo + 3,0 g Spirulina platensis
4 Farinha de trigo + 3,0 g Spirulina platensis microencapsulada

Fonte: O Autor (2016).

A massa foi produzida de acordo com as propor¢des descritas por Pagnussatt et al.
(2014), com algumas modificagdes. Foi utilizado 0,1 g de Estearoil - 2 lactil lactato de sddio
(SSL), 5 g de ovo pasteurizado, 100 g de farinha de trigo, 0,002 g de sorbato de potassio e
Spirulina livre, encapsulada e as esferas vazias foram adicionadas de acordo com o
delineamento da Tabela 1. Foi adicionada agua suficiente para se obter o teor de umidade
final de 32%. Os ingredientes foram misturados por 15 min em um misturador vertical
(Kitchen Aid, USA). Em seguida, a mistura foi processada em uma extrusora (Pastaia I

Italvisa, Brasil) para obter o formato da massa tipo talharim.

3.3.1 Andlise Sensorial

A analise sensorial foi realizada com 50 consumidores, estes receberam as amostras
das 4 formulagdes de massa fresca tipo talharim (controle, esferas vazias, Spirulina
encapsulada e Spirulina livre), de forma monadica, aleatorizadas e codificadas, utilizando luz
branca, e uma ficha para avaliar a aceitabilidade e a intencao de consumo. Entre cada amostra,
foi disponibilizada dgua para os participantes realizarem a limpeza da cavidade oral.

O teste de aceitabilidade foi aplicado utilizando uma escala hedonica, balanceada com
o0 mesmo numero de categorias positivas e negativas para que o consumidor pudesse expressar
o quanto gostou ou desgostou da amostra. A consideragdo de aceitabilidade da amostra foi
com indice de aceitabilidade igual ou superior a 70% (DUTCOSKY, 1996).

O teste de atitude de consumo foi proposto para avaliagao da intengao de consumo das
massas frescas, se a mesma estivesse disponivel ao consumidor (DUTCOSKY, 1996). O teste
foi realizado através de uma escala de sete pontos, na qual os consumidores assinalaram a

inteng¢ao de consumo do produto que mais lhe agradava.
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3.4  Tratamento dos dados

Os resultados da Spirulina livre, esferas vazias e a Spirulina microencapsulada, foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas através do teste de
Tukey com intervalo de confianca de 95% para avaliar comportamento da biomassa
microencapsulada, com excecdo da analise morfoldgica, termogravimetria e avaliagdo por
espectroscopia na regido do infravermelho. Quanto a andlise sensorial, o indice de
aceitabilidade foi calculado para todos os atributos avaliados. Os resultados das 4 formulac¢des
de massas foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas através

do teste de Tukey com intervalo de confianca de 95 %.

4 RESULTADOS
4.1  Eficiéncia de encapsulagao

O alginato de sédio geralmente ¢ utilizado como matriz, porque ele sofre gelificagdo
rapida na presenca de ions calcio (LI et al., 2002). A vantagem da esfera de alginato de sddio
e cloreto de calcio na propor¢ao 1:1 em relagdao aos solidos, ¢ que no momento de adicionar
na massa fresca, tera menor quantidade de material de parede, ja que estas esferas podem ter
um sabor desagradavel em virtude do alginato ser oriundo de algas e o cloreto pode deixar um
residual amargo, o que diminuiria a aceitabilidade do produto pelo consumidor.

Por se tratar de uma microalga com 55% de proteina (Tabela 2), encapsulada com um

material de parede ndo proteico, realizou-se a eficiéncia de encapsulacao por proteina.

Tabela 2 — Quantificag@o de proteina das amostras.

Amostra Proteina em base seca (%)
Spirulina sp. 55,18+0,57
Spirulina microencapsulada 34,34+0,09
Esfera vazia 0,60+0,06

Teoricamente, para 1 g de esfera com Spirulina, 0,71 g da esfera ¢ Spirulina e 0,29 g é
encapsulante. Entdo, com base no teor de proteina, a Spirulina microencapsulada deveria ter
39 % de proteina, logo, a eficiéncia de encapsulacdo ¢ 87,66 %. Diante disso, 1 g de esfera
com Spirulina tem 0,62 g de Spirulina na esfera. Portanto, este resultado mostra que a
microencapsulagao da Spirulina sp. utilizando o bico atomizador do spray dryer mostrou-se
eficiente. Isso indica que ¢ possivel aprisionar maior quantidade de Spirulina em menor teor
de solidos. No caso da proporgao 1:1, poderia otimizar essa eficiéncia através do aumento do

volume da solugdo de cloreto de célcio 1,1% e/ou aumentar a concentragao da solugao.
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4.2 Solubilidade

O alginato de sodio ¢ soluvel em agua, mas ao gotejar em uma solugdo com cations
divalentes torna-se insolivel (EL-GHAFFAR et al., 2012).

A solubilidade das microcépsulas em agua ¢ um fator essencial, visto que pode
possibilitar a insercdo dessas em diferentes produtos alimenticios (BENDER et al., 2016).
Neste caso, ¢ um fator muito importante ja que as microcapsulas serdo aplicadas na massa e o
preparo desta consiste no cozimento em agua. A microcapsula de Spirulina com alginato de
calcio apresentou 8,64%=+1,82 de solubilidade. Esse teor obtido ¢ considerado baixo e além do
mais, ao incorporar a microcapsula na massa fresca, a estrutura da massa podera ajudar a

proteger esta microcapsula.

4.3  Estabilidade da microcapsula frente ao tratamento térmico em agua

O tratamento térmico da Spirulina livre (Tabela 3) resultou em uma diminui¢do
consideravel do seu potencial antioxidante, se comparar com a Spirulina livre sem
aquecimento, isso comprova que a ficocianina ¢ termoinstavel (TELLO-IRELAND et al.,
2011), visto que a temperaturas acima de 41 °C, a fragdo proteica desnatura-se, levando a

mudancas na sua coloracdo (SILVEIRA et al., 2007).

Tabela 3 - Potencial antioxidante da Spirulina livre e microencapsulada antes e apds o tratamento térmico.

Amostra Sem aquecimento* Com aquecimento™
Spirulina 101,15+1,77° 65,70+0,35"
Esfera de Spirulina 93,66+3,18" 73,19+1,06"

Legenda: *Equivalente a mmol de trolox/g de Sp.; média+desvio padrao; Valores seguidos de letras
iguais na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A composi¢ao do meio ao qual as microesferas estdo inseridas tem efeito na taxa de
liberacdo do material de interesse (ASSIFAOUIL; CHAMBIN; CAYOT, 2011). Os meios de
liberagdo do nucleo que contem agentes quelantes, tais como sais de fosfato ou alta
concentracdo de ions monovalentes (ions do citrato de sddio), estes tem a capacidade de trocar
os reticulantes da microesfera, neste caso, Ca*" pelos ions monovalentes, logo, desestabilizam
as microesferas, contribuindo com a aceleragdo da liberagdo do material protegido (KIM et
al., 2008).

A liberagcdo do material ativo pode estar vinculada a reticulacao, visto que o grau de
ligagdo cruzada do alginato ¢ influenciado pela concentragdo da solugdo de reticulagdo, bem

como o tempo do tratamento (TATESHITA et al, 1993). Geralmente, quanto maior a
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concentragdo da solu¢do de Ca’" e/ou quanto mais tempo a duragao da etapa de reticulagao,
maior € o grau de reticulagdo ou ligacao cruzada, logo, a liberagdo do material protegido sera
mais lenta (HENG; CHAN; WONG, 2003; RAJINIKANTH; SANKAR; MISHRA, 2003).

Neste contexto, o rompimento das esferas utilizando citrato seria o mais indicado,
porém se submeter as microesferas sob aquecimento neste meio, a Spirulina seria liberada ao
meio e nao teria a prote¢ao durante o aquecimento, prejudicando assim os seus antioxidantes.
Em virtude disso foram feitos os estudos com métodos fisicos para romper a esfera com
Spirulina.

A esfera com Spirulina tem a finalidade de proteger os antioxidantes das condig¢des
ambientais, como neste caso a temperatura. Observa-se (Tabela 2) que ndo foi possivel obter a
total ruptura da esfera e/ou da parede celular da microalga com o método utilizado neste
estudo. Se comparar o potencial antioxidante da Spirulina livre com o obtido nas esferas de
Spirulina, ambos sem tratamento térmico deveriam apresentar valores proximos, logo, isso
indica que tem efeito de barreira da esfera, para a extracao.

No entanto, comparando a Spirulina livre sem tratamento térmico, apresentou 101,15
equivalente a mmol de trolox/g de Spirulina, mas ao aquecer, caiu para 65,70 equivalente a
mmol de trolox/g de Spirulina. Isso significa que apds o aquecimento, teve uma reducgdo de
35% do potencial antioxidante. Enquanto que a esfera de Spirulina, sem tratamento térmico,
apresentou 93,66 equivalente a mmol de trolox/g de Spirulina, e ao aquecer, reduziu para
73,19. Portanto, ap6s o aquecimento, ocorreu uma perda de 21,8 % na Spirulina encapsulada
em comparagdo com 35% na Spirulina ndo encapsulada. Diante disso, comprova-se que a
esfera conseguiu proteger os antioxidantes da Spirulina, mostrando que esse tipo de

microesfera € o indicado para adicionar em alimentos que consistem em coc¢do em agua.

4.4  Perfil de liberacao das microcapsulas

A Figura 1, mostra o comportamento da microesfera nos pH’s. Observou-se que as
microesferas foram estaveis no fluido acido, nao liberando a ficocianina. Quando expostas ao
pH 7,5, que simula o fluido intestinal, as microesferas se desintegram, apresentando liberagao
gradual do material nucleo. Este resultado ¢ bem interessante, visto que o pigmento da
ficocianina ¢ sensivel em meios acidos, sendo que ¢ extraido tons verdes em um pH mais
baixo (FALKEBORG et al., 2018). De acordo com Chaiklahan, Chirasuwan ¢ Bunnag (2012),
a ficocianina ¢ altamente soluvel em pH 7, mas ¢ insolivel em solugdes acidas. A pH 3,0, a

ficocianina é desnaturada em 25%.
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Figura 1 — Perfil de liberagdo da ficocianina das esferas frente a diferentes pH
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As esferas de alginato de cdlcio sdo capazes de encolher em pH acido, ndo liberando o
material ativo e inchar em pH neutro ou basico, tornando-se poroso, ocorrendo por fim a
dissolucao da matriz do alginato de calcio. Portanto, isso resulta na liberacdo do material ativo
(GEORGE; ABRAHAM, 2006; PATEL et al., 2017). O efeito da elevada taxa de liberagdo
inicial no pH 7,5 pode ser atribuido a preseng¢a de particulas de Spirulina aderidas na
superficie das esferas, conforme observado na Figura 2, morfologia da Spirulina e das esferas.
As microesferas de alginato de calcio sdo instaveis na presenga de moléculas quelantes de
cations tais como o fosfato, presente em fluidos bioldgicos (BLANDON et al., 2016). Isso
leva a conclusdo de que em pH bdsico, simulando o fluido intestinal, induziu a liberacdo da
ficocianina das microesferas, uma vez que isso ocorre devido a substitui¢do dos ions de calcio
das microesferas por ions de sodio, do tampao, esta troca iOnica aumenta a liberagdo do

composto, neste caso, a ficocianina (LEE et al., 2003; KIM et al., 2008).

4.5  Anélise morfoldgica

A Figura 2 apresenta as micrografias eletronicas de varredura, exibem a forma e a
morfologia superficial da Spirulina sp. comercial (a), bem como as esferas vazias (b) ¢ com
Spirulina sp. comercial (c¢). As depressdes observadas nas particulas da biomassa de Spirulina
sp. comercial (Figura 2 a) s@o caracteristicas do processo de secagem em spray drying
(TRINDADE; GROSSO, 2000).

As microesferas elaboradas foram liofilizadas, este processo remove a dgua das esferas
ocasionando assim um enfraquecimento na estrutura da matriz, achatando as paredes e

encolhendo as microesferas e podem levar at¢ a formagdo de rachaduras (Figura 2 b)

(ZOHAR-PEREZ; CHET; NUSSINOVITCH, 2004; ALVES et al., 2017).
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Micrografia eletronica da Spirulina e das esferas
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Esfera com Spirulina sp. comercial

A Spirulina sp., além de ficar aprisionada no interior da microesfera, conforme a

eficiéncia de encapsulagdo, também ficou incorporada na superficie da microesfera (Figura 2

¢), isso pode ter ocorrido devido a migracdo da Spirulina junto com as moléculas da agua

durante o processo de liofilizacio (MAESTRELLI et al., 2017). O enchimento da matriz de
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alginato de calcio com Spirulina pode ter atuado também como suporte estrutural para
controlar o encolhimento da matriz, como ocorreu nas esferas vazias. As microesferas
apresentaram formato irregular, superficie enrugada, relativamente dasperas, que ¢
caracteristico deste tipo de sistema, devido ao colapso da matriz durante a etapa da secagem

(CHAN et al., 2011).

4.6  Avaliagdo por espectroscopia na regido do infravermelho

A Figura 3 apresenta a faixa de frequéncia de 3500 cm™ a 3200 cm™ que representam
a vibragao de estiramento O-H, indicando a presenca de alcoois e fendis. A banda observada a
3272,60 cm™ e 2933,41 cm™ da Spirulina sdo atribuidas a vibragdo de estiramento -NH de
amina secundaria (proteina) e grupos funcionais -OH (hidroxilo) presentes na proteina da
Spirulina. As outras bandas, 1647,48 cm’, 1403,34 cm™ e 1049,25 cm’™ podem ser atribuidas
como O=C-NH (amida de proteina), -COO" e grupo -carboxilato, respectivamente
(SUGANYA et al., 2015).

As areas de alguns picos (Figura 3) observados na Spirulina foram alteradas apos a
microencapsula¢do. A intensidade do pico 3272,60 cm™” da Spirulina diminuiu ao ser
microencapsulada, aumentando a banda. Comparando os picos 1543,12 cm™ e 0 1261,70 cm™
da Spirulina, estes sumiram ao encapsular a microalga, isso indica que houve encapsulacao,
ou seja, as esferas de alginato de célcio conseguiram proteger a microalga.

Uma variacdo notavel foi na regido do pico 1647 cm™ da Spirulina (Figura 3), a
mesma foi observada por Celekli e Bozkurt (2011), sendo que quando encapsulada, alterou

para frequéncia mais baixa, 1636 cm™.

Figura 3 — FTIR da Spirulina livre e microencapsulada.
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Nas esferas vazias (Figura 4), a banda larga em 3242,78 cm™ ¢ atribuida as vibragdes
de estiramento O-H. E a banda 2886,82 cm™ corresponde a vibragio de estiramento
assimétrico C-H (HE et al., 2012). Os picos a 1420,12 e 1595,30 cm-1 estdo associados as
vibragdes de estiramento simétricas e assimétricas do carboxilato, respectivamente
(PAPAGEORGIOU et al., 2010). O pico de absor¢ao a 1032,47 cm-1 ¢ devido a vibracdes de
estiramento de C-O-C de estrutura de polissacarideos.

A interacdo entre o alginato de sdédio com o cloreto de célcio limita o alongamento C-

1

H, tornando o pico 2886,82 cm™ de absor¢cdo mais fraca (Figura 4), mas com a

microencapsulagdo da microalga, o pico passa para 2948,32 cm™ (HE et al., 2012).

4.7  Termogravimetria
A termogravimetria possibilita prever a taxa de decomposi¢do térmica da biomassa da
Spirulina sp. Observa-se que a Spirulina microencapsulada (Figura 4 a) tem uma perda de

peso menor que a Spirulina sp. livre, dentro da faixa de temperatura avaliada.

Figura 4 — Termogravimetria (a) e curva (b) das amostras de Spirulina sp., esferas vazias ¢ esferas com
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As curvas das amostras da derivada da termogravimetria (Figura 4 b) apresentam trés
picos principais, em torno de 250 °C, 270 °C e 310 °C, para esferas vazias, Spirulina sp. livre
e microencapsulada, respectivamente, devido a decomposi¢dao térmica dos carboidratos e
proteinas (CHEN et al., 2014). A primeira fase, até 100 °C a perda de massa ¢ caracterizado
pela remocdo da agua, logo, a perda de massa depende fortemente do teor de umidade da
amostra. Acima de 200 °C, caracterizado como segundo estdgio, os componentes das
amostras, tais como, carboidratos, proteinas e outros componentes menores, sdo decompostos

e liberam substancias volateis (RIZZO et al., 2013).
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O 1ltimo pico da Spirulina sp. livre, 498 °C, é consequéncia da degradagdo térmica
dos lipidios, pois as temperaturas de decomposicdo térmica dos lipidios sdo maiores que as

dos carboidratos e proteinas (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2015).

4.8  Tamanho de particula

O potencial zeta (PZ) das suspensdes a 10% formuladas a temperatura de 25 °C
determina a forca repulsiva entre as amostras, logo, valores pequenos do PZ, considerando em
modulo, estdo relacionados com a instabilidade e a aglomera¢do do sistema coloidal
(CRCAREVSKA; DODOV; GORACINOVA, 2008). Diante dos resultados, verifica-se que
na Tabela 4, as particulas diferiram em relagdo ao PZ, sendo que a mais estavel ¢ a Spirulina e
a menos estavel ¢ a esfera vazia. Os resultados indicam um aumento no potencial zeta
negativo apds a microencapsulagao da Spirulina. O potencial zeta da esfera vazia apresentou
menor carga superficial negativa em comparagdo com a esfera com Spirulina, isso ¢ devido ao
calcio ali presente porque liga-se aos grupos carboxilicos carregados negativamente do

alginato.

Tabela 4 - Resultados de PZ, PDI e tamanho de particulas obtidas no zetasizer.

Amostra PZ (mV) PDI Diametro (um)
Spirulina -34,87+2,08"  1,00+0,00" 6,19+5,74*
Esfera vazia -11,53+£2,10°  1,00+0,00" 1,40+0,57%

Spirulina microencapsulada  -21,6042,40° 0,910,16*  66,45+29,08"
médiatdesvio padrao; Valores seguidos de letras iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

O indice de polidispersdao (PDI) indica o quanto o tamanho da particula desviou a
média, portanto, quanto mais baixo o valor do PDI, mais uniforme ¢ a amostra. As particulas
ndo apresentaram diferenca entre si (Tabela 4), porém, apresentaram valores proximo a 1,
logo, isso indica uma distribuicdo heterogénea no tamanho das particulas (GUERRA-ROSAS
etal., 2016).

Em relagdo ao tamanho médio, ndo houve diferenga significativa entre a Spirulina sp.
e a esfera vazia (Tabela 4), mas ao encapsular a microalga, o tamanho aumentou. Entretanto,
as amostras elaboradas caracterizam-se como microesferas, pois se enquadram na faixa de
tamanho de 3 a 800 um (LEE, 2014). Caso fosse desejado diminuir o tamanho, Chandrasekar
et al. (2017) sugerem que o aumento da concentragdo de calcio diminui o tamanho da

particula, pois o calcio enrolaria mais apertado o nucleo do alginato, devido a maiores
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interacdes entre o cation divalente e os blocos G no polimero de alginato, talvez essa seria

uma forma de diminuir o tamanho da particula com Spirulina.

4.9  Analise sensorial

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores médios para cada atributo das amostras das
massas. Nao foram observadas diferengas significativas entre os 4 tipos de massa nos
atributos de textura, odor/aroma, sabor e impressao global. Isso significa que as pessoas estao
comecando a aceitar a incorporagdo de outros ingredientes nos alimentos que ndo estdo
acostumadas a consumir no dia a dia. Quanto a cor e a aparéncia, a mais aceita foi a massa
com Spirulina livre, seguida da massa com Spirulina microencapsulada e a massa controle,
isso pode ser um indicativo do apelo a busca de alimentos que tragam algum beneficio a sua
saude, e a cor, neste caso, induz o consumidor. Portanto, a tendéncia atual para alimentos

mais saudaveis pode representar a oportunidade de introduzir este tipo de massa.

Tabela 5 — Médias dos atributos utilizados para avaliar a aceitabilidade do consumidor da massa fresca.

Massa Massa com  Massa com Spirulina  Massa com
Amostra . . -
controle  esferas vazias  microencapsulada Spirulina

Cor 7,20£1,36™  6,98+1,59° 7,31£1,39" 7,76=1,24°

Textura 7,67+1,07° 7,57+1,36" 7,71+0,83" 8,10+0,81°

Aparéncia  7,53+1,16®  7,27+1,39° 7,37+1,11%° 7,90+1,01°

Odor/ aroma 7,57+1,17* 7,71+£1,12° 7,33+1,41° 7,35+1,57%

Sabor 7,65+1,43" 7,73+1,08" 7,51+1,30% 7,90+0,98"

Impressdo global  7,51+1,22° 7,65+1,11° 7,55+1,03? 7,94+0,86%
médiat+desvio padrao; Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey (p<0,05).

Em relacdo as formulagdes, a cor foi significativamente diferente na andlise de
qualidade das massas. A cor, uma das principais caracteristicas de qualidade e aparéncia
visual, do produto, desempenha papel fundamental no momento de escolha do consumidor.
Muitas vezes a cor ¢ comprometida quando se utiliza matérias-primas nao tradicionais para a
elaboracdo das massas frescas, visto que ¢ um alimento a base de carboidrato (HAGER et al.,
2013). A massa fresca com Spirulina livre resultou em uma cor muito atraente e foi bem
aceito pelos avaliadores. A massa com esferas vazias apresentou menor aceitabilidade em
relacdo a cor pelos consumidores, isso pode ser atribuido a presenca das esferas vazias, por
apresentarem coloragdo esbranquigcada. Ao relacionar com os resultados de cor, a massa com

esferas vazias foi a que apresentou maior valor de L* que tendenciou a coloragao branca.
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Tabela 6 — Intengao de consumo avaliadas pelos consumidores.

Amostra Intencao de consumo
Massa controle 5,78+0,97*
Massa com esferas vazias 5,75+1,02°
Massa com Spirulina microencapsulada 5.27+1,27°
Massa com Spirulina 5,75+1,00*

Diante da nossa pesquisa, utilizando a escala de intencdo de consumo (Tabela 6), a
nota atribuida foi 5, isso indica que as pessoas comeriam, mas ndo sairiam da sua rotina,

independente do tipo de massa.

5 CONCLUSAO

A microesfera de alginato de calcio com Spirulina ¢ capaz de aprisionar maior
quantidade de material ativo, no caso, Spirulina, em menor teor de so6lidos. A baixa
solubilidade da microesfera mostra que esta ¢ ideal para adicionar em massas, ja& que o
preparo consiste na coc¢do em agua.

A formacdo de uma microesfera de alginato de calcio com Spirulina foi capaz de
reduzir as perdas do potencial antioxidante da microalga quando esta ¢ submetida ao
tratamento térmico, sendo indicada para aplicar em alimentos que consistem na coc¢do em
agua, como a massa fresca.

A andlise sensorial mostrou que os consumidores apreciaram mais a massa com
Spirulina sp. livre devido a cor e aparéncia, porém os resultados do tratamento térmico
indicam que ¢ preciso encapsular para proteger os antioxidantes da degradagdo térmica. Visto
que as pessoas estdo se preocupando cada vez mais com a sua saude, e buscam consumir

alimentos ndo s6 nutritivos, mas que tragam beneficios.
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APENDICE B — Definicdes do equipamento para elaboracio das

microcapsulas

Primeiramente testou-se a formagdo das capsulas por gelificagdo idnica que consistiu
em encapsular a microalga Spirulina platensis com alginato de sodio e cloreto de calcio.
Verificou-se que o contato entre o alginato de sodio e o cloreto de célcio, em solugdo, forma-

se imediatamente o suporte gelificado (Figura 1 a) (ROCHA; GROSSO, 2006).

Figura 1 — Formagao das capsulas com alginato de sodio e cloreto de célcio.
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Fonte: Abreu, 2008; O autor, 2017.

O suporte gelificado ¢ denominado de esfera. Observou-se que as esferas
permaneceram na superficie da solucdo de cloreto de calcio e apds algum tempo,
submergiram. Provavelmente isso ocorreu devido ao aumento da densidade das esferas
(ROCHA; GROSSO, 2006).

A formagdo das esferas ocorreu através da ligagdo do cation divalente Ca”’,
preferencialmente, aos grupos carboxilicos com carga negativa da cadeia do alginato de sodio
(GULREZ; AL-ASSAF; PHILLIPS, 2003). Em suma, o calcio se ligou dentro das cavidades
dos residuos gulurdnicos, formando assim uma esfera polianionica (Figura 1 b).

A Figura 1 (c) apresenta a zona de ligacdo entre quatro residuos G de duas cadeias
diferentes do alginato e um cation, conhecida como um modelo de caixa de ovo (GRANT et
al., 1973). A técnica de gelificagdo consiste na formagao de microesferas, ou seja, o material

nucleo ¢ disperso na matriz do polimero (Figura 2) (NORDSTIERNA et al., 2010).
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Figura 2 - Microscopia optica das capsulas de Spirulina com alginato de sddio, reticuladas em cloreto

de calcio.

s
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Legenda: (a) aumento de 100 X do corte de uma macrocapsula de alginato de sddio com Spirulina

reticulada na solugdo de cloreto de célcio; (b) aumento de 100 X de microcapsulas de alginato de sédio com

Spirulina reticulada na solugdo de cloreto de calcio.

Para adi¢do das microcapsulas na massa alimenticia foi preciso ajustar o tamanho
dessas antes de seguir para os proximos testes. O uso do extensor do bico do Spray-dryer,
variando o tamanho do bico atomizador ¢ a altura da solucdo de coleta das esferas até o bico,
ajudou a reduzir o tamanho das esferas e a definir as condigdes Otimas para esta técnica
(Tabela 1). Fixou-se a vazao de alimentacao em 0,3 L/h, vazao do ar comprimido de 15 L/min
e pressdo do ar comprimido de 3 bar. O formato do bico ¢ essencial para a formagdo de
microcapsulas e nanocapsulas (KOO et al., 2014).

Percebe-se a formacao das microesferas ao comparar o resultado das microscopias
opticas da Tabela 1 com a Figura 3 (Spirulina sem capsula), pois ndo ¢ verificada o formato

helicoidal da Spirulina, somente o formato irregular, que ¢é caracteristico da gelificagdo idnica.

Figura 3 — Microscopia optica da Spirulina 40 mesh com aumento de 100 X.

Fonte: O autor (2017).
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Tabela 1 — Estudo do tamanho das esferas de Spirulina com alginato de sédio e cloreto de calcio, com aumento

de 100X.

Teste Abertura do bico (mm)  Altura do bico até a solu¢dao (cm)  Microscopia Optica

1A 1 13,5
1B 1 8,5
1C 0,7 8,5
1D 0,7 6

Fonte: O autor (2017).

Os estudos de formacao de capsulas, foram baseados na condicao 1B (Tabela 1) de
tamanho de particula, utilizando o bico nimero 2 (abertura de 1 mm) e altura do extensor do
bico de 8,5 cm, optando-se pelas condi¢des intermediarias. De acordo com as microscopias
opticas ndo ¢ possivel definir um tamanho de esfera ideal, diante disso, foram avaliadas as
condigoes de cada teste.

A altura do extensor do bico de 13,5 cm, no teste 1A (Tabela 1), atomizava as esferas
na parede do recipiente de coleta, ndo deixando estas entrarem em contato direto com a
solucdo de cloreto de calcio para ocorrer a reticulagdo. Enquanto que se comparar o teste 1B

com o 1C, o menor tamanho de bico (teste 1C) ocasionou na aglomeracdo das microesferas
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até o momento destas entraram em contato com a solugao do cloreto de calcio. O teste 1D, por
sua vez, teve uma distancia menor, mas como manteve-se a mesma vazao que os testes
anteriores, ocorreu a aspersao constante da solugdo do reticulante, que no final do processo
poderia influenciar na quantidade de ions de célcio disponiveis para a reticulacio com o
alginato de sodio.

O gotejamento da solugdo de alginato de sddio muito proximo a superficie da solugdo
de cloreto de célcio resulta na formagdo de gotas deformadas ou apresentando caudas

(ROCHA; GROSSO, 2006), conforme observado nos testes 1C ¢ 1D (Tabela 1).
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APENDICE C - Elaboraciio das microcapsulas

Teste 1 — Microcapsulas de alginato de sodio, reticuladas com cloreto de calcio e revestidas
com quitosana 0,36%

As microcapsulas foram formadas de acordo com Ren et al. (2016) com algumas
modifica¢des. O método consistiu na formagdo de microcapsulas com 100 mL da solugdo de
alginato de sodio (1,5%) com 0,9 g de Spirulina, propor¢ao 1:4 de Spirulina:sélidos (antes do
revestimento). Agitou-se por 30 min, apds a mistura foi atomizada em 200 mL da solucdo de
cloreto de calcio (1,1%) utilizando o extensor do bico do Spray-dryer (LM MSD 1.0).

Posteriormente as capsulas foram agitadas levemente por 30 min, em seguida foram
lavadas 3 vezes com dgua destilada (300 mL). Para ocorrer o revestimento com a quitosana,
as microcapsulas foram imersas em 135 mL da solug¢do de quitosana (0,36%) preparada com
acido acético 1% por 30 min com agitagdo leve. Posteriormente foram filtradas, lavadas 3

vezes com agua destilada (300 mL) e liofilizadas.

Teste 2 — Microcapsulas de alginato de sodio, reticuladas na mistura do cloreto de calcio com
a quitosana

A formacao das microcapsulas seguiu a mesma maneira que o teste anterior (teste 1),
porém, misturou-se as solucdes de quitosana e cloreto de calcio. Portanto, preparou-se 100
mL da solugdo de alginato de sodio (1,5%) com 0,9 g de Spirulina, mantendo a proporgao do
teste anterior, agitou-se por 30 min.

A atomizagdo do alginato com Spirulina foi realizada com o extensor do bico do
Spray-dryer (LM MSD 1.0), na mistura de 200 mL da solug@o de cloreto de calcio (1,1%)
com 135 mL da solu¢do de quitosana (0,36%), preparada com 4cido acético 1%.
Posteriormente agitou-se levemente por 30 min para ocorrer a reticulagdo das microcépsulas.

Em seguida foram filtradas, lavadas 3 vezes com dgua destilada (300 mL) e liofilizadas.

Teste 3, 4 e 5 — Microcapsulas de alginato de sdédio, reticuladas na solug¢do de quitosana

As microcapsulas foram formadas de acordo com Ren et al. (2016) com algumas
modificagdes. Os testes seguiram da mesma maneira que o teste 1, porém nao ocorreu a etapa
de reticulagdo com o cloreto de calcio.

O método consistiu na formac¢ao de microcépsulas utilizando 100 mL da solucao de

alginato de sodio (1,5%) com 0,9 g de Spirulina agitada por 30 min e em seguida atomizada



140

em 200 mL da solucdo de quitosana 0,36% (teste 3) ou 1,2% (teste 4) utilizando o extensor do
bico do Spray-dryer (LM MSD 1.0). Enquanto o teste 5 utilizou-se a quitosana purificada
(conforme descrito abaixo) para o preparo da solucdo de 1,2%.

Apds, as microcapsulas permaneceram por 30 min em contato com a solugdo de
quitosana, preparada com d&cido acético 1%, com agitacdo leve. Posteriormente foram
filtradas, lavadas 3 vezes com agua destilada (300 mL) e liofilizadas.

A purificacdo da quitosana foi determinada de acordo com Qian e Glanville (2005),
com algumas modifica¢des. Foi preparado uma solu¢do com 2 g de quitosana em 200 mL de
acido acético 1%. Esta solu¢do permaneceu sob agitacdo, com temperatura de 40°C durante a
noite.

No dia seguinte, a solu¢do foi centrifugada a 6800 rpm por 15 min. Apds a
centrifugacao, foi ajustado o pH do sobrenadante para 8,0 com NaOH 1 M. Em seguida, essa
solugdo foi aquecida até 90 °C por 5 min, apos resfriou-se até temperatura ambiente. Ajustou-
se o pH a 10, centrifugou-se a 6800 rpm por 15 min. O sobrenadante foi descarta e o material
sedimentado foi lavado com agua destilada com temperatura entre 40-45 °C. Em seguida,
secou-se em estufa a 105°C até peso constante.

A determinagdo do grau de desacetilagdo foi de acordo com Jiang, Chen e Zhong
(2003), com algumas modificagdes.

Dissolveu-se entre 0,2 a 0,23 g de quitosana em 25 mL de solucdo de 4cido cloridrico
0,1 N. Avolumou-se a solucao at¢ 100 mL com &agua destilada. Posteriormente o pH foi
ajustado até 2,0 e entdo titulou-se a solucdo de quitosana com 0,5 mL NaOH 0,1 N em
intervalos de 25 s com, sob agitacdo continua baixa, até o valor de pH da solucdo chegar a

6,0. O grau de desacetilacdo foi calculado de acordo com a equacao 1:

]
Grau de desacetilacio (%) = * 100
W —161x*@ &)
204 9
(2)

@ = (N, %V, — Ny * ,)/1000

Em que Na ¢ a concentracdo de HCI (N), Vo ¢ o volume de HCI (mL), N ¢ a
concentracdo de NaOH (N), V. é o volume do NaOH no ponto de extremidade (mL) e W ¢ a

massa da amostra (g).
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Testes 6, 7, 8 € 9 - Microcapsulas de alginato de sodio reticuladas com cloreto de célcio

O procedimento de elaboragdo das microcapsulas seguiu da mesma maneira que a
descricao do teste 1, porém ndo ocorreu o revestimento com a quitosana.

O método consiste no preparo de 100 mL de solucdo de alginato de sodio (1,5%) com
a quantidade de Spirulina de acordo com as propor¢des. Foram testadas 4 propor¢des de
Spirulina com 3,7 g; 1,85 g; 1,23 g e 0,9 g, ou seja 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4, respectivamente, de
Spirulina:solidos totais. Apods a adi¢ao da Spirulina, agitou-se por 30 min.

Posteriormente atomizou-se a mistura em 200 mL da solu¢do de cloreto de calcio
(1,1%). Em seguida, as capsulas foram filtradas, lavadas 3 vezes com agua destilada (300 mL)

e liofilizadas.

Testes 10, 11 e 12 - Microcéapsulas de alginato de sodio com pectina, reticuladas com cloreto
de calcio

As microcéapsulas foram formadas de acordo com Koo et al. (2014) com algumas
modificagdes. O método consistiu na mistura de 80 mL da solucdo de alginato de sddio
(1,5%) e 20 mL da solucdo de pectina (1,5%) de acordo com as propor¢des. Testou-se com
5,5 g, 2,75 g e 1,83 g de Spirulina nas proporgoes 1:1, 1:2 e 1:3 de Spirulina:solidos totais,
respectivamente. Agitou-se por 30 min e posteriormente atomizou-se em 200 mL da solugao
de cloreto de calcio (2%) utilizando o extensor do bico do Spray-dryer (LM MSD 1.0).

Posteriormente as capsulas foram agitadas levemente por 30 min. Em seguida foram

filtradas, lavadas 3 vezes com agua destilada (300 mL) e liofilizadas.
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APENDICE D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Vocé estd sendo convidado (a) a participar da pesquisa sobre “Encapsulagdo da
microalga Spirulina platensis para incorporagdo em massa fresca” de responsabilidade da
pesquisadora Cindiele K. Zen, sob orientagdo da professora Dr®. Luciane Maria Colla.

Esta pesquisa justifica-se pela busca de novos produtos com propriedades funcionais
através do uso da microalga Spirulina sp., considerada segura para o consumo, visando
agregar valor nutricional e funcional a massa fresca, que ¢ constituida basicamente por
carboidratos. Para isso, utilizou-se a técnica de microencapsulagdo da microalga para
mascarar o sabor e o odor caracteristicos, além de proteger os antioxidantes da degradagdo
térmica na etapa de coc¢do da massa. Dentre os objetivos, encontra-se a avaliagdo da
aceitagdo sensorial e a intencdo de compra das formulagdes com relacdo ao padrao, além de
checar tudo que se aplica ao produto.

A sua participagdo na pesquisa sera em um encontro, junto ao laboratorio de analise
sensorial do CEPA, na Universidade de Passo Fundo, com duragdo aproximada de 30 minutos
para cada julgador. Voc€ ndo terd custos para a realizacdo da andlise, assim como nao
receberd pagamento pela sua participagdo. As massas desenvolvidas ndo oferecem riscos ao
consumidor. Além da Spirulina sp., os demais ingredientes s3o: farinha de trigo branca,
mistura de ovos pasteurizada, emulsificante (SSL), dgua e os encapsulantes da microalga
(alginato de so6dio e cloreto de calcio). Caso possua intolerancia, alergia ou qualquer outra
reacdo adversa a qualquer um dos ingredientes vocé ndo podera participar da pesquisa.

Vocé terd a garantia de receber esclarecimentos sobre qualquer duvida relacionada a
pesquisa e podera ter acesso aos seus dados em qualquer etapa do estudo. Sua participacao
ndo ¢ obrigatdria, e, portanto, tem carater voluntario. Os riscos da sua participacdo sao
minimos. Caso vocé apresente evidéncia de qualquer tipo de desconforto o pesquisador se
comprometera em solicitar auxilio e/ou encaminha-lo para outros profissionais. Vocé podera
desistir da pesquisa a qualquer momento, retirando seu consentimento sem qualquer prejuizo.
Os dados relacionados a sua identificagdo nao serdo divulgados. Os resultados da pesquisa
serdo divulgados, mas vocé terd a garantia do sigilo e da confidencialidade dos dados.

Caso vocé tenha davidas sobre o comportamento dos pesquisadores ou sobre as
mudangas ocorridas na pesquisa que nao constam no TCLE, e caso se considera prejudicado
(a) na sua dignidade e autonomia, vocé pode entrar em contato com a responsavel pelo

projeto, Mestranda Cindiele Karen Zen (54) 99998-1246, com o Programa de Pos-Graduagao
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em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, ou também pode consultar o Comité de Etica em
Pesquisa da UPF, pelo telefone (54) 3316-8157, no horario das 8h as 12 h e das 13h30min as
17h30min, de segunda a sexta-feira.

Dessa forma, se vocé concorda em participar da pesquisa como consta nas explicagdes
e orientagdes acima, coloque seu nome no local indicado abaixo. Desde ja, agradecemos a sua
colaboracdo e solicitamos a sua assinatura de autorizagdo neste termo, que sera também
assinado pela pesquisadora responsavel em duas vias, sendo que uma ficard com vocé e outra

com a pesquisadora.

Passo Fundo, 07 de dezembro de 2017.

Nome do (a) participante:

Assinatura:

Nome da pesquisadora: Cindiele Karen Zen

Assinatura:




Ficha de cadasiro para a analise sensorial de massas frescas

Mome: Data: 077122017
1) Faixa efaria: 1) Sexo: 3) Voce fem algoma alergia ou  intoleramcia
alimentar, das indicadas abame, gque restrimja o
{ ) menos de 18 anes { ) Feminino consuma’?
{ 118235 anos { ) Masculine
{ )26a30 anos { )owo
{ 131240 anos { ) frotos do mar
{ 741250 anes { ) glusen
( ) mais de 50 anos { )i
{ )ouma

4) Voce gosta de masza fresca sem rechein?
( )sim ([ )mio

6) Se wocé costuma consumir massa fresca,
sem recheio, qual o Gpa:
([ ) Tradicional

{ ) com ingredientes (espmafre ou cenoura o
betemaba)

5) Indique a sua frequencia de consemo de massas
frescas sem recheio.
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APENDICE E — Ficha de cadastro para realizacio de analise sensorial
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APENDICE F — Aleatorizacio das amostras para a analise sensorial

Codificacao Amostra

A Massa controle (sem Spirulina)

B Massa com esferas vazias

C Massa com Spirulina encapsulada

D Massa com Spirulina

Nome Julgador | Aleatorizacido | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
A B C D

1 ABCD 134 296 381 452
2 ABDC 514 685 749 837
3 ACBD 956 182 216 391
4 ACDB 462 524 695 754
5 ADBC 895 966 121 226
6 ADCB 302 472 534 606
7 BACD 765 805 976 132
8 BADC 236 312 482 544
9 BCAD 619 795 814 986
10 BCDA 146 251 322 492
11 BDAC 564 629 785 824
12 BDCA 996 163 271 332
13 CABD 404 573 193 214
14 CADB 385 456 518 689
15 CBAD 748 850 962 136
16 CBDA 247 382 453 515
17 CDAB 686 745 831 957
18 CDBA 907 217 392 463
19 DABC 525 696 755 896
20 DACB 967 912 227 303
21 DBAC 473 535 610 766
22 DBCA 806 977 917 237
23 DCAB 313 483 545 620
24 DCBA 776 815 987 923
25 ABCD 252 323 493 565
26 ABDC 630 786 825 997
27 ACBD 927 272 333 405
28 ACDB 574 639 217 286
29 ADBC 457 519 690 749
30 ADCB 851 961 901 251
31 BACD 182 258 383 454
32 BADC 516 687 746 839
33 BCAD 958 194 218 393
34 BCDA 464 526 697 759
35 BDAC 897 968 123 228
36 BDCA 304 474 536 611
37 CABD 767 825 978 134
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38 CADB 238 314 484 546
39 CBAD 621 734 816 985
40 CBDA 148 253 324 494
41 CDAB 566 631 787 826
42 CDBA 998 165 273 334
43 DABC 406 575 154 219
44 DACB 387 458 520 691
45 DBAC 750 852 962 128
46 DBCA 259 384 455 517
47 DCAB 683 747 840 952
48 DCBA 908 219 394 465
49 ABCD 527 698 758 898
50 ABDC 969 913 229 305
51 ACBD 475 537 612 768
52 ACDB 804 979 918 239
53 ADBC 315 485 547 622
54 ADCB 778 817 989 923
55 BACD 254 325 495 567
56 BADC 632 782 827 953
57 BCAD 928 274 335 407
58 BCDA 576 640 213 386
59 BDAC 459 521 692 751
60 BDCA 853 963 910 273




