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RESUMO GERAL

A demanda por alimentos extrusados de consumo pratico “shacks”, estd em crescimento
devido a variedade de formas, texturas e sabores, além da praticidade no consumo. Entretanto,
a maioria dos snacks disponiveis comercialmente possui valor nutricional reduzido. Devido a
sua composicdo quimica com elevada concentracdo de nutrientes como proteina altamente
digerivel, aminoacidos essenciais e minerais, a microalga Spirulina tem sido utilizada como
enriquecimento nutricional no desenvolvimento de alimentos. Dentro deste contexto, o
presente estudo teve como objetivo determinar a melhor condicéo de extrusdo, nas condi¢bes
do trabalho, para o desenvolvimento de snack enriquecido com Spirulina sp. LEB 18, a fim de
obter produto de elevado valor nutricional e aceitacao sensorial. As matérias-primas utilizadas
foram farinhas organicas de milho e de arroz e Spirulina sp. LEB 18. Os ensaios de extruséo
foram realizados em extrusora dupla rosca co-rotativa. Foram extrusados 17 ensaios de acordo
com Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23, o qual teve como variaveis
independentes a concentracdo de Spirulina sp. LEB 18, a umidade de alimentacdo e a
temperatura no Gltimo estagio da extrusora. As varidveis dependentes avaliadas nos snacks
foram concentracdo de proteina, densidade aparente, indice de expansdo, dureza, indice de
absorcdo de &gua, indice de solubilidade em &agua e cor. A partir dos resultados foi
determinada a melhor condicdo para obtencdo do snack adicionado de Spirulina. Apos,
realizou-se a extrusdo do ensaio obtido na melhor condicéo e do ensaio controle utilizando os
mesmos parametros de processo. O snack adicionado da microalga e o controle foram
avaliados quanto ao conteldo nutricional (proteinas, lipidios, cinzas, carboidratos,
carotenoides e digestibilidade proteica in vitro), propriedades fisicas (indice de expanséo,
densidade aparente, dureza, indice de absor¢do em agua, indice de solubilidade em agua e
parametros de cor) e sensoriais (aroma, cor, sabor, textura, aceitacdo global e intencdo de
compra), além de avaliacGes na microestrutura e anélise microbioldgica. Os resultados obtidos
no delineamento experimental mostraram que todas as variaveis independentes influenciaram
as variaveis respostas. Maiores conteudos de umidade de alimentacdo aumentaram a dureza, a
densidade aparente e o indice de absorcdo de agua dos snacks. Maiores concentracdes de
Spirulina sp. LEB 18 produziram snacks com maior contetudo proteico (11,3 %), variacdo
total de cor e estrutura mais compacta. A melhor condicdo para desenvolvimento dos snacks
foi utilizando concentragéo 2,6 % de Spirulina sp. LEB 18, umidade de alimentacdo 16,2 % e
143 °C no ultimo estagio da extrusora. A avaliagdo nutricional do snack extrusado na melhor
condi¢do indicou aumento de 22,6 % em contetdo proteico, além do incremento de 46,4 %
em minerais quando comparado ao controle. Os pardmetros de cor foram influenciados
significativamente (p<0,05) pela adicdo de Spirulina sp. LEB 18. A avaliacdo da
microestrutura mostrou paredes finas, variando de 16,13 a 20,12 um para o snack com
microalga. O indice de aceitacdo sensorial para o snack enriquecido com Spirulina sp. LEB
18 foi 82 %. Conclui-se que Spirulina sp. LEB 18 pode ser utilizada na concentracdo de 2,6
%, resultando em snacks com maior contetdo nutricional e de elevada aceitacdo sensorial.

Palavras-chave: Avaliacdo sensorial. Extrusados. Extrusdo. Microalga. Microestrutura.
Nutrientes.






Development of snack enriched with Spirulina
ABSTRACT

The demand for extruded food of practical consumption “snacks” is growing due to the
variety of shapes, textures and flavors, as well as practicality in consumption. However, most
of commercially available snacks has reduced nutritional value. Due to its chemical
composition with high concentration of nutrients such as highly digestible protein, essential
amino acids and minerals, the microalga Spirulina has been used as nutritional enrichment in
the development of food. In this context, the present study aimed to determine the best
extrusion condition, in the working conditions, for the development of snack enriched with
Spirulina sp. LEB 18, in order to obtain a product with high nutritional value and high
sensorial acceptance. The raw materials used were organic flour of corn and rice and
Spirulina sp. LEB 18. Extrusion tests were performed on a co-rotating twin screw extruder.
Seventeen trials were extrudate according to Central Composite Rotational Design (CCRD)
23, which had as independent variables concentration of Spirulina sp. LEB 18, feed moisture
and temperature in the last zone of the extruder. The dependent variables evaluated were
protein concentration, bulk density, expansion index, hardness, water absorption index, water
solubility index and color parameters. From the results, it was determined the best condition
to obtain snack added of Spirulina. Afterwards, the trial obtained in the best condition and the
control trial was extruded using the same process parameters. The snack added of microalga
and its respective control were evaluated in relation to nutritional content (protein, lipid, ash,
carbohydrate, carotenoid and protein digestibility in vitro), physical properties (expansion
index, bulk density, hardness, water absorption index, water solubility index and color
parameters) and sensory properties (flavor, color, taste, texture, overall acceptance and
purchase intention), in addition to microstructure evaluations and microbiological analysis.
The results obtained in the experimental design showed that all the independent variables
influenced the response variables. Higher moisture content increased the hardness, bulk
density and water absorption index of the snacks. Higher concentrations of Spirulina sp. LEB
18 produced snacks with higher protein content (11.3 %), total color variation and more
compact structure. The best condition for the development of the snacks was using a
concentration of 2.6 % Spirulina sp. LEB 18, 16.2% of feed moisture and 143 °C in the last
stage of the extruder. The nutritional evaluation of the extruded snack in the best condition
indicated an increase of 22.6 % in protein content, in addition to a increase of 46.4% in
minerals when compared to the control. The color parameters were significantly influenced (p
<0.05) by the addition of Spirulina sp. LEB 18. The microstructure evaluation showed thin
cell walls, ranging from 16.13 to 20.12 pum for the snack added microalga. The sensory
acceptance index for the snack enriched with Spirulina sp. LEB 18 was 82%. It was
concluded that Spirulina sp. LEB 18 can be used in concentration of 2.6%, resulting in snacks
with higher nutritional content and with high sensorial acceptance.

Keywords: Extruded. Extrusion. Microalga. Microstructure. Nutrients. Sensory evaluation.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os alimentos extrusados possuem elevada aceitabilidade e estdo em crescimento
no mundo inteiro, como resultado do aumento da demanda por alimentos de conveniéncia e
praticidade. Entretanto, os snacks extrusados comerciais geralmente possuem conteudo
limitado de nutrientes, sendo denominados junk food (ANTON; FULCHER; ARNTFIELD,
2009; SUMARGO et al., 2016). A limitacdo de micronutrientes na alimentagdo humana pode
causar doencas, além de afetar o desenvolvimento de criangas. A caréncia de nutrientes ocorre
especialmente entre criancas de paises em desenvolvimento (UNICEF, 2003).

Como alternativa no fornecimento de nutrientes em formulagdes alimenticias,
tem-se a microalga Spirulina. Esta microalga possui elevada concentracdo de proteina
digerivel (MORAIS et al., 2008), além de ser fonte de acidos graxos essenciais, vitaminas,
minerais e pigmentos, podendo ser utilizada no desenvolvimento de produtos médicos,
farmacéuticos e para enriquecer nutricionalmente os alimentos (SPOLAORE et al., 2006;
VOLK; FURKERT, 2006).

Spirulina utiliza eficientemente energia solar e CO, para acumular biocompostos
em sua biomassa, além disso, ndo necessita de terras agricultaveis para seu cultivo e demanda
menor quantidade de 4&gua quando comparada a producdo de outros alimentos (HENRIKSON,
2009; MATOS et al., 2016). Esta microalga recebeu certificagio GRAS (Generally
Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration), e tem Seu consumo
autorizado como alimento ou suplemento alimentar (FDA, 2002a). No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) autoriza o consumo de Spirulina e a
recomendacdo didria maxima € de 1,6 g (BRASIL, 2005), valor inferior ao estimado pelo
FDA para consumo diario (FDA, 2002a).

Estudos relataram incremento nutricional em biscoitos (MORAIS; MIRANDA;
COSTA, 2006), macarrdo (DE MARCO et al.,, 2014) e extrusados (JOSHI; BERA;
PANESAR, 2014) adicionados desta microalga. No desenvolvimento de alimentos
extrusados, as propriedades fisicas como expansdo, dureza e densidade aparente sdo
pardmetros importantes em termos de aceitagdo do consumidor. Estas propriedades s&o
influenciadas pelas condi¢Oes de operagdo como umidade de alimentacdo, temperatura dos
estagios da extrusora, taxa de alimentagédo e pela matéria-prima utilizada (DING et al., 2005;
MENG et al., 2010; STOJCESKA et al., 2009).

A influéncia dos parametros de extrusdo bem como da matéria-prima utilizada
tem sido investigada no desenvolvimento de snacks (LAZOU; KROKIDA, 2010; PASTOR-
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CAVADA et al.,, 2011; RATHOD; ANNAPURE, 2016). Contudo, pouca informagédo a
respeito da influéncia de Spirulina neste processo estd disponivel (MORSY et al., 2014,
JOSHI; BERA; PANESAR, 2014).

O Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG) realiza desde 1996 trabalhos de pesquisa em torno das propriedades e
condicbes de cultivo da microalga Spirulina. Além disso, desenvolve produtos alimenticios
adicionados de biomassa desta microalga, como massas, sopas instantaneas, bebida isotonica,
biscoito de chocolate, biscoito de limao, achocolatado, pudim, bolo de chocolate, bolo de
lim@o e barra de cereal.

Em 2014, um convénio foi firmado com o MCTI (Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovacdo) com intuito de promover um sistema de producdo de microalgas
economicamente viavel e sustentavel a partir do desenvolvimento de alimentos utilizando
Spirulina sp. LEB 18 para serem inseridos na merenda escolar. Dentro deste contexto, a
incorporacdo de Spirulina em snacks extrusados a base de cereais, pode disponibilizar

alimentos de conveniéncia e praticidade, com elevada qualidade nutricional.



27

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a melhor condi¢do de extrusdo para o desenvolvimento de shack
enriquecido com Spirulina, a fim de obter produto de elevado valor nutricional e aceitacdo

sensorial.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar nutricionalmente a biomassa de Spirulina sp. LEB 18;

e Auvaliar os efeitos da concentracdo de Spirulina sp. LEB 18 e das condi¢bes de
extrusdo (temperatura no Gltimo estagio da extrusora e umidade de alimentacdo) nas
propriedades fisico-quimicas e estruturais de snacks;

e Determinar a melhor condi¢do para desenvolvimento do extrusado enriquecido com
Spirulina sp. LEB 18;

e Analisar o snack enriquecido com Spirulina sp. LEB 18 obtido na melhor condicéo

guanto aos parametros nutricionais, fisicos, microbiologicos e sensoriais;
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 SAUDE NUTRICIONAL

A agricultura enfrenta o desafio de produzir alimentos para suprir a necessidade
da populacdo mundial. Estima-se que nos proximos 35 anos ocorra aumento de cerca de 1,8
bilhdes de pessoas no planeta, principalmente em paises em desenvolvimento (FAO, 2009).

A desnutricdo é um grave problema de saude publica, que afeta milhares de
criancas todos os dias. Dietas com baixa concentracdo de nutrientes como proteina, vitaminas
e minerais essenciais, contribuem para o aumento de doencas (MULLER; KRAWINKEL,
2005; WHO, 2014), podendo causar cegueira, deficiéncia mental e até morte prematura
(UNICEF, 2003). Estima-se que a subnutricdo seja responsavel por quase metade de todas as
mortes de criancas menores de 5 anos de idade, aproximadamente 2,8 milh6es por ano (WHO,
2014).

A caréncia de proteinas e outros nutrientes € prejudicial em qualquer idade, sendo
agravada em criangas, gestantes, lactantes e lactentes. Portanto, governos devem intervir a
partir de estratégias baseadas na diversificacdo das dietas, assim como foi realizada a
estratégia mundial de fortificacdo de sal com iodo (MULLER; KRAWINKEL, 2005).

Neste contexto, governos como o do Brasil, tém concentrado esfor¢os para
melhorar a nutri¢cdo de sua populacéo. Dados disponibilizados pela FAO (2012) mostram que
0 Brasil vem alcancando resultados promissores no combate a desnutricdo, em que, houve
reducdo do percentual de subnutridos de 14,9 % entre 1990 e 1992, para 6,9 % no periodo de
2010 a 2012.

Em 2014 durante a Segunda Conferéncia Internacional de Nutri¢do, cerca de 170
paises incluindo o Brasil, firmaram compromisso e asseguraram investimentos destinados a
garantir que todas as pessoas tenham acesso a dietas alimentares mais saudaveis e
sustentaveis. A Declaracdo de Roma sobre a nutri¢cdo teve como objetivo assegurar o direito
de todos a terem acesso a alimentos seguros e nutritivos, comprometendo 0S governos a
prevenir a desnutricdo em todas as suas formas, incluindo a fome, as deficiéncias de
micronutrientes e a obesidade. Os paises que acordaram devem alcangar resultados concretos

até 2025, incluindo metas existentes para melhorar a nutri¢éo de criangas (WHO, 2014).
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3.2 MICROALGAS

As microalgas sdo micro-organismos fotossintetizantes, em sua maioria
unicelulares, que crescem em agua doce ou salgada, possuem variadas formas e cores
(METTING JR, 1996; TOMASSELLI, 2004) e diametro ou comprimento de cerca de 3-30 um
(GRIMA; FERNANDEZ; MEDINA, 2004). Estes micro-organismos sintetizam
biocompostos de alto valor agregado como &cidos graxos essenciais, vitaminas, minerais e
pigmentos (FERREIRA; SOARES; COSTA, 2013; MORAIS; COSTA, 2008). Além disso,
estes micro-organismos desempenham papel essencial nos ecossistemas aquaticos, pois
realizam aproximadamente 50 % da fotossintese do planeta (RADMER, 1996).

As algas comestiveis verde-azuladas incluindo as espécies dos géneros Nostoc,
Arthrospira (Spirulina) e Aphanizomenon, tém sido utilizadas para a alimentacdo ha milhares
de anos (JENSEN; GINSBERG; DRAPEAU, 2001). Acredita-se que o primeiro uso de
microalgas por seres humanos ocorreu ha 2.000 anos pelos chineses, que consumiam Nostoc
(SPOLAORE et al., 2006). H& também relatos de que Spirulina foi cultivada e utilizada pela
populacdo asteca (PULZ; GROSS, 2004).

Existem inumeras aplicacbes comerciais para as microalgas (Tabela 1), como no
desenvolvimento de produtos médicos, farmacéuticos, cosméticos e para aumentar o valor
nutricional de produtos alimenticios e racfes para animais (SPOLAORE et al., 2006; VOLK;
FURKERT, 2006).

Tabela 1 — Espécies de microalgas, seus respectivos biocompostos e aplicacdes.

Espécies de microalgas Biocomposto Aplicacao
Spirulina platensis Ficocianina, Alimentos saudaveis, cosméticos
biomassa
Chlorella vulgaris Biomassa Alimentos saudaveis, suplemento
alimentar, alimentacdo animal
Dunaliella salina Carotenoides, Alimentos saudaveis, suplemento
[-caroteno alimentar
Haematococcus pluvialis ~ Carotenoides, Alimentos saudaveis, produtos
astaxantina farmacéuticos, alimentagdo animal
Odontella aurita Acidos graxos Produtos farmacéuticos, cosméticos e

alimentacéo infantil
Fonte: Adaptado de Pulz e Gross (2004)

Microalgas para alimentacdo humana sédo comercializadas de diversas formas, tais
como pd, comprimidos, capsulas e liquidos. Além disso, podem ser incorporadas em massas,
doces, gomas, bebidas (LIANG et al., 2004) e snacks (JOSHI; BERA; PANESAR, 2014).
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Neste mercado microalgal, Spirulina (Arthospira) e Chlorella estdo entre as microalgas com
maior produgdo anual (MASOJIDEK; PRASIL, 2010; PULZ; GROSS, 2004).

Tabela 2 — Microalgas, empresas produtoras, biocompostos extraidos e atividade exercida na

saude.
Microalga Empresa Biocomposto Atividade exercida
C. Vitamina Tratamento do sistema
Spirulina Panmol/Madaus ) s
B12 imunologico
.. Extr istema imunoldgi
Chlorella OceanNutrition ta.to de Sistema . u ologico,
Carboidrato antigripal
. Anti-inflamatorio,
Haematococcus MERA Astaxantina
tratamento de dor muscular
Odontella InnovalG EPA* Anti-inflamatério
.. Desenvolvimento do
Crypthecodinium Martek/Omegatec DHA** cérebro

Tratamento do cérebro,

coracéao e transtorno mental

Legenda: *Acido graxo eicosapentaenoico; **Acido graxo Docosahexaendico
Fonte: Adaptado de Pulz e Gross (2004)

Ulkenia Nutrinova/Celanese DHA**

Os biocompostos produzidos pelas microalgas podem apresentar acgoes
antifangica, antiviral, antibiotica, antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria, com
potencialidade para a reducdo e prevencdo de doencas (SKULBERG, 2004; VOLK;
FURKERT, 2006), como mostra a Tabela 2. Outros efeitos de promocdo da saude também
foram observados nas microalgas, como a eficacia em tratamento de Ulceras gastricas, feridas,
desnutricdo infantil, tratamento de constipacdo intestinal, acdo preventiva contra a
aterosclerose, hipercolesterolemia e acdo antitumoral (HENRIKSON, 2009; LI et al., 2012;
YAMAGUCHI, 1997).

3.2.1 Spirulina

Spirulina é uma cianobactéria verde-azulada microscopica (Figura 1),
fotossintética, filamentosa, de aspecto espiral, que cresce em aguas alcalinas (BRANGER et
al., 2003). Uma vantagem do cultivo desta cianobactéria, € que seu crescimento é favorecido
pelo pH alcalino, que resulta em baixa susceptibilidade a contaminag@o por micro-organismos
que ndo se desenvolvem em condic¢des alcalinas (MORAIS et al., 2009; RADMER, 1996).
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Figura 1 — Microfotografia de Spirulina sp. LEB 18.

Fonte: Laboratdrio enenharia Bioquimica - FURG

Segundo Henrikson (2009), a possibilidade de ser cultivada em terras néo
agricultaveis esta entre as vantagens de Spirulina, assim como de outras microalgas. Além de
utilizar areas menores em seu cultivo e menor quantidade de agua quando comparado a outras
fontes de proteinas geralmente consumidas como soja, milho e carne.

Entre as diversas fontes de alimentos com altas concentragdes de proteina, a
microalga Spirulina possui importancia nutricional. Spirulina vem sendo utilizada como fonte
de proteina durante seculos por diferentes popula¢fes (HENRIKSON, 2009; JOSHI; BERA,;
PANESAR, 2014), e possui em média 50 a 70 % de proteina em base seca (MORAIS et al.,
2015), sendo de 78 a 86 % digerivel (MORAIS et al., 2008) e contendo todos 0s amino&cidos
essenciais (BECKER, 2004; MORSY et al., 2014). A alta digestibilidade de Spirulina é
devido a auséncia de celulose em sua parede celular, diferente da maioria das algas, o que
facilita a utilizacdo para o consumo humano (TOMASELLLI, 2004).

Spirulina é fonte de vitaminas, minerais e y-linolénico, acido graxo essencial
precursor das prostaglandinas (HENRIKSON, 2009; MATOS et al., 2016). Os minerais
presentes em maior quantidade na microalga Spirulina sdo: calcio, fosforo, sédio e potassio, e
em menor quantidade, ferro, magnésio, zinco, cobre, cromo e manganés (HENRIKSON,
2009). As vitaminas presentes nesta microalga sdo: vitamina A na forma de beta caroteno,
vitamina C, vitaminas do complexo B (B1, B2, B6 e B12), vitamina E, biotina, acido félico,
além do acido pantoténico (BECKER, 2004). Entre os pigmentos presentes estdo ficocianina,
clorofila e carotenoides (HENRIKSON, 2009).

A microalga Spirulina apresenta possiveis efeitos promotores da salde, como a
reducdo da hiperlipidemia (EL-SHEEKH; HAMAD; GOMAA, 2014), supressdao da
hipertensdo (ICHIMURA et al., 2013), protecdo de células renais (FAROOQ et al., 2004),

promocédo do crescimento de Lactobacillus intestinal e supresséo de nivel elevado de glicose
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(BELAY et al., 1993). Além disso, ha indicios de que possua capacidade anti-inflamatéria
(REMIREZ et al., 2002) e atividade antioxidante (BIERHALS et al., 2009).

Spirulina também oferece importantes beneficios a satde de criangas desnutridas.
O beta-caroteno presente nesta microalga pode auxiliar no tratamento de doencas oculares
causadas por deficiéncia de vitamina A. Aléem disso, o complexo de proteinas e de vitamina B
resulta em contribuicdo nutricional importante na dieta de criancas (HENRIKSON, 2009;
MORSY et al., 2014; UNICEF, 2003). Diante disso, pesquisas utilizando Spirulina para o
tratamento de criancas desnutridas vém sendo realizadas em diversos paises e efeitos
positivos tém sido observados (HENRIKSON, 2009).

Estudos realizados por Sall et al. (1999) em criangas gravemente desnutridas
mostraram que Spirulina administrada na dose de 10 g d* durante 60 dias aumentou os niveis
de hemoglobina e proporcionou melhora dos parametros clinicos, antropométricos e
bioldgicos das criangas. Li et al. (2012) suplementaram as refei¢cGes de grupos de criancas (6 a
11 anos) com até 4 g d* de Spirulina, durante 10 semanas, e observaram aumento de p-
caroteno e vitamina A no organismo destas.

Esta microalga foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) como
alimento seguro, sem efeitos toxicoldgicos para a salde humana, recebeu certificagdo GRAS
(Generally Recognized As Safe), e tem seu mercado legalizado como alimento ou suplemento
alimentar (FDA, 2002a). No Brasil, Spirulina é reconhecida como alimento pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e tem seu consumo autorizado. A recomendacao
de consumo do produto com Spirulina, ndo deve resultar na ingestdo acima de 1,6 g d”* desta
microalga (BRASIL, 1999, 2005). Apesar de autorizada, a quantidade diéria de Spirulina
permitida no Brasil ainda é inferior a quantidade estimada pelo FDA (Food and Drug
Administration) para consumo (6 g d™) (FDA, 2002a).

3.3 ALIMENTOS COM Spirulina

Nos ultimos anos, diversos estudos utilizando microalgas em alimentos tém sido
realizados. Dados existentes na literatura comprovam o efeito nutricional positivo do uso de
Spirulina em alimentos. Fradique et al. (2010) incorporaram biomassa de Spirulina maxima
em macarrdo e verificaram aumento nos parametros de qualidade nutricional quando
comparado com a amostra controle (sem microalga), bem como elevada aceitacdo sensorial.
Barros (2010) também adicionou Spirulina platensis em formulagcdes de macarrdo e observou

que o aumento da concentragdo da microalga no produto, ocasionou o aumento no contetido
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de proteinas e minerais, enquanto De Marco et al. (2014) observaram que além do aumento no
teor de proteina houve incremento em compostos fendlicos e atividade antioxidante.

Navacchi et al. (2012) produziram bolo de mandioca adicionado de biomassa de
Spirulina platensis. Ao final, os autores observaram aumento na concentracdo de minerais e
proteina quando comparado & amostra controle (sem microalga), além de apresentar elevada
aceitacdo por criangas. Morais, Miranda e Costa (2006) também acrescentaram Spirulina
platensis em alimento (biscoitos) e obtiveram em torno de 7 % de incremento proteico em
relacdo a amostra controle, sem adicdo da microalga. Além disso, 0s autores obtiveram
aumento na digestibilidade dos biscoitos. Em outro estudo, Figueira et al. (2011) utilizaram a
microalga Spirulina platensis para enriquecer pdo sem glutén e observaram incremento de até
39 % em conteldo proteico.

Alimentos para atletas também foram enriquecidos com biomassa microalgal.
Carvalho (2010) demonstrou que recuperador muscular para praticantes de atividades fisicas
pode ser adicionado de Spirulina sp. LEB 18 e ainda apresentar média de aceitacdo global de
6,5, superior a média encontrada para o recuperador muscular comercial (4,4). Além disso,
verificou-se contetdo de 4 % de cinzas no repositor hidroeletrolitico adicionado de Spirulina
sp. LEB 18 enquanto o repositor sem adicdo de Spirulina sp. LEB 18 apresentou 3,6 % de
cinzas, indicando que a microalga elevou o contetido de minerais da formulacg&o.

Embora a adicéo de Spirulina em alimentos seja estudada com frequéncia, estudos
avaliando o enriquecimento de extrusados com Spirulina ainda sdo limitados. Joshi, Bera e
Panesar (2014) adicionaram 7,5 % de Spirulina em formulacdo de snack extrusado a partir de
farinha de milho e obtiveram aumento nos contetdos de proteina, carotenoides e zinco.

Em outro estudo, Morsy et al. (2014) produziram diversas formulagdes de snacks
com até 10 % de Spirulina na composicdo. Os autores também observaram que o0 aumento da
concentracdo da microalga foi diretamente proporcional ao aumento de proteina na
composicdo do produto. Além disso, ha relatos de Spirulina utilizada em conjunto com soro
de leite para enriquecimento de extrusados, em que, 0S autores observaram incremento em
proteina, ferro e céalcio quando comparado a amostra controle (VIJAYARANI,
PONNALAGHU; RAJATHIVYA, 2012).

3.4 EXTRUSAO

O processo de extrusdo € um tratamento térmico associado a umidade e trabalho
mecanico, que modifica a estrutura das matérias primas (THYMI et al., 2005) e resulta em
produtos expandidos (MOSCICKI; ZUILICHEM, 2011). A extrusdo tem sido cada vez mais
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utilizada para desenvolvimento de produtos alimenticios, tais como: snacks (JOSHI; BERA,
PANESAR, 2014; MORSY et al., 2014), cereais matinais (OLIVEIRA; ROSELL; STEEL,
2015), massas (DE MARCO et al., 2014), produtos de confeitaria, amidos modificados,
alimentos infantis e alimentos instantaneos (RIAZ, 2000).

Durante o processamento térmico sob condi¢Bes HTST (High Temperature Short
Time), a matéria-prima é cozida pela combinacdo de umidade, pressdo, temperatura e
cisalhamento mecéanico (ASCHERI, 2007; RIAZ, 2000), e tem sua estrutura modificada,
resultando em novos formatos e texturas. Além disso, ocorrem alteracdes nas propriedades
fisicas, sensoriais e na digestibilidade de certos compostos (HAGENIMANA; DING; FANG,
2006; HAYTER; SMITH, 1988; PAULA; CONTI-SILVA, 2014).

Em relacdo as transformacdes fisico-quimicas que ocorrem pode-se citar:
gelatinizacdo de amidos, desnaturacdo de proteinas, formacdo de complexos entre amilose e
lipidios, reacdes de degradacdo de vitaminas e pigmentos, destruicdo de micro-organismos,
compactacdo, aglomeragdo, plastificacdo da mistura, expansdo e formacdo de poros
(ASCHERI, 2007; BHATTACHARYA; DAS; BOSE, 1993; ILO; BERGHOFER, 1999;
RIAZ, 2000). A gelatinizacdo é uma das mudancas mais importantes e ocorre a partir do
aquecimento das moléculas do amido em excesso de agua, que sofrem transicdo irreversivel,
com o rompimento, expansao e hidratacdo de sua estrutura granular (TROMBINI, 2010). De
acordo com Riaz (2000), para maximizar a gelatinizacdo, é necessario maior periodo de
condicionamento para que a umidade adicionada se equilibre com o granulo do amido antes
da extruséo.

A extrusdo se mostra vantajosa quando comparada aos processos convencionais,
devido ao menor tempo e custo de processo, menor espaco fisico necessario e maior
flexibilidade, resultando em produtos variados (FELLOWS, 2006; RIAZ, 2000;
VIJAYARANI; PONNALAGHU; RAJATHIVYA, 2012). Além disso, de acordo com
Fellows (2006), o cozimento rapido por extrusdo, seguido de resfriamento apo6s a saida da
matriz, mantém biocompostos como vitaminas e aminoacidos essenciais na composicao dos

alimentos.
3.4.1 Mecanismo

O equipamento utilizado para desenvolvimento de snacks denomina-se extrusora.
As extrusoras sdo classificadas de acordo com o método de operacdo (a frio ou a quente) e
construcdo (rosca Unica ou dupla rosca). Quando se utiliza temperaturas superiores a 100 °C

tem-se a extrusdo a quente. Em contrapartida, a extrusdo a frio é utilizada comumente para
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misturar e modelar alguns alimentos e a temperatura utilizada permanece préxima a ambiente
(FELLOWS, 2006).

As extrusoras de rosca Unica tém menor custo de investimento e operacdo quando
comparado a dupla rosca e séo utilizadas em aplicacdes de cozimento simples. Enquanto as
extrusoras dupla rosca possuem maior flexibilidade de operacdo com diferentes matérias-
primas com varios tamanhos de particulas (de p6s a grdos), e tem a producdo independente da
taxa de alimentacdo, o que permite melhor controle de transferéncia de calor. Além disso, as
extrusoras dupla rosca podem ser classificadas em co-rotativas e contra-rotativas, sendo que,
quando estdo entrelacadas em co-rotagdo sdo auto-limpantes e comumente utilizadas no
processamento de alimentos (FELLOWS, 2006).

No processo de extrusdo, a mistura a base de cereais, previamente condicionada
com agua, € alimentada na extrusora e as roscas a transportam ao longo do equipamento. Na
parte posterior do canh&o, o passo da rosca diminui, reduzindo o volume e aumentando a
resisténcia ao movimento do alimento. A medida que ocorre este transporte, a rosca trabalha o
material, que se torna uma mistura plastica viscosa semi-solida, sendo transportada a secao
seguinte do canhdo de menor passo, onde se tem pressdo e cisalhamento ainda maiores
(FELLOWS, 2006; HAYTER; SMITH, 1988). A mistura cozida é forgada contra a matriz de
didmetro desejado. Desta forma, a queda de pressdo repentina ocasiona evaporagao
instantanea de parte da umidade na forma de vapor, gerando estrutura porosa, expandida,
quebradica e com baixa densidade aparente (FELLOWS, 2006; HAYTER; SMITH, 1988;
RIAZ, 2000; SCHMIELE, 2009).

3.4.2 Fatores que influenciam o processo

A qualidade tecnoldgica do produto extrusado pode variar com o tipo de
extrusora, configuracdo da rosca (Figura 2), velocidade de rotacdo da rosca e taxa de
alimentacdo da matéria-prima (BORAH; MAHANTA; KALITA, 2016; DING et al., 2005;
THYMI et al., 2005). De acordo com o produto pretendido, diferentes temperaturas, umidade,
cisalhamento e velocidade de rotacdo da rosca podem ser utilizados (FARAJ; VASANTHAN;
HOOVER, 2004). Sendo assim, controlar as varidveis do processo, como temperatura de
extrusdo e umidade de alimentacdo na extrusora é essencial para se obter extrusados com a
qualidade tecnoldgica desejada (STOJCESKA et al., 2009; THYMI et al., 2005).
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Figura 2 — Representacdo esquematica de configuracao de rosca utilizada no
desenvolvimento de extrusados.
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Fonte: Oliveira, Schmiele e Steel (2017)

A umidade da mistura a ser extrusada esta entre os principais fatores que
influenciam a qualidade dos extrusados. Estudos realizados por Oliveira, Schmiele e Steel
(2017), Rathod e Annapure (2016) e por Stojceska et al. (2009) verificaram que a umidade
influenciou a densidade aparente e o indice de expansdo dos extrusados. O maior contetdo de
umidade pode resultar na diminuicdo do cisalhamento da massa plastificada no interior da
extrusora, reduzindo a gelatinizacdo do amido e afetando as propriedades fisicas dos produtos
expandidos (STOJCESKA et al., 2009; SUMARGO et al., 2016).

Diversos estudos também comprovaram que 0 aumento na concentracdo de
proteina na matéria-prima, ocasiona reducdo da expansdo, aumento da dureza e da densidade
aparente de extrusados (JEYAKUMARI et al., 2016; SUMARGO et al., 2016). A proteina
hidrofilica tende a competir com o amido pela &gua durante a extrusdo, reduzindo a
gelatinizacdo e resultando em menor expansdo e maior dureza destes alimentos (SCHMIELE,
2009; SUMARGO et al., 2016).

Extrusados desenvolvidos em diversas condicdes de extrusdo e com diferentes
matérias-primas séo frequentemente avaliados por microscopia eletrdnica de varredura. Estas
avaliacBes permitem verificar a influéncia dos parametros escolhidos na compactacdo da
estrutura, tamanho de bolha e na espessura das paredes dos extrusados (LAZOU; KROKIDA,
2010; WANI; KUMAR, 2016).

Na elaboracdo de snacks, além das propriedades nutricionais, as caracteristicas
fisicas, tais como a expansdo, dureza e densidade aparente também devem ser avaliadas, pois
estdo relacionadas a textura do extrusado e influenciam diretamente na aceitagdo do
consumidor (BRNCIC et al., 2006; MORSY et al., 2014). Ding et al. (2005) observaram
durante a producdo de snacks que o aumento na temperatura de extrusdo de 100 °C para 140
°C aumentou a expansdo dos snacks, reduziu a densidade aparente, aumentou o indice de
solubilidade em &gua e a crocancia dos snacks. Os autores observaram também que o0 aumento

da umidade de alimentacdo de 14 % para 22 % resultou em menor expansao, maior indice de
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absorcdo de &gua, menor indice de solubilidade em &gua, reducdo da crocancia e aumento da
dureza, produzindo snacks com maior densidade aparente. Lazou e Krokida (2010) durante a
extrusao de snacks a base de milho e lentilha observaram que taxas de alimentacao elevadas e
maior conteido de proteina na matéria-prima resultam em maior densidade aparente, além de

estruturas mais rigidas e compactadas.
3.5 SNACKS

A demanda por alimentos extrusados de consumo pratico, como os alimentos
snacks esta em crescimento no mundo inteiro. Estes alimentos fazem parte da alimentacdo de
grande parte da populacdo (POTTER; STOJCESKA; PLUNKETT, 2013; RATHOD;
ANNAPURE, 2016) e estdo entre os produtos que apresentam elevada aceitabilidade por
criancas. Salgadinhos extrusados (snacks) possuem variedade de formas (bastdes, esferas,
roscas, tiras, helicoides ou conchas) (FELLOWS, 2006), texturas e sabores. A aceitabilidade
desse tipo de produto esté diretamente relacionada aos atributos sensoriais (aparéncia, textura,
sabor, cor ¢ aroma) (BRNCIC et al.,, 2006), sendo a textura considerada um dos mais
importantes (JEYAKUMARI et al., 2016; MAZUMDER; ROOPA; BHATTACHARYA,
2007; PAMIES et al., 2000).

Snacks extrusados sdo predominantemente desenvolvidos a partir de farinha de
cereais, como o milho, trigo e arroz (ONWULATA et al., 2001), devido as suas caracteristicas
de expansdo (JOSHI; BERA; PANESAR, 2014). Segundo Rosell e Marco (2008) e Silva,
Ascheri e Ascheri (2016), a vantagem do uso da farinha de arroz na elaboracdo destes
alimentos esta na sua elevada digestibilidade e propriedades hipoalergénicas.

Apesar da praticidade e da variedade, as formulacbes de snacks disponiveis
comercialmente tendem a ter baixa concentracdo de nutrientes como proteina, aminoéacidos
essenciais e vitaminas (ANTON; FULCHER; ARNTFIELD, 2009; BASTO et al., 2016;
SUMARGO et al., 2016; TANGKANAKUL; TUNGTRAKUL; MESOMYA, 1999). Além
disso, sdo comumente elaborados a partir de cereais transgénicos e apresentam elevada
concentracgdo de sédio.

Como opcdo ao uso de farinhas de cereais transgénicos tem-se as farinhas
organicas. Os produtos organicos possuem elevada importancia no preparo de alimentos
processados mais saudaveis, pois, segundo Brasil (2003) estes produtos sdo livres de
contaminantes intencionais, trazem beneficios a satde de seus consumidores, sustentabilidade
e protecdo ao meio ambiente. Como alternativa ao fornecimento de nutrientes, os snacks

podem ser enriquecidos pelo uso de diferentes matérias-primas contendo elevado valor
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nutricional como farinha de lentilha (LAZOU; KROKIDA, 2010), feijao (SUMARGO et al.,
2016) e biomassa de microalgas (CIAN et al., 2014; JOSHI; BERA; PANESAR, 2014).

Diversos estudos realizaram a avaliacdo da qualidade nutricional de snacks apos o
enriquecimento com diferentes matérias-primas. Carvalho et al. (2012) caracterizando snacks
de farinha de quirera de arroz e bandinha de feijdo obtiveram 11,27 % de proteina, 0,09 % de
lipidios, 78,14 % de carboidratos, 3,27 % de cinzas e 7,23 % de umidade. Limberguer et al.
(2009) obtiveram 8,58 % proteina, 8,07 % de lipidios, 2,27 % de cinzas e 5,11 % de umidade
para salgadinhos extrusados de quirera de arroz e 8,47 % proteina, 8,26 % de lipidios, 2,35 %
de cinzas e 7,23 % de umidade para salgadinhos comerciais de milho. Cian et al. (2014)
obtiveram incremento nos conteudos de proteina, cinzas e lipidios ao utilizar alga vermelha
para desenvolver extrusados. No estudo o contetido nutricional do extrusado enriquecido foi
9,60 % de proteina, 0,57 % de cinzas e 0,31 % de lipidios, sendo o incremento proteico de 7,6
% quando comparado ao controle sem alga.

Joshi, Bera e Panesar (2014) utilizaram extrusora dupla rosca co-rotativa e
desenvolveram extrusados adicionados de 5 %, 7,5 %, 10 %, 12,5 % e 15 % de Spirulina
utilizando temperatura no Gltimo estagio da extrusora entre 80 °C e 120 °C e umidade entre 13
% e 17 %. Os autores obtiveram produto otimizado com 7,5 % de Spirulina, o que resultou
em 14,63 % de contetdo proteico e 138,83 mg kg™ de carotenoides total. Morsy et al. (2014)
produziram snacks em extrusora monorosca adicionados de 2,5 %, 5 %, 7,5 % e 10 % de
Spirulina e obtiveram concentracdes de até 18,11 % de proteina nos extrusados, superior ao

encontrado em snacks comerciais (9,28 %) e no snack controle, sem a microalga (9,43 %).
3.6 HISTORICO DO LABORATORIO DE ENGENHARIA BIOQUIMICA

O Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG) foi criado em 1996 e iniciou suas pesquisas em torno do cultivo de
microalgas. Desde entdo foram estudadas configurac6es de fotobiorreatores, modos de cultivo
(REINEHR; COSTA, 2006), taxa de renovacédo de meio, concentracdo de corte, iluminancia,
temperatura, composicdo dos nutrientes e utilizacdo de substratos alternativos na
suplementacdo do meio de cultivo (ANDRADE; COSTA, 2007).

A biomassa produzida a partir dos cultivos de microalgas foi extensivamente
avaliada quanto a concentracdo de macro e micronutrientes. Pesquisas realizadas pelo grupo
tambem relataram o0 desenvolvimento de biossurfatantes (ZILIO, 2017), bioetanol
(MARGARITES, 2014) e biogas (ANDRADE, 2009) utilizando microalgas, além de
bioprodutos obtidos a partir da nanobiotecnologia (LISBOA, 2013).
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Entre os projetos desenvolvidos no Laboratorio de Engenharia Bioquimica, a
biofixacdo de CO; por microalgas (DUARTE et al., 2017) e o desenvolvimento de alimentos
adicionados de Spirulina também resultaram em diversas pesquisas. Desde 2003 sdo
desenvolvidos produtos alimenticios adicionados da biomassa de Spirulina. Em 2014, um
convénio com o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo foi firmado objetivando
desenvolver sistema de cultivo de microalgas economicamente vidvel e sustentavel para
producdo de alimentos com Spirulina sp. LEB 18, a serem destinados para a merenda escolar.

Dentre os alimentos desenvolvidos até o momento estdo massas, sopas
instanténeas, bebida isotbnica, biscoito de chocolate (MORAIS; MIRANDA; COSTA, 2006),
biscoito de limdo, achocolatado, pudim, bolo de chocolate, bolo de limédo, barra de cereal,
alimentos para praticantes de atividades fisicas e alimento tipo shake para idosos (SANTOS et
al., 2016). Neste contexto, o desenvolvimento de snacks enriquecidos com Spirulina sp. LEB
18 vem contribuir oferecendo a populagdo, especialmente para as criangas, alimentos de

consumo préatico com propriedades nutricionais, funcionais e elevada aceitacdo sensorial.



CAPITULO 1l
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DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O presente trabalho foi desenvolvido em 2 etapas, em que, na primeira foram
realizados 17 ensaios de extrusdo dos snacks adicionados de Spirulina sp. LEB 18, a partir de
um delineamento experimental 2°. Os ensaios foram avaliados quanto as propriedades fisico-
quimicas e estruturais. A segunda etapa consistiu na extrusdo do ensaio obtido na melhor
condicgéo e do seu respectivo controle (sem Spirulina sp. LEB 18) para fins de comparagéo
quanto as propriedades nutricionais, fisicas, estruturais e sensoriais, demonstrando a
viabilidade da aplicacdo da microalga no desenvolvimento de snacks. Cada etapa originou um

artigo para posterior submissdo em periddicos de alto fator de impacto.

ARTIGO 1: EFEITO DA ADICAO DE Spirulina NAS PROPRIEDADES FiSICO-
QUIMICAS E ESTRUTURAIS DE SNACKS EXTRUSADOS.

ARTIGO 2: Spirulina PARA ENRIQUECIMENTO DE SNACKS: AVALIACOES
NUTRICIONAL, FISICA E SENSORIAL.






ARTIGO 1
EFEITO DA ADICAO DE Spirulina NAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E
ESTRUTURAIS DE SNACKS EXTRUSADOS
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Efeito da adicéo de Spirulina nas propriedades fisico-quimicas e estruturais de snacks

extrusados
RESUMO

A demanda por alimentos de consumo pratico tem aumentado, contudo a maioria das
formulacBes comerciais possui valor nutricional reduzido. Devido a sua composicdo quimica
com elevada concentracdo de proteinas, a microalga Spirulina sp. LEB 18 tem sido utilizada
no desenvolvimento de diversos alimentos. Dentro deste contexto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da concentragdo de Spirulina sp. LEB 18 e das condigdes de
extrusdo sobre as propriedades fisico-quimicas e estruturais de snacks. A concentracdo de
proteina e as propriedades fisicas como indice de expansdo, densidade aparente, dureza,
indice de absorcdo de agua, indice de solubilidade em agua e cor foram determinadas. Os
resultados mostraram que Spirulina sp. LEB 18, a temperatura no Gltimo estagio da extrusora
e a umidade de alimentacdo influenciaram as respostas do produto. O aumento da umidade de
alimentacdo aumentou a dureza, a densidade aparente e o indice de absorcdo de agua dos
snacks. Maiores concentracbes de Spirulina sp. LEB 18 produziram shacks com maior
conteido proteico, diferenga total de cor (AE) e estrutura compactada. Foi demonstrado que a
adicdo de 2,6 % de Spirulina sp. LEB 18 pode ser realizada para produzir snacks com até 11,3
% de proteina e com propriedades fisicas e estruturais adequadas para o consumo. Sendo
assim, snacks contendo Spirulina sdo alternativa para a demanda de alimentos saudaveis de
consumo prético.

Palavras-chave: Extrusdo. Microalga. Microestrutura. Nutricdo. Snack.

Effect of Spirulina addition on the physicochemical and structural properties of

extruded snacks
ABSTRACT

The demand for food of practical consumption has increased, however, most commercial
formulations have reduced nutritional value. Due to its chemical composition with high
protein concentration, the microalga Spirulina sp. LEB 18 has been used in the development
of various food. Within this context, the present study aimed to evaluate the effects of
Spirulina sp. LEB 18 and the extrusion conditions on the physicochemical and structural
properties of snacks. Protein concentration and physical properties such as expansion index,
bulk density, hardness, water absorption index, water solubility index and color were
determined. The results showed that Spirulina sp. LEB 18, temperature in the last stage of the
extruder and feed moisture influenced the product responses. The increase in feed moisture
increased the hardness, bulk density and water absorption index of the snacks. Higher
concentrations of Spirulina sp. LEB 18 produced snacks with higher protein content, total
color difference (AE) and compacted structure. It was demonstrated that the addition of 2.6%
Spirulina sp. LEB 18 can be made to produce snacks up to 11.3% protein and with adequate
physical and structural properties for consumption. Therefore, snacks containing Spirulina are
an alternative to a demand for healthy foods of practical consumption.
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1 INTRODUGCAO

A demanda por alimentos extrusados “snacks” tem aumentado devido a variedade
de formas, texturas e sabores, além da praticidade no consumo. Esta classe de produtos
alimenticios apresenta elevada aceitabilidade por criancas. Contudo, a maioria das
formulacbes possui valor nutricional reduzido, com baixa concentracdo de nutrientes como
proteina, aminoacidos e vitaminas (ANTON; FULCHER; ARNTFIELD, 2009; BASTO et al.,
2016). Além disso, sdo fabricados a partir de cereais transgénicos e possuem elevados teores
de sadio.

Diante dos desafios de suprir a demanda nutricional da populacdo em crescimento
e com altos indices de desnutricdo, principalmente acometendo criangas, torna-se
imprescindivel a utilizagdo de novas fontes de nutrigdo. Como alternativa no fornecimento de
nutrientes, tem-se a microalga Spirulina, que possui elevada concentracdo de proteina
digerivel (MORAIS et al., 2008), além de ser fonte de acidos graxos essenciais, vitaminas,
minerais e pigmentos.

A microalga Spirulina apresenta possiveis efeitos que beneficiam a saude, como
melhoria do perfil lipidico (PARIKH; MANI; IYER, 2001), supressdo da hipertenséo
(ICHIMURA et al., 2013), além de se mostrar eficiente no tratamento de desnutricdo infantil
(LI et al., 2012; SALL et al., 1999). Spirulina ndo necessita de terras agricultaveis para seu
cultivo e demanda menor quantidade de agua quando comparada a producdo de outros
alimentos como soja, leite, ovos e carne (HENRIKSON, 2009).

Spirulina foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) como alimento
seguro, sem efeitos toxicologicos para a salde humana e recebeu certificagdo GRAS
(Generally Recognized As Safe) (FDA, 2002a). Estudos realizados utilizando esta microalga
relataram aumento da qualidade nutricional em alimentos (DE MARCO et al., 2014;
MORAIS; MIRANDA; COSTA, 2006).

Embora o efeito de diferentes fontes de proteina tenha sido extensivamente
investigado para aumentar o valor nutricional de extrusados (GOES et al., 2015; JOZINOVIC
et al., 2016; LAZOU; KROKIDA, 2010; ONWULATA et al., 2001; PASTOR-CAVADA et
al., 2011; RATHOD; ANNAPURE, 2016), existe pouca informacdo disponivel sobre snacks

extrusados adicionados de microalga. Alguns estudos utilizando Spirulina obtiveram
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incremento nutricional na composicdo de extrusados (MORSY et al., 2014; JOSHI; BERA,;
PANESAR, 2014).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da concentracdo de
Spirulina sp. LEB 18 e das condigcdes de extrusdo nas propriedades fisico-quimicas e

estruturais de snacks.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIA-PRIMA E COMPOSI(;AO CENTESIMAL

A microalga utilizada foi Spirulina sp. LEB 18, isolada da Lagoa Mangueira
(MORAIS et al.,, 2008) e produzida na Planta Piloto do Laboratério de Engenharia
Bioguimica, localizada em Santa Vitéria do Palmar, extremo sul do Rio Grande do Sul
(33°30°13’S e 53°08°59’°W). As farinhas utilizadas foram farinha de milho orgéanica
comercial (Industria e Comércio Salet, Coronel Bicaco, RS) e farinha de arroz organica
comercial (Volkmann Alimentos Ltda, Camaquéd, RS).

A quantificacdo da concentracdo total de proteinas da biomassa de Spirulina sp.
LEB 18 e das farinhas foi realizada conforme método de determinacdo de nitrogénio total
micro-Kjeldahl n°® 960.52 (AOAC, 1995). Para a microalga utilizou-se 5,95 como fator de
conversdo de nitrogénio (LOPEZ et al., 2010) e para as farinhas de milho e arroz foram
utilizados fator de converséo 6,25 e 5,95, respectivamente.

O teor de lipidios totais para Spirulina sp. LEB 18 foi determinado a partir do
método gravimétrico de Folch (FOLCH; LEES; STANLEY, 1957), e, para as farinhas foi
utilizado o método de extracdo Soxhlet n° 920.39C (AOAC, 1995). As cinzas foram
determinadas pelo método gravimétrico n° 923.03 em mufla (550-600 °C), segundo AOAC
(1995). O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico n°® 925.10 em estufa
conforme AOAC (1995).

A concentracdo de carboidratos na biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foi
determinada a partir do método fenol-sulfurico utilizando curva padréo de glicose (DUBOIS
et al., 1956). Para as farinhas, os carboidratos foram determinados por diferencga.

2.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

Os ingredientes foram homogeneizados com agua filtrada utilizando misturador
planetario (Kitchen Aid Professional, Modelo K45SS, Cameron Park, Australia). O teor de
umidade de cada formulacdo foi ajustado conforme planejamento experimental (Tabela 1).
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CorrecOes de desvios na umidade foram realizadas a partir de balango de massa. As amostras
foram acondicionadas em embalagens de polipropileno, seladas e mantidas a 7° C por 24 h,

para assegurar o nivel de hidratacdo uniforme.
2.3 PRE-TESTES DE EXTRUSAO

A fim de determinar a melhor proporcéao de farinhas organicas de arroz e de milho
a ser utilizada na formulagéo do snack, foram extrusados 3 ensaios com as proporgdes 1:1, 1:2
e 2:1 de farinhas organicas de arroz e de milho respectivamente, sem o acréscimo da
microalga. Os experimentos foram realizados utilizando concentracdo de umidade 15 % e 140
°C no Gltimo estagio da extrusora.

Em seguida, os snacks foram avaliados quanto a propriedades fisicas. A diferenca
entre as amostras foi analisada pelo teste de Tukey, com intervalo de confianca 95 % (p<0,05)
(MONTGOMERY, 2009). A proporcéo de farinhas que resultou em melhores resultados foi
utilizada na extrusdo dos snacks adicionados de diferentes concentragdes de Spirulina sp.
LEB 18, conforme delineamento experimental (Tabela 1).

2.4 EXTRUSAO

Os experimentos foram realizados em extrusora dupla rosca co-rotativa (Werner
Pfleiderer Co., Modelo ZSK-30, Ramsey, USA). A geometria do parafuso foi 872 mm de
comprimento e 30 mm de didmetro (proporcao L/D = 29,07).

Foi utilizada taxa de alimentacdo de 12,6 kg h™. A configuracdo da rosca
iniciando a partir da extremidade de alimentacdo até a extremidade da matriz, considerando o
nimero de elementos (n:a/b, KB c/d/a, a/b LH ou KB c/d/a LH) foi: 2:60/30; 2:42/21,
1:28/14; 1:KB 90/5/28; 1:21/21; 1:28/14; 4:20/10; 1:KB 90/5/28; 1:21/21; 1:28/14; 5:20/10;
1:28/14; 1:14/14; 1:KB 45/5/14LH; 4:20/10; 1:28/14; 1:10/10LH; 3:20/10; 1: KB45/5/20;
3:20/10, em que "a" € o comprimento do elemento (mm); "b" é a distancia entre uma crista e
outra (mm); "KB" (bloco de amassamento) é um elemento de amassar; "c" é o angulo
formado por cristas adjacentes, "d" & o nimero das cristas do elemento de amassamento e
“LH” ¢ o inversor de fluxo que cria um bloqueio e gera uma zona de alta pressao.

A velocidade de rotacdo do parafuso foi fixada em 250 rpm e, na saida da
extrusora foi utilizada matriz com diametro de abertura de 3,8 mm (Figura 1). As

temperaturas do 1°, 2° e 3° estagio foram 75 °C, 100 °C e 120 °C, respectivamente
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(OLIVEIRA; ROSELL; STEEL, 2015). Os niveis de temperatura no 4° estagio foram
variados de 120 a 160 °C, conforme planejamento experimental (Tabela 1).

Figura 1 — Saida da extrusora dupla rosca co-rotativa (matriz de 3,8 mm).

Apos a extrusdo, os snacks foram secos em estufa com circulacdo e renovacéo de
ar a 85° C (Tecnal, Modelo TE-394/2, Piracicaba, Brasil) até umidade abaixo de 6 %
(BRASIL, 1998). Os snacks produzidos foram acondicionados em embalagens laminadas de

polipropileno biorientado e armazenados a 18°C até a realizacéo das analises.
2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento utilizado foi o planejamento experimental 2°, com 3 variaveis
independentes, incluindo 6 pontos axiais e 3 repeticbes no ponto central, totalizando 17
ensaios a partir de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
(MONTGOMERY, 2009). As variaveis independentes foram: concentragdo de Spirulina sp.
LEB 18 na formulacdo, umidade de alimentacdo e temperatura no Gltimo estagio da extrusora
(Tabela 1).

Para a definicdo da concentragdo méaxima de Spirulina utilizada (nivel +a)
considerou-se que os snacks serdo consumidos em por¢des de 50 g e que a legislacdo permite
o consumo de até 1,6 g d™ de Spirulina (BRASIL, 2005). Assim, a concentracdo maxima de
Spirulina utilizada no delineamento experimental foi 3,2 %.

As variaveis dependentes avaliadas foram concentracdo de proteina, indice de
expansao, densidade aparente, dureza, indice de absorcdo de agua, indice de solubilidade em
agua e variagdo total de cor (AE). As respostas foram avaliadas a partir de ajuste linear e

quadrético (Equacgédo 1) (JEYAKUMARI et al., 2016; MONTGOMERY, 2009).
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Em que, Y ¢ a varidvel resposta; Po representa a constante e Pi, Pii € Pij S40 0S
coeficientes de regressdo linear, quadrético e efeito de interacdo, respectivamente. Xi e Xj sdo
os valores codificados das varidveis independentes. Os modelos de regressdo foram obtidos a
partir dos termos estatisticamente significativos (p<0,10), em que, a adequacao ao modelo foi
avaliada a partir do coeficiente de determinacéo (R*>0,70) (BORAH; MAHANTA; KALITA,
2016; JEYAKUMARI et al., 2016; SUMARGO et al., 2016).

Tabela 1 — Matriz dos ensaios gerada para o delineamento composto central rotacional 2°
com seus niveis codificados e reais.

Ensaio Concentracédo de Umidade de Temperatura do ultimo

Spirulina sp. LEB 18 (%) alimentacdo (%) estagio (°C)
1 -1(1,0) -1(16,2) -1 (128)
+1 (2,6) -1(16,2) -1 (128)
3 -1(1,0) +1 (19,8) -1 (128)
4 +1 (2,6) +1 (19,8) -1 (128)
5 -1(1,0) -1 (16,2) +1 (152)
6 +1 (2,6) -1 (16,2) +1 (152)
7 -1(1,0) +1 (19,8) +1 (152)
8 +1 (2,6) +1(19,8) +1 (152)
9 -1,68 (0,4) 0 (18) 0 (140)
10 +1,68 (3,2) 0 (18) 0 (140)
11 0(1,8) -1,68 (15) 0 (140)
12 0(1,8) +1,68 (21) 0 (140)

13 0(1,8) 0 (18) -1,68 (120)

14 0(1,8) 0 (18) +1,68 (160)
15 0(1,8) 0 (18) 0 (140)
16 0(1,8) 0 (18) 0 (140)
17 0(1,8) 0 (18) 0 (140)

7 - ——
o = (2")"*; n = nimero de varidveis independentes; sendo a = 1,68

Foi selecionado apenas um modelo com melhor ajuste para cada resposta, a fim de
determinar a melhor condicdo de processo. Os resultados foram submetidos a analise de

regressdo multipla.
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2.6 ANALISES FISICO-QUIMICAS DOS SNACKS

2.6.1 Proteina

A concentragdo de proteina dos snacks foi determinada a partir do nitrogénio total
micro-Kjeldahl segundo método n° 960.52 da AOAC (1995), com fator de conversdo de

nitrogénio 6,25.
2.6.2 Indice de expanséo

O indice de expansdo (IE) foi calculado de acordo com Gujska e Khan (1990),
conforme Equacdo 2, em que D¢y é 0 didmetro do extrusado (cm) e D, € o diametro do orificio

da matriz (cm). A analise foi realizada com o auxilio do paquimetro.

=0 @

2.6.3 Densidade aparente

A densidade aparente (g cm™) foi determinada de acordo com Alvarez-Martinez,
Kondury e Harper (1988), a partir da Equacdo 3, em que m € a massa das amostras (g), D é o

diametro (cm) e L é o comprimento do extrusado (cm).

Densidade aparente = 4><—2m @)
ntxD*xL

2.6.4 Analise de cor

A cor dos extrusados foi avaliada utilizando colorimetro (Konica Minolta, modelo
Chroma meter CR-400, Tokyo, Japéo) e expressada em L* [preto (0)/branco (100)], a* [verde
(-60)/vermelho (+60)] e b * [azul (-60)/amarelo(+60)]. A variagdo total de cor (AE) foi
calculada conforme a Equacéo 4, em que, os subscritos “0” indicam os valores dos extrusados
sem adicdo de Spirulina sp. LEB 18, obtidos a partir dos pre-testes de extrusdo. Também

foram calculados Chroma (C*) e angulo hue (h), segundo as Equagdes 5 e 6, respectivamente.

AE:\/(L—LO)Z+(a—a0)2+(b—b0)2 (4)

G a4 b ) 5
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o __ -1 E
h® =tan (a*J (6)

2.6.5 Andlises de textura

As medigdes de dureza foram determinadas a partir de texturometro (Stable Micro
Systems, modelo TA-XTplus, Surrey, UK). A dureza foi calculada como a forgca maxima
requerida para o probe cilindrico de 20 mm penetrar até 50 % do extrusado e medida em

Newton (N). A velocidade foi de 1 mm s, & distancia de 25 mm da amostra.
2.6.6 Indice de absorcéo de agua (I1AA) e indice de solubilidade em agua (ISA)

indice de absorcdo de agua (Equacdo 7) e indice de solubilidade em &gua
(Equacéo 8) foram determinados de acordo com o método desenvolvido por Anderson et al.

(1969) para cereais.

g _ Mgc
'AA(AJ M, — Mg 7)
ISA (%)= I:\/I/Ii x100 (8)

A

Em que, Ma= Massa da amostra (g), Mrc = Massa do residuo de centrifugacéo (g)

e Mge= Massa de residuo da evaporacéo (g).
2.6.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As secOes transversais das amostras foram cortadas em espessura de
aproximadamente 4-5 mm, alocadas em suporte metalico e revestidas com ouro a partir de
pulverizacdo catddica (Denton Vacuum, model Desk-V-Standard, Moorestown, USA). A
microestrutura dos snacks foi examinada utilizando microscépio eletrbnico de varredura
(JEOL Ltd., modelo JSM-6610LV, Tokyo, Japdo) em voltagem de aceleragéo de 15 kV.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 COMPOSICAO DA MATERIA-PRIMA

A farinha de arroz orgénica apresentou 8,6 % de proteina, 1,6 % de lipidios, 89,2
% de carboidratos e 0,6 % de cinzas. A composi¢éo da farinha de milho organica foi 9,7 % de
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proteina, 3,8 % de lipidios, 85,7 % de carboidratos e 0,8 % de cinzas. Os resultados foram
expressos em base seca.

A biomassa de Spirulina sp. LEB 18 apresentou em sua composi¢do 59,5 % de
proteina, 7,0 % de lipidios, 17,2 % de carboidratos e 16,5 % de cinzas, em base seca. A
elevada concentracdo de proteina demonstra a viabilidade da aplicacdo desta microalga como
enriquecimento nutricional de alimentos. Este conteido proteico é superior ao encontrado em
outras fontes de proteina geralmente consumidas, como soja (35 %), leite em po (35 %) e
ovos (12 %) (HENRIKSON, 2009).

3.2 PRE-TESTES DE EXTRUSAO

Os ensaios A, B e C, extrusados com diferentes propor¢des de farinhas de arroz e
de milho, sem adicdo da microalga, estdo apresentados na Figura 2. O snack produzido na
proporcdo 2:1 de farinhas de arroz e milho, respectivamente, obteve melhor aparéncia e

uniformidade de tamanho.

Figura 2 — Snacks extrusados nas propor¢des 1:2 (A), 1:1 (B) e 2:1 (C) de farinhas de arroz e
de milho organicas.

Ao comparar 0s ensaios A, B e C estatisticamente, quanto aos parametros fisicos,
observou-se que houve diferenca significativa entre os ensaios, exceto no parametro dureza
(Tabela 2). O ensaio C apresentou densidade aparente inferior ao citado por Ding et al. (2005)
em snacks extrusados & base de arroz, em que obteve valores entre 0,10 e 0,43 g cm?,
utilizando diferentes temperaturas e umidade de alimentacéo.

A expansdo é a propriedade fisica mais importante dos snacks (JOSHI; BERA;
PANESAR, 2014). Os snacks com maior expansdo apresentaram estrutura menos densa,
proporcionando maior crocancia. O ensaio C apresentou maior indice de expansao, superior
ao encontrado por Ding et al. (2005) que desenvolveu extrusados de arroz e obteve indice de
expansao entre 2,02 e 3,87. O menor indice de expansao no ensaio A com maior concentracao
de farinha de milho pode estar relacionado ao maior contetido de lipidios em sua composicéo.
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Segundo Basto et al. (2016) os lipidios formam complexos com a amilose, reduzindo a

concentracdo de amido disponivel para hidratac&o.

Tabela 2 — Parametros fisicos avaliados nos snacks extrusados com proporcdes 1:2 (A), 1:1
(B) e 2:1 (C) de farinhas de arroz e de milho organicas.

Parametros® A B C

Densidade aparente (g cm™) 0,104+0,003°  0,096+0,002°  0,092+0,006"
indice de expansdo (cm cm™) 3,520+0,095°  3,717+0,050°  3,954+0,013"
Dureza (N) 21,3440,12*  21,22+0,29% 19,78+0,14%
IAA (g g™h) 8,20+0,11° 8,37+0,17° 9,18+0,06°

ISA (%) 46,64+1,85°  35,18+2,45" 26,87+0,29°
L* 56,69+0,98°  60,56%0,73 62,06+1,21°
a* 12,33+0,93°  16,29+0,64 15,37+0,71
b* 41,66+0,71°  45,49+0,55 45,65+0,23°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca (p < 0,05).
! _ IAA = indice de absorcdo de &gua; ISA = Indice de solubilidade em &gua; L* = luminosidade; a* e b* =
coordenadas cromaticas (+a* = vermelho e —a* = verde; +b* = amarelo e —b* = azul).

O IAA esta relacionado a capacidade de absorcdo e retencdo de agua pelos
constituintes da matéria-prima, podendo ser utilizado como indice de gelatinizacdo. O ensaio
C obteve maior valor de IAA, de 9,18. O maior indice de gelatinizacdo é considerado
satisfatorio no processo de extrusao, resultando em maior expansdo do produto final. O ISA é
utilizado como indicador de degradacdo de componentes moleculares, considerado uma
medida da despolimerizagcdo mecénica do amido, que libera polissacarideos livres durante a
extrusdo (SETH et al., 2013; SUMARGO et al., 2016). Os menores valores de ISA nos
ensaios com maiores proporcdes de arroz podem ser explicados, segundo Ding et al. (2005),
pelo elevado conteudo de amilopectina na farinha de arroz.

Os snacks com maiores concentracfes de farinha de arroz obtiveram maiores
valores de L*, indicando que esta propriedade foi afetada pela presenca desta matéria-prima.
Observou-se que o ensaio C apresentou as melhores propriedades fisicas, com menor
densidade aparente, maior expansdo e maior L* e, portanto, a propor¢do 2:1 de farinhas de
arroz e milho, respectivamente foi selecionada para ser extrusada com diferentes

concentragdes de Spirulina sp. LEB 18, a partir do delineamento experimental (Tabela 1).
3.3 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DOS SNACKS

Apbs extrusar os 17 ensaios conforme delineamento experimental (Tabela 1),
snacks com diferentes propriedades fisicas foram obtidos (Figura 3). A Tabela 3 mostra os
resultados médios para cada resposta (variavel dependente).



Figura 3 — Snacks elaborados com farinha de arroz organica, farinha de milho organica e
Spirulina sp. LEB 18, para cada ensaio experimental (Tabela 1).
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Modelos de regressdo foram obtidos apds avaliar a influéncia das variaveis

independentes sobre as respostas. Foram considerados os valores de F calculado trés vezes

maior que F tabelado (Tabela 4).

Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas dos snacks extrusados.

Ensaio Proteina IE . D.ap3 Dureza IAAl\ ISA AE
(%) (cmcm™) (gcm™) (N) (997) (%)

1 10,00 4,30 0,072 22,34 8,24 28,20 27,72
2 11,34 4,22 0,075 26,44 7,62 38,18 31,14
3 9,94 3,90 0,098 28,46 9,14 31,78 26,15
4 11,07 3,80 0,102 32,84 8,30 35,73 32,55
5 9,80 4,50 0,080 21,87 9,06 28,81 26,83
6 10,95 4,44 0,083 25,89 8,59 33,32 30,84
7 9,95 3,70 0,089 22,55 9,08 33,20 28,33
8 10,90 3,63 0,103 27,89 9,02 37,10 31,98
9 9,35 4,36 0,071 19,35 8,99 23,00 26,42
10 10,93 3,07 0,119 21,76 8,47 33,00 36,54
11 9,46 3,90 0,088 14,13 8,40 25,09 29,96
12 9,94 2,49 0,185 31,66 8,84 24,75 31,00
13 10,33 2,77 0,124 23,18 8,66 26,11 29,73
14 10,20 3,64 0,091 23,47 8,58 32,49 31,38
15 10,40 3,90 0,077 15,38 8,63 28,05 29,66
16 10,53 3,83 0,085 15,32 8,63 28,60 29,98
17 10,07 3,86 0,079 16,29 8,62 30,57 29,63

IE = indice de expansdo; D.ap = Densidade aparente; I1AA =
Indice de solubilidade em 4gua; AE = Variagéo total de cor.

indice de absorcdo em éagua (g gel.g); ISA =
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O coeficiente de determinagdo para o indice de solubilidade em éagua (ISA)
indicou falta de ajuste do modelo aos dados, sendo assim ndo foram geradas superficies e

modelo de regressao para esta resposta.

Tabela 4 — Equacdes dos modelos de regresséo, coeficiente de determinacéo (R?) e teste F
para as respostas dos extrusados.

Resposta Modelo de Regressdo R’ Teste F
Proteina Proteina = 10,45045 + 0,57113S 0,89 22,78
IE IE = 4,007182 - 0,303750U 0,80 10,90
Densidade D.ap. = 0,085727 + 0,010250U 0,71 6,44

aparente
Dureza = 15,43922 + 2,483225% + 3,27234U +
Dureza 3,31230U% + 3,46466T> 0.71 3,93
IAA = 8,629336 - 0,249775S + 0,252475U +

IAA 0,306750T + 0,119400ST — 0,142300UT 0.97 10,74
AE AE =29,50115+2,18515S 0,89 20,97

R? = Coeficiente de determinacao; Teste F= Feacuiado/ Frabelado; 1E = fndice de expansdo; IAA = indice de absorcéo
em 4gua (g gel.g*); AE = Variago total de cor; S = Concentragio de Spirulina sp. LEB 18 na formulagéo (%),
U = umidade de alimentacdo (%) e T = temperatura na Ultima zona de extrusao (°C).

3.3.1 Proteina

O modelo mostrou que a varidvel Spirulina sp. LEB 18 influenciou
significativamente (p<0,0001) no aumento do conteudo proteico, com coeficiente de
determinagdo (R?) de 0,89 (Tabela 4). A concentracdo de proteina das formulages variou de
9,4 a 11,3 %, (Tabela 3) sendo que, os ensaios adicionados de 2,6 % de Spirulina sp. LEB 18
obtiveram maior incremento proteico (APENDICE 1).

Outros estudos também observaram aumento na concentracdo de proteina em
alimentos adicionados de Spirulina. De Marco et al. (2014), ap0s incorporarem biomassa de
Spirulina em macarrdo obtiveram aumento no teor de proteina, compostos fenolicos e
atividade antioxidante. Morais, Miranda e Costa (2006) desenvolveram biscoitos adicionados
de Spirulina sp. LEB 18 e observaram aproximadamente 7 % de incremento em conteido

proteico, quando comparado a amostra controle sem adicdo da microalga.
3.3.2 Indice de Expansao

Os valores de indice de expansdo dos extrusados variaram de 2,5 a 4,5. Os snacks
com maior indice de expansdo apresentam estrutura menos densa, proporcionando maior
crocancia. A expansao obtida neste trabalho apresentou resultados similares aos encontrados

por Sumargo et al. (2016) que desenvolveram extrusados de arroz e feijdo e obtiveram valores
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entre 3,5 e 4,2 e aos determinados por Ding et al. (2005) para extrusados a base de arroz
(entre 2,02 e 3,87).

A umidade exerceu efeito significativo (p<0,001) e negativo sobre o indice de
expansdo dos snacks, em todas as temperaturas e concentragdes de Spirulina sp. LEB 18
avaliadas (APENDICE 2). Estudos anteriores que também utilizaram arroz como matéria-
prima observaram comportamento similar da umidade sobre a expansdo de extrusados
(BORAH; MAHANTA; KALITA, 2016; SUMARGO et al., 2016). A explicacdo para esta
influéncia, de acordo com Ding et al. (2005) é que 0 aumento do teor de umidade de
alimentacdo durante a extrusao reduz a dissipagao de energia mecanica na extrusora, tornando
a massa menos viscosa, reduzindo o grau de gelatinizacdo do amido e resultando em menor

expansao.
3.3.3 Densidade aparente

A densidade aparente considera a expansdo em todas as direcdes, sendo uma
avaliacdo muito importante em snacks extrusados (JEYAKUMARI et al., 2016; RATHOD;
ANNAPURE, 2016). Estudos geralmente avaliam a influéncia dos parametros de extrusao e
composicdo da matéria-prima nesta propriedade, sendo que, menores valores sdo desejados,
pois resultam em produto mais crocante.

Ding et al. (2005) quando desenvolveram snacks extrusados a base de arroz,
obtiveram valores de densidade aparente entre 0,10 e 0,43 g cm™. Jeyakumari et al. (2016)
produziram snacks a base de arroz, milho e hidrolisado proteico de camardo e observaram
valores entre 0,045 e 0,082 g cm™. Os resultados sdo proximos aos encontrados neste estudo
(0,071 20,185 g cm™).

Os resultados mostraram que o modelo linear foi ajustado a partir do efeito da
umidade (p<0,01) com coeficiente de determinacdo (R®) de 0,71 (APENDICE 3). Maiores
valores de umidade de alimentacdo levaram ao aumento da densidade aparente do extrusado
em todos os niveis de temperatura e concentragdes de Spirulina sp. LEB 18.

A umidade também foi o principal fator que influenciou a densidade aparente de
extrusados desenvolvidos por Oliveira, Schmiele e Steel (2017) e por Stojceska et al. (2009),
0 que é consistente com este estudo. Isto ocorre provavelmente devido a evaporacdo parcial
do contetido de umidade da mistura, resultando em produtos menos expandidos e com maior

densidade aparente.
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3.3.4 Dureza

Todas as varidveis estudadas apresentaram efeito significativo sobre a dureza dos
snacks (Figura 4A-C). Os resultados obtidos mostraram que o modelo quadratico foi melhor

ajustado aos dados experimentais, com coeficiente de determinacéo (R?) de 0,71.

Figura 4 — Efeito das variaveis independentes temperatura e Spirulina sp. LEB 18 (A),
umidade e Spirulina sp. LEB 18 (B) e temperatura e umidade (C) na dureza dos snacks
extrusados.
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O incremento da umidade de alimentacdo resultou em aumento significativo
(p<0,01) da dureza do extrusado. Este efeito deve-se ao fato de que maior contetdo de
umidade diminui o cisalhamento da massa plastificada dentro da extrusora, reduzindo o amido
gelatinizado e impedindo o crescimento de bolhas (STOJCESKA et al., 2009; SUMARGO et

al., 2016). No presente estudo, a dureza dos snacks variou entre 14,1 e 32,8 N. Resultados
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similares (16,2 a 43,4 N) foram relatados por Joshi, Bera e Panesar (2014) em extrusados de
milho adicionados de microalga.

A influéncia de Spirulina sp. LEB 18 no aumento de dureza ocorre devido a
elevada concentracdo de proteina presente na composicdo desta microalga (59,5 %). A
proteina hidrofilica tende a competir com 0 amido pela 4gua durante a extrusdo, reduzindo a
gelatinizacéo e resultando em menor expansdo e maior dureza dos extrusados. Além disso, a
maior concentracdo de proteina também pode resultar em diferencas na pressao e temperatura
da massa no interior da extrusora, influenciando as propriedades texturais (SUMARGO et al.,
2016). Resultados semelhantes foram observados por Lazou e Krokida (2010), Sumargo et al.
(2016) e por Onwulata et al. (2001), que obtiveram aumento da dureza quando elevaram a
concentracdo de proteina em suas formulages.

No presente estudo, 0 maior resultado de dureza foi obtido no ensaio contendo 2,6
% de Spirulina sp. LEB 18, 19,8 % de umidade e 128 °C no Gltimo estagio da extrusora. Este
resultado confirma que elevados niveis de proteina (Spirulina sp. LEB 18) e umidade de
alimentacdo ndo devem ser utilizados em conjunto com menores temperaturas, pois resultam

na reducdo da qualidade tecnoldgica dos snacks.
3.3.5 Indice de Absorcéo de Agua e Indice de Solubilidade em Agua

O IAA esta relacionado a capacidade de absorcdo e retencdo de agua pelos
constituintes da matéria-prima, podendo ser utilizado como indice de gelatinizagdo (JOSHI;
BERA; PANESAR, 2014). Como pode ser observado na Figura 5 (A-C), o aumento de
umidade de alimentacéo influenciou positivamente (p<0,01) o IAA.

A variavel concentracdo de Spirulina sp. LEB 18 tambeém apresentou efeito
significativo (p<0,01), resultando na reducdo do indice de absor¢do de &gua dos extrusados.
Este decréscimo pode estar associado a reducdo da concentracao de farinhas em substituicdo a
Spirulina sp. LEB 18, que resultou em menor gelatinizacdo do amido no interior da extrusora.

Comportamento semelhante foi observado em outras pesquisas que incluiram
matérias-primas com elevada concentracdo de proteina na elaboragdo de extrusados. Sumargo
et al. (2016) relataram desempenho similar exercido pelo feijdo durante a extrusdo. Apesar
disso, os resultados obtidos no presente estudo (7,6 a 9,1 g g*) foram superiores aos
encontrados em outros estudos que utilizaram farinha de arroz (DING et al., 2005), microalga
e farinha de milho como matéria-prima (JOSHI; BERA; PANESAR, 2014).
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Figura 5 — Efeito das variaveis independentes temperatura e Spirulina sp. LEB 18 (A),
umidade e Spirulina sp. LEB 18 (B) e temperatura e umidade (C) no IAA dos snacks
extrusados.
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O ISA é uma medida da despolimerizacdo mecanica do amido, que libera
polissacarideos livres durante a extrusdo (SETH et al., 2013; SUMARGO et al., 2016). Os
resultados obtidos para o ISA variaram entre 23,0 e 38,2 % (Tabela 3), e foram préximos a
outro estudo que obteve valores entre 21,5 e 32,7 % em snacks a base de arroz (DING et al.,

2005). Contudo, o coeficiente de determinagdo foi R?=0,46 e nenhuma variavel exerceu efeito
significativo sobre esta resposta (p>0,10).

3.3.6 Cor

A cor é um atributo importante na aceitabilidade de alimentos, sendo indicador de
qualidade, estado de conservacgéo, expectativa de sabor e valor comercial (FRADIQUE et al.,
2010). Os resultados de AE variaram entre 26,2 e 36,5. Os valores obtidos para a mudanca

total de cor (AE) mostraram que o modelo linear foi ajustado a partir do efeito da
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concentragio de Spirulina sp. LEB 18 (p<0001) (APENDICE 4), com coeficiente de
determinacéo (R?) de 0,89. Snacks & base de arroz e milho apresentam coloracdo préxima a
amarela (+b*) e elevada luminosidade (L*). Entretanto, a cor verde proporcionada pela adicao

de Spirulina sp. LEB 18 pode ser um atrativo em produtos desenvolvidos para criancas.

Tabela 5 — Pardmetros de cor para os ensaios (9, 15 e 10) contendo 0,4, 1,8 e 3,2 % de
Spirulina sp. LEB 18, respectivamente.

Parametros Ensaios
9 15 10
L* 61,5+0,6° 49,9+0,4° 41,7+1,8°
a* 1,9+0,2 1,840,1° -0,840,1°
b* 22,7+0,7° 22,3+0,3 20,0+1,1°
C* 22,840,7° 22,3+0,3 20,0+1,1°
h 85,1+0,5° 85,5+0,2° 92,4+0,3"
AE 26,4+0,8° 29,7+0,1° 36,5+1,4°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa ao nivel de 95% de confianca (p < 0,05).
L* = luminosidade; a* e b* = coordenadas cromaticas (+a* = vermelho e —a* = verde; +b* = amarelo e —b* =
azul); C* = Chroma; h = &ngulo Hue e AE = Variagao total de cor.

Maiores valores para AE foram obtidos com o aumento de Spirulina sp. LEB 18,
em todos os niveis de temperatura e umidade utilizados. Este comportamento é devido aos
pigmentos presentes na biomassa desta microalga (clorofila, carotenoides e ficocianina)
(FRADIQUE et al., 2010). A influéncia exercida pela microalga nos parametros de cor pode
ser observada na Tabela 5, em que foram comparados ensaios extrusados nas mesmas
condicdes, porém com diferentes concentracdes de Spirulina sp. LEB 18.

A adicdo de maiores concentracbes de Spirulina sp. LEB 18 nos snacks
extrusados ocasionou reducdo de a*, b*, C* e da luminosidade (L*). Além disso, 0s ensaios
com maiores conteudos de microalga obtiveram aumento nos valores do angulo Hue (h), o
que era esperado devido a coloracdo verde da microalga, que tende a ficar mais préxima ao
angulo de 180°. Os resultados foram similares aos obtidos em outros estudos que avaliaram a
influéncia da adicdo de Spirulina na cor dos alimentos (FRADIQUE et al. 2010; JOSHI;
BERA; PANESAR, 2014).

3.4 MICROESTRUTURA

Apos a obtencdo dos extrusados, os efeitos causados pelas condigdes de extruséo
e concentracoes de Spirulina sp. LEB 18 puderam ser observados por microfotografias

utilizando microscopia eletronica de varredura (MEV). Estruturas ndo-homogéneas e bolhas
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de ar de variadas dimensfes foram observadas (Figura 6). Os snhacks apresentaram paredes
com espessura entre 30,3 um e 114,6 pm.

Figura 6 — Microfotografia dos snacks extrusados com (a) 0,4 % de Spirulina sp. LEB 18
(ensaio 9); (b) 1,8 % de Spirulina sp. LEB 18 (ensaio 16) e (c) 3,2 % de Spirulina sp. LEB 18
(ensaio 10).
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Estruturas mais compactadas, com menor tamanho de bolha e paredes mais
espessas (Figura 7) foram associadas ao aumento da concentracdo de Spirulina sp. LEB 18,
que influenciou significativamente a variavel dureza. De acordo com Schmiele (2009), isto
ocorre, pois determinadas proteinas sdo hidrofilicas e tendem a competir com o amido pelo
vapor de agua, impedindo a hidratacdo do mesmo, resultando em paredes mais espessas e em

estruturas com maior dureza.

Figura 7 — Espessura das paredes dos snacks extrusados com (a) 0,4 % de Spirulina sp. LEB
18 (ensaio 9); (b) 1,8 % de Spirulina sp. LEB 18 (ensaio 16) e (c) 3,2 % de Spirulina sp. LEB
18 (ensaio 10).

As paredes dos ensaios contendo 0,4, 1,8 e 3,2 % de Spirulina sp. LEB 18

apresentaram espessuras médias de 30,25 pm, 58,02 um e 98,06 um, respectivamente. Lazou
e Krokida (2010), ao aumentarem a quantidade de farinha de lentilha com elevada
concentragdo de proteina em snacks observaram influéncia similar na microestrutura. Os
autores também obtiveram o espessamento das paredes dos extrusados, bem como reducdo na
quantidade de bolhas de ar formadas na extruséo, resultando em estruturas mais rigidas.
Apesar da influéncia nos parametros fisicos, a utilizacdo de maiores concentragdes
de Spirulina sp. LEB 18 é interessante para o enriquecimento nutricional de alimentos, pois
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esta microalga possui elevado contetudo de biocompostos como proteina, vitaminas e minerais
(HENRIKSON, 2009) em sua biomassa. Diversos estudos realizados a partir da adi¢do de
Spirulina em alimentos relataram melhorias em diferentes parametros nutricionais (DE
MARCO et al., 2014; FRADIQUE et al., 2010; MORAIS; MIRANDA,; COSTA, 2006).

A avaliacdo da microestrutura contribuiu para demonstrar a influéncia de
Spirulina sp. LEB 18 no processo, 0 que pode ser interessante para se associar com as
respostas quantitativas (por exemplo: dureza, densidade aparente, indice de expansdo). Este
tipo de analise tem se tornado cada vez mais frequente em snacks extrusados, proporcionando

entendimento da estrutura do produto.
3.5 MELHOR CONDICAO

A melhor combinacdo de concentracdo de Spirulina sp. LEB 18 e das condicdes
de extrusdo foi selecionada para obter a melhor condicdo de desenvolvimento dos shacks.
Buscou-se maiores valores de concentracdo de proteina, de indice de expansdo e de AE e
menores valores de densidade aparente e dureza dos snacks. A partir destes critérios, pela
interpretacdo das superficies apresentadas (Figura 4, Figura 5, APENDICES 1, 2, 3 e 4), foi
obtida a melhor condicdo de processo com 2,6 % de Spirulina sp. LEB 18, 16,2 % de
umidade de alimentacéo e temperatura do Gltimo estagio da extrusora de 143 °C.

As respostas preditas para esta condicdo foram: concentracdo de proteina de 11,02
%, indice de expansdo de 4,31, densidade aparente de 0,075 g cm™, dureza de 18,18 N, indice
de absorcdo de agua de 8,27 g g™ e AE de 31,69. Comparando a concentragio de proteina
predita e a composicdo da matéria-prima, observa-se que o snack obtido na melhor condicédo

proporcionara incremento de aproximadamente 22 % em proteina.
4 CONCLUSAO

A melhor condicédo para o desenvolvimento dos snacks foi 2,6 % de Spirulina sp.
LEB 18, 16,2 % de umidade de alimentacdo e 143 °C no ultimo estagio da extrusora. O
aumento da umidade de alimentacdo prejudicou a extrusdo, dificultando a expanséo na saida
da matriz e proporcionando snacks com estruturas mais rigidas, compactadas e com maior
densidade aparente.

A microalga Spirulina sp. LEB 18 pode ser incorporada como incremento
proteico em snacks extrusados e ainda resultar em produto com propriedades fisicas e

estruturais adequadas para o consumo. A adicdo de 2,6 % de Spirulina sp. LEB 18
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proporcionou snacks com até 11,3 % de proteina. Sendo assim, os snacks enriquecidos com
Spirulina sp. LEB 18 sdo alternativa para a demanda de alimentos saudaveis de consumo

pratico.
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Spirulina para enriquecimento de snacks: Avalia¢des nutricional, fisica e sensorial
RESUMO

Alimentos extrusados de consumo préatico “snacks”, possuem vantagens como a conveniéncia
e elevada aceitabilidade entre adultos e criancas. Entretanto, a maioria dos produtos
disponiveis comercialmente é considerada junk food, devido ao baixo valor nutricional de
suas formulacBes. A microalga Spirulina possui elevada concentracdo de nutrientes como
proteina altamente digerivel. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi adicionar Spirulina
sp. LEB 18 para o enriquecimento nutricional de shacks. Foram desenvolvidas duas
formulagdes: SP com 2,6 % de Spirulina sp. LEB 18 e C (0 % Spirulina). Em seguida, os
extrusados foram avaliados quanto ao conteddo nutricional (proteina, lipidios, cinzas,
carboidratos, carotenoides e digestibilidade proteica in vitro), propriedades fisicas (indice de
expansdo, densidade aparente, dureza, indice de absorcdo em agua, indice de solubilidade em
agua e parametros de cor) e sensoriais (aroma, cor, sabor, textura, avaliacdo global e intencéo
de compra), além de avaliacbes na microestrutura e analises microbioldgicas. A adicdo de
Spirulina sp. LEB 18 aumentou o contetdo proteico do extrusado em 22,6 %, além da
concentracdo de minerais e carotenoides, sem alterar significativamente (p>0,05) parametros
fisicos como indice de expansdo e dureza. Os parametros de cor foram influenciados
significativamente (p<0,05) pela adicdo da microalga. A analise de microestrutura da
formulacdo SP mostrou bolhas de ar de tamanhos diferenciados e paredes finas (18,50+1,50
pum). Os snacks com microalga obtiveram indice de aceitacdo sensorial de 82 %. Conclui-se
que Spirulina sp. LEB 18 pode ser utilizada na concentragdo de 2,6 % e resultar em snacks
com elevado contetdo nutricional e aceitacao sensorial.

Palavras-chave: Avaliacao sensorial. Extrusdo. Microalga. Microestrutura. Nutrientes.

Spirulina for snack enrichment: Nutritional, physical and sensory evaluation
ABSTRACT

Extruded foods for practical consumption "snacks", have advantages such as convenience and
high acceptability between adults and children. However, most commercially available
products are considered junk food because of the low nutritional value of their formulations.
Spirulina microalga has a high concentration of nutrients such as digestible protein. In this
context, the objective of this work was to added Spirulina sp. LEB 18 for nutritional
enrichment of snacks. Two formulations were developed: SP with 2.6 % Spirulina sp. LEB 18
and C (0 % Spirulina). Then, the extrudates were evaluated for nutritional content (protein,
lipids, ashes, carbohydrates, carotenoids and protein digestibility in vitro), physical properties
(expansion index, bulk density, hardness, water absorption index, water solubility index and
color parameters) and sensory evaluations (flavor, color, taste, texture, overall evaluation and
purchase intention), as well as microstructure and microbiological evaluations. The addition
of 2.6 % of Spirulina sp. LEB 18 increased the protein content of the extrudate by 22.6 %, in
addition to the concentration of minerals and carotenoids, without significantly altering (p>
0.05) physical parameters such as expansion index and hardness. The color parameters were
significantly influenced (p <0.05) by addition of the microalga. The microstructure analysis of
the SP formulation showed air bubbles of different sizes and thin cell walls (18.50 + 1.50
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um). The snacks added microalga obtained a sensory acceptance index of 82 %. It was
concluded that Spirulina sp. LEB 18 can be used in the concentration of 2.6 % and also result
in snacks with high nutritional content and sensory acceptance.

Keywords: Extrusion. Microalga. Microstructure. Nutrients. Sensory evaluation.
1 INTRODUGCAO

As microalgas tém sido utilizadas para a alimentacdo ha milhares de anos
(SPOLAORE et al., 2006). Devido ao elevado valor nutricional de suas moléculas como
acidos graxos essenciais, aminoacidos essenciais, ficocianina e carotenoides, algumas
microalgas sdo de interesse para o desenvolvimento de produtos médicos, farmacéuticos,
cosmeéticos e para aumentar o contetdo de nutrientes em produtos alimenticios (SPOLAORE
et al., 2006; VOLK; FURKERT, 2006).

Microalgas sdo capazes de acumular carboidratos, proteinas, lipidios e substancias
de elevado valor nutricional a partir da utilizacdo eficiente da energia solar e CO, atmosférico
(MATOS et al.,, 2016). Dentre estas, destaca-se a microalga Spirulina, que recebeu
certificacio GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug
Administration) e tem seu consumo autorizado como alimento ou suplemento alimentar
(FDA, 2002a).

No Brasil, Spirulina foi autorizada como alimento pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a recomendacdo para seu consumo é de até 1,6 g d*
(BRASIL, 2005). Contudo, a quantidade permitida no Brasil ainda é inferior & citada pelo
FDA para consumo diario (FDA, 2002a). Diversos estudos utilizando Spirulina em alimentos
tém sido realizados. Pesquisas relataram o aumento da qualidade nutricional em biscoitos
(MORAIS; MIRANDA; COSTA, 2006) e em snacks (JOSHI; BERA; PANESAR, 2014).

Nos ultimos anos, a demanda por snacks com propriedades nutricionais e
funcionais tem aumentado (RATHOD; ANNAPURE, 2016), devido a elevada praticidade,
conveniéncia e aceitabilidade destes alimentos, principalmente entre criancas (POTTER,;
STOJCESKA; PLUNKETT, 2013). Usualmente, os extrusados disponiveis no mercado
apresentam valor nutricional reduzido, com baixas concentragdes de proteina e biocompostos
(ANTON; FULCHER; ARNTFIELD, 2009; SUMARGO et al., 2016). Assim, o
desenvolvimento de snacks enriquecidos com Spirulina sp. LEB 18 pode aliar a versatilidade

e conveniéncia do extrusado com a qualidade nutricional da microalga.
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O processo de extrusdo utilizado na fabricagdo de snacks apresenta vantagens
como processamento rapido, menor custo e maior flexibilidade, possibilitando a minima
degradacdo de nutrientes e a inativacdo de compostos indesejaveis (ANTON; FULCHER,;
ARNTFIELD, 2009; ONWULATA; MCALOON, 2011; SUMARGO et al., 2016). Este
processo utiliza elevada temperatura durante curto tempo (HTST) para modificar as matérias-
primas, alterando as propriedades mecanicas, sensoriais e a digestibilidade de alguns
compostos (LAZOU; KROKIDA, 2010; PASTOR-CAVADA et al., 2011).

Na elaboracdo de extrusados, as propriedades fisicas como expansdo, dureza e
densidade aparente sdo parametros importantes em termos de aceitagcdo sensorial do
consumidor. Dentre os atributos sensoriais, a textura desempenha papel principal na avaliagcdo
dos extrusados (JEYAKUMARI et al., 2016; PAMIES et al., 2000).

Diversos estudos tém investigado a influéncia de diferentes fontes alimenticias no
enriquecimento de snacks (BASTO et al., 2016; CIAN et al., 2014; MORSY et al., 2014,
POTTER; STOJCESKA; PLUNKETT, 2013), entretanto existe pouca informagdo com
relacdo ao efeito da microalga Spirulina na qualidade nutricional e sensorial destes produtos
(JOSHI; BERA; PANESAR, 2014; MORSY et al., 2014). Diante do exposto, o objetivo deste

trabalho foi adicionar Spirulina sp. LEB 18 para o enriquecimento nutricional de snacks.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIA-PRIMA

A microalga utilizada foi Spirulina sp. LEB 18, isolada da Lagoa Mangueira
(MORAIS et al., 2008) e produzida na Planta Piloto do Laboratério de Engenharia
Bioguimica, localizada em Santa Vitéria do Palmar, extremo sul do Rio Grande do Sul
(33°30°13’S e 53°08°59°W). As farinhas orgéanicas utilizadas foram farinha de milho
(Industria e Comércio Salet, Coronel Bicaco, RS) e farinha de arroz (Volkmann Alimentos
Ltda, Camaqud, RS).

A biomassa foi obtida seca, mantida sob congelamento e apds, moida em moinho
de bolas (Modelo Q298, Quimis, Brasil) e peneirada até granulometria de 0,3 mm. A
biomassa moida foi entdo, embalada a vacuo (Modelo Supervac 400, Sulpack, Brasil) e

armazenada sob refrigeracéo (7 °C) até sua analise e utilizacao.
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2.2 COMPOSICAO DE BIOCOMPOSTOS EM Spirulina sp. LEB 18.

A composicdo centesimal da matéria-prima utilizada foi determinada no Artigol.
No presente estudo, foi analisada a concentracao de biocompostos (carotenoides, ficocianina,

ferro e célcio) presentes na biomassa de Spirulina sp. LEB 18.
2.2.1 Carotenoides

Os carotenoides totais foram extraidos a partir de metodologia proposta por
Fanning et al. (2009) e modificada por Ahmed et al. (2014), utilizando éter de petréleo como
solvente (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). O excesso de agua dos sobrenadantes foi retirado
com sulfato de sddio (MICHELON et al., 2012).

A determinacdo da concentracdo de carotenoides totais foi realizada em
espectrofotdmetro (UVmini-1240, Shimadzu, Quioto-Japdo) a 450 nm (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001). A quantificacdo foi realizada conforme Equacdo 1 (DAVIES, 1976) e 0s
resultados expressos em termos de seu carotenoide majoritario B-caroteno (PIGNOLET et al.,
2013) em éter de petréleo, com coeficiente de absortividade molar de 2592 (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

AxVx10°
A »«100xm

lcm

Carotenoides (ng.g™*) = (1)

Em que, A= Absorbancia a 450nm, V = volume de éter (mL), A’ °= 2592, m =
massa da amostra (g).
2.2.2 Ficocianina

A extracdo de ficocianina foi realizada segundo metodologia descrita por Silveira
et al. (2007) modificada por Prates (2015). A quantificacdo foi realizada em
espectrofotdmetro a 620 nm e 652 nm (UVmini-1240, Shimadzu, Quioto-Japdo). O contetido
total de ficocianina foi determinado segundo método de Bennett e Bogorad (1973).

2.2.3 Minerais

Ferro (Fe) e célcio (Ca) foram determinados a partir de espectrometria de

absorcdo atdbmica por chama (ContrAA 700, Analytik Jena, Alemanha), com prévia digestao
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acida assistida por micro-ondas (Multiwave 3000, Anton Paar, Austria), conforme Soares et
al. (2012).

2.3 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA EXTRUSAO

Duas amostras diferentes foram preparadas: C e SP. A amostra controle (C) foi
formulada com a proporcdo de 2:1 de farinhas de arroz e de milho organicas, respectivamente,
definida a partir de pré-testes de extrusdo. A amostra (SP) foi preparada pela adi¢do de 2,6 %
de Spirulina sp. LEB 18 na formulacdo controle.

A concentracdo de Spirulina sp. LEB 18 adicionada na formulacdo SP foi definida
no Artigo 1 e atendeu aos requisitos da Resolugdo ANVS/MS n.° 16 que aprova o
regulamento Técnico de Procedimentos para Registro de Alimentos e ou Novos Ingredientes,
publicada no DOU em 3/12/99 e permite o0 consumo de até 1,6 g d”* desta microalga
(BRASIL, 1999, 2005). Os ingredientes foram pesados e homogeneizados com 16,2 % de
agua filtrada, utilizando misturador planetario (Kitchen Aid Professional, Modelo K45SS,
Cameron Park, Austrélia). Apos, as amostras foram acondicionadas em embalagens de
polipropileno, seladas e mantidas em refrigerador a 7° C, durante 24 h, para assegurar o nivel

de hidratacdo uniforme na mistura.
2.4 EXTRUSAO

Os ensaios de extrusdo foram realizados no Laboratério de Cereais, Raizes e
Tubérculos, no Departamento de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da UNICAMP, utilizando extrusora dupla rosca co-rotativa (Werner Pfleiderer Co.,
Modelo ZSK-30, Ramsey, USA). A geometria do parafuso geral foi 872 mm de comprimento
e 30 mm de didmetro (proporcdo L/D = 29,07).

Taxa de alimentagdo de amostra de 12,6 kg h™* foi utilizada. A configuracdo de
rosca iniciando a partir da extremidade de alimentacdo até a extremidade da matriz,
considerando o numero de elementos (n:a/b, KB c/d/a, a/b LH ou KB c/d/a LH) foi: 2:60/30;
2:42/21; 1:28/14; 1:KB 90/5/28; 1:21/21; 1:28/14; 4:20/10; 1:KB 90/5/28; 1:21/21; 1:28/14;
5:20/10; 1:28/14; 1:14/14; 1:KB 45/5/14LH; 4:20/10; 1:28/14; 1:10/10LH; 3:20/10; 1:
KB45/5/20; 3:20/10, em que "a" é o comprimento do elemento (mm); "b" é a distancia entre

uma crista e outra (mm); "KB" (bloco de amassamento) € um elemento de amassar; "c" € 0

angulo formado por cristas adjacentes, "d" é o numero das cristas do elemento de
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amassamento ¢ “LH” é o inversor de fluxo que cria um bloqueio e gera uma zona de alta
pressao.

A velocidade de rotacdo do parafuso foi fixada em 250 rpm e o didmetro de
abertura da matriz de saida foi 3,8 mm. As temperaturas do 1°, 2°, 3° e 4° estagio foram 75 °C,
100 °C, 120 °C e 143 °C, respectivamente. Todos os pardmetros de extrusdo necessarios para
operacdo do equipamento, incluindo umidade de alimentacdo e temperaturas nos estagios da
extrusora foram definidos no Artigo 1.

Ap0s a extrusdo, os snacks foram secos em estufa com circulacéo e renovacgéo de
ar a 85° C (Tecnal, Modelo TE-394/2, Piracicaba, Brasil) de modo a obter produto com
umidade inferior a 6 % (BRASIL, 1998).

2.5 AROMATIZACAO

A aromatizacdo dos snacks foi realizada na Planta Piloto de Produtos Drageados,
pertencente ao Centro de Tecnologia de Cereais e Chocolates do Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL). A proporgdo dos ingredientes e o aroma utilizado na formulagdo foram
definidos a partir de pré-testes de aromatizacao.

Os snacks foram aromatizados em drageadeira de 10 L (Siaht, modelo Siaht 10L,
Jundiai, Brasil), em que foram aspergidos sobre estes 5 % de 6leo de girassol, utilizando
pistola pneumaética. Apos, foi adicionado aos extrusados a mistura de 2 % de sal micronizado,
0,7 % de glutamato monossédico micronizado e 2 % de aroma em pé de cebola e salsa. Os
snacks foram homogeneizados até obtencdo de toda a superficie aromatizada.

Em seguida, os extrusados foram acondicionados em embalagens flexiveis de
polipropileno biorientado metalizado, com barreira a luz e umidade, em porg¢des de 50 g. As
embalagens foram seladas em seladora a vacuo (Tec Mag, modelo AP450, Brasil) e

armazenadas a 18 °C para posterior realizagdo das analises.
2.6 ANALISES DOS SNACKS

As andlises foram realizadas para verificar a influéncia da adi¢do de Spirulina sp.
LEB 18 nas propriedades de snacks extrusados a base de arroz e milho. As amostras SP e C

foram caracterizadas quanto as propriedades nutricionais, fisicas, sensoriais e microestrutura.
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2.6.1 Composicao proximal

A composicdo proximal foi determinada segundo métodos descritos na
metodologia oficial da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995). A
quantificacdo da concentracdo de proteina foi realizada segundo metodologia de nitrogénio
total micro-Kjeldahl (n° 960.52), com fator de conversdo 6,25. Para a determinacéo de lipidios
foi utilizado método de Soxhlet (n° 920.39C) de extracdo via solvente. Cinzas e umidade
foram determinadas pelos métodos gravimétricos em mufla (n°® 923.03) e em estufa (n°

925.10), respectivamente. Carboidratos foram quantificados por diferenca.
2.6.2 Carotenoides

Os carotenoides totais foram extraidos e determinados conforme metodologia
proposta por Rodriguez-Amaya e Kimura (2004), com adaptacGes. A amostra (20 g) foi
pesada e hidratada com &gua destilada (100 mL), durante 30 min. Apos, foram adicionados 5
g de celite e 50 mL de acetona gelada, seguido de homogeneizagdo e repouso (15 min).
Posteriormente, as amostras foram maceradas e filtradas a vacuo. Este procedimento foi
realizado 4 vezes com a fracdo sélida restante no filtro.

O extrato obtido foi transferido para funil de separacdo contendo éter de petréleo
(100 mL). Em seguida, foi adicionada agua destilada (300 mL) a mistura. Nova adi¢do de
agua destilada (300 mL) foi realizada no minimo trés vezes, sem agitacdo. O extrato etéreo foi
filtrado em funil de vidro contendo algoddo e sulfato de sddio anidro.

A determinacdo da concentracdo de carotenoides totais foi realizada em
espectrofotobmetro (UVmini-1240, Shimadzu, Quioto-Japdo) a 450 nm (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001). A quantificacdo foi realizada conforme Equacdo 1 (DAVIES, 1976) e os
resultados expressos em termos de seu carotenoide majoritario 3-caroteno (PIGNOLET et al.,
2013) em éter de petroleo, com coeficiente de absortividade molar de 2592 (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

2.6.3 Digestibilidade proteica in vitro

A digestibilidade proteica in vitro foi determinada segundo metodologia descrita
por Akeson e Stahmann (1964), com modificacdes. Aliquotas de 500 mg dos extrusados
foram suspendidas em 10 mL de solucéo de HCI 0,1 mol L™ contendo 1 mg mL™ de pepsina e
incubadas sob agitacdo a 37 °C por 3 h. Apds, a hidrélise foi interrompida pela adi¢do de 10
mL de NaOH 0,1 mol L. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 660 x g por 15 min
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e filtradas. O filtrado foi armazenado a 4 °C em refrigerador durante 24 h para posterior
analise.

Ao precipitado ndo filtrado foi adicionado 10 mL de solucdo tampao fosfato de
sodio 0,2 mol L™ (pH 8,0) contendo 2 mg mL™ de pancreatina e foi mantido sob agitacéo
durante 24 h a 37 °C. Transcorrido o tempo de incubagcéo, foi adicionado écido tricloroacético
30 % para inibir a atuagdo da pancreatina. Além disso, foi utilizado &cido tricloroacético 5 %
para completar 50 mL e as amostras foram centrifugadas a 660 x g durante 15 min. Os
sobrenadantes obtidos a partir da hidrélise com pepsina e pancreatina foram quantificados
quanto a proteina solGvel pelo método de Folin-Lowry (LOWRY et al., 1951) utilizando
curva padrédo de tirosina como referéncia. A digestibilidade proteica foi calculada conforme

Equacéo 2.

DPIV(%) = PS 100 )

Total

Em que PS é a concentracdo de proteina sollvel apds digestdo enzimatica
determinada por Folin-Lowry utilizando curva padrdo de tirosina (mg mL™); Prow € a
concentracdo de proteina total da amostra determinada pelo método micro-Kjeldahl (AOAC,
1995).

2.6.4 Indice de expanséo

O indice de expansdo (IE) foi calculado conforme Gujska e Khan (1990)
(Equacdo 3), utilizando paquimetro, em que Dex € 0 didmetro do extrusado (cm) e D, € 0

didmetro do orificio da matriz (cm).

IE = Dec 3)

2.6.5 Densidade aparente

A densidade aparente (g cm™) foi determinada pela medicdo das dimensdes dos

extrusados, segundo Alvarez-Martinez, Kondury e Harper (1988), a partir da Equacao 4.

xm

Densidade aparente = ————
nxD*xL

(4)
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Em que, m é a massa das amostras (g), D é o didmetro (cm) e L é o comprimento

do extrusado (cm).
2.6.6 Dureza

As medicbes de dureza foram determinadas a partir de texturdmetro (TA-XTplus
Texture Analyzer, Stable micro systems, Surrey, Reino Unido). O analisador foi equipado
com célula de carga de 50 kg. A dureza foi calculada como a for¢a méxima requerida para o
probe cilindrico de 20 mm penetrar até 50 % do extrusado e medida em Newton (N). A

velocidade foi 1 mm s™ & distancia de 25 mm da amostra.
2.6.7 Indice de absorcéo de agua (IAA) e indice de solubilidade em agua (ISA)

O indice de absorcdo de agua (Equacdo 5) e o indice de solubilidade em agua
(Equacéo 6) foram determinados de acordo com o método desenvolvido por Anderson et al.

(1969) para cereais.

M

IAA yj:—RC 5
( g MA_MRE ()

ISA (%) = '\Icli x100 (6)

A

Em que, Ma= Massa da amostra (g), Mrc = Massa do residuo de centrifugacéo (g)

e Mgre= Massa de residuo da evaporacéo (g).
2.6.8 Andlise de cor

A cor do produto extrusado foi determinada a partir de colorimetro (Chroma
meter CR-400, Konica minolta, Tdkio, Japan). A cor da amostra foi denotada por L* [preto
(0)/branco (100)], a* [verde (-60)/vermelho (+60)] e b * [azul (-60)/amarelo(+60)].

A variagao total de cor entre as amostras (AE) foi calculada conforme a Equacao
7, em que L, a e b sdo os valores Hunter Lab da amostra SP e, Lo, ag € by sdo os valores da
amostra controle (C). Também foram calculados Chroma (C*) e angulo hue (h), segundo as

Equacdes 8 e 9, respectivamente.

AE=(L-L,) +(a-a,f +(b-b, ) )
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cr= (@ 4 6% | .

o . afb*
h® =tan (a*j )

2.6.9 Anélise de microestrutura

As secOes transversais das amostras de snacks foram cortadas com lamina, até
espessura aproximada de 4-5 mm. Apos, as amostras foram alocadas em suporte metalico e
recobertas com ouro a partir de pulverizagdo catddica (Desk-V-Standard, Denton Vacuum,
LLC, Moorestown, N.J, USA). As estruturas dos extrusados foram examinadas utilizando
voltagem de aceleracdo de 15kV em microscopio eletrénico de varredura (JSM-6610LV,
JEOL Ltd., Japdo), pertencente ao Centro de Microscopia Eletrénica da Metade Sul - CEME
SUL, da Universidade Federal do Rio Grande.

2.6.10 Analises microbioldgicas

Os snacks foram analisados microbiologicamente a partir dos métodos descritos
em Bacteriological Analytical Manual (BAM) (FDA, 2002b, 2007). As andlises realizadas
foram Coliformes a 45 °C e Salmonella sp., conforme exigido pela Resolugdo RDC n° 12, de
02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).

2.6.11 Avaliacdo sensorial

As amostras foram submetidas a avaliacdo sensorial dos atributos (aroma, cor,
textura, sabor) e avaliacdo global, utilizando escala heddnica de 9 pontos variando de
desgostei muitissimo (1) até gostei muitissimo (9). Além disso, foi realizado teste de intencéo
de compra utilizando escala hedonica estruturada de 5 pontos variando de certamente nédo
compraria (1) até certamente compraria (5) (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 2007). O
indice de aceitacdo utilizado para avaliar os snacks foi calculado conforme a Equacdo 10, em
que X é a media das notas obtidas para avaliagdo global (QUEIROZ; TREPTOW, 2006).

IA (%)= g x100 (10)

Os snacks foram avaliados por 100 julgadores néo treinados, entre funcionarios e
estudantes da Universidade Federal do Rio Grande. As amostras codificadas foram

apresentadas de forma monadica e randomizada, acompanhada de agua mineral e ficha de
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avaliagdo do produto (APENDICE 5). A avaliacdo sensorial foi previamente aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande (Parecer n® 49/2016,
Processo 23116.002572/2016-05) (APENDICE 6). Além disso, todos os julgadores
concordaram e assinaram termo de consentimento antes da realizacéo do estudo (APENDICE
7).

2.6.12 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como media + desvio padrdo. A diferenca entre as
amostras foi analisada pelo teste de Tukey, com intervalo de confianca de 95 % (p<0,05)
(MONTGOMERY, 2009).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de extrusdo bem como a formulacéo (farinhas de arroz e de milho
na proporcdo 2:1 e 2,6 % de Spirulina sp. LEB 18), foram definidos no Artigo 1. Esta

condic&o foi considerada a melhor para o desenvolvimento dos snacks.
3.1 COMPOSIQAO DE BIOCOMPOSTOS DA BIOMASSA MICROALGAL

A Tabela 1 apresenta a composicao de biocompostos na biomassa de Spirulina sp
LEB 18. Henrikson (2009) descreve quantidades de ferro de 1 mg g™ e Hoseini, Khosravi-
Darani e Mozafari (2013) citam contetido entre 0,58 e 1,80 mg g™ para Spirulina, o que é
consistente com este trabalho. Além disso, o conteudo de ferro obtido foi superior ao
encontrado em outras fontes alimenticias como a cevada (0,60 mg g™) e o trigo (0,60 mg g™)
(HENRIKSON, 2009).

Tabela 1 — Composic¢ao de biocompostos de Spirulina sp. LEB 18.

Composicéo Concentracdo (mg g™)
Ferro 0,97+0,01
Célcio 1,94+0,13
Ficocianina 41,76+0,47
Carotenoides 2,71+0,09

Média + desvio padréo (n = 3).

O conteudo de calcio se mostrou similar ao citado por Soares et al. (2012) para a
microalga Chlorella (2,24 mg g*) que também é considerada GRAS e ao citado por Hoseini,
Khosravi-Darani e Mozafari (2013), de 1,3 a 14 mg g™ para Spirulina. Os autores explicam

que variagbes nos conteudos de minerais sdo devido ao tipo de cultivo realizado para
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obtencgdo da biomassa. O contetdo de minerais obtido no presente estudo torna Spirulina sp.
LEB 18 interessante para a aplicacdo em alimentos.

Spirulina possui diversidade de pigmentos, os quais tém sido amplamente
utilizados em diversas areas, como na elaboracdo de alimentos, nutracéuticos, farmacos e
cosméticos (SPOLAORE et al., 2006). A ficocianina obtida desta microalga é um dos
pigmentos de interesse para aplicacdo em alimentos. Este composto foi relacionado a
possiveis efeitos promotores da salde, como supressdo da hipertensdo (ICHIMURA et al.,
2013) e protecdo de células renais (FAROOQ et al., 2004). Os valores encontrados no
presente estudo foram préximos aos relatados por Prates (2015) e por Larrosa et al. (2016)
que obtiveram 46,36 mg g™ e 42,05 mg g™, ambos para Spirulina sp. LEB 18.

Com relagdo aos carotenoides, o resultado (2,71 mg g™) foi similar aos citados por
Joshi, Bera e Panesar (2014) de 2,05 mg g™ ¢ ao citado por Gershwin e Belay (2008), para f-
caroteno (2,11 mg g). Estes pigmentos também estdo entre os pigmentos de Spirulina sp.
LEB 18 que desempenham papel fundamental na saude ocular, devido a sua atividade de pro-
vitamina A. Além disso, possuem atividade antioxidante, reduzindo os danos causados por

espécies reativas de oxigénio (MORAIS et al., 2015).
3.2 COMPOSIC}AO NUTRICIONAL DOS SNACKS

Os resultados da composicgéo nutricional dos snacks sdo mostrados na Tabela 2. O
incremento nutricional obtido apds a adicdo da microalga foi 22,6 % em contedo proteico,
28,1 % em teor de lipidios e 46,4 % em concentracdo de minerais. Este aumento € devido a
concentracdo de proteina, lipidios e cinzas presentes na biomassa de Spirulina sp. LEB 18,

que representam 59,5 %, 7,0 % e 16,5 %, respectivamente.

Tabela 2 — Composicao nutricional dos snacks controle (C) e adicionados de 2,6 % de
Spirulina sp. LEB 18 (SP).

Composicéo C SP

Proteina (N x 6,25) (g 100g™") 8,38+0,09° 10,27+0,06°
Digestibilidade proteica (%) 88,77+1,10° 89,99+0,45°
Lipidios (g 100g™) 0,57+0,03" 0,73+0,06°
Cinzas (g 100g™) 0,69+0,01° 1,01+0,01°
Umidade (g 100g™) 4,83+0,08° 3,89+0,02°
Carboidratos (g 100g™) 85,53+0,15 84,09+0,09"
Carotenoides (ug g™) 1,57+0,02" 14,68+0,03

Média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as
amostras (p<0,05).
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Cian et al. (2014) também obtiveram incremento nos conteldos de proteina,
cinzas e lipidios ao utilizar alga vermelha para desenvolver extrusados. No estudo, o contetido
nutricional do extrusado enriquecido foi 9,60 % de proteina, 0,57 % de cinzas e 0,31 % de
lipidios, sendo o incremento proteico de 7,6 % quando comparado ao controle sem alga. Além
disso, os resultados de concentracdo de proteina obtidos no presente estudo se mostraram
superiores ao contedo proteico em snacks comerciais populares entre criancas, que de acordo
com Potter, Stojceska e Plunkett (2013) representam apenas 2,7 a 5,5 %.

A digestibilidade proteica € um dos parametros utilizados para determinar a
qualidade da proteina do alimento (FAO, 1985; PASTOR-CAVADA et al., 2013). Os
resultados obtidos para as amostras SP e C foram satisfatérios e mostraram elevado contetido
de proteina digerivel. Estes resultados foram proximos aos obtidos por Pastor-Cavada et al.
(2013) que também utilizaram extrusdo para elaborar snacks e obtiveram valores de
digestibilidade proteica in vitro de 81,8 e 84,1 % para extrusados de milho e arroz,
respectivamente. Além disso, Cian et al. (2014) encontraram 91,21 % para digestibilidade
proteica de snacks adicionados de algas vermelhas, o que é consistente com o presente
trabalho.

A concentracdo de lipidios € um fator importante a ser considerado no processo,
pois estes atuam como lubrificante para massa durante a extrusdo, reduzindo o grau de
cozimento e consequentemente, o indice de expansdo (PASTOR-CAVADA et al., 2013;
WANI; KUMAR, 2016). Os resultados de concentracdo de lipidios obtidos para a amostra SP
sdo considerados satisfatorios, pois o incremento de 28,1 % no teor de lipidios ndo afetou de
maneira significativa (p>0,05) a expanséo dos extrusados (Tabela 3). Lipidios de microalgas
sdo biocompostos de interesse principalmente porque contém &cidos graxos poliinsaturados
(PUFAS), como eicosapentaendico (EPA), docosahexanoico (DHA) e gama linolénico (GLA)
(VIDYASHANKAR et al., 2015). Estes acidos graxos auxiliam na prevencao e tratamento de
doencas, contudo ndo podem ser sintetizados pelo organismo humano (MATOS et al., 2016).

Os contetdos de carotenoides e minerais também foram superiores na amostra SP.
O total de carotenoides obtido foi proximo aos valores encontrados por Basto et al. (2016) que
extrusaram mistura de farinha de milho com 15 % de farinha de pupunha e obtiveram 9,43 ug
g*. Os autores verificaram em seus estudos que ndo houve redugdo no contelido de
carotenoides ao utilizar 130 °C no Gltimo estagio da extrusora, o que é consistente com este
trabalho, no qual foi utilizada temperatura de 143 °C no Ultimo estagio. Segundo os
pesquisadores, este resultado é devido a extrusdo ser um processo curto de cozimento.

Portanto, este tempo néo foi suficiente para degradar estes pigmentos.
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O aumento de minerais foi demonstrado a partir da concentragdo de cinzas nos
snacks. Carvalho (2010) observou comportamento similar no desenvolvimento de recuperador
muscular adicionado de Spirulina sp. LEB 18. No estudo, o autor obteve 4 % de cinzas no
repositor hidroeletrolitico adicionado de Spirulina sp. LEB 18, superior ao conteudo na
amostra controle (3,6 %). Sendo assim, 0 presente estudo demonstrou que no
desenvolvimento de snacks, a microalga Spirulina sp. LEB 18 contribui positivamente para

aumentar o contetido de nutrientes da formulacéo.
3.3 ANALISES FISICAS

A expansdo é a propriedade fisica mais importante em snacks (JOSHI; BERA;
PANESAR, 2014). Esta propriedade estd diretamente relacionada a microestrutura e
consequentemente a crocancia, sendo fator determinante para a qualidade tecnoldgica dos
extrusados. Ao comparar as amostras, observou-se que ndo houve diferenca significativa no
indice de expansdo (Tabela 3), demonstrando que a adicdo da microalga ndo reduziu a
qualidade fisica do snack neste aspecto. Os resultados obtidos estdo de acordo com os
relatados por Morsy et al. (2014), que variaram de 3,860 a 4,890 cm cm™ para snacks de

milho e Spirulina.

Tabela 3 — Parametros fisicos avaliados nos snacks controle (C) e adicionados de 2,6 % de
Spirulina sp. LEB 18 (SP).

Parametros’ C SP
indice de expansdo (cm cm™) 4,61+0,09% 4,57+0,09°
Densidade aparente (g cm™) 0,070+0,006" 0,077+0,003
Dureza (N) 24,26+1,94% 25,43+1,08°
IAA (g o) 9,43+0,05° 8,69+0,65°
ISA (%) 29,82+1,44% 29,98+0,68°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa ao nivel de 95 % de confianga (p < 0,05).
!_ IAA = indice de absorcdo de 4gua; ISA = indice de solubilidade em 4gua.

Assim como o indice de expansdo, a densidade aparente permite avaliar a
qualidade da extrusdo, os parametros de processo utilizados e a influéncia da matéria-prima
na qualidade tecnoldgica do snack. Segundo Jeyakumari et al. (2016), esta medida considera a
expansdo em todas as direcGes. A amostra SP apresentou maior densidade aparente,
demonstrando que a adicdo da microalga exerceu influéncia nesta propriedade, provavelmente
devido ao maior contetido de proteina em sua composi¢&o.

Segundo Schmiele (2009), isto ocorre devido a hidrofilicidade de determinadas
proteinas que tendem a competir com o amido pelo vapor de agua, impedindo a hidratacdo do
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mesmo, resultando no aumento da densidade aparente. Comportamento semelhante foi
observado por Lazou e Krokida (2010) em extrusados, ao incorporarem farinha de lentilha
contendo elevada concentracdo de proteina. Além disso, os resultados foram proximos aos
obtidos por Jeyakumari et al. (2016) para snacks de arroz e milho adicionados de hidrolisado
proteico e pé de camardo (0,045 e 0,082 g cm™) e inferiores aos obtidos por Stojceska et al.
(2009) e Ding et al. (2005) que obtiveram 0,13 g cm™ em extrusados a base de milho e 0,10 g
cm® em snacks & base de arroz, respectivamente.

As amostras SP e C ndo diferiram estatisticamente entre si com relacdo a dureza.
Este resultado pode ser considerado positivo, indicando que apesar da adi¢cdo de Spirulina sp.
LEB 18 ter ocasionado o aumento significativo da densidade aparente, este incremento de
microalga ndo foi suficiente para afetar significativamente a dureza. Os resultados obtidos
estdo entre os citados no estudo de Joshi, Bera e Panesar (2014) que obtiveram dureza
variando de 16,2 a 43,4 N em snacks a base de milho e Spirulina.

O IAA ¢ utilizado para mensurar o volume ocupado pelo amido ap6s a absor¢éo e
retencdo de agua, podendo ser usado como indice de gelatinizacdo (DING et al., 2005;
JOSHI; BERA; PANESAR, 2014). No presente estudo, apesar da amostra SP ter sido
acrescida de 2,6 % de Spirulina sp. LEB 18 em substituicdo as farinhas de arroz e de milho,
este acréscimo ndo foi suficiente para influenciar significativamente (p<0,05) o IAA dos
snacks quando comparado ao controle.

As amostras avaliadas ndo apresentaram diferencas (p>0,05) em relacdo ao indice
de solubilidade em agua (ISA). O ISA mede a quantidade de componentes soluveis libertados
durante a extrusdo, e é utilizado frequentemente como indicador de degradacdo do amido.
Este processo de degradacédo resulta em moléculas menores e mais sollveis em agua (DING
et al., 2005; RATHOD; ANNAPURE, 2016). Resultados similares foram relatados por Ding
et al. (2005) em extrusados de arroz (21,5 a 32,7 %) e por Rathod e Annapure (2016) em

snacks a base de farinha de lentilha (até 28,6 %).
3.4 COR

A cor é um atributo que melhora a qualidade dos alimentos, contribuindo para
atrair o consumidor (JEYAKUMARI et al., 2016). Diferencas significativas (p<0,05) entre as
amostras SP e C foram observadas para todos os parametros de cor (L*, a*, b*, C* e h),
demonstrando que Spirulina sp. LEB 18 afetou de maneira significativa a coloragdo dos

extrusados (Tabela 4).
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Tabela 4 — Pardmetros de cor para os snacks controle (C) e adicionados de 2,6 % de Spirulina
sp. LEB 18 (SP).

Parametros’ C SP

L* 63,39+0,42° 34,13+1,11°
a* -2,67+0,06° 0,45+0,05
b* 18,58+0,79° 10,65+1,00°
C* 18,77+0,78° 10,66+0,99°
h 98,19+0,36° 87,58+0,38"
AE * 30,50+0,98

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa ao nivel de 95 % de confianca (p < 0,05).

!_ L* = luminosidade; a* e b* = coordenadas cromaticas (+a* = vermelho e —a* = verde; +b* = amarelo e —b* =
azul); C* = Chroma; h = &ngulo Hue e AE = Variacdo total de cor.

* = Padrédo (L*, a*o; b*) no célculo de AE da amostra SP.

A adicdo de Spirulina sp. LEB 18 nos extrusados ocasionou a reducao de L*, b* e
C*, evidenciando o escurecimento dos shacks (Figura 1). Resultados semelhantes foram
observados por Figueira et al. (2011) em pdo sem glaten enriquecidos com a microalga
Spirulina sp. LEB 18 e Fradique et al. (2010) que comparou massas adicionadas de
microalgas (Spirulina e Chlorella) com amostras controle (sem microalga) e verificou

menores valores de L* para as amostras contendo microalga.

Figura 1 — Snacks controle (C) e com 2,6 % de Spirulina sp. LEB 18 (SP).

Segundo Goes et al. (2015) a reducdo da luminosidade estd relacionada com o
aumento no contetido proteico. Os autores observaram reducao dos valores de luminosidade
ao adicionar residuos de diferentes pescados em snacks como incremento nutricional. Os
valores de L* variaram de 61,5 a 71,8 e foram inferiores a amostra controle (79,1).

O angulo hue (h°) do ensaio C apresentou resultados no segundo quadrante
(98,19+0,36) situando-se entre amarelo (+b*) e verde (-a*), 0 que era esperado devido a
utilizacdo de farinhas de arroz e de milho, que tendem a coloracdo amarela (+b). O ensaio SP

situou-se no primeiro quadrante (h® < 90°), entre vermelho (+a*) e amarelo (+b*). Esta
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coloracédo se deve aos pigmentos da matéria-prima como os carotenoides, que se mantiveram
estaveis mesmo apos o processo de extrusdo (BASTO et al., 2016).

O pigmento ficocianina, presente na microalga Spirulina sp. LEB 18 (Tabela 1)
parece ndo ter exercido influéncia na coloracéo dos snacks devido a sua instabilidade térmica.
Larrosa et al. (2016) avaliaram a estabilidade térmica de ficocianina de Spirulina sp. LEB 18
e verificaram que em temperaturas superiores a 55 °C, a concentracdo degradada deste
pigmento ultrapassa 70 %. Portanto, pressupfe-se que as temperaturas utilizadas nos 4
estagios da extrusora resultaram na degradacédo deste pigmento.

A variagdo total de cor (AE) entre as amostras foi considerada elevada, pois
segundo Jozinovi¢ et al. (2016), valores acima de 3 podem ser percebidos pela maioria da
populacdo e valores acima de 6 demonstram que as amostras estdo em grupos diferentes de
cores. Maior AE entre as amostras é interessante quando se deseja obter produto de coloragéo
diferenciada dos snacks encontrados comercialmente. Além disso, a cor proporcionada pela
adicdo da microalga pode ser um atrativo em snacks destinados a criancas.

3.5 MICROESTRUTURA

Os efeitos causados pela adicdo de Spirulina sp. LEB 18 puderam ser observados
a partir de microscopia eletronica de varredura (MEV) (Figura 2). Os snacks apresentaram
paredes com espessura entre 12,67 um e 20,12 pm.

A Figura 2 mostra que o snack C apresentou estrutura homogénea, com bolhas de
tamanhos semelhantes e paredes com espessura média de 15,42+1,83 um. Estruturas com
tamanho de poros ndo homogéneos contendo paredes de espessura média de 18,50+1,50 pum
foram associadas a adicdo de proteina na formulacdo. Spirulina sp. LEB 18 possui elevada
concentracdo proteica que tende a absorver parte da umidade do processo, reduzindo a
hidratacdo e a gelatinizacdo do amido presente na mistura (SUMARGO et al., 2016). Como
resultado deste processo tem-se a formacao de algumas bolhas de ar menores e estrutura ndo
homogénea.

Resultados similares foram obtidos por Lazou e Krokida (2010), quando
elaboraram snacks a base de farinha de milho com concentragdes de 10 a 50 % de farinha de
lentilha com elevada concentracdo de proteina. Os autores observaram o espessamento das
paredes dos extrusados, bem como reducdo na quantidade de bolhas de ar formadas na
extrusdo. Embora a utilizagdo de Spirulina sp. LEB 18 tenha exercido influéncia no aumento
da densidade aparente e no espessamento das paredes dos snacks, estes resultados foram

proximos aos obtidos na literatura para alimentos extrusados. Além disso, a utilizacdo de
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Spirulina sp. LEB 18 foi interessante do ponto de vista nutricional, pois houve aumento

significativo da concentragéo de nutrientes no ensaio SP quando comparado ao C.

Figura 2 — Microfotografia dos snacks controle (C) e adicionados de 2,6 % de Spirulina sp.
LEB 18 (SP).

SP-15

SEl  15kV WD35mm SS50

WD35mm  SS50 x100 100um SEl  15kV WD35mm SS50

SElI  15kV WD35mm  SS50 x180 100um SEI  15kV WD35mm SS50 x180 100pm

Legenda: microestrutura dos snacks (C-15) = controle visualizado com aumento x 15; (C-100) = controle
visualizado com aumento x 100; (C-180) = controle visualizado com aumento x 180; (SP-15) = adicionado de
2,6 % de Spirulina sp. LEB 18 visualizado com aumento x 15; (SP-100) = adicionado de 2,6 % de Spirulina sp.
LEB 18 visualizado com aumento x 100; (SP-180) = adicionado de 2,6 % de Spirulina sp. LEB 18 visualizado
com aumento x 180.

Estudos utilizando a biomassa microalgal para enriquecimento de alimentos

comprovaram melhorias em diferentes parametros nutricionais. A adic¢ao de Spirulina resultou
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em aumento no teor de proteina, compostos fendlicos e atividade antioxidante de macarréo
(DE MARCO et al.,, 2014), incremento em conteudo proteico de biscoitos (MORAIS;
MIRANDA; COSTA, 2006) e de pao sem gluten (FIGUEIRA et al., 2011).

3.6 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

Os resultados da avaliagdo microbioldgica (Tabela 5) mostraram que 0s snacks
foram processados sob condi¢Bes higiénico-sanitarias adequadas. As amostras foram
consideradas aptas para 0 consumo, de acordo com a Resolu¢do RDC n° 12, publicada em 02
de janeiro de 2001. A legislacdo estabeleceu o valor méximo de 5x10 NMP g™ para
coliformes a 45 °C e auséncia de Salmonella spp em 25 g de amostra como parametro de
controle microbioldgico em alimentos extrusados prontos para o consumo (BRASIL, 2001).

Tabela 5 — Avaliagdo microbioldgica dos snacks controle (C) e adicionados de 2,6 % de
Spirulina sp. LEB 18 (SP).

Parametro C SP
Coliformes a 45°C (NMP g™) <3 <3
Salmonella spp Ausénciaem 25 g Ausénciaem 25 g

3.7 ANALISE SENSORIAL

As médias das notas dos atributos sensoriais dos extrusados sdo apresentadas na
Tabela 6. As avaliacOes estatisticas mostraram que ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entre as amostras SP e C, exceto gquanto ao atributo cor (p<0,05). Em geral, os snacks

receberam notas entre 7 e 8 (gostei moderadamente / gostei muito) para os atributos avaliados.

Tabela 6 — Avaliacdo sensorial dos snacks controle (C) e adicionados de 2,6 % de Spirulina
sp. LEB 18 (SP).

Atributo C SP

Aroma 7,2+14° 7,241 4°
Cor 7,61,0° 5,542,0°
Textura 7,5+1,4% 7,8+1,3
Sabor 7,6+1,3° 7,7+1,2°
Avaliacdo global 7,5+1,2° 7,4+1,0°
Intencéo de compra 3,8+0,9° 3,8+0,8°

Média + desvio padrdo (n = 100). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as
amostras (p<0,05).

A influéncia significativa (p<0,05) de Spirulina sp. LEB 18 sobre a cor era
esperada, pois se verificou elevada variagdo total de cor (AE = 30,50) entre as amostras

(Tabela 4). Embora os snacks SP tenham obtido menores notas para o atributo cor (5,5+2,0), a
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avaliacdo global ndo foi influenciada (7,4+1,0), ndo diferindo significativamente (p>0,05) da
amostra C.

De acordo com Jeyakumari et al. (2016) e Pamies et al. (2000), a textura € o
atributo mais importante na avaliacdo de extrusados. No presente estudo, a média obtida para
textura foi considerada satisfatoria, pois manteve-se entre (7) gostei moderadamente e (8)
gostei muito, sobretudo para a amostra SP que apresentou valor médio de 7,8. Médias
elevadas para textura eram esperadas para os snacks desenvolvidos com e sem microalga,
pois, as avaliagfes instrumentais de indice de expansdo e dureza (Tabela 3) indicaram
propriedades texturais adequadas. Estas propriedades foram confirmadas a partir da anélise de
microestrutura (Figura 2), em que, foram observadas estruturas com paredes finas, com
espessura média de 15,42+1,83 pum e 18,50+1,50 pm, para as amostras C e SP,
respectivamente.

Cian et al. (2014) também obtiveram elevada aceitagdo sensorial ao desenvolver
snacks adicionados de alga vermelha Porphyra columbina em que as notas obtidas foram de
até 8,3 para textura e os autores concluiram que a adicdo de 3,5 % da alga resultou em snacks
com boas caracteristicas sensoriais. No presente estudo, a inten¢do de compra da amostra SP
também mostrou resultados satisfatorios (3,8+0,8), situando-se entre talvez compraria e
provavelmente compraria. Além disso, os resultados do indice de aceitacdo (1A) das amostras
C e SP foram de 83,33 % e 82,22 %, respectivamente. Segundo Queiroz e Treptow (2006),
para que um produto seja aceito quanto suas caracteristicas sensoriais é necessario que seu
indice de aceitacdo seja, no minimo, de 70 %, o que é consistente com o presente estudo. A
partir destes resultados pode-se concluir que extrusados com boa aceitabilidade podem ser
produzidos utilizando farinhas de arroz e de milho orgénicas e Spirulina sp. LEB 18.

4. CONCLUSAO

Spirulina sp. LEB 18 mostrou potencial para o enriquecimento de alimentos de
consumo pratico snacks. A adicdo de 2,6 % de Spirulina sp. LEB 18 resultou em incremento
de 22,6 % de conteudo proteico, além de -carotenoides e minerais, sem afetar
significativamente as propriedades fisicas (indice de expansdo, dureza, IAA e ISA).

A partir da analise de microestrutura foi observado que os snacks enriquecidos
com Spirulina sp. LEB 18 apresentaram paredes finas (18,5 pum). A avaliagdo sensorial
indicou que Spirulina sp. LEB n&o influenciou as caracteristicas sensoriais (aroma, textura,

sabor e avaliacdo global) e ainda resultou em snacks com elevado indice de aceitacdo (82 %).
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CONCLUSAO GERAL

A biomassa de Spirulina sp. LEB 18 utilizada no presente estudo apresentou
elevado contetdo proteico (59,5 %), além de biocompostos como ficocianina (41,76 mg g™*) e
carotenoides (2,71 mg g™). A partir da extrusdo dos 17 ensaios verificou-se que a adico de
2,6 % desta biomassa na formulag&@o proporcionou snacks com até 11,3 % de proteina.

O aumento da umidade de alimentacdo prejudicou a extrusdo, dificultando a
expansdo na saida da matriz e resultando em snacks com estruturas mais rigidas, compactadas
e com maior densidade aparente. ApoOs avaliar as variaveis respostas, foi obtida a melhor
condicédo para o desenvolvimento dos snacks utilizando 2,6 % de Spirulina sp. LEB 18, 16,2
% de umidade de alimentacéo e temperatura do Gltimo estagio da extrusora de 143 °C.

O ensaio obtido na melhor condicdo resultou em incremento de 22,6 % de
conteddo proteico, além da presenca de carotenoides e minerais, sem afetar significativamente
as propriedades fisicas (indice de expanséo, dureza, IAA e ISA). A anélise de microestrutura
mostrou que os snacks enriquecidos com Spirulina sp. LEB 18 apresentaram paredes finas
(18,5 um). Foi verificado que a adicdo da microalga ndo influenciou as caracteristicas
sensoriais (aroma, textura, sabor e avaliacdo global) e ainda resultou em snacks com elevado
indice de aceitacdo (82 %). Sendo assim, Spirulina sp. LEB 18 mostrou potencial para o
enriquecimento de alimentos extrusados como alternativa para a demanda de alimentos

saudaveis de consumo pratico.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Comparar as propriedades nutricionais, fisicas, estruturais e sensoriais dos
snacks desenvolvidos no presente estudo com snacks comerciais.

Realizar avaliacdo sensorial utilizando criangas como julgadores.

Verificar a estabilidade térmica dos biocompostos de Spirulina frente ao
processo de extrusdo para producao de snacks.

Avaliar os custos para producdo dos snacks extrusados enriquecidos com
Spirulina sp. LEB 18.

Utilizar Spirulina sp. LEB 18 para o desenvolvimento de outros alimentos

extrusados de consumo pratico.
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APENDICES

APENDICE 1 — Efeito das variaveis independentes temperatura e Spirulina sp. LEB 18 (A) e
umidade e Spirulina sp. LEB 18 (B) na concentracao de proteina (%) dos snacks extrusados.
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APENDICE 2 - Efeito das variaveis independentes Spirulina sp. LEB 18 e umidade (A) e
temperatura e umidade (B) no indice de expansdo dos snacks extrusados.
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APENDICE 3 — Efeito das variaveis independentes Spirulina sp. LEB 18 e umidade (A) e
temperatura e umidade (B) na densidade aparente dos snacks extrusados.
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APENDICE 4 — Efeito das variaveis independentes umidade e Spirulina sp. LEB 18 (A) e
temperatura e Spirulina sp. LEB 18 (B) na AE dos snacks extrusados.
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APENDICE 5 — Ficha de avaliaco sensorial dos snacks extrusados.
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Nome:

Vocé gosta de snacks? ()Sim ( )Ndo

Vocé esta recebendo amostra de snack extrusado. Avalie a amostra quanto a AROMA, COR,

Sexo: ()F()M Data:_/ / Idade:

SABOR, TEXTURA e AVALIACAO GLOBAL e, apds indique na escala abaixo o quanto vocé gostou

ou desgostou da amostra.
Amostra:

NOTA
AROMA:

COR:

SABOR:

TEXTURA:
AVALIACAO GLOBAL:

Comentarios:

9 - gostei muitissimo

8 - gostei muito

7 - gostei moderadamente

6 - gostei pouco

5- nem gostei / nem desgostei
4 - desgostei pouco

3 - desgostei moderadamente
2 - desgostei muito

1- desgostei muitissimo

Se este produto estivesse no mercado, vocé:
( ) Certamente compraria

() Provavelmente compraria

() talvez compraria/talvez ndo compraria

() Provavelmente ndo compraria

() Certamente ndo compraria
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APENDICE 6 — Parecer n° 49/2016 do comité de ética em pesquisa.

CEPaAas/ FURG
‘ I I . COMITE DE ETICA EM PESQUISA NA AREA DA SAUDE
Universidade Federal do Rio Grande - FURG
~—— www.cepas furg.br
FURG

PARECER N° 49/2016

CAAE: 54807815.9.1001.5324
Processo: 23116.002572/2016-05

Titulo da Pesquisa: Cultivo de microalgas no Brasil: Seguranga Alimentar,
Desenvolvimento Sustentavel e Alternativas de Trabalho e Renda.
Pesquisador Responsavel: Jorge Alberto Vieira Costa

PARECER DO CEPAS:

O Comité, considerando tratar-se de um trabalho relevante, o que justifica seu
desenvolvimento, bem como o atendimento a pendéncia informada no parecer 37/2016,
emitiu o parecer de APROVADO para o projeto “Cultivo de microalgas no Brasil:
Seguranca Alimentar, Desenvolvimento Sustentavel e Alternativas de Trabalho e
Renda.”

Estda em vigor, desde 15 de novembro de 2010, a Deliberagdo da CONEP que
compromete o pesquisador responsavel, apdés a aprovagdo do projeto, a obter a
autorizacdo da instituicdo coparticipante e anexa-la ao protocolo do projeto no CEPAS.
Pelo exposto, o pesquisador responsavel devera verificar se seu projeto esta
obedecendo a referida deliberagao da CONEP.

Segundo normas da CONEP, deve ser enviado relatério final de acompanhamento
ao Comité de Etica em Pesquisa, conforme modelo disponivel na pagina
hitp/iwww cepas furg br.

Data de envio do relatério final: 31/12/2017.

Rio Grande, RS, 23 de maio de 2016.

'&’)Ct _f.—k;—,- ;',/ ,/\,4._.1—/': IT ZA’?

Prof®. Eli Sinnott Silva
Coordenadora do CEPAS/FURG
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APENDICE 7 — Termo de consentimento para avaliacdo sensorial.

Universidade Federal do Rio Grande gés
‘ I I’ Universidade Federal da Bahia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(para maiores de 18 anos)

Titulo do projeto:
Cultivo de microalgas no Brasil: seguranca alimentar, desenvolvimento

sustentavel e alternativas de trabalho e renda.

Objetivo:
Contribuir para o desenvolvimento de um sistema de producdo de microalgas
social, ambiental e economicamente viavel e sustentavel, através da introdugdo de alimentos

enriquecidos com Spirulina na alimentagéo escolar.

Descricdo dos procedimentos:

Uma ficha de avaliacdo contendo duas perguntas serd entregue para saber o
quanto a Sra. (Sr.) gostou do produto e se a Sra. (Sr.) compraria o produto. Para avaliagcdo do
quanto a Sra. (Sr.) gostou do produto sera utilizada uma escala de nove pontos, tendo em um
extremo a qualificacdo “desgostei muitissimo” e na outra extremidade “gostei muitissimo”. A
escala utilizada para avaliar a intencdo de compra serd de cinco pontos, variando de
“certamente compraria” a “certamente ndo compraria” o produto.

Cada participante receberd uma amostra do produto enriquecido com Spirulina e
sera solicitado aos julgadores que provem cada amostra e deem sua opinido. O procedimento
tera o tempo de duracdo de aproximadamente 10 minutos para a degustacdo da amostra. Além
da ficha de avaliacdo, o julgador recebera dgua mineral para lavagem da cavidade oral e
neutralizacdo do paladar.

Durante a sua participacdo, vocé podera recusar a responder a qualquer pergunta.

Beneficios, desconfortos e riscos:
A participagdo nesta pesquisa ndo infringe as normas legais e éticas. Os
procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com

Seres Humanos conforme Resolugédo n°. 466/12 do Conselho Nacional de Saude.
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Ao participar desta pesquisa os julgadores receberdo informagdes sobre o produto
que irdo avaliar, ficando claro que é enriquecido com microalga Spirulina. A Spirulina é uma
fonte proteica alternativa muito usada como complemento alimentar humano, pois apresenta
alta digestibilidade e alto teor proteico (65% em base seca). Essa microalga também é
composta por lipidios, &cidos graxos essenciais (6mega 3 e 6), ficocianina, carotenoides,
minerais, vitaminas, biopeptideos, aminoacidos essenciais e compostos fendlicos. O maior
beneficio desta pesquisa serd disponibilizar, na alimentacéo escolar, alimentos enriquecidos
com Spirulina que possam melhorar o estado nutricional das criancas.

Os procedimentos usados oferecem riscos minimos, sendo o principal a
indisposicdo de algum participante na cabine de provadores. Caso o julgador sinta algum
desconforto estomacal como nausea ou apresente outros problemas, como alergia a proteina
do gluten ou intolerancia a lactose, solicita-se que informe a equipe de pesquisa, para que
possa ser conduzido por um dos avaliadores ao ambulatério do Campus Carreiros, que esta
localizado na Avenida Italia, km 08, CEP 96201-900. Se necessario, ap0s atendimento no
ambulatério do Campus Carreiros, o avaliador ira acompanhar o julgador ao Pronto
Atendimento do Hospital Universitario da FURG, Rua Visconde de Paranagud, 102 - Centro,
Rio Grande - RS, CEP 96200-190.

Garantia de acesso:

Caso tenha qualquer ddvida, em qualquer etapa do estudo, solicite
esclarecimentos ao entrevistador, e/ou a Coordenacdo do projeto — Prof. Jorge Alberto Vieira
Costa, Universidade Federal do Rio Grande, Avenida Italia, km 8, CEP: 96.201-900 - Fone
(53) 3233.6908/ e-mail: jorgealbertovc@gmail.com.

Retirada de consentimento:
E garantida, a qualquer momento, a liberdade da retirada de consentimento de

participar do estudo, sem que ocorra qualquer prejuizo ao Sr (Sra.).

Confidencialidade:

Todas as informacdes coletadas neste estudo sdo estritamente confidenciais. Somente
0s pesquisadores e/ou coordenador do projeto (e/ou equipe de pesquisa) terdo conhecimento
de sua identidade e nos comprometemos a manté-la em sigilo até que os resultados dessa

pesquisa sejam publicados.

InformacGes sobre o andamento do projeto:


mailto:jorgealbertovc@gmail.com
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O Sr (Sra.) tem o direito de acompanhar os resultados parciais obtidos na

pesquisa. Os responsaveis da pesquisa estardo a disposicao para apresentar os resultados.

Despesas e compensacoes:
N&o havera despesas pessoais para 0s participantes em qualquer fase do estudo.

Também ndo havera compensacao financeira relacionada a sua participacao.

Compromisso do pesquisador

O pesquisador se compromete a utilizar os dados e o material coletado somente
para esta pesquisa, bem como, em utilizar ingredientes de qualidade segura e em desenvolver
os alimentos em condicdes de processamento de acordo com as especificacbes de Boas

Préticas de Fabricacao.
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Universidade Federal do Rio Grande
‘ I I} Universidade Federal da Bahia
. 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , RG

, declaro ter sido informado (a) e estar devidamente esclarecido (a) sobre

0s objetivos e intencbes deste estudo que € contribuir para a analise sensorial dos alimentos
enriquecidos com Spirulina, a partir de testes de aceitacdo e intencdo de compra. Recebi
garantia total de sigilo e de obter esclarecimentos sempre que o desejar. Sei que minha
participacdo esta livre de despesas. Concordo em participar voluntariamente deste estudo e seli
que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo ou perda de qualquer

natureza.

Assinatura

Local: : de de 201

PESQUISADOR RESPONSAVEL

Eu, Jorge Alberto Vieira Costa, responsavel pelo projeto, ou 0 meu representante declaramos

que obtivemos espontaneamente o consentimento deste participante para realizar este estudo.

Assinatura / /

Professor Jorge Alberto Vieira Costa, Universidade Federal do Rio Grande, Avenida Italia,
km 8, CEP: 96.201-900 - Fone (53) 3233.6908/ e-mail: jorgealbertovc@gmail.com.

Comité de Etica em Pesquisa na Area da Sadde da Universidade Federal do Rio Grande
(CEPAS/FURG), Rua Visconde de Paranagua 102, Hospital Universitario Dr. Miguel Riet
Corréa Janior 1° Andar, CEP: 96201-900, telefone (53) 32374652.



