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Resumo

As microalgas contém uma elevada quantidade de nutrientes, nhomeadamente
proteinas, polissacéaridos, acidos gordos polinsaturados e pigmentos (clorofilas e
carotenoides).

O principal objetivo deste trabalho foi o estudo do impacto da adicdo das
microalgas Tetraselmis chuii e Chlorella vulgaris na aptiddo tecnologica de paes de trigo.
As microalgas utilizadas foram produzidas no ambito do projeto Algae2Future’, sendo
também utilizada Chlorella vulgaris comercial. Para estudar o impacto das microalgas
prepararam-se pdes com um nivel de incorporagdo de microalga desidratada de 4%
(m/m). Avaliou-se a textura, reologia e a cor das massas e 0s parametros de qualidade
dos pées: textura, volume, a,, humidade e cor.

A incorporacdo da Chlorella vulgaris provocou aumento da estruturacdo, pelo
aumento do tempo de desenvolvimento da massa durante a mistura e da estabilidade da
mesma, aumento da componente elastica na avaliagdo do comportamento reolégico em
regime oscilatério e pelo aumento da firmeza da massa e do miolo na Andlise de Perfil de
Textura.

No caso da incorporacdo de Tetraselmis chuii, os pdes ndo apresentaram
alteracbes na textura em relagdo ao controlo, mas apresentaram uma cinética de
envelhecimento mais lenta. Verificou-se uma destabilizacdo na estrutura da massa, visivel
na reologia da massa fermentada.

A adicdo das microalgas aumentou o pH das massas e aumentou a humidade do
miolo, mas a atividade da agua nao sofreu alteracbes em relacdo ao controlo. A cor das
massas e dos paes alterou-se significativamente, sendo percetivel uma diferenca evidente
entre o controlo e as massas e paes com incorporagdo de microalgas. Os paes depois de

cozidos apresentaram tonalidades verdes quer na crosta quer no miolo.

Palavas-chave: pao de trigo, Tetraselmis chuii, Chlorella vulgaris, reologia, textura.

! Projeto financiado pelo Research Council of Norway’s BIONAR Programme project
no: 267872/E50 A2F — Algae to Future, setembro 2017 - dezembro 2021.



Abstract

Microalgae contain a high amount of nutrients, namely proteins, polysaccharides,
polyunsaturated fatty acids and pigments (chlorophylls and carotenoids).

The main objective of this work was to study the impact of the addition of
microalgae Tetraselmis chuii and Chlorella vulgaris on the technological aptitude of wheat
breads. The microalgae used were produced as part of the Algae2Future’ project, and
commercial Chlorella vulgaris was also used. To study the impact of microalgae, breads
were prepared with a level of incorporation of dehydrated microalgae of 4% (m/m). The
texture, rheology and colour of the doughs and the quality parameters of the breads were
evaluated: texture, volume, a,, moisture and colour.

The incorporation of Chlorella vulgaris caused an increase in the structure, by
increasing the dough development time during mixing and its stability, by increasing the
elastic component in the assessment of rheological behaviour under oscillatory regime and
by increasing the firmness of the dough and crumb in the Texture Profile Analysis.

In the case of the incorporation of Tetraselmis chuii, breads showed no changes in
texture relative to the control and presented lowest slower aging kinetics. There was a
destabilization in the structure of the dough, visible in the rheology of the fermented dough.

The addition of microalgae increased the pH of the dough and increased the
moisture in the crumb, but the water activity did not change to the control. The colour of
the dough’s and breads changed significantly, with a noticeable difference between the
control and the dough’s and breads incorporated with microalgae. The breads after baking

had green hue in both the crust and the crumb.

Key-words: wheat bread, Tetraselmis chuii, Chlorella vulgaris, rheology, texture.

! Project financed by Research Council of Norway’s BIONAR Programme project no:
267872/E50 A2F — Algae to Future, September 2017 — December 2021.



indice

Yo [ = (o [ Tod 10 0 =T o) (o 1SS ii
LS ] 0 o TN iii
Y 01 1 = T iv
1o T v
INQICE B FIQUIAS.......cueeeeeeiceeeeeeeeeete ettt ettt ettt teeaeeae e et eneare e vii
Yo ot e LRIz o 1= = YR viii
Lista de ADreviaturas @ SIgIAS ..........uuuuuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieb e X
1. INTRODUGAO E OBJETIVOS ....ciiiiuttiieeeieeeeesaasustssesssaeesaaassssssssaaaeessssassssssssaasesssannsnsnnns 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA. .. .cctiieeiiiiittitette e e e et e aait et e eaeeeaaasssaasseaeaaeeeaaassssrnraeaaaeesaaanns 3
2 S = Y@ TSSOSO PP PPPRRPPR 3
2.1.1. HISTORIA ..coee ettt ettt e e e e e e e et e e e e e e e s e e st aeeeaaeeesaaseaaranaaaaaeeeaaans 3
2.1.2.  INGREDIENTES ..iiuuttttttteeeeessasstttseeeaaeesaaaasssssssseeaeassaaasssssseeeaeesssanssssnsnesseeseannnns 3
2.1.3.  PROCESSO .iiiiiiiiiiuitiititteteeeeaastateteeeaeesaaaasstaeeeaeaaeeaaasssstaaeaaaeeeeaaansnrnreaaaeaeeaaans 7
2.1.4.  NOVAS TENDENCIAS DE CONSUMO...ccceeeeiiiuuutrrereeeaessaasssssneneeseesssassnsssnnnreseeseaannns 8
2.2, MICROALGAS ....cei ittt e e e e e e e ettt e e e e e e e e st eeeaaeeeaaa s aseseeeaaaeeeesanssstanneaeaeeeaaans 11
2.2.1.  CHLORELLA VULGARIS .....ceeiiiitutitieettaeesassssstsseeeaasesaaasssssseeasaessssssnsssssesasaeesasanns 13
2.2.2.  TETRASELMIS CHUI ..utttttieeesiaiiiiteeesaaeesassasstssesesaaessaasssssseeasaeessssssssssssseseeessanns 14
2.3.  UTILIZAGAO DE MICROALGAS EM PANIFICAGAO ....uvvviieeeeiiiiiiiiiieeeeeeesssiiinnenaaaeeaaaanns 16
1228 700 N =Y TSSO UPPPPRPR 16
2.3.2. BOLACHAS ...ce e ittt e e e e e e e ettt e e e e e e e sttt e e e e e e e e e e bt et e e e e e e e e nnnnrraeraaaeaeaaans 18
2.3.3. MASSAS ALIMENTICIAS ....ceeiiiiiiiiteiee e e e e e e e et e e e e e e e e st e e e e e e e e s s aansrneaaaaeeaaaanns 19
2.3.4.  OUTROS PRODUTOS DE PANIFICAGAO ........uuuiiiiiieeeeeeeeiiiieeeeeeeeeeesssasssneeaaaeeaaaanns 19
2.4, METODOLOGIAS ... ...uuutttiieeeeeeeeeeiiseeeeeeee e e e s st eeeeeaaeesaasaassaeeaaaeeasaassssranreaeeeaaaans 21
2,41, REOLOGIA......cii ittt e e e e e et e e e e e e e et et e e e e e e e e e e s b e e e eaaaeeeasasanbannraaaeeaaaans 21
2.4.1.1. COMPORTAMENTO VISCOELASTICO LINEAR ......ccceeeiiiiurrrrereeeeeeeaasinsrserasaeeaaaans 23
2.4.1.2. MICRO-DOUGHLAB ... 25
F S I =5 1 U | = PP 27
2.4.2.1. EXTENSIBILIDADE DA MASSA ...cuuittiieti ettt ettt e e et s e et e e et s e et e et e aeaaeaaa e eaanas 27
2.4.2.2.  ANALISE DE PERFIL DE TEXTURA ..uuiitiiiiieiiitneeeeets e e eetian e e s e e e s eatnnaeeeannnens 29
B T o | TSSO UPPRSRRR 30
3. MATERIAIS E METODOS ...uutttiiiiieeeeesaassueiseeeeaeeesaasssssssseseaaeesaaassssssssseeseesssansssssseeeees 33
T I |V 1 =t 7Y £ PSSP 33
70 1Y/ =5 0] 5T 1TSS 34
3.2.1. PREPARAGAO DOS PAES ... ciitiuiieiiiiieee et e e e ettt e e e s et e e e ettas e e s eataaaeestanseeeatanaaeeens 34

3.2.2. REOLOGIA DAS MASSAS DURANTE A MISTURA .....uiiiiieeiieeeieee e e et e e e e i e eeaneees 35



3.2.3. COMPORTAMENTO VISCOELASTICO LINEAR DAS MASSAS .....ccuuieiiieeeieeeinneeaneenens 35

3.2.4.  AVALIAGAO DA TEXTURA .ottteeeeiieiitttteeeeeeeasasessteesaeaaaeeaasassasanaaaaaeesaaannssananaaaens 36
3.2.5. AVALIAGAO DA EXTENSIBILIDADE DA MASSA......uuttirereeeeeeaasinrnneeesaeeesssasssssnnneaees 37
G T T |V =1 ] (07 Y0 I Y N 0 0 ] = SR 38
3.2.7. DETERMINAGAO DO PH ...oiiiiiiiiiiiiiiiiiei ettt e et a e e e e e e s e nnnnanaaaaeees 38
3.2.8.  DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA AGUA ......ccciiiiiiiiiieeeeeeeeeciireeee e e e e e e s ennnnsaneaaaeeas 38
3.2.9. DETERMINACAO DO TEOR DE HUMIDADE . ......ccuuiiitteeeteeeiieeeetaeeeteeesteesrnaeeanneeeens 39
3.2.10. AVALIACAO DAS PERDAS NA COZEDURA .....uiitiieiiieeii e et ee e e et e e et e e et e eaneeeeas 39
3.2.11. AVALIACAO DO VOLUME DOS PAES.....ccuiiiitiieitieeieieee et e eeteeeetee e et e eata e e st eeaneeeens 39
3.2.12.  ANALISE ESTATISTICA . ettttttae e e eeeeeetttia e e e e e et ettt e e e e e e e eeatbb e e e e aaeeeaatba e e aeeaaas 39
4., RESULTADOS E DISCUSSAD ...uttuuiiiiieeiiiiiitiiiae ettt e e e eeatbne s e e e e e eeaaea e e e e 40
4.1. REOLOGIA DAS MASSAS DURANTE A MISTURA .....cciiittiteeeitrireeeassnensesassssessessnsnnaeaans 40
4.2. COMPORTAMENTO VISCOELASTICO LINEAR DAS MASSAS FERMENTADAS................. 42
4.3.  AVALIAGAO DA TEXTURA DAS MASSAS ...vvviieiiuiireeesiireraesassseaessssssssssasssssassssssneaesans 45
4.4,  AVALIAGAO DA EXTENSIBILIDADE DAS MASSAS ....ccciiurireeeiirieeeaiisnnesessssssesessssneaeaans 47
4.5, DETERMINAGAO DO PH....oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e et a e e e e e e e e aaaaeas 50
4.6. MEDICAO DA COR DAS MASSAS .....cccuviririeeeeeeesaaaisttereeeaaeesasasssssssasaaaeesaaanssssnsnaaees 51
4.7.  AVALIACAO DA TEXTURA DO PAO ....ciiiiiiiiiiiie e ee ettt e et e e e e a e e e 52
4.8, MEDICAO DA COR DO PAO...uuiiiiiiiieiiiiieeeeetteeee ettt e e e e ette e e s sttseesestaaessstaaeeeataaaeaans 55
o T N OT0 | 07N 010 ] 5] =7 N 55
4.8.2.  COR DO MIOLO ..cciiiiiiititeeee e e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e s s s aaaeaaaaaeesaaansssssnneaeaeas 57

4.9. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA AGUA, DO TEOR DE HUMIDADE, DAS PERDAS NA

COZEDURA E DO VOLUME DOS PAES . ... u ettt ettt e ettt et e e e e e e e aenns 58
TR O0 ] (o1 UL\ NP 61
B.  BIBLIOGRAFIA ... ee e e et ettt et 63

Vi



indice de Figuras

Figura 1- Esquema ilustrativo da sequéncia de fabricacdo de péo (Adaptado de: Cauvain,

Figura 2 - Novas tendéncias para 2021 (New Nutrition Business, 2020) ................eevvveeenne 9
Figura 3 - Chlorella vulgaris (vista microscopica) Fonte: (University of Texas at Austin,

710720 FRR OO 13
Figura 4 - Tetraselmis chuii (vista microscopica) Fonte: (University of Texas at Austin,
710720 FRR OO 14
Figura 5 - Varrimento de frequéncia de massas de pé&o de trigo com incorporacdo de C.
vulgaris (0, 4 e 5%) (Graga, et al., 2018) ......cccvviiiiiiiiiiiiiiiii 24
Figura 6 - Varrimento de tempo em massa de pdo de trigo com incorporacdo de C.
vulgaris (0, 1, 2, 3, 4 e 5%) (Gracga, et al., 2018) .......ccovviriiiiiiie e 25

Figura 7 - Curva de mistura obtida pelo micro-doughLAB com identificacdo dos
parametros a analisar. Adaptado de: (Perten Instruments, 2017).....cc.ccevviviiiiiiiiiieeeeeeennnns 27

Figura 8 - Texturograma tipico de um Teste de Perfil de Textura. Adaptado de: (Bourne,

122010 2 PSRRI 30
Figura 9 - Diagrama de cromaticidade (espacgo de cor CIELab). Adaptado de: (Minolta,
122100 4 RSP 31
Figura 10 - Redmetro com sistema sensor de pratos paralelos serrados com massa de C.
11010 = T4 =SOSR 36
Figura 11 - Teste TPA em massa com incorporagdo de C. VUIgAriS ............euvverermemrnnnnnnnns 37

Figura 12 - Teste de extensibilidade da massa utilizando a sonda SMS/Kieffer Dough and
Gluten EXtENSIDIIITY RIG. ... ... 37
Figura 13- Curvas obtidas no micro-doughLAB para todas as formulacfes (controlo e com
incorporacgédo das microalgas T. chuii @ C. VUIQAriS)............uuuuuuiuiimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiennens 40
Figura 14- Espetros mecanicos a 5°C das massas fermentadas controlo e com
incorporacgédo de microalgas (T. chuii e C. vulgaris de duas origens distintas) .................. 42
Figura 15 - Valores de G' retirados dos espetros mecénicos a 6,283 rad/s (1 Hz) das
massas fermentadas controlo e com incorporagéao de microalgas (T. chuii e C. vulgaris).43
Figura 16 - Valores de G' retirados dos espetros mecéanicos a 62,83 rad/s (10 Hz) das
massas fermentadas controlo e com incorporacéo de microalgas (T. chuii e C. vulgaris).43
Figura 17 - Valores de firmeza das massas das diferentes formulacdes (controlo e com
incorporacédo das microalgas T. chuii @ C. VUIQArS)........coiiieiiiiiiiiiiiiii e 45
Figura 18 - Valores de coesividade das massas das diferentes formulagdes (controlo e

com incorporacao das microalgas T. chuii @ C. vulgaris) ...........ceiivieiiiiiiiiiiiie e, 46

vii



Figura 19 - Valores de elasticidade das massas das diferentes formulagfes (controlo e
com incorporagéo das microalgas T. chuii @ C. VUIgaris) .............cccceumimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienns 47
Figura 20 - Forca méxima aplicada durante o teste de extensibilidade as massas (controlo
e com incorporacéao das microalgas T. chuii @ C. VUIgaris) .............cccceuummiiiimiiiiiiiiiiiiiiinnnns 48
Figura 21 - Distancia a qual ocorre a forca maxima aplicada durante o teste de
extensibilidade as massas (controlo e com incorporacdo das microalgas T. chuii e C.
(1010 = T4 SR 48
Figura 22 — Area total sob a curva tracada durante o teste de extensibilidade as massas
(controlo e com incorporacdo das microalgas T. chuii e C. vulgaris), correspondente a
LT =T o = =T o [Tor= T = PP 49
Figura 23 - Taxa de alongamento das massas das diferentes formulacdes (controlo e com
incorporacdo das microalgas T. chuii € C. VUIQAriS)...........uuuuruuiuuummmmimiiiiiiiiinniennnnnnnnnnnnnns 50
Figura 24 - Valores de firmeza inicial dos pdes com as diferentes formulagfes (controlo e
com incorporacao das microalgas T. chuii € C. vulgaris) ........cccceeeeeeeiiiiiiiiiiiie e, 52
Figura 25- Valores de coesividade dos pées com as diferentes formulages (controlo e
com incorporacao das microalgas T. chuii € C. vulgaris) ..........ceeeeeeiiiiiiiiiiiine e, 53
Figura 26 - Evolucao da firmeza dos pées (controlo e com incorporacéo das microalgas T.
chuii e C. vulgaris) ao longo do tempo de armazenamento, letras diferentes correspondem
a resultados significativamente diferentes para o0 mesmo tempo (p<0,05)............ccccvvennnns 54
Figura 27 - Cinética de envelhecimento dos paes controlo e com incorporacdo das
microalgas (T. ChUii € C. VUIQAIIS) .....uuuuuuiiuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieieibeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeneeeeeneee 54
Figura 28 - Fotografias de fatias de pao. A) Controlo B) T. chuii C) C. vulgaris A2F D)
C. vUIQAriS AlIMICTOAIGAE ... ..t 58

indice de Tabelas

Tabela 1 - Ingredientes fundamentais do pdo e suas principais funcGes (Adaptado de:
Mondal, €t al., 2008).......ciii i e e et e aaaaaaan—_ 6
Tabela 2 - Composicao bioguimica média de microalgas, em % (Barkia, et al., 2019) .....12
Tabela 3 - Métodos reoldgicos utilizados em panifiCagan ............ceeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeiiiiieee, 22
Tabela 4 - Valores médios de carateristicas de extensibilidade retirados da literatura .....28
Tabela 5 - Correlacdo entre os sinais dos par@metros a* e b* e o intervalo da tonalidade
(@30 To 18 1o | 0 18T Y2802 PP 32

Tabela 6 - Composic¢ao nutricional das microalgas utilizadas. .............cccccoeiiiiieiiinnn. 33

viii



Tabela 7 - Descricdo dos ingredientes e respetivas gramagens utilizadas na formulacéo
dos pées, as gramagens de sal, levedura, acicar e SSL sao dadas em fun¢do da massa
de farina ULIIZAAE@ .........coeeeee e e e e e e 34
Tabela 8- Parametros médios obtidos do micro-doughLAB para as diferentes formulagées
(controlo e com incorporacéo das microalgas T. chuii @ C. vulgaris) ............ccccccvvvveninnnnns 41
Tabela 9 - Valores ajustados para as equacdes da Lei da poténcia, letras iguais
correspondem a valores nao significativamente diferentes entre formula¢des (p>0,05) ...44
Tabela 10 - Valores de pH das massas fermentadas de cada uma das formula¢cdes em
2T L0 [0 51
Tabela 11 - Valores do parametro L* e das coordenadas cromaticas a* e b*, saturagdo da
cor, a tonalidade da cor e a diferencga total de cor das massas fermentadas (controlo e
com incorporacgdo das microalgas T. chuii € C. VUIQAriS). ............uuuurmmmmmmmmmmiiiiiiiiiiinininnnnnn 51
Tabela 12 - Parametros da cinética de envelhecimento retirados das regressoées lineares
2] (=] (1 = T = 55
Tabela 13 - Valores do parametro L* e das coordenadas cromaticas a* e b*, saturagdo da
cor, a tonalidade da cor e a diferenca total de cor das cddeas dos péaes (controlo e com
incorporacédo das microalgas T. chuii @ C. VUIQAriS)............uuuuuuiuiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenns 56
Tabela 14 - Valores do parametro L* e das coordenadas cromaticas a* e b*, saturacdo da
cor, a tonalidade da cor e a diferenca total de cor dos miolos dos paes (controlo e com
incorporacgédo das microalgas T. chuii @ C. VUIQAriS)............uuuuuuiiiimmimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiaenes 57
Tabela 15 - Valores de atividade da agua (a,), humidade, volume, volume especifico e

perdas na cozedura d0S JIfErE€NES PEES. .....uuuuuruuuriiiiiiiiiiiiiritiieieieeaeeeeeeeeaeaebeeeeaereeaeeeeneene 59



Lista de Abreviaturas e Siglas

A2F — Algae to Future

a,, — Atividade da agua

Cv — Chlorella vulgaris

Cv Allmicroalgae — Chlorella vulgaris comercial da marca Allma by Allmicroalgae
DHA — Docosahexaenoic Acid/Acido Docoexaenoico

EFSA — European Food Safety Authority/Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar
EPA — Eicosapentaenoic Acid/Acido Eicosapentaenoico

GF — Gluten Free / Isento de glaten

GFB - Gluten Free Bread / Pao isento de gluten

ISA — Instituto Superior de Agronomia

PUFA — Polyunsaturated fatty acid/Acidos gordos polinsaturados

Tc — Tetraselmis chuii

TPA — Texture Profile Analysis/Andlise de Perfil de Textura

WA — Water absorption/Absor¢éo de agua



1. Introducdo e objetivos

A presente dissertacdo foi realizada no ambito do Projeto “A2F — Algae To
Future™, projeto este que é financiado pelo Research Council of Norway e que conta com
26 parceiros internacionais, incluindo Portugal, e, mais concretamente, o Instituto Superior
de Agronomia (ISA). Este projeto pretende explorar o potencial das microalgas como
ingrediente saudavel para a alimentagdo humana e animal. O grupo de trabalho onde se
insere o ISA tem com objetivo explorar o potencial da adicdo de biomassa de microalgas
no aumento da qualidade nutricional do p&o, mantendo uma elevada qualidade sensorial
do péo.

As microalgas sao ingredientes sustentaveis, com uma reduzida pegada de
carbono no processo de producgdo, e com inUmeros compostos bioldgicos de interesse,
desde compostos com propriedades antioxidantes, a compostos anti-tumorais e a
compostos anti-inflamatérios, entre outros (Gouveia, et al., 2010; Abd El Baky, et al.,
2015; Ghaly, et al., 2015; Vieira, et al., 2020a). Estas apresentam também um elevado
valor nutricional, sendo de salientar a constituicio em proteina e &cidos gordos
polinsaturados omega-3 (Gouveia, et al., 2008). Ao longo das ultimas décadas tém vindo
a ser desenvolvidos varios produtos com microalgas, desde pao (Achour, et al., 2014; Ak,
et al., 2016; Diprat, et al., 2020; Figueira, et al., 2011; Finney, et al., 1984; Garcia-
Segovia, et al.,, 2017; Graca, et al., 2018; Khemiri, et al., 2020; Lafarga, et al., 2019;
Mostolizadeh, et al., 2019; Nunes, et al., 2020a; Nunes, et al., 2020b; Sanjari, et al., 2018;
Tertychnaya, et al., 2020), a bolachas (Abd EIl Baky, et al., 2015; Babuskin, et al., 2014;
Batista, et al., 2017; Batista, et al., 2019; Bolanho, et al., 2014; Donato, et al., 2019; Ghaly,
et al., 2015; Gouveia, et al., 2007; Gouveia, et al., 2008; Hossain, et al., 2017; Lafarga, et
al., 2019; Morais, et al., 2006; Onacik-Gur, et al., 2018; Sahni, et al., 2019; Singh, et al.,
2013; Uribe-Wandurraga, et al., 2020; Vieira, et al., 2020a), a massas alimenticias
(Babuskin, et al., 2014; Fradinho, et al., 2020; Fradique, et al.,, 2010; Fradique, et al.,
2013; Mostolizadeh, et al., 2019; Rodriguez De Marco, et al., 2014; Zouari, et al., 2011) e
a outros produtos de panificacdo (Garcia-Segovia, et al., 2020; Golmakani, et al., 2015;
Lucas, et al., 2017; Lucas, et al., 2018; Niccolai, et al., 2019; Tanska, et al., 2017; Uribe-
Wandurraga, et al., 2019).

A Tetraselmis chuii € uma microalga verde, unicelular, com propriedades
interessantes para a saude humana. Esta tem sido utilizada em aquacultura e biorrefinaria
devido a sua riqueza em &cidos gordos polinsaturados (PUFA) de cadeira longa. A

incorporacdo desta microalga na massa do p&o confere alguma cor, e esta pode

! Projeto financiado pelo Research Council of Norway’s BIONZAER Programme project
no: 267872/E50 A2F — Algae to Future, setembro 2017- dezembro 2021.
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influenciar a estrutura e as propriedades sensoriais, a0 mesmo tempo que incrementa o
teor de proteinas do produto, fornecendo &cidos gordos polinsaturados (PUFA) e
compostos bioativos, tais como, vitamina E, clorofila e carotenoides, compostos estes que
possuem uma elevada capacidade antioxidante (Mohammadi, et al., 2015; Batista, et al.,
2017; Batista, et al., 2019; Nunes, et al., 2020a).

A Chlorella vulgaris € uma microalga verde, unicelular, que também apresenta
varios compostos benéficos para a saude. Esta tem sido utilizada na alimentacdo de
animais terrestres bem como aquaticos. A Chlorella vulgaris € frequentemente
comercializada como "alimento saudavel" e tem vindo a ser promovida com alimento
funcional para prevenir, curar ou ajudar no tratamento de doengas comuns ou agudas
como a doenga de Alzheimer e cancro, entre outras (Koyande, et al., 2019; Nunes, et al.,
2020b; Vieira, et al., 2020b).

O principal objetivo deste trabalho foi o estudo do impacto da adi¢éo de diferentes
microalgas nas propriedades reolégicas das massas e nos parametros de qualidade de
pdes de trigo com incorporacdo das microalgas Chlorella vulgaris e Tetraselmis chuii,
usando uma formulacdo previamente desenvolvida (Graca, et al., 2018). Foi feita a
avaliacdo instrumental da textura, da cor e da reologia das massas (testes empiricos no
micro-doughLAB e testes dinamicos no redmetro), e a avaliagdo da textura, da cor e de
parametros de qualidade dos péaes.

As microalgas utilizadas neste estudo foram Tetraselmis chuii e Chlorella vulgaris
produzidas por parceiros noruegueses do projeto Algae2Future. No entanto, de forma a
comparar os resultados com as microalgas atualmente disponiveis no mercado utilizou-se
também Chlorella vulgaris produzida pela Allmicroalgae.

A pandemia induzida pelo Coronavirus SARS-CoV-2 conduziu a uma alteragdo do
plano de trabalho inicialmente estabelecido, levando ao cancelamento de algumas tarefas
e a um maior foco na reviséo bibliografica sobre o tema. Os temas abordados na revisdo
bibliografica sdo o pdo, as microalgas, e especialmente a aplicacdo destas em produtos
de panificagdo, e também as metodologias de avaliagdo das propriedades fisicas das

massas e paes desenvolvidos.



2. Reviséo Bibliogréfica
2.1. Pao
2.1.1. Histéria

O péo é um dos produtos de origem cerealifera mais importantes. Em todo o
mundo tem sido considerado um alimento bésico e de grande valor para a nutricdo e a
economia humana. Acredita-se que ele tenha sido originado em tempos pré-historicos,
inicialmente produzido como pédo sem fermento ou parcialmente fermentado, e, somente,
depois como fermentado (Papadimitriou, et al., 2019).

A documentacdo da producdo e do consumo de pdo de massa fermentada
remonta a varios milénios antes de Cristo (Papadimitriou, et al., 2019).

A populagéo egipcia foi a primeira a misturar farinha com agua, deixando esta
fermentar e aumentar de volume e, finalmente, assando-a junto com massa fresca,
produzindo pédes leves e macios (Papadimitriou, et al., 2019). Foram encontrados
residuos de pdo em timulos egipcios antigos cerca de 1500 aC (Rubel, 2011).

Os gregos antigos adotaram o costume de uso de massa fermentada do Egito por
volta de 800 aC. Antes de 500 aC, a panificacdo era feita por mulheres, passando mais
tarde a ser realizada por profissionais. Numerosas referéncias em textos gregos antigos
contém informacgfes sobre os cereais utilizados, os tipos de pdo que eram produzidos,
bem como os métodos de cozimento dos mesmos (Papadimitriou, et al., 2019).

Posteriormente, os romanos, que consumiam principalmente cereais torrados ou
cozidos, aprenderam o processo de cozedura e a técnica de construcdo de fornos para
pao, aperfeicoando a fabricacdo do pao. Além disso, introduziram regulamentacdes sobre
a fabricacéo e distribuicdo de paes por padeiros, originalmente, estes eram intitulados de
pistores, que criaram a primeira associacdo, denominada “collegium pistorum”
(Papadimitriou, et al., 2019).

Na Europa Central (atual Austria, Alemanha e Suica), as pessoas tém vindo a
produzir de forma consistente, ha mais de 5000 anos, pao acidificado e fermentado, tendo
sido descoberto este tipo de pdo datado de 3600 aC perto de Bern na Alemanha
(Papadimitriou, et al., 2019).

2.1.2. Ingredientes

Sao apenas necessarios dois ingredientes para fazer pdo: farinha de cereais e
adgua. Acidentalmente descobriu-se que o fermento conduzia a pdes mais saborosos e
leves. Posteriormente descobriu-se, também, que a adicdo de sal conduzia a pdes mais
saborosos. Atualmente sdo utilizados ainda outros ingredientes para suprir as

expectativas dos consumidores modernos, isto é, maior poder de conservacao, melhor
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sabor, melhor textura e outras melhorias fisicas e sensoriais. Para além disso, a
localizagdo geografica e os habitos culturais influenciam os ingredientes utilizados (Moore,
2016).

Os ingredientes mais importantes para fazer pdo sédo a agua e a farinha uma vez
que s&o os que afetam mais a textura e o miolo. Expressa-se sempre a farinha em 100%
e 0s restantes ingredientes em percentagem desse peso. Se a massa contiver
aproximadamente 50% de agua o pao fica leve e de textura fina. No entanto, na sua
maioria 0s paes artesanais contém entre 60% a 75% de agua (Mondal & Datta, 2008).

O pao é um alimento que se inclui na categoria de produto fermentado, uma vez
que € obtido pela fermentacdo dos agucares da farinha de trigo libertados do amido pela
acao de enzimas naturais da farinha. Esta fermentacdo € realizada pelo fermento de
padeiro, que é o nome comercial para 0 organismo Saccharomyces cerevisiae. Durante o
processo de fermentacdo o agucar é convertido em agua e didéxido de carbono (COy).
Pela acdo da temperatura, o CO, e o vapor de agua expandem-se agindo como um
agente isolante, prevenindo uma alta taxa de aumento da temperatura do miolo de péo e
a possibilidade de evaporagdo excessiva de humidade. Pode utilizar-se uma adi¢do de
aclcar para promover o inicio da fermentagdo, enquanto o sal € adicionado para
fortalecer a rede de glaten. Pode adicionar-se gordura para aumentar a facilidade de corte
(Mondal & Datta, 2008).

Em alternativa as leveduras comerciais € possivel utilizar-se massas-mae. As
massas-mae sao usualmente preparadas a partir de uma mistura de farinha, geralmente
de trigo ou centeio, agua e sal, que é fermentada espontaneamente por bactérias lacticas
e leveduras. Os principais produtos finais desta fermentacdo espontanea sdo acido
lactico, acido acético, etanol e diéxido de carbono, sendo estes os compostos que
fornecem o sabor, aroma acidos e o volume caracteristicos aos paes obtidos. Com base
na tecnologia aplicada, estdo definidos quatro tipos de massa-mée: Tipo | - Selecéo
Espontanea de Microrganismos, Tipo Il - Uso de culturas iniciais, Tipo Il - Massa-mae
Tipo Il Desidratada e Tipo IV — Massa-mée Mista (Papadimitriou, et al., 2019). Alguns
exemplos dos microrganismos presentes nestas massas-mée sdo Lactobacillus brevis,
Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus delbrueckii e
Saccharomyces cerevisiae (Papadimitriou, et al., 2019).

As mudancas bioquimicas decorrentes da acdo de enzimas influenciam muito as
caracteristicas da massa fermentada e, consequentemente, a qualidade do pao. Estas
enzimas sdo as produzidas pelos microrganismos e as presentes na farinha nativa. A
fermentagdo recorrendo a massa-mae provoca alteracdes na textura, sabor, vida Util e
valor nutricional dos produtos de panificacdo. No que respeita a textura do péo, o glaten

contribui determinantemente para a viscosidade e elasticidade da massa. No entanto, e



dependendo da producgéo de acido lactico e acético pelas estirpes de bactérias lacticas, a
fermentacdo com massa-mde também leva a um aumento na extensibilidade e
elasticidade do pao, uma vez que a presenca de um ambiente mais acido causa maior
aumento de volume e solubilidade das proteinas do gluten. Adicionalmente, a atividade
proteolitica das bactérias lacticas e das leveduras permite uma maior retencao do didxido
de carbono influenciando positivamente o volume do produto final (Papadimitriou, et al.,
2019).

O sabor do pao é influenciado pelos ingredientes, pelos metabolitos das reacbes
enzimaticas das bactérias lacticas e das leveduras e das reacdes induzidas termicamente
durante a cozedura. O pdo com massa-mae tem teor de compostos volateis mais elevado.
Muitos compostos volateis sdo responsaveis pelo odor alcodlico, frutado, maltado e acido,
garantindo um aroma intenso no pao de massa-mae (Papadimitriou, et al., 2019).

A digestibilidade do pdo de massa-mé&e é mais elevada em comparacdo com a do
pao convencional, uma vez que a maior parte do amido é metabolizada, afetando o indice
glicémico do produto final. Algumas bactérias lacticas das massas-mae mostraram
atividades de hidrélise da prolamina, proteina envolvida na intolerancia a cereais
(Papadimitriou, et al., 2019).

Quando a massa é devidamente assada transformando-se em pdo, surge um
produto com qualidade e caracteristicas sensoriais superiores. O péo fresco apresenta
geralmente uma crosta acastanhada e crocante com aspeto apelativo, um aroma
agradavel, caracteristicas de corte finas, uma textura do miolo macia e elastica e um
paladar humido. Hoje em dia, a mecanizacédo, a producdo em larga escala e 0 aumento
da procura do consumidor por conveniéncia e tempo de prateleira mais elevado criaram a
necessidade da utilizagdo de aditivos alimentares funcionais, como emulsionantes e
agentes que retardam o envelhecimento do pao, para atingir a qualidade desejada. A
adicdo de emulsionantes é particularmente importante para a panificacdo industrial, uma
vez que estes conferem maior forca a massa para suportar a manipulacdo a maquina,
melhoram a taxa de hidratacdo, melhoram a estrutura do miolo, melhoram as
caracteristicas de corte, melhoram a capacidade de retencdo de gas e estendem o tempo
de prateleira (Mondal & Datta, 2008).

Na Tabela 1 estdo apresentados os ingredientes fundamentais do pao e as suas

principais fungoes.



Tabela 1 - Ingredientes fundamentais do pdo e suas principais fun¢des (Adaptado
de: Mondal, et al., 2008)
Ingrediente Funcéao
Forma estrutura e fornece corpo;
Farinha de trigo  Contribui com proteinas formadoras de gluten;

Contribui com amido para a formacao do miolo.
Hidrata as proteinas da farinha e o amido danificado;

) Atua como solvente para outros ingredientes;

Agua Controla a temperatura da massa,;
Contribui para o tempo de prateleira.
Aumenta o sabor do produto;

Sal Fortalece a rede de glaten;
Controla a taxa de fermentacgéo.
Fornece fermento;
Levedura Metaboliza acucares fermentaveis em CO, e alcool;

Os produtos da fermentacdo contribuem para o sabor do péao.

O gque confere uma estrutura Unica as massas com farinha de trigo é a sua matriz
viscoelastica de gluten. As proteinas que compdem o gliten sdo a principal forma de
armazenamento de proteinas nos graos de trigo (Masure, et al.,, 2016). A Gliadina é
descrita como a fracdo proteica soluvel em etanol a 70%, estando presente na forma de
proteina monomérica, enquanto a Glutenina é a fracdo proteica ndo sollvel em agua,
solucdes salinas diluidas e etanol a 70% e € referida como a frag&do proteica polimérica do
glaten (El Khoury, et al., 2018). Apesar de ainda ndo serem conhecidas a estrutura exata
e as interacfes entre estas proteinas, estando ainda em debate, é aceite que as gliadinas
aumentam a viscosidade, enquanto as gluteninas conferem as propriedades elasticas (El
Khoury, et al., 2018).

No processamento dos cerais, 0 gluten refere-se como a combinacdo das
gliadinas (prolaminas) com as gluteninas do trigo (El Khoury, et al., 2018). Glaten é
também um termo que nutricionalmente se refere a algumas prolaminas contidas em
alguns cereais, tais como, trigo, centeio, cevada, ou variedades cruzadas dos mesmos e
possivelmente a aveia (ElI Khoury, et al., 2018). A fracdo proteica composta pelo gliten
proporciona propriedades estruturais Unicas (El Khoury, et al., 2018). O glaten em farinhas
de trigo origina uma rede tridimensional aquando da sua correta hidratacdo e amassadura
(El Khoury, et al., 2018), isto é, na presenca de agua e sob trabalho mecéanico (Padalino,

et al., 2016). Na panificagdo, estas estruturas sao utilizadas para criar massas com



matrizes viscoelasticas (El Khoury, et al., 2018). Estas proteinas sdo responsaveis pelas
propriedades viscoelasticas das massas com farinha de trigo (Masure, et al., 2016).

2.1.3. Processo

A fabricacdo do péo a nivel industrial pode ser levado a cabo com equipamentos
distintos e com fases mais ou menos diferenciadas, mas em termos gerais segue a

sequéncia de etapas resumidas na Figura 1.

Figura 1- Esquema ilustrativo da sequéncia de fabricacéo de pao (Adaptado de:
Cauvain, 2012)

De salientar que o pdo deve a sua particularidade ndo sé aos ingredientes e
equipamentos utilizados no seu fabrico, mas também aos diferentes processos de
confecdo da massa. Muitos desses processos sdo de origem geogréfica ou cultural e
atualmente ainda séo utilizados nas regides de origem. Por outro lado, com a globalizac&o
do comércio, os consumidores passaram a exigir produtos que originalmente ndao eram
familiares a sua cultura. Assim, nao é dificil encontrar produtos tais como pao francés na
Ameérica, tortilhas de farinha na Australia ou pao pita em Hong Kong. Em suma, para se
alcancar as caracteristicas Unicas dos diferentes pdes, muitas vezes € necessario o uso

de um processo especifico de fabricagdo da massa (Moore, 2016).
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2.1.4. Novas tendéncias de consumo

As novas tendéncias de consumo dividem-se em duas categorias principais: as

motivadas por preocupacdes nutricionais e as motivadas por questdes de saude.

As principais tendéncias motivadas por preocupacdes nutricionais passam pelo

enriguecimento das farinhas. Anteriormente, eram utilizados produtos lacteos, tais como,

leites em po e soro de leite, mas, neste momento, estdo a ser mais exploradas fontes

vegetais. Dentro destas fontes vegetais as que estdo a ter maior atencdo sao (Rosell,

2019):

a adicao de inulina, como fonte de fibra;

a incorporagéo de farinhas de trigo em diferentes estados de maturagao;

a utilizacdo de trigo germinado, aumentando o teor de proteina e
diminuindo a digestibilidade do amido;

a suplementacéo com farinha de trigo rica em aleurona, para producédo de
paes mais ricos em proteina, lipidos e minerais;

0 enriquecimento com farinhas alternativas (toranja e bagas de sabugueiro,
entre outras), pelo aumento dos polifendis;

a inclusédo de legumes liofilizados, para aumento das propriedades
antioxidantes;

a incorporacao de microalgas.

No caso das tendéncias motivadas por questdes de saude podera referir-se

(Rosell, 2019):

a reducéo do teor de sal;

a reducdo do teor de oligossacaridos, dissacaridos, monossacaridos e
polidis fermentaveis, ligados com algumas doencas tais como o Sindrome
do Intestino Irritavel;

o desenvolvimento de novos processos que melhoram os beneficios do
pao para a saude, como por exemplo, a utilizagdo de raios ultravioleta para
a conversao do ergosterol produzido na fermentacdo em vitamina D2;

0 aumento da capacidade antioxidante, por aumento dos polifendis, que
sdo responsaveis pelo decréscimo do risco de doengas cardiovasculares;

0 aumento da resposta glicémica e o aumento da saciedade, por adicdo de

extratos de plantas ricas em polifendis.

Outra das tendéncias € a menor utilizacdo de aditivos "quimicos" para fornecer as

gqualidades necessérias ao produto final, conhecido como clean label (Cauvain, 2012).



Segundo a New Nutrition Business (2020), as megatendéncias para 2021 sao:
utilizacdo de ingredientes funcionais, a fragmentacdo, o bem-estar com o peso, a
snackificacdo e a sustentabilidade. Para além das megatendéncias, esta empresa
também definiu as seguintes tendéncias-chave para 2021: menos e melhores hidratos de
carbono; poténcia da proteina animal; proteinas alternativas; bem-estar digestivo; as
plantas tornadas convenientes; imunidade; diminuicdo da docura; alimentos emergentes

para o humor e a mente; e o poder da proveniéncia (Figura 2).
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Figura 2 - Novas tendéncias para 2021 (New Nutrition Business, 2020)

Para a empresa Innova Market Insights, a principal tendéncia para o ano 2021 é a
transparéncia em toda a cadeia de abastecimento, motivada pela procura de marcas que
possam construir confianga, fornecer produtos auténticos e criar a confianca do
consumidor no clima atual e p6s pandemia (Food Processing, 2020).

O Innova Consumer Survey 2020 revela que seis em cada dez consumidores
estdo interessados em aprender mais sobre a origem dos alimentos. Nesse sentido, o
aumento da transparéncia no rotulo € fundamental para corresponder a procura por
produtos éticos, sustentaveis e clean label. Os clean labels incluem o bem-estar humano
e/ou animal, a transparéncia da cadeia de fornecimento, a nutricdo baseada em plantas e
producéo sustentavel (Food Processing, 2020).

Outra tendéncia sdo os alimentos a base de plantas. A definicdo de plant based

esta em constante evolucdo. A sua crescente popularidade fara com que, em 2021, exista



uma procura acelerada por novos formatos, proteinas vegetais e alternativas mais
sofisticadas. O Innova Consumer Survey 2020 indicou que as quatro principais razdes
para a procura de alimentos a base de plantas séo a saude, a variedade da dieta, a
sustentabilidade e o sabor dos produtos (Food Processing, 2020).

A nutricdo personalizada também € uma das tendéncias para 2021, uma vez que
cada vez mais consumidores procuram alimentos que se adequem aos seus estilos de
vida (Food Processing, 2020).

Sendo de salientar, ainda, a tendéncia para produtos relacionados com o sistema
imunolégico no ano 2021. Esta tendéncia esta relacionada com a ansiedade vivida
durante a pandemia de coronavirus. Deste modo, a tendéncia € para que em 2021 se
utilizem mais ingredientes que causem um aumento da imunidade (Food Processing,
2020).

A utilizacdo de microalgas em alimentos enquadra-se na categoria de alimentos a
base de plantas, fornece suporte ao sistema imunitario e na tendéncia das proteinas

alternativas. Para além disso, enquadra-se na megatendéncia da sustentabilidade.
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2.2. Microalgas

A procura por novos ingredientes alimentares saudaveis € uma estratégia para
superar as caréncias alimentares esperadas nas préximas décadas. As microalgas estédo
na base da cadeia alimentar e podem ser consideradas como uma fonte interessante de
nutrientes e compostos bioativos. A producdo de alimentos enriquecidos com microalgas
esta a ganhar cada vez mais a atencdo dos consumidores, a medida que estes tomam
consciéncia das relacdes entre a dieta e a saude (Graca, et al., 2018). As microalgas tém
sido utilizadas na alimentacdo humana desde ha milhares de anos (Lucas, et al., 2018).

As microalgas e as cianobactérias sdo microrganismos unicelulares e
fotossintéticos, normalmente encontrados em ecossistemas aquaticos e de agua doce.
Apesar de as microalgas e as cianobactérias estarem localizadas em grupos filogenéticos
diferentes, pois as cianobactérias sdo procarioticas e as microalgas sao eucarioticas,
estas sdo geralmente associadas no grupo das algas juntamente com as macroalgas.
Estes organismos possuem mecanismos fotossintéticos semelhantes ao encontrado nas
plantas terrestres, porém tém uma maior eficiéncia na conversdo da energia solar em
biomassa, relacionado com o mais facil acesso a agua, ao didéxido de carbono e a outros
nutrientes. Além disso, estes microrganismos sdo conhecidos por produzirem mais de
metade do oxigénio da Terra, o que Ihes confere um papel de destaque em termos de
sustentabilidade e mitigacdo de CO, (Vieira, et al., 2020b).

As microalgas tém a func¢éo importante de produtores primarios na maior parte das
cadeias alimentares marinhas. Estas séo caracterizadas pela sua elevada diversidade e
pela sua potencial aplicacdo com fonte de compostos naturais para aplicacbes
biotecnoldgicas e terapéuticas. Na realidade estas convertem substancias inorganicas em
matéria organica rica em lipidos, proteinas, glucidos e outras moléculas bioativas. Devido
ao seu elevado valor nutricional tém sido extensamente utilizadas como alimento em
sistemas de aquacultura (Garcia-Segovia, et al., 2017).

O elevado teor de proteina em véarias espécies de microalgas é uma das
principais razbes pelas quais sdo consideradas como fontes ndo convencionais de
proteinas (Batista, et al., 2013), mas também de O6leos (Babuskin, et al., 2014). As
microalgas também representam uma fonte importante de vitaminas, minerais,
antioxidantes e corantes naturais. Deste modo, a incorporacdo destas nos alimentos pode
ser utilizada para proporcionar cor, aumentar o valor nutricional e melhorar a textura ou
resisténcia as oxidagbes. A incorporagdo de microalgas em alimentos tradicionais € uma
forma de produzir novos produtos saudaveis (Batista, et al., 2013), sendo de destacar a
importancia da sua incorporacdo em alimentos de grande consumo, como € o pao. Estes

microrganismos também sdo capazes de acumular elementos com alto valor nutricional,
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tais como acidos gordos essenciais, aminoacidos essenciais, ficocianinas e carotenoides
(Lucas, et al., 2018).

As microalgas sdo potenciais fontes de compostos naturais que podem ser
utilizados como ingredientes funcionais. O numero de espécies de microalgas
disponiveis é elevado sendo o conhecimento da composi¢do quimica um primeiro passo
obrigatério numa metodologia de rastreio, permitindo determinar quais os compostos de
valor presentes nas microalgas, tais como, pigmentos, antioxidantes, acidos gordos
polinsaturados (PUFA), entre outros (Batista, et al., 2013).

A composi¢cdo nutricional das microalgas € muito variavel, mesmo dentro da
mesma espécie (Bernaerts, et al., 2018). Esta variabilidade deve-se em parte a resposta
fisiologica aos fatores bidticos e abidticos, tais como a intensidade luminosa, o
fotoperiodo, a temperatura, a disponibilidade de nutrientes e a fase de crescimento
(Barkia, et al., 2019). A variacéo dos fatores de producdo das microalgas origina produtos
finais com composicao nutricional muito variada, podem ser encontrados dados sobre a
composi¢do das microalgas com intervalos de 9 a 77% de proteinas, 6 a 54% de hidratos
de carbono e 4 a 74% de lipidios em producao autotrofica (Hu, 2013; Bernaerts, et al.,
2018). O modo de producdo (autotrofico, heterotréfico ou mixotréfico) também tem
implicacbes severas na composicao nutricional, existindo, por exemplo, estudos do seu
impacto no conteudo lipidico (Fang, et al.,, 2004), conteudo fendlico e atividade
antioxidante (Shetty & Sibi, 2014).

Na Tabela 2 estdo representadas composi¢des bioquimicas médias de algumas
microalgas e cianobactérias, sendo possivel observar a grande diversidade de

composicdo das mesmas (Barkia, et al., 2019).

Tabela 2 - Composicao bioquimica média de microalgas, em % (Barkia, et al.,

2019)
Lipidos Proteinas Glucidos
Chlorella vulgaris 14-22 51-58 12-17
Tetraselmis chuii 12 31-46 25
Nannochloropsis sp. 22 30 10
Isochrysis galbana 11 27 34
Spirulina maxima 6-7 60-71 13-16

O processamento primario das microalgas pode ser por sedimentacéo,
coagulacéo-floculacédo, centrifugacdo, flutuacdo, filtracho por membranas ou pela
combinacdo de varias destas técnicas (Nitsos, et al., 2020). Apds o tratamento primario

podem ser realizados outros tratamentos que provocam disrupgcdo celular e maior

12



rendimento de extracdo de compostos presentes no meio intracelular. A disrup¢ao celular
pode ser obtida através de métodos fisicos (ultrassons, homogeneizacdo de alta presséo,
moagem por esferas e campo elétrico pulsado), métodos quimicos (4cido, alcalino e por
oxidacdo), métodos térmicos (hidrotérmicos, explosdo de vapor) e bioldgicos (tratamento
enzimatico) (Nitsos, et al., 2020). O método de secagem (por spray-dryer ou liofilizac&o)
utilizado na producédo de microalgas tem um forte impacto na biodisponibilidade dos

compostos presentes nas microalgas (Nunes, et al., 2020b).

2.2.1. Chlorella vulgaris

z

A microalga Chlorella vulgaris € um microrganismo unicelular esférico com um
didmetro de 2 a 10 ym que possui varios elementos estruturais semelhantes as plantas
(Figura 3). Esta microalga cresce em agua doce e esta presente no planeta Terra desde o

periodo pré-cambrico ha 2,5 mil milhdes de anos (Safi, et al., 2014).

Figura 3 - Chlorella vulgaris (vista microscépica) Fonte: (University of Texas at Austin,
2020)

Esta microalga pertence ao Reino Plantae, ao Filo Chlorophyta, a Classe
Trebouxiophyceae, a Ordem Chlorellales, a Familia Chlorellaceae e ao Género Chlorella
(World Register of Marine Species, 2020). Apresenta uma elevada taxa de crescimento e
responde a alteracdes das condi¢bes de crescimento, modificando o rendimento de um ou
mais componente(s) especifico(s). A Chlorella vulgaris é ideal para produgédo uma vez que
€ extremamente resistente a condi¢cdes adversas e invasores. Por um lado, em condi¢bes
de crescimento desfavoraveis, como limitacdo de azoto e fosforo, alta concentracdo de
CO,, exposicao excessiva a luz, excesso de ferro no meio ou aumento da temperatura,

esta aumenta o seu conteudo em lipidos e amido e diminui a produgéo da biomassa. Por
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outro lado, em condicbes de crescimento normais e controladas (suplementacédo de
azoto) esta aumenta o seu conteudo em proteina (Safi, et al., 2014).

A Chlorella vulgaris pode ser utilizada para consumo humano na Unido Europeia.
Esta ndo teve necessidade de aprovacdo como “Novel Food” (Regulamento (UE)
2015/2283, 2015), uma vez que ja era consumida antes de 15 de maio de 1997.

2.2.2. Tetraselmis chuii

A microalga Tetraselmis chuii € um microrganismo flagelado unicelular eliptico ou
guase esférico com 10 a 15 ym de diametro, possui 4 flagelos iguais em 2 pares opostos,
a sua reproducao é assexuada (Figura 4) (Pulz & Gross, 2004; Borowitzka, 2018).

Esta microalga pertence ao Reino Plantae, ao Filo Chlorophyta, a Classe
Prasinophyceae, a Ordem Chlorodendrales, a Familia Chlorodendraceae e ao Género
Tetraselmis (Pulz & Gross, 2004) (World Register of Marine Species, 2020).

5 um © UT-Austin

I 1000X I

UTEX LB #232
Tetraselmis chuii

Figura 4 - Tetraselmis chuii (vista microscépica) Fonte: (University of Texas at Austin,
2020)

A espécie de Tetraselmis chuii foi identificada como uma espécie promissora para
a producdo de antioxidantes uma vez que tem uma alta capacidade de inibicdo da
peroxidacgdo lipidica, uma elevada taxa de crescimento e é facil de cultivar (Coulombier, et
al., 2020). Esta tem sido usada em culturas ao ar livre como alimento para, por exemplo,
larvas de moluscos bivalves (Pulz & Gross, 2004).

A Tetraselmis chuii tem um perfil nutricional semelhante ao de outras microalgas e,
portanto, oferece muitos dos mesmos beneficios potenciais para uso em alimentos (Pulz
& Gross, 2004). No que diz respeito as aplicacdes biotecnoldgicas, o género Tetraselmis
€ conhecido por possuir um alto teor de compostos bioativos com propriedades
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antioxidantes, tais como, carotenoides, acidos gordos polinsaturados, polissacarideos
soliveis em agua, compostos fendlicos e vitaminas (Coulombier, et al., 2020). Esta
apresenta todos o0s aminoacidos essenciais (histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina) tornando esta espécie uma fonte de
proteina completa (Pulz & Gross, 2004).

A microalga Tetraselmis chuii foi aprovada para uso alimentar pelo Regulamento
de Execucao (UE) 2017/2470, sendo esta autorizada para incorporacdo em molhos
(niveis maximos 250 mg/dia ou 20%), sais especiais (niveis maximos 1%), condimentos
(niveis maximos 250 mg/dia) e suplementos alimentares, tal como definidos na Diretiva
2002/46/CE (niveis maximos 250 mg/dia), devendo estar rotulada como “liofilizado da

microalga Tetraselmis chuii” ou “liofilizado da microalga T. chuii”.
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2.3. Utilizacdo de microalgas em panificacao

O numero de estudos sobre a utilizacdo de microalgas em produtos alimentares
tem vindo a aumentar. Estes estudos visam, nomeadamente, determinar o impacto na
estrutura, composicdo nutricional e na aceitabilidade pelos consumidores. Nos seguintes
tépicos encontra-se uma revisdo dos estudos ja realizados sobre a incorporacdo de
microalgas e seus derivados em produtos de panificacao.

2.3.1. Péo

Existem alguns estudos sobre incorporacdo de microalgas em péo, quer seja de
trigo quer seja em pao sem gluten.

Em pé&o de trigo existem estudos sobre a incorporacdo de Chlorella vulgaris
(Graca, et al., 2018; Nunes, et al., 2020b), Spirulina platensis (Ak, et al., 2016; Sanjari, et
al., 2018), Arthrospira fusiformis (Achour, et al., 2014), Tetraselmis e Nannochloropsis
(Lafarga, et al., 2019), Dunaliella (Finney, et al., 1984) e incorporacdo de Isochrysis
galbana, Tetraselmis suecica, Scenedesmus almeriensis, e Nannochloropsis gaditana
(Garcia-Segovia, et al., 2017). Existe também um estudo sobre os efeitos da incorporacao
de Dunaliella salina em p&o de mistura (trigo e centeio) (Tertychnaya, et al., 2020).

A adicdo de Spirulina até 3% nos pédes de trigo influencia o volume especifico
provocando uma diminuicdo deste (Achour, et al., 2014), a incorporacdo ideal
sensorialmente € de 1% (Achour, et al., 2014). A adi¢do de 10% tem um efeito positivo no
aumento de proteina e de hidratos de carbono, ndo havendo diferengas significativas para
a humidade e os lipidos, e apresenta também efeitos positivos na inibi¢do do crescimento
de fungos no pédo armazenado fora do frigorifico (Ak, et al., 2016). A adicdo de 1% de
Spirulina diminuiu a firmeza do péo (Sanjari, et al., 2018).

Num estudo recente sobre o impacto da disrupgdo celular nas caracteristicas
mecanicas de massas e paes de trigo com incorporac¢do de microalga, ndo se observaram
diferencas significativas na firmeza dos pdes com adicdo de 1% de Chlorella vulgaris
comercial (biomassa desidratada) e 1% de biomassa fresca de Chlorella vulgaris
submetida a disrupcdo celular, mas apresentando estes valores de firmeza muito
superiores ao pdo com incorporacdo de 1% de Chlorella vulgaris fresca. Os autores
atribuiram este resultado a maior libertagdo de macromoléculas, nomeadamente proteina,
do interior das células sujeitas a disrup¢ao, conduzindo ao aumento da firmeza dos paes
produzidos (Nunes, et al., 2020b). Noutro estudo, p6de-se observar que a adicdo a 1 a
3% de Chlorella vulgaris desidratada (comercial) provoca um impacto positivo na reologia
e nas caracteristicas viscoelasticas das massas, pelo fortalecimento da rede de gluten,

mas para uma maior percentagem de incorporacéo (4 e 5%) existe um impacto negativo
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na reologia da massa, na textura e no sabor do pao, para além de uma aceleracdo do
envelhecimento do péo (Graga, et al., 2018).

A adicdo de 1 a 3% de Tetraselmis e Nannochloropsis em péo de trigo afeta a cor
de forma visivel para o ser humano, tendo uma diferenca total de cor para o controlo
superior a 3, influencia negativamente o volume especifico por diluicdo do amido e do
gliten, e diminuicdo dos granulos de amido completamente hidratados devido a
competicdo pela agua, reduz a humidade do péo, e ndo influencia a textura do pao,
aumenta o conteudo fendlico total e a atividade antioxidante (Lafarga, et al., 2019).

A incorporacdo de 1,5% de Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica,
Scenedesmus almeriensis, e Nannochloropsis gaditana em pao de trigo ndo modifica a
textura do péo, exceto a adesividade e a elasticidade que diminuem quando é incorporada
Isochrysis galbana e a coesividade que diminui com a adicdo de Nannochloropsis
gaditana (Garcia-Segovia, et al., 2017).

Em pé&o isento de glaten existem poucos estudos sobre a incorporagdo de
Spirulina platensis (Figueira, et al., 2011; Mostolizadeh, et al., 2019), Chlamydomonas sp.
e Nannochloropsis gaditana (Khemiri, et al., 2020), Chlorella sorokiniana (Diprat, et al.,
2020) e incorporacao de Tetraselmis chuii (Nunes, et al., 2020a).

No caso da incorporacdo de Arthrospira platensis em pao isento de glaten, a
adicdo desta até 4% néo influencia o volume especifico e a firmeza dos paes, havendo
uma redugdo do volume especifico e um aumento da firmeza para 5% de Spirulina. A
adicdo desta microalga provoca uma melhoria da qualidade nutricional, nomeadamente,
do contelido proteico. Quanto a cor, a adicdo de microalga provoca uma diminuicdo da
luminosidade e a tendéncia para 0 aumento da tonalidade verde (Figueira, et al., 2011).

A incorporacéo de 1 e 3% de Chlamydomonas sp. e Nannochloropsis gaditana em
pao sem gluten, a base de trigo sarraceno, farinha de arroz e amido de milho, conduz a
um aumento dos lipidos e cinzas e produz um efeito estruturante na textura do pé&o
(aumento da firmeza e da adesividade do miolo) embora ndo afete as propriedades de
mistura da massa (Khemiri, et al., 2020).

A adicao de 2,5 e 5% de Chlorella sorokiniana em pdo sem gluten ndo provoca
alteracdo no volume especifico nem na textura, contudo, conduz a um aumento de
proteina, luteina e acidos gordos w-3 (Diprat, et al., 2020).

A substituicdo de farinha por Tetraselmis chuii do projeto A2F em p&o sem gluten,
também a base de trigo sarraceno, farinha de arroz e amido de milho, quando em niveis
baixos, 1 e 2%, provoca fung¢des viscoelasticas mais baixas nas massas e um aumento da
firmeza e uma reducdo do volume dos pades. Com 4% de incorporacdo de biomassa

microalgal, provoca um aumento do volume do pdo e uma diminuicdo da firmeza do miolo.
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O pao apresenta, ainda, um maior teor de compostos fendlicos totais e uma maior

capacidade antioxidante, quando comparado com o pao controlo (Nunes, et al., 2020a).

2.3.2. Bolachas

Quanto a incorporacdo em bolachas, existem diversos tipos de bolachas indo
desde as “crackers” até bolachas de manteiga. As microalgas estudadas foram Spirulina
platensis ou Arthrospira platensis (Morais, et al., 2006; Singh, et al., 2013; Bolanho, et al.,
2014; Abd El Baky, et al., 2015; Ghaly, et al., 2015; Batista, et al., 2017; Onacik-Giir, et
al., 2018; Batista, et al., 2019; Donato, et al., 2019; Uribe-Wandurraga, et al., 2020; Vieira,
et al., 2020a), Chlorella sp. e Chlorella vulgaris (Gouveia, et al., 2007; Batista, et al., 2017;
Batista, et al., 2019; Sahni, et al., 2019; Uribe-Wandurraga, et al., 2020), Isochrysis
galbana (Gouveia, et al.,, 2008), Nannochloropsis sp. e Nannochloropsis oculata
(Babuskin, et al., 2014; Lafarga, et al., 2019), Haematococcus pluvialis (Hossain, et al.,
2017), Tetraselmis sp. e Tetraselmis suecica (Batista, et al., 2017; Batista, et al., 2019;
Lafarga, et al., 2019) e Phaeodactylum tricornutum (Batista, et al., 2017; Batista, et al.,
2019).

A adicdo de Spirulina conduz a um aumento do contetdo proteico no caso de
bolachas com incorporag¢des de 2, 3, 5, 10 e 15% (Morais, et al., 2006; Bolanho, et al.,
2014; Donato, et al., 2019), um aumento da cinza para incorporacdo de 5% (Bolanho, et
al., 2014), uma diminuicdo da humidade (incorporacdes de 2, 3 e 5%) (Bolanho, et al.,
2014; Onacik-Gdur, et al., 2018), um aumento da firmeza (incorporacdes de 2 e 5%)
(Bolanho, et al., 2014; Vieira, et al., 2020a) exceto num estudo onde se notou uma
tendéncia para a diminuigdo da firmeza com o aumento da incorporagdo de Spirulina
(incorporacdes de 1, 2 e 3%) (Onacik-Gur, et al.,, 2018), um aumento da atividade
antioxidante para incorporacgdes de 2, 3, 5 e 7% de Spirulina (Singh, et al., 2013; Bolanho,
et al., 2014). No que toca a aceitabilidade dos produtos finais, a percentagem maxima de
incorporagdo da microalga varia consoante os estudos, assumindo valores de 1% (Morais,
et al., 2006) e 5% (Donato, et al., 2019), ou inaceitavel a partir de 9% de incorporacao
(Ghaly, et al., 2015).

A maioria dos estudos afirma que ocorre um aumento da firmeza com a
incorporacdo de microalgas (incorporacgdes de: 0,5, 1, 2 e 3% de C. vulgaris; 1 e 3% de .
galbana; 1, 2 e 3% de N. oculata) (Gouveia, et al., 2007; Gouveia, et al., 2008; Babuskin,
et al., 2014), no entanto existem casos em que tal ndo ocorre (incorporacdo de 5, 10 e
15% de H. pluvialis) (Hossain, et al., 2017). Varios estudos demonstraram a estabilidade
da cor induzida pela adicdo de microalgas ao longo do tempo de armazenamento,

concluindo que esta € estavel (incorporacdes de 1 e 3% de I. galbana; 1, 2 e 3% de N.
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oculata) (Gouveia, et al., 2008; Babuskin, et al., 2014; Batista, et al., 2017). E de salientar
0 aumento dos compostos fendlicos presentes nas bolachas com a incorporagdo de
microalgas, existindo uma maior atividade antioxidante (incorporacfes de 2 e 6% de
Spirulina, de C. vulgaris, de T. suecica e de P. tricornutum; 2,5% de Tetraselmis e
Nannochloropsis) (Batista, et al., 2017; Batista, et al., 2019; Lafarga, et al., 2019).

2.3.3. Massas alimenticias

Em massas alimentares também existem alguns estudos de incorporacdo de
microalgas. As algas estudadas foram Spirulina ou Arthrospira platensis (Zouari, et al.,
2011; Rodriguez De Marco, et al., 2014; Mostolizadeh, et al., 2019; Fradinho, et al., 2020),
Nannochloropsis oculata (Babuskin, et al., 2014), Spirulina maxima e Chlorella vulgaris
(Fradique, et al., 2010), Isochrysis galbana e Diacronema vlkianum (Fradique, et al.,
2013).

Estudos realizados até a data revelam que existe um aumento da capacidade
antioxidante das massas com incorporacdes de 1, 2, 3, 5, 10 e 20% de Spirulina (Zouari,
et al.,, 2011; Rodriguez De Marco, et al., 2014; Fradinho, et al., 2020). A adi¢cdo das
microalgas Nannochloropsis oculata (1 e 3%), Isochrysis galbana e Diacronema vlkianum
(0,5, 1 e 2%) conduz a um aumento do &cido eicosapentaenoico (EPA) e do &cido
docoexaenoico (DHA) presente nas massas (Babuskin, et al., 2014; Fradique, et al.,
2013). A firmeza das massas antes da cozedura é maior nas massas com incorporacao
de microalgas do que no controlo (Nannochloropsis oculata (1 e 3%), Spirulina e C.
vulgaris (0,5, 1 e 2%) (Babuskin, et al., 2014; Fradique, et al., 2010). A estabilidade da cor
conferida pela incorporacdo das microalgas mantém-se estavel ao longo do tempo de
armazenamento e depois da cozedura, embora existam diferengas notdrias entre antes e
depois da cozedura no caso de Arthrospira platensis (1 a 3%) em massa isenta de gluten
(Fradinho, et al., 2020).

2.3.4. Outros produtos de panificacéo

Existem também outros estudos de incorporacdo de microalgas que ndo podem
ser incluidos nas categorias anteriores mas que ainda pertencem aos produtos de
panificacdo, tais como shacks, “crostini”, bolos e “breadsticks”. Assim, existem estudos de
incorporacdo de Spirulina em snhacks (Lucas, et al., 2017; Tanska, et al., 2017; Lucas, et
al., 2018), “crostini” (Niccolai, et al., 2019), bolos (Golmakani, et al., 2015) e estudos sobre
a incorporacao de Tetraselmis chuii (Garcia-Segovia, et al., 2020), Arthrospira platensis e

Chlorella vulgaris em “breadsticks” (Uribe-Wandurraga, et al., 2019).
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Nos estudos em snhacks verificou-se um aumento do teor de proteinas, lipidos e
cinzas (2, 2,6, 3,2, 4, 6 e 8% Spirulina) (Lucas, et al., 2017; Tanska, et al., 2017; Lucas, et
al., 2018) e uma diminuicdo da expanséo (Lucas, et al., 2017; Tanhska, et al., 2017). Em
termos de textura, apenas, foi reportado o aumento da firmeza e a existéncia de uma
estrutura compacta num estudo (Lucas, et al., 2017).

No estudo de incorporacéo de Spirulina em “crostini”, observou-se um aumento de
proteina, um aumento do teor de fendis e da atividade antioxidante, no caso de
incorporacbes de 6 e 10%. A incorporacdo da microalga levou a uma menor
digestibilidade das proteinas em comparacédo com o controlo (Niccolai, et al., 2019).

Nos bolos foi reportado que ocorria um aumento de proteina e de cinza, bem como
uma diminuicdo dos parametros da cor e da firmeza dos bolos para incorporacdes de 0,5,
1,5 e 2,5% de Spirulina (Golmakani, et al., 2015).

No caso dos “breadsticks”, estes apresentaram uma diminuicdo da firmeza pela
incorporacdo de 1,5% de Spirulina e de C. vulgaris, um aumento do teor em minerais e
uma boa estabilidade da cor durante 15 dias de armazenamento (Uribe-Wandurraga, et
al., 2019).

20



2.4. Metodologias

2.4.1. Reologia

A reologia € a ciéncia que estuda o escoamento e a deformacdo dos materiais.
Geralmente, para a medicdo de um determinado comportamento reoldgico, € aplicada
uma deformacdo bem definida ou uma tensédo ao longo de um determinado tempo, sendo
a resposta, tensao resultante, medida, ou vice-versa, para fornecer indicacdes sobre os
parametros do material em estudo. Os pardmetros em estudo podem ser a rigidez, o
modulo, a viscosidade, a firmeza, a resisténcia ou a tenacidade do material. Os objetivos
gerais das medicOes reoldgicas sdo: obter uma descricdo quantitativa das propriedades
mecénicas dos materiais, obter informacdes relacionadas com a estrutura molecular e a
composi¢cdo do material, caracterizar e simular o desempenho do material durante o
processamento e para controlo de qualidade (Dobraszczyk & Morgenstern, 2003; Sousa,
2001).

As principais areas de aplica¢do dentro da industria alimentar sdo: o planeamento
da planta da unidade (dimensionamento e selecdo de bombas e tubos, calculos de
transferéncia de calor e massa, projetos de enchimento e outros calculos de engenharia
do processo envolvendo extrusoras, misturadores, revestidores e homogeneizadores);
controlo de qualidade (da matéria-prima como do produto, em diferentes pontos do
processo); avaliacdo de atributos sensoriais do produto (medi¢do quantitativa de atributos
de qualidade determinados pelo consumidor, estabelecendo correlagdes entre medicfes
de reologia e dados sensoriais); e avaliacdo da estrutura do alimento e da conformacgéo
dos seus constituintes a nivel molecular (McKenna & Lyng, 2001).

A reologia pode relacionar-se com a funcionalidade do produto, sendo alguns dos
testes reolégicos usado para tentar prever a qualidade do produto final, uma vez que
medicdes em pequena escala em laboratorio foram extrapoladas com sucesso para
condic¢des industriais. Assim, resultou a ideia de que testes em condi¢bes controladas em
pequenas amostras alimentares bem definidas no laboratério podem ser relacionadas
com situacdes maiores e mais complexas encontradas nas condicbes praticas de
processamento (Dobraszczyk & Morgenstern, 2003).

As técnicas reoldgicas, comummente sdo categorizadas de acordo com o tipo de
tensdo imposta, por exemplo, compresséao, extensao, deformacéo e tor¢céo, entre outros,
e também a magnitude relativa da deformacédo imposta. As principais técnicas utilizadas
para medir as propriedades dos cereais tém sido, tradicionalmente, divididas em ensaios

empiricos e ensaios fundamentais (Dobraszczyk & Morgenstern, 2003).
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Na industria cerealifera, hA um longo historial de uso de medidas empiricas
descritivas de propriedades reologicas, com uma impressionante variedade de
dispositivos engenhosos, como o Penetrémetro, o Texturometro, o Consistometro, o
Amilégrafo, o Farinografo, o Mixégrafo, o MicrodoughLab, o Extensdgrafo e o Alvedgrafo,
entre outros. Os testes empiricos sdo muito utilizados na indastria pois sédo faceis de
executar e aplicam-se a situagdes praticas na fabrica, fornecendo dados que séo Uteis na
avaliacdo do desempenho durante o processamento e para o controlo de qualidade. Os
instrumentos sdo frequentemente robustos, capazes de suportar ambientes de fabrica
exigentes e ndo exigindo pessoal altamente qualificado para a sua utilizacdo
(Dobraszczyk & Morgenstern, 2003). No entanto, sdo arbitrarios, mal definidos, ndo tém
um padrdo absoluto e sdo eficazes apenas para um numero limitado de alimentos
(McKenna & Lyng, 2001).

Por oposicdo, os métodos fundamentais sdo conduzidos em um material impondo
uma tensdo bem definida e medindo a deformacéo resultante (ou taxa de deformacé&o) ou,
alternativamente, impondo uma deformagédo bem definida (ou taxa de deformacéo) e
medindo a tensdo desenvolvida.

Na Tabela 3 estdo sistematizadas algumas das propriedades reolégicas, em
conjunto com o método utilizado e em que produtos.

Tabela 3 - Métodos reoldgicos utilizados em panificacdo

Método Produto Propriedade medida
Empiricos:
Farinégrafo, mixégrafo, _
_ Massa Tempo de mistura / torque
microdoughLAB
Extensografo / Kieffer o
_ Massa Extensibilidade
Rig
Alvedgrafo Massa Elasticidade biaxial
i Alimentos solidos ou Firmeza e outros parametros de
Texturometro, TPA .
semi-solidos textura
Fundamentais:
Oscilatorios ou _ Modulos de deformacgéo
o Fluidos, pastas, massas o
dindmicos dindmico
Rotacionais Fluidos, pastas, massas Viscosidade dinamica

Os testes oscilatérios dindmicos medem propriedades reoldgicas (como 0s
mddulos elastico e viscoso) através da aplicacdo de modo sinusoidal oscilante de tensao
ou deformagdo ao longo do tempo e medindo a resposta resultante. Estes tém a

vantagem de ter uma base tedrica bem desenvolvida e procederem a medicdo simultanea
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dos médulos elastico e viscoso, enquanto a natureza ndo destrutiva do teste permite que
varias medicdes sejam realizadas com a variacdo da temperatura, deformag¢do ou

frequéncia (Dobraszczyk & Morgenstern, 2003).

2.4.1.1. Comportamento viscoelastico linear

Os fluidos podem ser classificados em Newtonianos ou ndo Newtonianos. A
maioria dos alimentos exibe propriedades de sistemas viscoelasticos, sendo por isso, ndo
Newtonianos. A massa de pao pode ser considerada o sistema mais Unico do ponto de
vista da ciéncia dos materiais. Este € um sistema viscoelastico que exibe um
comportamento de deformacéo e tixotrépico, como consequéncia da estrutura complexa
da massa em que os granulos de amido (75-80%) s&o circundados por uma rede
tridimensional de proteinas (20-25%) (Hadnadev, et al., 2011).

O redmetro permite realizar testes em regides destrutivas ou ndo destrutivas do
material. E possivel realizar testes dinAmicos ou estaticos, dependendo da regido de
interesse (Tietze, et al., 2016).

Dois tipos diferentes de método estdo disponiveis para determinar o
comportamento viscoelastico linear: estatico e dindmico. Os testes estaticos envolvem a
imposi¢cdo de uma mudanga gradual na tensdo (ou deformacdo) e a observacdo da
deformacédo (ou tensédo) no tempo. Os testes dindmicos envolvem a aplicagdo de uma
deformacdo que varia de forma sinusoidal (Barnes, et al., 1989). Os testes estéticos
podem ser conduzidos a uma tensdo constante (testes de fluéncia) ou a uma deformacao
constante (teste de relaxacdo de tensdo) (Tietze, et al., 2016). Os testes dindmicos ou
oscilatorios podem ser testes de varrimento de frequéncia, testes de varrimento de
temperatura, testes de varrimento de tempo ou testes de varrimento de
tensdo/deformacao (Rao, 2007).

Nos testes de varrimento de frequéncia, as componentes elastica (G’) e viscosa
(G”) sédo determinadas em fungédo da frequéncia (w), a uma tensdo e temperatura fixa.
Estes testes fornecem dados numa ampla faixa de frequéncias. No entanto, se sao
necessarios parametros fundamentais, cada teste deve ser estritamente realizado dentro
da zona viscoelastica linear (Rao, 2007). Estes testes permitem avaliar o grau de
estruturacao das massas de pao (Graga, et al., 2018), como esté representado na Figura
5.
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Figura 5 - Varrimento de frequéncia de massas de pdo de trigo com incorporagéo de C.
vulgaris (0, 4 e 5%) (Graga, et al., 2018)

Nos testes de varrimento de temperatura, G’ e G” sdo determinados em funcéo da
temperatura uma frequéncia fixa. Este teste é adequado para o estudo da formacéo de
géis durante o arrefecimento de uma dispersdo aquecida, a gelatinizagcdo de uma
dispersdo de amido durante o aguecimento e a formagédo de géis de proteinas (Rao,
2007).

Nos testes de varrimento de tempo, G’ e G” sdo determinados em fungdo do
tempo, a frequéncia e temperatura fixa. Esse tipo de teste é adequado para estudar o
desenvolvimento da estrutura de géis (Rao, 2007) ou para estudo do comportamento de
massa de pao durante a fermentagéo (Graca, et al., 2018), como esta representado na

Figura 6.
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Figura 6 - Varrimento de tempo em massa de péo de trigo com incorporacao de C.
vulgaris (0, 1, 2, 3, 4 e 5%) (Graga, et al., 2018)

Para além dos testes dindmicos descritos anteriormente, que devem ser
conduzidos na zona de viscoelasticidade linear, outro teste pode ser conduzido para
determinar a zona viscoelastica linear. Com um reémetro de tensdo controlada, € possivel
realizar um teste no qual a tensdo € aumentada continuamente, a uma frequéncia
constante. A medida que a tensdo aumenta, inicialmente 0 G’ e o G” permanecem
relativamente constantes até um valor critico de tensdo, onde o G’ diminui drasticamente
e 0 G” também diminui mas ndo tdo acentuadamente. O valor da tenséo aplicada no
momento em que as curvas de G’ e G” se cruzam € a tensdao critica a qual a estrutura da
amostra se quebra e que para valores maiores de tensdo alimento escoa (Rao, 2007).

A massa de pao é um material viscoelastico, embora extrinsecamente, se pareca
com uma massa solida, esta, quando é exposta a uma subita deformacgdo constante, atua
como um fluido viscoelastico. O comportamento reolégico dos produtos viscoelasticos é
representado pelo médulo complexo G* (em Pa): G* = G’ + i G”, onde G’ € o mddulo de
armazenamento e representa a parte elastica que estd em fase com a deformacéo
durante a oscilagédo e G” ¢ o mddulo de dissipagdo que representa a parte viscosa que

esta desfasada (Tietze, et al., 2016).

2.4.1.2. Micro-doughLAB

O micro-doughLab é um equipamento que realiza a mistura da amostra de farinha
em estudo com uma quantidade especifica de 4gua para formar uma massa. A massa é
entdo desenvolvida na cuba de mistura pela acdo de duas laminas de mistura em forma

de sigma. Estas duas laminas giram em velocidades diferentes, com uma relacdo de
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velocidade de 10:7. Este equipamento apenas usa 4 g de amostra, enquanto 0s outros
equipamentos para outros métodos empiricos utilizam maior quantidade de amostra,
como, por exemplo, o farinégrafo que utiliza 50 ou 300 g de amostra (Perten Instruments,
2017).
Um dos parametros a determinar utilizando este equipamento € a quantidade de
agua que é necessario a farinha absorver para se atingir a consisténcia ideal da massa. A
agua é adicionada numa quantidade especifica resultando numa consisténcia padréo de
massa que se reflete num determinado torque (Perten Instruments, 2017).
A medida que a massa se desenvolve, a sua resisténcia & amassadura altera-se, e
0 equipamento regista esta resisténcia em termos de torque, hum gréafico torque versus
tempo (Figura 7) (Perten Instruments, 2017).
Os parametros obtidos séo (Perten Instruments, 2017):
e resisténcia no pico - torque maximo atingido, medido a partir da curva do
meio (mN.m);
o tempo de desenvolvimento da massa - 0 tempo que a massa leva para
atingir o pico de resisténcia (segundos);
o estabilidade - a diferenca entre os tempos de chegada e partida
(segundos);
¢ indice de tolerancia a amassadura - a diferenca de torque entre a curva
superior no tempo de desenvolvimento e a curva superior num tempo especifico
apo6s o tempo de desenvolvimento (normalmente 5 minutos) (mN.m);
e softening (amolecimento) - a diferenca de torque entre o pico de resisténcia
e a curva do meio num tempo especifico apés o tempo de desenvolvimento
(mN.m).
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Figura 7 - Curva de mistura obtida pelo micro-doughLAB com identificacdo dos

parametros a analisar. Adaptado de: (Perten Instruments, 2017).

2.4.2. Textura
2.4.2.1. Extensibilidade da massa

Para se obter informacfes sobre a resisténcia a extensao e a extensibilidade de
uma massa pode utilizar-se instrumentos de extensdo de carga, como, por exemplo, o
extensografo Brabender. Estes testes sao muito utilizados por moleiros e padeiros
(Dunnewind, et al., 2003).

No extenségrafo, um pedaco cilindrico de massa é deformado em extensdo
uniaxial por um gancho que se desloca para baixo a uma taxa constante. A forca
necessaria para deformar a massa € expressa em Unidades Brabender (BU) em funcéo
da extensdo (mm), sendo este um teste empirico. O equipamento regista os dados num
extensograma (a curva forca-tempo), podendo ser retirados varios parametros, tais como,
a resisténcia maxima (Rnax), extensibilidade a resisténcia maxima (Ena), extensibilidade
total (E«;) € a area total sob a curva (Ay) como uma medida de energia aplicada. Para
além disso, é necesséria uma grande quantidade de farinha para a realizagcdo deste teste,
300 g (Dunnewind, et al., 2003).
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Um aparelho semelhante ao extensdgrafo Brabender foi desenvolvido por Kieffer o
“Kieffer dough and gluten extensibility rig”, também chamado de microextenségrafo. Neste
acessorio, pode ser realizado um teste com apenas cerca de 0,4 g de massa e o aparelho
pode ser instalado em qualquer texturémetro, e que permite medir a forca em Newtons e
ajustar a velocidade e a temperatura do teste, permite também armazenar os dados em
arquivos de computador para posteriores calculos adicionais. Para além disso, se o teste
for realizado a uma velocidade de cerca de 410 mm/min, a taxa de deformacdo é
aproximadamente igual a do extenségrafo Brabender. No entanto, as formulas para o
calculo dos parametros reoldgicos fundamentais pode ser derivados da geometria
(Dunnewind, et al., 2003).

Os parametros mais importantes obtidos através do “Kieffer dough and gluten
extensibility rig” sdo a forca maxima aplicada (pico de forca) - resisténcia maxima a
extensdo (Rmax, N), distAncia correspondente a este pico - extensibilidade ERps (Mm), €
namero de razdo R/E (N.mm™). A extensibilidade da massa é muito importante devido ao
seu efeito no volume do p&o (Nunes, et al., 2020b). A Area total (N.mm) é a area sob a
curva que é proporcional a energia necessdria para esticar a amostra até a sua rutura
(BureSova, et al., 2014).

O valor da razao R/E é definido como a variagcdo da deformacdo em funcédo da
tensdo. A relacdo entre a resisténcia na altura maxima e o comprimento da curva €
importante na avaliagdo do equilibrio entre a elasticidade e a extensibilidade da massa
(BureSova, et al., 2014).

Na Tabela 4 estdo valores médios das carateristicas de massas, retirados da
literatura.

Tabela 4 - Valores médios de carateristicas de extensibilidade retirados da literatura

. Area total R/E 107 o
Farinha R (N) (N.mm) E (mm) (N.mm™) Referéncia
Trigo (BureSova, et al.,
+ + + +
Feif) ) 0,55+0,09 11,4+0,9 305 18+3 2014)
Trigo 0,21 25,37 824  (Nunes, et al., 2020b)
(t=0 min)
Trigo
(t=60 min) 0,12 15,08 7,96 (Nunes, et al., 2020b)
Trigo + 1%
Cv comercial 0,23 26,95 8,53 (Nunes, et al., 2020b)
(t=0 min)
Trigo + 1%
Cv comercial 0,13 15,86 8,20 (Nunes, et al., 2020b)
(t=60 min)
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2.4.2.2. Analise de Perfil de Textura

A textura € a resposta dos sentidos tacteis a estimulos fisicos que resultam do
contacto entre alguma parte do corpo e o alimento. O sentido tactil (tacto) é o principal
método para detetar textura, mas sao também usados para avaliar a textura a cinestesia
(sentido de movimento e posi¢cao) e, por vezes, a visao (taxa de fluxo) e o som (associado
a texturas crocantes e quebradicas) (Bourne, 2002).

A textura dos alimentos possui as seguintes caracteristicas (Bourne, 2002):

e E um grupo de propriedades fisicas que derivam da estrutura do alimento;

e Engloba-se dentro da mecanica ou da reologia das propriedades fisicas.
Propriedades éticas, elétricas e magnéticas e propriedades de temperatura
e térmicas sdo propriedades fisicas que néo fazem parte da definicdo de
textura,;

e Consiste num conjunto de propriedades, e ndo huma Unica propriedade;

e A textura é percebida principalmente pela sensagédo do toque, geralmente
na boca, mas as outras partes do corpo também podem estar envolvidas;

¢ Nao esta relacionado com os sentidos de gosto ou odor;

¢ A medicdo objetiva € apenas realizada recorrendo a fungdes de massa, de

distancia e de tempo.

Uma necessidade cada vez maior de um método objetivo abrangente para
caracterizar a textura dos alimentos levou a uma investigacdo dos parametros mecanicos
significativos para a definicdo da textura. Uma andlise aprofundada do assunto resultou
na eliminacdo de uma vasta série de termos descritivos e na aceitacdo de cinco
parametros mecanicos independentes basicos (dureza, coesividade, adesividade,
viscosidade e elasticidade) e trés parametros dependentes (fraturabilidade,
mastigabilidade e gomusidade) (Friedman, et al., 1963).

O principio da Andlise de Perfil de Textura (TPA) é simular a acdo de mastigacao
dos dentes, comprimindo e descomprimindo duas vezes o alimento a estudar entre duas
placas (uma na base e outra fixa ao sistema de acionamento) (Bourne, 2002).

Na Figura 8 esta representado um texturograma tipico de um teste TPA, que pode
ser realizado em compressdo ou em penetrometria. O ponto A corresponde ao inicio da
primeira compressao e o B ao inicio da segunda compresséo. A altura do pico de for¢a no
primeiro ciclo de compresséo (primeira dentada) é definida como a dureza/firmeza. A
coesividade é definida como a raz&o entre as areas das forgas positivas da segunda e da
primeira compressdo (A,/A;). A area negativa A3 é definida como a adesividade,

representa o trabalho necessario para retirar a sonda de compressdo da amostra. A
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percentagem de recuperacdo do material € definida como a elasticidade. Dois parametros
secundarios podem ser calculados através dos retirados diretamente do texturograma, a
gomusidade que é definida como o produto da dureza pela coesividade e a
mastigabilidade que é definida como o produto da gomosidade pela elasticidade (Bourne,
2002).

Firmeza

Forca —»

Tempo ——p

Figura 8 - Texturograma tipico de um Teste de Perfil de Textura. Adaptado de: (Bourne,
2002)
2.4.3. Cor

A Colorimetria é a ciéncia e a tecnologia que quantifica e descreve a percecdo
humana da cor. Esta é a técnica que permite reduzir uma cor a trés valores de modo a
poder coloca-las num espaco de cor tridimensional, imitando a performance dos
observadores humanos. Como a visdo humana é tricromatica, foram definidas trés cores
primarias que combinadas entre si fazem uma grande gama de cores (Choudhury, 2014).

Um espaco de cor € uma forma de especificacdo da cor de forma numérica,
normalmente através de trés conjuntos de numeros que representam posi¢cdes num
espaco tridimensional (Choudhury, 2014).

Os espacos de cor podem ser divididos em trés categorias: dependentes do
dispositivo, independentes do dispositivo e espagos de cor internos. O espaco de cor
dependente do dispositivo é aquele em que a cor resultante depende do equipamento e
da configuracdo utilizada para a sua produgdo, como por exemplo, o sistema RGB. O
espaco de cor independente do dispositivo é aquele em que as coordenadas para a
especificacdo da cor produzem exatamente a mesma cor onde quer que sejam aplicadas,

pois sdo baseadas em representacdes matematicas, como por exemplo, o espaco de cor
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CIE. Os espacgos de cor internos sédo aqueles que estdo entre os dois outros (Choudhury,
2014).

O espaco de cor utilizado mais frequentemente em analises alimentares € o
espaco CIELab. A determinacdo instrumental da cor € realizada através de um
colorimetro (Minolta, 2007).

O espaco de cor CIELab tem trés componentes, L*, a* e b*, onde o L* indica a
luminosidade e a* e b* sdo coordenadas cromaticas. Estas podem ser representadas num
diagrama de cromaticidade, Figura 9. Como se pode observar na figura, os parametros a*
e b* indicam direcdes, +a* indica o vermelho, -a* indica o verde, +b* indica o amarelo e -
b* indica 0 azul. A medida que os valores se afastam do centro aumenta a saturacio da
cor (C*;,). Quanto a luminosidade, esta varia de preto (L*=0) a branco (L*=100) (Minolta,
2007).

(Amarelo)

Tonalidade

Saturacado

-a* -60 60 +a*
(Verde) (Vermelho)

-60
-b* (Azul)
Figura 9 - Diagrama de cromaticidade (espaco de cor CIELab). Adaptado de: (Minolta,
2007)

A expresséo da cor no sistema CIELCH oferece uma vantagem sobre o sistema
CIELAB, uma vez que neste sistema é muito facil relacionar-se os valores obtidos com
outros sistemas com base em amostras fisicas, como a escala de cores de Munsell.
Enquanto o sistema CIELAB usa coordenadas cartesianas para calcular uma cor num

espaco de cor, o sistema CIELCH usa coordenadas polares. E possivel passar do sistema
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CIELAB para o sistema CIELCH. Este sistema usa a luminosidade (L*), a saturagéo (C*,p)
e a tonalidade (h,,) como medidas (Choudhury, 2014).

A saturac&o da cor é dada por C;), = (a*? + b*z)% (Choudhury, 2014).

A tonalidade é uma medida angular, numa escala de 0 a 360° e é dada pela
expressao hg, = arctan (b*/a*). A correlagdo entre o sinal de a* e b* e o valor da
tonalidade encontram-se discriminados na Tabela 5 (Choudhury, 2014).

Tabela 5 - Correlacéo entre os sinais dos parametros a* e b* e o intervalo da tonalidade
(Choudhury, 2014)

Valor de a* Valor de b* Intervalo de tonalidade
Positivo Positivo 0°-90°
Negativo Positivo 90°-180°
Negativo Negativo 180°-270°
Positivo Negativo 270°-360°

A diferenca de cor para o0 espaco de cor CIELAB é dada por

AE* = VAL*2 + Aa*2 + Ab*2. Um observador padrdo deteta a diferenca de cor quando
(Mokrzycki & Tatol, 2011):

o 0 < AE*<1 - o observador ndo percebe a diferenca;

o 1< AE*<2 - apenas um observador experiente pode notar a diferenca;

e 2 <AE*<3,5- 0 observador inexperiente também nota a diferenca;

e 3,5 < AE* <5 - diferenca clara na cor é observada;

e AE*>5 - 0 observador nota duas cores diferentes.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

As microalgas Chlorella vulgaris e Tetraselmis chuii utilizadas foram produzidas na
Noruega por um dos parceiros do projeto Algae2Future. Estas algas foram submetidas a
um pré-tratamento em moinho de esferas para assegurar uma disrup¢ao celular de 97%,
seguida de liofilizagdo. A composicdo nutricional parcial destas microalgas foi
determinada por um dos grupos de investigacdo do projeto na NOFIMA, na Noruega.
Adicionalmente, para estudos comparativos, foi também utilizada Chlorella vulgaris
Premium em pé da marca Allma by Allmicroalgae, sendo esta produzida em Portugal.

A composigdo nutricional das microalgas utilizadas encontra-se na Tabela 6. A
composicao nutricional das microalgas produzidas no ambito do projeto A2F (T. chuii e C.
vulgaris) foi realizada pela empresa NOFIMA na Noruega. A composigédo nutricional da

Chlorella vulgaris comercial é a constante do rétulo da mesma.

Tabela 6 - Composicao nutricional das microalgas utilizadas.

Composicéo Tetraselmis chuii Chlorella vulgaris Chlorella vulgaris
nutricional A2F A2F Allmicroallgae

Lipidos 13,1 g/100 g 15,7 g/100 g 10 g/100 g
Acidos gordos 29/100 g
saturados
Acidos gordos 1,50 g/100 g
monoinsaturados
Acidos gordos 6 g/100 g
polinsaturados
Amido 1,3 9/100 g 0,8 g/100 g
Proteinas 48,5 g/100 g 50,4 g/100 g 55 g/100 g
Sal 0,35 /100 g

Os ingredientes foram adquiridos no mercado nacional: farinha de trigo comercial
T65 (Granel Moagens), levedura desidratada (Fermipan), sal de mesa (Continente),
acucar (Sidul) e SSL-E481-Estearilo-2-lactilato de sodio (Puratos).

33



3.2. Métodos
3.2.1. Preparacéo dos péaes

A formulacdo escolhida para preparacdo das massas e dos paes esta
representada na Tabela 7. Tendo em conta os estudos realizados no ambito do projeto
A2F selecionou-se a percentagem de incorporacdo das microalgas de 4,0% (Nunes, et al.,
2020a). Esta percentagem de incorporacdo decorre de trabalhos anteriores, onde se
verificou que era esta a percentagem a qual se observava uma competitividade entre o
pao com microalga e o pao controlo, para além de, comparativamente com incorporacées

mais baixas, ter uma melhor qualidade nutricional.

Tabela 7 - Descricdo dos ingredientes e respetivas gramagens utilizadas na formulacéo
dos paes, as gramagens de sal, levedura, aglcar e SSL sao dadas em funcdo da massa
de farinha utilizada

Formulacéo
Ingredientes Controlo 4% Tetraselmis 4% Chlorella 4% Chlorella vulgaris
chuii A2F vulgaris A2F Allmicroalgae
Farinha de trigo 100,0 96,0 96,0 96,0
T65
Sal 1,7 1,7 1,7 1,7
Levedura 4,0 4,0 4,0 4,0
desidratada
Acucar 1,0 1,0 1,0 1,0
SSL 0,5 0,5 0,5 0,5
Microalga 0,0 4,0 4,0 4,0
Agua (Base 14% 66,0 66,0 66,0 69,0
Humidade)

A quantidade de agua a adicionar nas dieferentes formulac6es foi determinada
recorrendo ao valor de absorcao de agua obtido e ensaio no Micro-doughLAB.

Para a preparacdo das massas comecou-se por pesar 0s ingredientes da
formulacdo, a pesagem de farinha utilizada para a elaboracdo dos paes foi sempre de
300 g. De forma a uniformizar as condi¢cbes de amassadura, os ingredientes foram
misturados num processador de cozinha (Bimby, Vorwerk, Alemanha). Apés a pesagem,
procedeu-se ao aquecimento da agua até uma temperatura de 37°C, velocidade 3,

durante 30 segundos. Ativou-se a levedura, em duas fases, numa primeira adicionando a
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levedura a 4gua e misturando na velocidade 3, durante 30 segundos, e numa segunda
fase adicionando o agucar e misturando na velocidade 3, durante 30 segundos. Em
seguida foram adicionados os restantes ingredientes misturando-se 1 min a velocidade 6
e 2 min a velocidade espiga. ApOs obtencdo da massa, esta foi colocada numa forma
retangular de dimensdes 25,5%12,0x6,5 cm e colocada numa estufa de fermentacéo
(Unox, Italia) com temperatura controlada de 37°C, durante 60 minutos. Apés a
fermentacdo, a massa foi cozida num forno elétrico (AriannaXLT133, Italia) com
circulacédo forcada de ar, a 160°C durante 35 minutos. Durante o tempo de cozedura da
massa, foi colocado um recipiente com agua, para prevenir uma formacao precoce da
crosta do pao. ApOs a cozedura dos paes, estes arrefeceram durante 2 horas a

temperatura ambiente sobre uma grelha, para posterior corte e analise.

3.2.2. Reologia das massas durante a mistura

Para efetuar a analise da reologia das massas e a sua evolugédo durante a mistura
utilizou-se o equipamento Micro-doughLAB 2800 (Perten, Australia). As curvas de mistura
foram realizadas a uma velocidade de 120 rpm, 30°C, durante 10 minutos. Ajustou-se a
absorcéo de a4gua (WA) de modo a obter valores de torque méaximo de 130 mN.m %4 %.
Os parametros avaliados encontram-se representados na seccéo 2.4.1.2.

As absorc¢fes de agua obtidas foram utilizadas para ajustar a 4gua a adicionar na

preparacdo das massas.

3.2.3. Comportamento viscoelastico linear das massas

Para a analise da reologia das massas panares foi utilizado um reémetro de
tensao controlada (MARS lll, Haake, Alemanha) acoplado com um sistema Peltier. Foram
utilizados uns sensores de pratos paralelos serrados (PP20 — 20 mm didmetro) com uma
distancia entre pratos de 1,5 mm.

Porcbes esféricas das massas foram colocadas em estufa a 37°C durante 60
minutos. Em seguida, cada uma destas porcdes foi colocada entre os pratos do redbmetro,
sendo posteriormente coberta com parafina liquida para evitar a desidratacdo durante os

testes, Figura 10.
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Figura 10 - Redmetro com sistema sensor de pratos paralelos serrados com massa de C.

vulgaris

O primeiro teste efetuado foi um varrimento de tensdo de modo a determinar qual
a zona viscoelastica linear, selecionando a tensdo a aplicar no teste de varrimento de
frequéncia. Na realizagdo dos testes de varrimento de frequéncia foram utilizadas novas
por¢cbes de massa fermentada, sendo variada a frequéncia entre 0,001 e 100 Hz. Estes
testes foram realizados a uma temperatura de 5+0,1°C de modo a parar a fermentagéo.
As determinacBes destes testes foram realizadas em triplicado para cada massa, as

massas entre os testes repousaram no frigorifico.

3.2.4. Avaliacdo da textura

A avaliacdo da textura foi realizada num texturometro TA.XT.plus (Stable Micro
Systems, Reino Unido) equipado com uma célula de carga de 5 kg, numa sala de
ambiente controlado (T=20°C). A avaliacdo dos parametros referentes a textura foi
realizada recorrendo a um teste TPA — Andlise de Perfil de Textura, com o objetivo
principal de mimetizar duas dentadas consecutivas que o alimento sofre na boca.

Este teste foi realizado para as massas fermentadas (Figura 11) e para os paes.
Para as medicdes, foi utilizada uma sonda acrilica com 10 mm de diametro (p/10) para as
fatias de pdo, enquanto para as massas foi utilizada uma sonda acrilica com 19 mm de
didmetro (p/19), foram feitas pelo menos 3 repeticbes em cada caso, sempre em locais
distintos. As distancias de penetragéo utilizadas foram de 8 mm para o pdo e de 20 mm
para as massas, a velocidade da sonda foi de 1 mm.s™ e um tempo de espera entre ciclos
de 5 segundos. Para as massas a medicao foi realizada num recipiente cilindrico, com 68
mm de didmetro e 52 mm de altura, em que foram colocadas na estufa de fermentacao,

enquanto para os péaes foram cortadas 3 fatias do meio com 2 cm de espessura.
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Figura 11 - Teste TPA em massa com incorporacdo de C. vulgaris

3.2.5. Avaliacao da extensibilidade da massa

A avaliacdo da extensibilidade da massa foi realizada recorrendo a sonda
SMS/Kieffer Dough and Gluten Extensibility Rig para o texturémetro TA.XT.plus utilizado.
As massas foram moldadas em rolos e colocadas no molde de Teflon, formando
paralelepipedos com formato trapezoidal (3 mm, 5 mm, 4 mm) com um comprimento de 5
cm. As amostras foram testadas apds 10 min de repouso (t0) e apdés 60 min a 30°C (t60).
A velocidade utilizada durante o teste foi de 1,0 mm.s™ e a distancia de 30 mm, o teste foi
realizado pelo menos 5 vezes para cada amostra e para cada tempo (Figura 12). Os
parametros avaliados encontram-se explicados na seccéo 2.4.2.1.

Figura 12 - Teste de extensibilidade da massa utilizando a sonda SMS/Kieffer Dough and
Gluten Extensibility Rig
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3.2.6. Medicao da cor

A avaliacdo instrumental da cor da massa, cor do miolo e da c6dea do péao foi
realizada através do Colorimetro Minolta CR-400, Japdo, com o iluminante D65. A cor foi
expressa em valores de L*, a* e b* (coordenadas do sistema CIELAB). No sistema
CIELAB, as cores sdo decompostas em trés parametros, a Luminosidade (L*) e as
coordenadas a* e b*. Os valores de L* variam entre 0 (escuro) e 100 (claro), os valores de
a* variam entre +60 (vermelho) e -60 (verde) e os valores de b* variam entre +60
(amarelo) e -60 (azul).

Para cada formulacéo realizaram-se pelo menos quatro repeticbes das medicoes.
Antes de cada ensaio, o colorimetro foi calibrado com o padréo branco Minolta.

Para saber o impacto da incorporagdo das microalgas em estudo na cor das
massas e péaes calculou-se a diferenca total de cor (AE*) entre a amostra controlo e as
amostras com incorporagdo de microalga, a saturacdo da cor (C*,,) e a tonalidade da cor
(Nab).

A diferenca de cor é dada por:

AE* = VAL*%2 + Aa*? + Ab*2 (Equacéo 1)
A saturacdo da cor é dada por:
Cip=(a*®+ b*2)§ (Equacéo 2)
A tonalidade da cor é dada por (McLellan, Lind, & Kime, 1995):
hgyp = arctan (b*/a*) X 180/m,sea” >0eb* >0 (Equacao 3)
ou
hgyp = arctan (b*/a*) X 180/m + 180,se a* < 0 (Equacéao 4)
ou

hap = arctan (b*/a*) x 180/ + 360,sea” > 0e b* <0 (Equagéo 5)

3.2.7. Determinacgéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada para as massas fermentadas no equipamento
pH Basic 20 (CRISON, Espanha). A determinacéo foi feita por perfuracdo da massa com
0 elétrodo de solidos e medi¢do direta, tendo sido feita em triplicado. O elétrodo foi

calibrado com solugbes de pH 4 e pH 7.

3.2.8. Determinacgéo da atividade da agua

A determinacdo da atividade da &gua do miolo do pé&o foi realizada através do
equipamento HygroPalm AW (Rotronic, Reino Unido) a temperatura constante (20,0+1°C).

O miolo do péo foi preparado esfarelando-se o miolo em pequenas dimensdes apoés
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arrefecimento completo do p&o. Este teste foi realizado em triplicado para cada
formulacéo de péo.

3.2.9. Determinacao do teor de humidade

A determinacéo do teor de humidade do péo foi realizada exclusivamente para o
miolo do mesmo. Esta determinacdo foi realizada utilizando uma balangca de
infravermelhos ADAM PMB 202 por aquecimento a uma temperatura de 130°C.
Realizaram-se medicdes em triplicado de todos os pées.

3.2.10. Avaliagao das perdas na cozedura

A avaliagdo das perdas durante a cozedura permite conhecer a percentagem de
agua que é perdida na cozedura. Este parametro é dado por:

Massa antes da cozedura — Massa depois da cozedura

X 100

% de perdas durante a cozedura =
Massa antes da cozedura

(Equacéo 6)

3.2.11. Avaliacéo do volume dos pées

A medicdo do volume do pdo é realizada recorrendo ao deslocamento de
sementes de colza, de acordo com a norma AACC 10-05.01 (Medigdo de volume por
deslocamento de sementes de colza).

A medicado do volume do péo foi realizada recorrendo a uma caixa com dimensdes
de 52x20x10 cm onde se colocou 0 pdo e se encheu até a superficie com sementes de
colza. Em seguida, mediu-se o volume das sementes que estavam contidas na caixa.
Estas medi¢cOes foram efetuadas em duplicado para cada formulagéo.

O volume do péao corresponde entédo a subtracdo do volume de sementes contidas
na caixa em conjunto com o pdo ao volume de sementes contidas na caixa vazia.

A partir do volume do pdo e da massa apds cozedura apurou-se 0 volume

especifico do péo.

3.2.12. Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada recorrendo ao programa
estatistico OriginPro8. Os resultados experimentais foram submetidos a uma analise de
variancia (ANOVA) usando o teste de Tukey para um nivel de significancia de 95%
(p<0,05), de forma a verificar se existem diferencas significativas ou néo, entre os pares

de médias dos diferentes parametros analisados.
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4. Resultados e Discusséao
4.1. Reologia das Massas durante a mistura

Nos ensaios realizados no micro-doughLAB obtiveram-se valores de torque
maximo idénticos, isto €, com diferencas inferiores a 4%, ajustados ao valor de referéncia
de 130 mN.m, sendo determinada a absor¢cdo de agua para cada mistura farinha de trigo/
microalga.

As curvas obtidas no micro-doughLAB encontram-se representadas na Figura 13.
Na Tabela 8 encontram-se apresentados os parametros calculados a partir dos valores

destas curvas.
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Figura 13- Curvas obtidas no micro-doughLAB para todas as formulacdes (controlo e com

incorporacédo das microalgas T. chuii e C. vulgaris)

z

Através da andlise estatistica dos resultados € possivel concluir que existem
diferencas significativas (p<0,05) entre o pdo com a formulagcéo controlo (sem adicéo de
biomassa microalgal) e os pdes com incorporacdo das microalgas produzidas no ambito
do projeto A2F, tanto T. chuii como C. vulgaris, no caso do tempo de desenvolvimento da
massa. Em termos de estabilidade as formulacdes com as microalgas do projeto ndo sdo
significativamente diferentes, as formulagcbes com Chlorella vulgaris ndo séo

significativamente entre si e a formulacio com C. vulgaris comercial ndo é

40



significativamente diferente da formulagdo controlo. Quanto ao softening ndo existem

diferengas significativas entre massas (p>0,05).

Tabela 8- Pardmetros médios obtidos do micro-doughLAB para as diferentes formulagées
(controlo e com incorporagéo das microalgas T. chuii e C. vulgaris) *Letras iguais

correspondem a valores néo significativamente diferentes entre as massas (p>0,05)

Tempo de . )
WA _ Estabilidade Softening
desenvolvimento
(%) (s) (mN.m)
(s)
Controlo 52 131+3 b 141 +8 c 22+1 a
Tc A2F 52 156 + 18 a 197 + 16 a 24 +4 a
Cv A2F 52 162 +6 a 184 + 14 a,b 26+ 3 a
Cv Allmicroalgae = 55 1407 a,b 154 +12 be 23x4 a

Estes resultados sugerem que existe um aumento da estruturagdo da massa e da
sua estabilidade quando se incorporam as microalgas. O aumento da estruturacdo pode
ser atribuido a um aumento do teor proteico em relagdo ao controlo. A Gnica microalga
que apresenta valores concordantes com estudos anteriores (Graga, et al., 2018) é a C.
vulgaris comercial, onde se verificou que niveis de incorporacdo de 4% de C. vulgaris
provocavam um aumento da absor¢édo de agua e uma diminui¢cdo da estabilidade. O efeito
da adicdo de T. chuii observado ndo é semelhante ao observado em péo isento de gluten,
em que a adicdo de T. chuii a 4% ndo teve alteracdo significativa do tempo de
desenvolvimento da massa, nem da estabilidade e do softening (Nunes, et al., 2020a).

A elevada diferenca de resultados entre as massas obtidas com incorporacéo de
biomassa de Chlorella vulgaris pode dever-se a estas terem composicfes diferentes, mas
também terem sofrido processos de producdo e secagem diferentes, que provocam
alteracdes substanciais nas carateristicas das biomassas. Um estudo em pao de trigo
com incorporagdo de biomassa fresca e biomassa comercial (desidratada) a 1% mostra
que diferentes processos de processamento conduzem a resultados reolégicos diferentes
(Nunes, et al., 2020b).
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4.2. Comportamento viscoelastico linear das Massas Fermentadas

Na Figura 14 estdo representados os resultados obtidos nos testes de varrimento
de frequéncia efetuados para as massas fermentadas da formulacdo controlo (sem
microalga) e das formulagbes com incorporacdo de microalgas — diferentes niveis de

incorporacéo e diferentes origens.

Espectro mecénico
1000000
. & ‘ ®G' Controlo
'E 100ooo a® [ ® ] . 0G" Controlo
£ e0?® _g080%,2°4 ,
Y .‘.O.... 28 Ho G'Tc A2F 4%
: . a9
3 '.0....' "5@'@@8 G" Tc AZF 4%
£ * aB30%
I, o2 _-,.u.og%@@@ ®G' Cv AZF 4%
__._._.j_._tHT__rg_o_e_ﬁ____ = o
_:i:n@f:—;o@ OG" Cv A2F 4%
ao-8
éo o] ®G' Cv Allmicroalzae 4%
© 0G" Cv Allmicroalgae 4%
1DDD T T T T 1
0,001 0,01 0,1 1 10 100
w [rad/s)

Figura 14- Espetros mecanicos a 5°C das massas fermentadas controlo e com

incorporacado de microalgas (T. chuii e C. vulgaris de duas origens distintas)

Através dos resultados obtidos é possivel verificar que todas as massas possuem
uma componente elastica (G’) superior a componente viscosa (G”), o que significa que as
massas tém um comportamento predominantemente elastico. No entanto, esse
comportamento viscoelastico € muito dependente da frequéncia, o que normalmente se
associa a sistemas pouco estruturados (Fradinho, et al., 2020), este comportamento
também é notado num estudo sobre a incorporagéo de C. vulgaris a 1% em pao de trigo
(Nunes, et al., 2020b). A massa com incorporacdo de C. vulgaris produzida no A2F
apresentou valores de G’ mais elevados sugerindo que a microalga provocou um reforgo
da estrutura da massa, e a massa com incorporagao de T. chuii apresentou valores de G’

inferiores ao controlo sugerindo uma destabilizacdo da estrutura pela adicdo da microalga.
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Controlo Tcd% Cv AZF 4% Cv Allmicroalgae 4%

Figura 15 - Valores de G' retirados dos espetros mecanicos a 6,283 rad/s (1 Hz) das
massas fermentadas controlo e com incorporagéo de microalgas (T. chuii e C. vulgaris).
*Letras iguais correspondem a valores nao significativamente diferentes entre as massas

(p>0,05)
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Figura 16 - Valores de G' retirados dos espetros mecanicos a 62,83 rad/s (10 Hz) das
massas fermentadas controlo e com incorporagéo de microalgas (T. chuii e C. vulgaris).
*Letras iguais correspondem a valores néo significativamente diferentes entre as massas
(p>0,05)

Considerando pelo menos trés repeticdbes de cada amostra, e comparando 0s
valores do médulo elastico (G") retirados dos espetros mecéanicos a duas frequéncias
distintas (6,28 e 62,83 rad/s), conforme a Figura 15 e a Figura 16, verifica-se que a 6,28
rad/s existem diferengas significativas (p<0,05) entre a formulacdo com T. chuii e a
formulacdo com a C. vulgaris do projeto A2F (p<0,05), mas cada uma destas massas ndo
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é significativamente diferente do controlo e da formulagdo com C. vulgaris comercial
(p>0,05). E de salientar que as diferencas referidas anteriormente se mantém a 62,83
rad/s. Esta andlise apoia a ideia de que a adi¢do da C. vulgaris provocou um aumento da
estruturacdo da massa, no entanto, um estudo sobre incorporacdo de C. vulgaris
comercial em péo de trigo, biomassa desidratada de uma marca distinta da utilizada no
presente trabalho, aponta que quando a concentracdo € superior a 3% o efeito de
fortalecimento induzido pelas microalgas € menor do que a concentracbes menores,
existindo um efeito de desestruturacao relacionado com uma provavel separacdo de fases
da biomassa adicionada e um rompimento da matriz de gliten (Graga, et al., 2018). Neste

trabalho, a adi¢cdo de T. chuii provocou uma destabilizagéo da estrutura.

A dependéncia do médulo elastico e do médulo viscoso da frequéncia pode ser
descrita pela Lei de Poténcia (Fradinho, et al., 2020):
G =axfP (Equacao 7)
G =a' xfb (Equacao 8)
Em que os valores a e b sdo determinados através da realizagdo da regressao
linear do logaritmo de G’ e de G” versus o logaritmo da frequéncia, onde as ordenadas na
origem sédo o’ e a”, respetivamente, e os declives sdo b’ e b”, respetivamente (Bernaerts

T. M., 2017). Os valores obtidos para estes parametros estao na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores ajustados para as equacoes da Lei da poténcia, letras iguais
correspondem a valores nédo significativamente diferentes entre formulacdes (p>0,05)

*Letras iguais correspondem a valores nao significativamente diferentes entre as massas

(p>0,05)
o b’ a” b”
Controlo 21005 ab 0,2957 a 11594 a,b 0,2337 ab
Tc 4% 14160 b 0,3029 a 7866 b 0,2203  b,c
Cv A2F 4% 36238 a 0,2616 a 16381 a 0,2082 c
Cv Allmicroalgae 4% 24019 a,b 0,3016 a 12538 a,b 0,2462 a

(R? entre 0,915 - 0,996)

O parametro a’ mais baixo da massa com incorporacéo de T. chuii indica que esta
massa é a que possui uma menor estruturacdo, estes resultados estao coerentes com a
literatura (Nunes, et al., 2020a).

O parémetro b’ ndo é significativamente diferente nas massas com e sem

incorporagdo de microalgas (p>0,05). Quanto ao parametro b” podemos observar que
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existem diferengas significativas entre a massa controlo e as massas com incorporacao
das microalgas do projeto A2F (p<0,05), enquanto a massa controlo ndo é
significativamente diferente da massa com incorporacdo de Tetraselmis chuii nem da
massa com incorporacdo de Chlorella vulgaris comercial (p>0,05). Para todas as
amostras estudadas, os valores de b’ e b” assumem valores inferiores a 0,5 (valor que
indica a transi¢cdo para comportamento do tipo soélido. Como nestas amostras nao se pode
considerar que b’ e b” sejam iguais a zero, ndo existe uma independéncia clara (G'«cw® e
G’xw’) entre 0 G’ e a frequéncia, nem entre o G” e a frequéncia, isto é, 0 G’ e 0 G” n&o

sdo independentes da frequéncia (Bernaerts T. M., 2017).

4.3. Avaliacdo da textura das massas

A Analise de Perfil de Textura das massas permitiu calcular valores para 0s
parametros firmeza, coesividade e elasticidade.
Na Figura 17 estdo representados os resultados da firmeza das diferentes

formulacdes.
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Figura 17 - Valores de firmeza das massas das diferentes formulagc@es (controlo e com
incorporacdo das microalgas T. chuii e C. vulgaris) *Letras iguais correspondem a valores

nao significativamente diferentes entre as massas (p>0,05)

As massas com menor firmeza sdo a massa controlo e a massa com incorporagéo
de 4% de Tetraselmis chuii, sendo estas duas massas néo significativamente diferentes
(p>0,05). Este resultado ndo é concordante com estudos anteriores em pao sem gluten
com a mesma concentracdo de microalga T. chuii, onde foi observado um aumento da
firmeza (Nunes, et al., 2020a), mas tal sera explicado pela diferente matriz estrutural dos

paes isentos de gluten, onde 0 amido assume uma importancia fundamental no nivel de
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estruturacdo da massa. A massa que apresenta uma maior firmeza € a massa com
incorporacéo de 4% de Chlorella vulgaris produzida o ambito do projeto A2F, sendo esta
significativamente diferente de todas as outras massas (p<0,05). A massa com
incorporacdo de Chlorella vulgaris comercial apresenta uma firmeza intermédia, sendo
significativamente diferente das restantes massas (p<0,05). Neste sentido podemos
concluir que a incorporagéo de Chlorella vulgaris reforga a estruturagéo da massa sendo
que a que produz o efeito mais significativo é a Chlorella vulgaris produzida no ambito do
projeto A2F, o que deverd ser atribuido ao maior grau de disrup¢éo celular e saida de
macromoléculas do interior das células (proteinas e polissacéaridos que vao contribuir para
a estrutura das massas de panificacdo), para além da composi¢cdo bioquimica que
apresenta alguma diferenga (Tabela 6).

Na Figura 18 podemos observar os valores da coesividade das massas das
diferentes formulagdes, sendo que as massas com menor coesividade s8o a da
formulacdo controlo e da formulagdo com incorporacdo de Chlorella vulgaris comercial,
ndo sendo estas significativamente diferentes uma da outra, sdo no entanto
significativamente diferentes (p>0,05) das outras formulagbes. A incorporacdo das
microalgas produzidas no ambito do projeto A2F, T. chuii e C. vulgaris, provocou um
aumento da coesividade das massas. A diminuicdo da coesividade em pdo sem glaten
com incorporacao de 4% T. chuii foi reportada em estudo anterior (Nunes, et al., 2020a).
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Figura 18 - Valores de coesividade das massas das diferentes formulacdes (controlo e
com incorporacao das microalgas T. chuii e C. vulgaris) *Letras iguais correspondem a

valores néo significativamente diferentes entre as massas (p>0,05)

Y

Quanto a elasticidade, as Unicas massas que tém uma elasticidade
significativamente diferente uma da outra sdo as com incorporacdo de Tetraselmis chuii e

Chlorella vulgaris comercial (p<0,05), como é possivel observar na Figura 19.
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Figura 19 - Valores de elasticidade das massas das diferentes formulagdes (controlo e
com incorporagdo das microalgas T. chuii e C. vulgaris) *Letras iguais correspondem a

valores néo significativamente diferentes entre as massas (p>0,05)

4.4, Avaliacéo da extensibilidade das massas

A avaliagdo da extensibilidade foi feita recorrendo ao SMS/Kieffer Dough and
Gluten Extensibility Rig do texturometro, sendo os parametros apurados: forca maxima
necessaria para fraturar a massa (Rmax), extensibilidade, isto é, distancia a qual ocorre a
forca maxima (ERmax), energia aplicada na massa até ocorrer a rutura (Area total) e taxa
de alongamento (R/E).

Na Figura 20 podemos observar os valores obtidos para a forca maxima, em que,
no tempo inicial, a massa controlo ndo é significativamente diferente da massa contendo
Chlorella vulgaris do projeto A2F (p>0,05) e sendo ambas significativamente diferentes
das massas contendo Tetraselmis chuii e Chlorella vulgaris comercial (p<0,05). As
massas contendo Tetraselmis chuii e Chlorella vulgaris comercial ndo séo
significativamente diferentes entre si (p>0,05). Apds fermentacao, verifica-se que a massa
contendo Chlorella vulgaris do projeto A2F € significativamente diferente das restantes
massas (p<0,05) e que a massa controlo passa a ndo ser estatisticamente diferente da
massa contendo Chlorella vulgaris comercial (p>0,05) mas continuando significativamente
diferente da massa contendo Tetraselmis chuii (p<0,05). Estes valores sdo proximos dos
citados na literatura (Nunes, et al., 2020b) embora a adi¢do de C. vulgaris comercial na
literatura tenha provocado um aumento da resisténcia e neste ensaio provocou uma

diminui¢cdo da mesma.

47



0,35

0,30 a
0,25 T

—_ W Trige Controlo

Z 020 re

= W Trigo Tc AZF 4%

E

= 015 M Trigo Cv AZF 4%

M Trigo Cv Allmicroalgae 4%

0,05

0,00

!

to t60

Figura 20 - Forga maxima aplicada durante o teste de extensibilidade as massas (controlo
e com incorporacgdo das microalgas T. chuii e C. vulgaris) *Letras iguais correspondem a

valores néo significativamente diferentes entre as massas (p>0,05)

Quanto a extensibilidade (Figura 21) podemos observar que no tempo inicial a
massa controlo € significativamente diferente das massas contendo Tetraselmis chuii e
Chlorella vulgaris do projeto A2F (p<0,05) mas ndo é estatisticamente diferente da
Chlorella vulgaris comercial (p>0,05). No entanto, apos fermentacdo a massa controlo é
significativamente diferente de todas as outras (p<0,05), ndo apresentando diferencas
significativas as massas contendo Chlorella vulgaris (p>0,05), e sendo a massa com
Tetraselmis chuii significativamente diferente das outras massas apresentado o valor

menor de extensibilidade (p<0,05).
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Figura 21 - Distancia a qual ocorre a forca maxima aplicada durante o teste de
extensibilidade as massas (controlo e com incorporagédo das microalgas T. chuii e C.
vulgaris) *Letras iguais correspondem a valores nado significativamente diferentes entre as

massas (p>0,05)
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Na Figura 22 podemos observar a area total sob a curva obtida no texturébmetro,
como medida da energia necessaria para ocorrer a fratura da massa. A energia
necessaria para a fratura da massa controlo € significativamente maior do que para as
restantes massas (p<0,05) sendo que a massa que necessita de menor energia € a
contendo Tetraselmis chuii, sendo esta significativamente diferente das contendo
Chlorella vulgaris (p<0,05). Ap6s a fermentacdo, a massa contendo Tetraselmis chuii é
significativamente diferente das restantes (p<0,05), sendo a massa controlo e as massas

contendo Chlorella vulgaris ndo significativamente diferentes entre si (p>0,05).

Trigo Controlo

W Trigo Tc AZF 4%

W Trigo Cv AZF 4%
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to te0

Figura 22 — Area total sob a curva tragada durante o teste de extensibilidade as massas
(controlo e com incorporacao das microalgas T. chuii e C. vulgaris), correspondente a
energia aplicada *Letras iguais correspondem a valores néo significativamente diferentes

entre as massas (p>0,05)

Os valores obtidos para R/E estdo representados na Figura 23. Como podemos
observar, no tempo inicial apenas existem diferencas significativas entre as formulacfes
com incorporacdo de Chlorella vulgaris do A2F (p<0,05). Ap6s fermentacéo verifica-se
que as formulacbes contendo as microalgas do projeto A2F séo significativamente
diferentes da formulacdo controlo e da formulacdo com Chlorella vulgaris comercial
(p<0,05). Estes valores sdo muito superiores aos obtidos por (Nunes, et al., 2020b)
apesar de terem sido realizados nas mesmas condicbes de ensaio, a tendéncia
observada era que a incorporacdo de 1% de C. vulgaris comercial produzia massas de

trigo com valores R/E mais elevados antes e apds fermentacgéo.
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Figura 23 - Taxa de alongamento das massas das diferentes formulagfes (controlo e com
incorporacgdo das microalgas T. chuii e C. vulgaris) *Letras iguais correspondem a valores

nao significativamente diferentes entre as massas (p>0,05)

Assim, o teste de extensibilidade mostra que a incorporacdo de 4% de T. chuii
provoca uma destabilizagdo da massa, o que corrobora com os resultados dos testes de
reologia dindmica. A incorporacéo de 4% de C. vulgaris do A2F possui um racio R/E mais
elevado indicando uma maior estruturacdo da massa, 0 que corrobora com o resultado
obtido na reologia dindmica, no entanto, no TPA observou-se uma maior firmeza da
massa que pode estar relacionada com a menor extensibilidade observada. No caso da
C. vulgaris comercial observou-se que apés fermentacao todos os parametros do teste de
extensibilidade tinham valores préximos do controlo o que corrobora com os testes de
reologia dindmica em que os valores de G’ e G” eram muito préximos dos valores do

controlo, no entanto, no TPA observou-se um aumento da firmeza.

4.5. Determinacéao do pH

As massas fermentadas com adicdo de microalgas tém um valor de pH mais
elevado. A massa fermentada com pH mais acido é a massa controlo (5,14). A massa
fermentada com pH mais elevado é a massa com incorporacdo de Tetraselmis chuii
(5,84). Todas as massas apresentam um pH significativamente diferente entre si (p<0,05).
Com incorporacdo das microalgas ocorre um aumento no pH, sendo a massa obtida
menos acida que o controlo. Os valores de pH obtidos para cada uma das massas
encontram-se na Tabela 10.

O aumento dos valores de pH corrobora com estudos ja realizados em que a
incorporacdo de microalgas leva a um aumento de pH (Garcia-Segovia, et al., 2017;
Khemiri, et al., 2020). O valor de pH da massa com incorporacdo de 4% de T. chuii é
bastante proximo do obtido por (Nunes, et al., 2020a) (5,9), apesar de este valor ser para

um pao isento de gluten.
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Tabela 10 - Valores de pH das massas fermentadas de cada uma das formulagées em
estudo. *Letras iguais correspondem a valores nao significativamente diferentes entre as

massas (p>0,05)

pH
Controlo 514+0,09 d
Tc 4% 584+£0,12 a
Cv A2F 4% 530+0,06 c
Cv Allmicroalgae 4% 5,50+0,04 b

4.6. Medicéo da cor das massas

Na Tabela 11 encontram-se os valores dos parametros da cor, L* e coordenadas
cromaticas a* e b*, assim como a saturacdo da cor (C*,,), a tonalidade da cor (hy) € a
diferenca total de cor (AE*), para cada uma das massas fermentadas.

Tabela 11 - Valores do parametro L* e das coordenadas croméaticas a* e b*, saturacdo da
cor, a tonalidade da cor e a diferencga total de cor das massas fermentadas (controlo e
com incorporacao das microalgas T. chuii e C. vulgaris). *Letras iguais correspondem a

valores néo significativamente diferentes entre as massas (p>0,05)

L* a* b* C*» hab AE*
Controlo 795+23 a 1,7+0,7 a 16,4+0,7 b 16,5+0,7b 840+1,1 d
Tc 4% 422+0,7 ¢ -119+04d 21,1+10a24,2+1,1 a 1195+0,6 a 40,0

Cv A2F 4% 416+05c -34+02 b 16,7+10b 17,0+1,0 b 101,6 +0,9 c 38,2
Cv Allmicroalgae 4% 46,2+0,8 b -10,1+05¢c 21,9+1,7a24,1+15 a 1146+2,1 b 35,7

A massa com coloracdo mais clara, ou seja, L* mais elevado, é a massa controlo
(79,5), sendo esta significativamente diferente das restantes massas (p<0,05). As massas
com incorporacdo de microalga apresentam-se numa localizacdo no espaco de cor nas
regides do verde e do amarelo, ou seja, valores de a* negativos e b* positivos.

Quanto a saturagéo (C*,,) podemos verificar que as formulacdes com Tetraselmis
chuii e com Chlorella vulgaris comercial apresentam uma saturacdo significativamente
maior do que as restantes formulag¢des (p<0,05), significando que apresentam uma cor
mais viva. Em relacéo a tonalidade (h,,), podemos observar que a formulacéo controlo e a
com incorporacdo de C. vulgaris do projeto apresentam valores entre 70 e 105° o que

corresponde a uma tonalidade amarela, enquanto as formula¢cdes com incorporacéo de T.
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chuii e de C. vulgaris comercial apresentam valores entre 105 e 195°, correspondente a
uma tonalidade verde. No entanto, a massa contendo C. vulgaris do projeto A2F
apresenta uma cor verde amarelada.

Quanto a diferenca total de cor podemos observar que entre qualquer uma das
formulacbes com incorporacdo de microalga e a formulacdo controlo existe uma clara
percecdo da diferenca na cor das massas, uma vez que o AE* é muito superior a 3,5
(Mokrzycki & Tatol, 2011). Diferencas totais de cor superiores a 5 sado referidas em
estudos anteriores com outras microalgas (Garcia-Segovia, et al., 2017; Khemiri, et al.,
2020), e em pdo sem gluten com valores de 77 para incorporacdo de 4% de T. chuii
(Nunes, et al., 2020a). Num estudo anterior foi obtido um valor de AE* de 12,5 em péo de

trigo com adicdo de 1% de C. vulgaris (Nunes, et al., 2020b).

4.7. Avaliacdo da textura do péao

A andlise de textura do péo foi realizada através de testes TPA. Os dois
parametros mais representativos da textura do pdo sao a firmeza e a coesividade. Na
Figura 24 encontram-se os valores de firmeza inicial dos pdes e na Figura 25

encontram-se os valores de coesividade dos mesmos.
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Figura 24 - Valores de firmeza inicial dos paes com as diferentes formulacdes (controlo e
com incorporacao das microalgas T. chuii e C. vulgaris). *Letras iguais correspondem a

valores néao significativamente diferentes entre os paes (p>0,05)

Os pédes que apresentam uma firmeza inicial mais baixa sdo o pado controlo e o
pdo com incorporacdo de 4% Tetraselmis chuii, hdo sendo estes significativamente
diferentes entre si (p>0,05), mas sendo significativamente diferentes dos paes com
incorporacdo de Chlorella vulgaris (p<0,05). Por sua vez os paes com incorporacao de

Chlorella vulgaris ndo séo significativamente diferentes entre si, o que permite concluir
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gque a adicdo desta microalga na massa do pao reforca a estruturacdo do produto, este
resultado é ndo é concordante com o obtido num estudo anterior onde se estudou a
incorporacdo de diferentes niveis desta microalga e se verificou que em incorporacdes de
1 a 5% a firmeza ndo é diferente da do controlo (Graga, et al., 2018). No entanto, em
estudo anterior de incorporagdo de T. chuii em pdo sem gluten verificou-se uma clara

tendéncia de aumento da firmeza (Nunes, et al., 2020a).
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Figura 25- Valores de coesividade dos paes com as diferentes formula¢gdes (controlo e
com incorporacdo das microalgas T. chuii e C. vulgaris). *Letras iguais correspondem a

valores néo significativamente diferentes entre os pées (p>0,05)

Quanto a coesividade podemos observar que ndo existem diferengas significativas
entre os pdes com as diferentes formulagées (p>0,05), permitindo concluir que a adicédo
das microalgas nao influenciou significativamente a coesividade dos pées.

Na Figura 26 encontra-se a evoluc¢do da firmeza do pdo ao longo do tempo de
armazenamento, em intervalos de 24 horas até um maximo de 72 horas. A adicao de
Tetraselmis chuii ndo influencia significativamente a firmeza ao longo do tempo de
armazenamento, ndo sendo significativamente diferente da firmeza do pao controlo em
todos os tempos em analise (p>0,05). Quanto aos pdes com adicao de Chlorella vulgaris
podemos observar que estes apresentam uma firmeza distinta do pdo controlo e com
adicao de Tetraselmis chuii em todos os tempos em analise exceto as 48 horas em que o
pao com adicao de Chlorella vulgaris comercial ndo é significativamente diferente do pao
controlo (p>0,05). Assim, a adicdo de Chlorella vulgaris tem um efeito nefasto no

envelhecimento do péo, pelo aumento significativo da firmeza (p<0,05).
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Figura 26 - Evolugéo da firmeza dos pées (controlo e com incorporagdo das microalgas T.
chuii e C. vulgaris) ao longo do tempo de armazenamento, letras diferentes correspondem

a resultados significativamente diferentes para 0 mesmo tempo (p<0,05). *Letras iguais

Firmeza {N)

6,000 -

:

g

g

a

i s

——w
— w

a
= Controlo
a T mTCAZF 4%
b b I Cv AZF 4%
Cv Allmicroalgae 4%

I

b
b, c
c C
II
T T
24h 48

h 72h

correspondem a valores nao significativamente diferentes entre os paes (p>0,05)

A partir das médias das firmezas para cada pdo em cada hora foi também avaliada

a cinética de envelhecimento. Na Figura 27 pode-se observar a firmeza ao longo do

tempo de armazenamento. A partir das regressdes lineares foram determinados

parametros: velocidade de envelhecimento (A) e firmeza inicial (B).
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Figura 27 - Cinética de envelhecimento dos pées controlo e com incorporacao das

microalgas (T. chuii e C. vulgaris). *Letras iguais correspondem a valores nao

significativamente diferentes entre os paes (p>0,05)
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Na Tabela 12 podemos observar os valores retirados das regressoes lineares.
Como podemos ver a formulacdo que apresenta uma menor declive é a formulagdo com
incorporacdo de Tetraselmis chuii, contudo apresenta um menor coeficiente de
determinag&o. As restantes velocidades de envelhecimento tém valores muito proximos

uns dos outros.

Tabela 12 - Parametros da cinética de envelhecimento retirados das regressdes lineares

efetuadas
F(N=At(h)+B A B R?
Controlo 0,0246 2,0666 0,9248
Tc A2F 4% 0,0198 2,2804 0,7718
Cv A2F 4% 0,0230 2,9595 0,9343
Cv Allmicroalgae 4% 0,0246 2,8916 0,8014

A incorporagdo de microalgas é benéfica na velocidade de envelhecimento exceto
no caso da Chlorella vulgaris comercial pois apresenta um valor idéntico ao da formulagao
controlo. Em estudo semelhante da incorporagdo de C. vulgaris em pdo de trigo
observou-se um efeito nefasto na cinética de envelhecimento diretamente relacionado
com a quantidade de incorporagdo de microalga, em que a incorporacdo de 4% de
microalga correspondeu a um aumento em 72% na velocidade de envelhecimento (Graca,
et al., 2018).

4.8. Medicéo da cor do péao
4.8.1. Cor dacbdea

Na Tabela 13 encontram-se os valores dos parédmetros da cor, L* e coordenadas
cromédticas a* e b*, assim como a saturacdo da cor (C*,,), a tonalidade da cor (hy,) € a

diferenca total de cor (AE*), para as c6deas dos pées.
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Tabela 13 - Valores do parametro L* e das coordenadas crométicas a* e b*, saturacéo da
cor, a tonalidade da cor e a diferenca total de cor das c6deas dos pées (controlo e com
incorporacédo das microalgas T. chuii e C. vulgaris). *Letras iguais correspondem a valores
nao significativamente diferentes entre os paes (p>0,05)

L* a.* b* C*ab hab AE*
Controlo 71,3+24 a 79+13 a 287+36 a 298+38 a 746+09 b
Tc 4% 399+11 ¢ 1,4+0,7 b 20,3+2,4 b,c 20,3%+23 b,c 859+1,3 a 33,1

Cv A2F 4% 420+0,7 bc 09+0,2 b 178+08 ¢ 17,8+08 c 87,0+0,7 a 32,0
Cv Allmicroalgae 4% 435+2,0 b 09+04 b 222+24 b 222+24 b 875+13 a 294

As cOdeas com coloragdo mais escura, ou seja, L* mais baixo, sdo as dos péaes
com incorporacdo de microalgas sendo estas significativamente diferentes da cddea do
pdo controlo (p<0,05). As cOdeas dos pdes com incorporacdo de microalga
apresentam-se numa localizagdo no espago de cor nas regibes do vermelho e do
amarelo, ou seja, valores de a* e b* positivos.

Quanto a saturagéo (C*,,) podemos verificar que as formulacdes com Tetraselmis
chuii e com Chlorella vulgaris apresentam uma saturacao significativamente mais baixa do
que a formulag&o controlo (p<0,05), significando que apresentam uma cor menos viva.
Em relagdo a tonalidade (h,,), podemos observar que todas as formulacfes apresentam
valores entre 70 e 105°, o que corresponde a uma tonalidade amarela, a formulacao
controlo apresenta um valor significativamente diferente das formulacbes com
incorporacdo de microalgas (p<0,05). No entanto, a tonalidade observada é de um
verde-escuro em todas as cddeas dos pdes com incorporacdo de microalgas. A formacao
de compostos de cor acastanhada decorrentes da degradagcédo da clorofila, tais como
feoforbideos e pirofeoforbideos, também pode afetar a percecdo visual da cor e,
consequentemente, 0 posicionamento da amostra dentro do espaco tridimensional L*a*b*
(Batista, et al., 2019).

Quanto a diferenca total de cor podemos observar que entre qualquer uma das
formulagcbes com incorporacdo de microalga e a formulacdo controlo existe uma clara
percecdo da diferenca na cor das massas, uma vez que o AE* é muito superior a 3,5
(Mokrzycki & Tatol, 2011).

A diferenca de cor é importante na aceitabilidade pelo consumidor, como por
exemplo, em p&o com incorporacdo de 3% de Spirulina ndo foi bem aceite pelo painel de
consumidores devido & sua cor mais pronunciada, mais diferente da do controlo (Achour,
et al., 2014).
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4.8.2. Cor do miolo

Na Tabela 14 encontram-se os valores dos parametros da cor, L* e coordenadas
cromaticas a* e b*, assim como a saturacdo da cor (C*,,), a tonalidade da cor (hy,) € a

diferenca total de cor (AE*), para os miolos dos péaes.

Tabela 14 - Valores do parametro L* e das coordenadas crométicas a* e b*, saturacéo da
cor, a tonalidade da cor e a diferencga total de cor dos miolos dos pées (controlo e com
incorporacédo das microalgas T. chuii e C. vulgaris). *Letras iguais correspondem a valores
nao significativamente diferentes entre os paes (p>0,05)

L* a* b* C*ab Nap AE*

Controlo 750+11 a 0,5+0,2 a 183+0,3 c 18,3+0,3 c 884+05 c
Tc 4% 378+08 ¢-34+04c¢c316+10a318+10 a961+06 a 39,8
Cv A2F 4% 352+12 d-20x£0,1b246+£0,7b 24,7+0,7 b 946+£02 b 404

Cv Allmicroalgae 4% 41,4+08 b -3,0+0,8 ¢ 30,7+2,0 a 30,8+1,9 a 95,6+1,8 a,b 36,0

O miolo que apresenta uma colora¢éo mais clara, ou seja, L* mais elevado, é o do
pao controlo sendo este significativamente diferente dos restantes miolos (p<0,05). Os
miolos das formula¢cdes com incorporagédo de microalga apresentam-se numa localizagéo
no espago de cor nas regides do verde e do amarelo, ou seja, valores de a* negativos e
b* positivos, enquanto a formulacdo controlo se encontra nas regides do vermelho e do
amarelo (valores de a* e b* positivos).

Quanto a saturagéo (C*,,) podemos verificar que as formulacdes com Tetraselmis
chuii e com Chlorella vulgaris comercial apresentam uma saturacdo significativamente
mais elevada do que a formulagé@o controlo (p<0,05), significando que apresentam uma
cor mais viva. Em relacdo a tonalidade (h,,), podemos observar que todas as formulagdes
apresentam valores entre 70 e 105° o0 que corresponde a uma tonalidade amarela, a
formulacdo controlo apresenta um valor significativamente mais baixo do que as
formulacdes com incorporacao de microalgas (p<0,05). No entanto, a cor observada é
verde em todos os miolos dos paes com incorporagdo de microalgas (Figura 28). A
formacdo de compostos de cor acastanhada decorrentes da degradacdo da clorofila, tais
como feoforbideos e pirofeoforbideos, pode afetar a percecdo visual da cor e,
consequentemente, 0 posicionamento da amostra dentro do espaco tridimensional L*a*b*
(Batista, et al., 2019).
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Figura 28 - Fotografias de fatias de p&o. A) Controlo B) T. chuii C) C. vulgaris A2F D)

C. vulgaris Allmicroalgae

Quanto a diferenca total de cor podemos observar que entre qualquer uma das
formulacdes com incorporacdo de microalga e a formulacdo controlo existe uma clara
percecao da diferenca na cor do miolo, uma vez que o AE* é superior a 3,5 (Mokrzycki &
Tatol, 2011), resultados concordantes com outros estudos, sendo de 12,5 no caso de
incorporacdo com 1% de C. vulgaris (Nunes, et al., 2020b). Em estudo sobre a
incorporacao de T. chuii em pdo sem gliten observou-se uma diferenca total de cor de 77,

muito superior a obtida neste trabalho (Nunes, et al., 2020a).

4.9. Determinacdo da atividade da agua, do teor de humidade, das perdas na

cozedura e do volume dos paes

Na Tabela 15 encontram-se representados os resultados obtidos para a atividade
da agua (a,), humidade, volume, volume especifico e perdas na cozedura dos diferentes
paes, sendo que as determinacfes do volume e das perdas na cozedura apenas foram

realizadas em duplicado.
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Tabela 15 - Valores de atividade da agua (a,), humidade, volume, volume especifico e
perdas na cozedura dos diferentes paes. *Letras iguais correspondem a valores néo
significativamente diferentes entre os pées (p>0,05)

Volume | Perdas na

Humidade Volume >
Ay 5 especifico | cozedura
(%) (cm®) \
(cm*/g) (%)
Controlo 0,93+0,01 a 40,99+0,551 b 1130 2,73 15,52
Tc 4% 0,92+0,01 a 42,18+0,17 a 1210 2,91 16,07
Cv A2F 4% 0,93+0,01 a 42,40+0,16 a 1175 2,79 15,76
Cv Allmicroalgae 4% 0,93 £ 0,003 a 42,32+0,32 a 1082,5 2,57 14,86

Através da andlise de resultados é possivel concluir que a atividade da agua para
todos os pées é bastante elevada, pois esta encontra-se proxima de 1. Os valores obtidos
sdo semelhantes aos existentes em bibliografia, encontrando-se entre os valores obtidos
para p&o de trigo com incorporagédo a 1,5% de |. galbana, T. suecica, S. almeriensis e
N. gaditana (perto de 0,98) (Garcia-Segovia, et al., 2017) e os valores obtidos para pao
sem gluten com incorporacao a 3% de Chlamydomonas sp e N. gaditana (entre de 0,83 e
0,89) (Khemiri, et al., 2020). Os pées com incorporacdo de microalgas apresentam uma
atividade da agua néo significativamente diferente da do pao controlo (p>0,05). Assim,
pode conclui-se que a adicdo de microalgas ndo tem impacto significativo na atividade da
agua, i.e., na conservacao do péo.

Verifica-se que a adicdo de microalgas aumenta o teor de humidade dos péaes,
sendo que, os valores de humidade destes sédo significativamente mais elevados do que a
humidade do péo controlo (p<0,05).

Quanto ao volume especifico dos paes podemos observar que 0 pédo com
incorporacdo de Tetraselmis chuii possui um valor mais elevado e o pdo com
incorporagdo de Chlorella vulgaris comercial o que apresenta um menor volume
especifico. Um menor volume especifico do pdo pode estar relacionado com uma maior
firmeza do miolo, no entanto, a firmeza do controlo nao é significativamente diferente da
do pdo com 4% de T. chuii (p>0,05). No caso dos paes com incorporacao de C. vulgaris,
ambos apresentam valores de firmeza superiores ao controlo mas o p&do com C. vulgaris
do A2F apresenta um volume especifico superior ao controlo.

Os valores obtidos para a formulacdo controlo sédo ligeiramente superiores aos
encontrados na literatura (2,27 cm®/g), num estudo sobre a incorporacéo de Spirulina em
pado de trigo (Achour, et al., 2014). Nesse estudo, o volume especifico aumentou

significativamente com incorporacdes de 1 e 3% de Spirulina (Achour, et al., 2014). O
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aumento do volume especifico também foi observado em pao de mistura de trigo e
centeio com incorporacgéo de Dunaliella salina a 5, 7,5 e 10% (Tertychnaya, et al., 2020).

Um estudo em incorporagdo de C. sorokiniana a 2,5 e 5% em p&o sem gluten ndo
obteve diferencas significativas no volume especifico entre as formulacdes (1,9 cm®g
para todas as formulacdes) (Diprat, et al., 2020). No caso das perdas na cozedura todas
as formulacdes tém valores muito semelhantes, o que significa que a retengcéo de agua é
bastante semelhante entre o controlo e os pdes com incorporacdo de microalgas, ndo
sendo este afetado pela incorporacdo a 4% destas microalgas. Um estudo em
incorporacdo de C. sorokiniana a 2,5 e 5% em pdo sem gluten também n&o obteve
diferencas significativas entre as formulagbes (14,5 para o controlo e de 13,4 para 2,5 e
5% de microalga) (Diprat, et al., 2020).
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5. Concluséao

As microalgas, muito embora ja sejam usadas na alimentacdo humana ha milhares
de anos, podem hoje ser encaradas como novos ingredientes sustentaveis, com uma
reduzida pegada de carbono no processo de producdo, e com inlUmeros compostos
biol6gicos de interesse, desde compostos com propriedades antioxidantes, anti-tumorais,
e anti-inflamatdrios, entre outros. Estas apresentam também um elevado valor nutricional.
Ao longo das ultimas décadas tém vindo a ser desenvolvidos varios produtos com
microalgas, no entanto, € necessario ter em conta a aceitabilidade destes por parte dos
consumidores, pois niveis tecnologicamente aceitaveis podem néo o ser sensorialmente.

Com os estudos apresentados nesta dissertagdo, concluiu-se que a incorporacao
de biomassa das microalgas Tetraselmis chuii e Chlorella vulgaris tém impacto nas
propriedades reoldgicas das massas e na aptidao tecnolégica dos péaes de trigo.

A determinagdo das propriedades reolégicas durante a mistura da farinha e
microalga, analisadas no micro-doughLAB, permitiu concluir que a adicdo de microalga
aumenta o tempo de desenvolvimento da massa e a estabilidade, levando a concluir que
a massa fica mais estruturada.

Com a adi¢do de Chlorella vulgaris ocorre um aumento da firmeza da massa
fermentada, devido ao refor¢o da estrutura, atribuido ao seu elevado teor em proteina. A
adicdo de ambas as microalgas produzidas no d&mbito do projeto A2F, Chlorella vulgaris e
Tetraselmis chuii, provocou um aumento da coesividade das massas.

A caracterizagdo das massas fermentadas através do seu comportamento
viscoelastico linear permitiu detetar diferencas que estardo relacionadas com a estrutura
interna do material. Todas as massas possuem um comportamento predominantemente
elastico. A adicao da Chlorella vulgaris do projeto A2F provocou um aumento do nivel de
estruturacdo da massa, enquanto a adicdo de Tetraselmis chuii provocou uma
destabilizacdo da estrutura, e também provocou uma diminuicdo acentuada da
extensibilidade da massa fermentada, medida no texturdmetro com recurso a sonda
SMS/Kieffer Dough.

As massas controlo e com incorporacdo da Chlorella vulgaris do projeto
apresentam uma tonalidade verde amarelada, enquanto as massas com incorporacao de
Tetraselmis chuii e de Chlorella vulgaris comercial apresentam uma tonalidade verde.
Depois da cozedura todas as cddeas e os miolos dos paes apresentaram uma tonalidade
verde.

Aptiddo tecnolégica dos pées sofre alteracdo com a adicdo de biomassa
microalgal as formulagbes. Com a adi¢do de Chlorella vulgaris ocorre um aumento da

firmeza do péo, enquanto a adicdo de Tetraselmis chuii ndo tem efeito na firmeza. Quanto
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a cinética de envelhecimento do pdo, a microalga que se destacou pelo seu efeito
benéfico foi a Tetraselmis chuii, atrasando este fenomeno.

A adicdo das microalgas teve impacto na humidade, sendo que esta aumentou
significativamente, a atividade da &gua ndo sofreu alteragdes. O volume especifico dos
paes também se alterou, sendo que a incorporacédo de Tetraselmis chuii foi a que teve um
impacto positivo maior e a adicdo de Chlorella vulgaris comercial teve um efeito negativo
no volume especifico, estando relacionado com a firmeza do pdo. As biomassas de
Chlorella vulgaris utilizadas tém composi¢des diferentes, mas também tém processos de
producao e secagem diferentes, que provocam alteracdes substanciais nas carateristicas
das biomassas, conduzindo a resultados diferentes apesar de as biomassas incorporadas
serem da mesma espécie.

A cor dos paes é verde, exceto a do controlo que € amarela, apesar de as
coordenadas no espacgo de cor indicarem que pertencem a zona dos amarelos. Todas as
amostras apresentam uma diferenca total de cor para o controlo superior a 35,
significando que o olho humano distingue perfeitamente as amostras com incorporagao de
microalgas do controlo.

Seria ainda importante realizar os estudos da composi¢ao nutricional, da atividade
antioxidante, da biodigestibilidade e a andlise sensorial que estavam inicialmente
previstos e que nédo foi possivel realizar devido a pandemia de SARS-CoV-2.
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