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Resumo

Os consumidores exigem cada vez mais qualidade e seguranca dos produtos que consomem.
Até 2050, a populagdo mundial deverd crescer para 9,6 bilides e enfrentaremos desafios
crescentes para garantir que as pessoas terdo acesso a alimentos seguros, nutritivos e
saudaveis. Face a este aumento populacional, é necessério considerar novos produtos com
qualidade nutricional e simultaneamente seguros. Neste contexto, é importante salientar a
relacdo indissocidvel entre o desenvolvimento de produtos alimentares e a seguranga
alimentar.

As microalgas sdo consideradas uma fonte de alimentos promissora, sobretudo pela sua
riqueza em vitaminas, minerais e proteina. A proteina é um dos principais nutrientes que serao
escassos no futuro, por isso sio necessdrias fontes e métodos de producio de proteina
alternativos para atender a necessidade dos consumidores. A incorporagdo da biomassa de
microalgas na receita de produtos alimentares tradicionais é uma tendéncia mundial, sendo
varios os produtos ja langados no mercado alimentar em todo o mundo.

A estabilidade da espécie Chlorella vulgaris e o uso do processo de produgao fechado permitem
criar um produto padronizado, reprodutivel e livre de contaminantes O fotobiorreator é o
sistema mais comum utilizado para a produgdo de microalgas.

Quanto a legislagao, nio existe regulamentagdo harmonizada para as microalgas na Europa.
O objetivo da presente dissertacido é descrever o processo de desenvolvimento de croutons
como boa fonte proteica, com incorporagdo da microalga Chlorella vulgaris, salientando as
questdes de segurancga alimentar inerentes ao processo.

Foram selecionadas duas microalgas com caracteristicas semelhantes, mas cor distinta: branca
e amarela. Foram realizadas sete formulagdes com diferentes percentagens de incorporagio
das microalgas em relagio a quantidade de farinha.

Foram realizadas provas organoléticas al8 colaboradores da empresa, nas quais foi possivel
observar que as formulagdes de Chlorella vulgaris amarela obtiveram a melhor pontuagao em
todos os atributos em andlise, com especial relevancia atribuida a apreciacao global. O sabor,
0 aroma, a cor e a inten¢do de compra foram as qualidades onde as formulagdes referidas
mais se destacaram.

Todos os resultados nas analises microbiolégicas estavam adequados, com base na legislagao
existente. Também através da andlise nutricional, a formulagio H8%, pode incluir varias

alegagdes nutricionais no rétulo, tais como: fonte de fibra e fonte de proteina.



Concluindo, foi possivel inovar e criar um produto alimentar diferenciado, com as
caracteristicas nutricionisias e microbiolégicas desejadas, com a perspetiva de que no futuro

a microalga Chlorella vulgaris seja incorporada em vérios produtos alimentares.

Palavras-chave: seguranca alimentar, microalgas, Chlorella vulgaris, croutons



Abstract

Nowadays consumers are expecting quality and safety from the food they buy.

By 2050, there will be 9.6 billion people on the planet, and providing them with access to safe
food and good meals become more and more difficult. Considering the population growth,
new goods that are both safe and nutritional must be taken into consideration. In this context,
it is critical to emphasize the close connection between food safety and food product
development.

Microalgae are a promising food source, particularly for their nutritional richness. Several
foods have already been introduced in the global food industry that incorporate microalgae
biomass into the recipe of traditional food products.

Chlorella vulgaris provides a stable and closed manufacturing method for a contaminant-free
production process. The most popular system is the photobioreactor.

In terms of legislation, Europe lacks a unified microalgae regulatory framework.

The objective of this dissertation is to detail the method of Chlorella vulgaris incorporation into
croutons to provide a good source of protein while exposing the procedural risks inherent to
food safety.

Microalgae with similar characteristics, but different color: white and yellow, were selected.
Seven formulas were presented with different percentages of the microalgae in relation to the
amount of flour. Eighteen organoleptic tests were presented in which it was possible to
observe the yellow Chlorella formulas that obtained the best evaluation in all the common
attributes with which they were specially attributed to the global evaluation. Flavour, aroma,
colour, and purchase intention were the attributes with which the aforementioned formulas
stood out the most.

All results in the microbiological analyzes were adequate, based on existing legislation. Also,
through nutritional analysis, the H8% formula can include various nutrition claims on the label,
such as fiber and protein sources.

To conclude, it was possible to innovate and create a different product, with the desired
nutritional and microbiological characteristics, with the prospect that in the future the

microalgae Chlorella vulgaris will be incorporated into various products.

Keywords: food safety, microalgae, Chlorella vulgaris, croutons
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I. Introducio

Durante varios séculos, os alimentos foram principalmente produzidos e consumidos
localmente, passando nas ultimas décadas a serem cada vez mais produzidos e comercializados
globalmente. A procura global por alimentos de alta qualidade, disponiveis a qualquer hora e
a0 mesmo tempo acessiveis para a maioria dos consumidores em todo o mundo, levou a que
hoje as cadeias de produtos alimentares processassem matérias-primas e produtos de todas
os continentes. Com estes desenvolvimentos surgiram os fluxos e as cadeias globais de
alimentos que abrangem as regides agricolas em todo o mundo.(1)

A cada dia surgem produtos alimentares novos, das mais diversas industrias do ramo alimentar.
Atualmente, os consumidores estdo a exigir produtos alimentares sofisticados, inovadores e
saudaveis. O numero destes consumidores cresce diariamente, pois existe uma consciéncia
coletiva para uma vida onde predomine a salde e o bem-estar, através do consumo de
produtos naturais.(2) Com efeito, nos ultimos anos, tem havido bastante pressao para que os
alimentos formulados pela industria alimentar sejam ainda mais nutritivos.(2,3) Os
consumidores exigem qualidade e seguranca dos produtos que consomem, pois, os alimentos
sao fonte de energia e nutrientes necessarios para manter uma vida saudavel.(4) Procuram
ainda alimentos produzidos e processados de forma sustentdvel, considerados seguros,
frescos, naturais e com elevado valor nutricional, diminuindo ou até eliminando os aditivos
sintéticos (5), obtendo assim alimentos com um “rétulo limpo”.(6-8) Neste sentido, a
industria alimentar esta a ser chamada a corresponder as exigéncias dos consumidores, que
continuardo a procurar a satisfagao sensorial de todos os tipos de alimentos.

Como consequéncia, as empresas sao movidas para a inovagao e desenvolvimento de novos
produtos sendo este um processo dispendioso e arduo.(5)

As recentes tendéncias de consumo resultam em novos produtos sem conservantes, com
baixo teor de gordura e calorias reduzidas, no entanto, a modificagido da formulagio de um
produto também pode influenciar as suas caracteristicas intrinsecas como a atividade da dgua
(aw) ou o pH para niveis propicios ao crescimento de microrganismos patogénicos de origem
alimentar. Esses novos produtos devem ser simultaneamente seguros, e a sua seguranca deve
ser avaliada individualmente.(9)

Neste contexto, é importante salientar a relagdo indissocidvel entre o desenvolvimento de
produtos alimentares e a seguranca alimentar. Como as cadeias de fornecimento de alimentos
atravessam varias fronteiras nacionais e regionais, a colaboragao entre governos, produtores,

fornecedores, distribuidores e consumidores garantira a seguranga alimentar no século XXI.

(4)



Até 2050, a populagio mundial deverd crescer para 9,6 bilides e enfrentaremos desafios
crescentes para garantir que as pessoas terdao acesso a alimentos seguros, nutritivos e
saudaveis.(10,11) A globalizagdo e o facil acesso a viagens rapidas fizeram das doencas
transfronteiricas uma preocupagdo principal para a seguranca alimentar.(l 1)

Milhoes de pessoas em todo o mundo estdo em risco de ingerir alimentos inseguros e ficarem
doentes enquanto centenas de milhares morrem todos os anos porque consomem alimentos
contaminados. De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), uma doenga de origem
alimentar é uma doenca de natureza infeciosa ou téxica causada pela ingestdo de alimentos ou
agua contaminados com bactérias, virus, parasitas ou substancias quimicas.(12)

Por um lado, a alimentagao segura melhora a saude individual e da populagdo, e por outro,
melhora o crescimento econémico da regiao onde a seguranga alimentar é praticada e
aprimorada.(4)

Esta tendéncia de aumento da procura por alimentos saudaveis convergiu em alimentos
distintos, entre eles as algas. Estas tornaram-se uma nova e importante fonte de ingredientes
e compostos naturais.(13) As algas, incluindo microalgas e algas marinhas, tém na verdade uma
longa histéria de uso e aplicagdes. Foram sendo cada vez mais importantes como ingredientes
alimentares e aditivos na racio animal, mas também como constituintes de cosméticos,
agroquimicos, biomateriais e como matérias-primas de energia renovdvel embora também
possam ser utilizadas para servigos como tratamento de dguas residuais e limpeza de gases de
combustdo ou outros usos ambientais como, por exemplo, producio de bioplastico,
biorremediacdo de residuos alimentares, biocombustivel, monitorizacdo ambiental e produgédo
de biohidrogénio e biogas.(3,14-23) Esta ampla utilizagdao deve-se ao crescente conhecimento
sobre os valiosos compostos funcionais que as microalgas possuem e os beneficios que elas
podem oferecer em termos de sustentabilidade em comparagio com os métodos atuais de
producio de alimentos ou energia.(19) Tém na realidade muitos usos e podem servir a uma
ampla gama de industrias, tornando-se um recurso altamente valioso.

Assim, as microalgas podem contribuir ainda mais para a economia, aumentando a capacidade
de producdo atual e desenvolvendo novas aplicagdes. Existem caracteristicas que favorecem
o aumento da sua utilizacdo, entre elas, o facto de serem microrganismos de crescimento
rapido, serem capazes de atingir uma elevada produtividade de biomassa e utilizarem
principalmente a luz solar como fonte de energia. Por esses motivos, sio consideradas
fundamentais para o desenvolvimento de processos sustentdveis que contribuam para a

economia global.(24)



Quanto a sua utilizagdo na alimentagio, a maior parte da biomassa das microalgas atualmente
comercializada para fins alimentares é vendida como suplemento alimentar em comprimidos,
capsulas ou em pé e é promovida como “superalimento”, “rico em proteinas” e/ou “rico em
6mega-3".(3,25) Nos ultimos anos, a tendéncia tem sido incorporar a biomassa das microalgas
ou compostos derivados de microalgas como ingrediente em formulagdes de alimentos. Estes
alimentos podem ser divididos entre aqueles que usam biomassa de microalgas apenas como
agente corante e aqueles que usam microalgas como ingrediente diferenciado pelas suas
propriedades nutricionais ou funcionais ou como estratégia de marketing. Alguns dos alimentos
onde ja foram incluidas microalgas sdo por exemplo, bebidas organicas, crackers, barras de
origem vegetal, biscoitos, entre outros.(26)

As microalgas foram solicitadas essencialmente com o objetivo de melhorar o contetido
nutricional de alimentos convencionais ou suplementos alimentares, agentes prebiéticos ou
outras aplicagdes terapéuticas com efeito positivo na saiide humana.(27)

Relativamente ao consumidor, atualmente, a maioria dos produtos disponiveis que contém
microalgas estao direcionados para consumidores veganos, bem como aqueles que optam por
comprar produtos organicos ou biolégicos. Inicialmente as microalgas foram consideradas
apenas como uma fonte ndo convencional de proteina, mas percebeu-se que a proteina nao
era o Unico argumento para promover a sua utilizagdo como alimento ou como suplemento
alimentar.(28) Na realidade, as microalgas sao uma importante fonte de compostos bioativos,
que podem beneficiar a saide, pois demonstraram ter propriedades antioxidantes e
antihipertensivas, para além do seu contributo nutricional na alimentagdo.(29)

Relativamente ao desenvolvimento de novos produtos, este é essencial para as empresas da
indUstria alimentar e inclui o desenho, o desenvolvimento e a otimizacio de diferentes
formulagdes, bem como as técnicas de processamento. Por exemplo, o uso de processamento
térmico tem uma influéncia decisiva na biodisponibilidade de nutrientes e compostos bioativos
presentes no alimento. E necessério realizar um trabalho de investigagio detalhado focado na
aplicacdo dos ingredientes em causa em diferentes matrizes alimentares e o impacto nas
caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e propriedades reoldgicas.(7) Todo este processo de
inovacdo é complexo e adquire naturalmente valorizagao quando recebe o input de vérios
profissionais de diferentes areas, para que o produto final vd ao encontro do que os
consumidores procuram. De entre estes profissionais, os nutricionistas tém revelado as suas
competéncias no trabalho que desenvolvem na industria alimentar, tal como refere o artigo
5.° do Regulamento n.® 89/2022 que define o Ato do Nutricionista.(30) Nos Gltimos anos os

nutricionistas tém desenvolvido o seu trabalho em diversas empresas da indUstria alimentar
3



na comunicagao para o consumidor, na inovagdo, seguranca e sustentabilidade alimentar e
nutricional participando na inovagdao e concec¢iao/produgao de novos produtos, auxiliando no
marketing nutricional, elaborando informagdes técnico-cientificas dos produtos, colaborando
no desenvolvimento da rotulagem nutricional dos produtos, estruturando informagdes
relativas a nutricdo que apoiem a promogdo do produto no mercado e realizando ainda o
controlo de qualidade dos géneros alimentares.(30,31)

O objetivo da presente dissertagdo é descrever o processo de desenvolvimento de croutons
como boa fonte proteica, com incorporagdo da microalga Chlorella vulgaris, salientando as

questdes de seguranga alimentar inerentes ao processo.

2. Enquadramento tedrico

2.1. Apresentaciao da empresa

A Rialto - Industria Alimentar, Lda é uma empresa do setor da industria panificadora, fundada
em 1988. A totalidade do seu processo de fabrico decorre nas instalagcdes da sua fabrica,
localizada na Zona Industrial da Palhaga, em Oliveira do Bairro, incluindo a sede social e
servicos comerciais. No seu inicio laborou apenas como pastelaria e padaria e,
posteriormente, com o objetivo de responder a uma tendéncia de mercado, passou a
fabricar cubos de pao tostados, designados adiante como croutons, tostas com sabor
(Biscottinas), pao ralado e mais recentemente snacks de batata e milho (Cracck’s®) e topping de
pedacos de pdo tostado (Breadbits®). A Rialto - Industria Alimentar, Lda oferece atualmente
uma gama de produtos diversificada e de valor acrescentado. Exporta mais de 60% da sua
producdo, estando atualmente presente em cerca de 25 paises (em 4 continentes), com a
marca Rialto, mas também com marca proépria dos seus clientes.

Na Politica da empresa destacam-se os principios que a representam: a satisfacio do cliente,
a qualidade e seguranca dos produtos, a inovagao e a gestdo da qualidade, tanto ao nivel dos
produtos como dos processos de producao, focando-se sempre na melhoria continua. Por
estes motivos, a empresa possui certificagdo IFS (International Featured Standards) Food,
desde 2014 e atualmente, ja com a versdo 7. Esta norma é reconhecida pela GFSI - Global
Food Safety Initiative (32,33) para fins de auditoria a fabricantes de alimentos. Foi entio a
partir de 2014 que a seguranca alimentar assumiu uma importancia ainda maior na empresa
com a redefinicio do Sistema de Gestao de Seguranga Alimentar.

A Geréncia da Rialto - Industria Alimentar, Lda assume a gestdo da Qualidade como parte

integrante da gestdo global das atividades desenvolvidas na empresa, sendo apoiada pela
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Responsavel da Qualidade, que assegura a adequagido e gestdo operacional do Sistema de
Gestdo da Qualidade e Seguranga Alimentar. O Departamento de Inovagio e
Desenvolvimento (1 &D/CID) também assume a responsabilidade da Seguranga Alimentar,

especialmente nos processos de desenvolvimento de novos produtos.
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Figura |: Logétipo da Rialto - IndUstria Alimentar, Lda.

2.2. Planeamento do desenvolvimento

O presente documento constitui a dissertagio de mestrado realizada no ambito do Mestrado
em Seguran¢a Alimentar da Faculdade de Farmdcia da Universidade de Coimbra. Esta foi
desenvolvida ao longo do estagio realizado na empresa Rialto, entre setembro de 2021 e julho
de 2022.

A escolha do tema das microalgas foi unanime por parte da estudante e dos responsaveis da
empresa (administradores, responsaveis do Marketing e do Gabinete de Criatividade,
Investigacdo e Desenvolvimento). O principal motivo para criar um produto com a inclusdo
de microalgas foi o seu interesse nutricional, nomeadamente, teor proteico e de
micronutrientes. Anteriormente ja teria surgido a possibilidade de incluir algas nos produtos
da empresa, no entanto, foi encontrado um obstdculo que poderia provocar alteragdes muito
significativas. O facto dessas algas conterem os alergénios de peixes e crusticeos impediu o
avanco desta ideia, pois iriam surgir implicagdes a véarios niveis, nomeadamente a obrigacao da
inclusdo dos alergénios na rotulagem de todos os produtos e alteragdo dos procedimentos
relativos a seguranga alimentar, especificamente no plano HACCP (Hazard Analysis and
Critical Control Point) e realizagio de novas andlises de risco. Todas as alteragdes teriam
também consequéncias ao nivel econémico.

Contudo, sabendo que, nos Gltimos anos, as algas e mais especificamente as microalgas tém
sido alvo de interesse para a indlstria agroalimentar e sio uma tendéncia atrativa, foi
novamente levantada esta possibilidade. Apés uma pesquisa de empresas portuguesas que
pudessem colaborar com este projeto e com a vontade de desenvolver novos produtos com

a incorporacio de microalgas, houve um contacto com uma empresa que mostrou desde logo
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um grande interesse em colaborar. Neste caso, foi desde logo possivel confirmar que ndo
existiria o impedimento dos alergénios, uma vez que haveria a garantia de que aquelas
microalgas eram isentas de alergénios, tendo sido referido que o Unico alergénio presente
seria o sulfito, no entanto, como metabolito das microalgas, e numa quantidade inferior a que
se encontra no Regulamento UE 1169/2011.(34) Desde logo foram apresentadas diferentes
possibilidades de microalgas a utilizar, no entanto, foi necessario desenvolver algumas
experiéncias para perceber qual seria a que efetivamente seria incorporada nos novos
produtos. Foi realizada uma experiéncia inicial com a inclusio de trés microalgas, a Spirulina
platensis, a Chlorella vulgaris e a Tetraselmis chuii numa massa de pao, o que resultou em trés
paes diferentes. O resultado desta experiéncia foi avaliado por alguns colaboradores da
empresa que deram o seu contributo para a primeira decisio. De facto, a cor verde e o sabor
intenso e desconhecido destas microalgas, nao gerou uma opinido positiva por parte de todos
os colaboradores a quem foi pedida esta apreciagado inicial e informal. Este foi um indicador
de que n3o se deveria avangar com todas estas hipdteses e foi precisamente essa a decisdo
apo6s esta primeira experiéncia na empresa. Em termos de sabor a microalga Chlorella vulgaris
foi a que teve maior aceitagdo por unanimidade e havendo oportunidade de incluir esta mesma
microalga, mas com uma cor mais semelhante ao tradicional, logo com menos impacto visual,
foi repetida a experiéncia, desta vez com Chlorella vulgaris de cor branca (C.vulgaris VWhite) e
amarela (C.vulgaris Honey). Estas tiveram de facto uma melhor aceitagao, por isso foi decidido
avancar os testes com a sua incorporagdo. Apds este processo, seria necessario decidir qual
o produto e, tendo em conta varios aspetos analisados, tais como, processos, matérias-primas

disponiveis e objetivos de desenvolvimento da empresa, a decisdo versou sobre os croutons.

2.3. Pesquisa bibliografica

A primeira etapa do processo de desenvolvimento foi a pesquisa bibliografica de informagdo
relativa as microalgas, nomeadamente sobre as suas caracteristicas quimicas, vantagens
nutricionais, questdes de seguranga alimentar e o histérico de uso na alimentagdao humana. A
pesquisa foi essencialmente realizada na base de dados Pubmed®, e nos websites das entidades
nacionais e internacionais mais reconhecidas em matéria de seguranca alimentar, como a World
Health Organization, European Food Safety Authority, Centers for Disease Control and Prevention e
Food and Drug Administration, entre novembro de 202| e maio de 2022. A pesquisa da
legislagio, nomeadamente os regulamentos em vigor, foi realizada sobretudo no website EUR-

Lex e nas péaginas da legislagio de cada pais. Adicionalmente, foram consultados os
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documentos relativos as normas no ambito da seguranca alimentar, por exemplo, o Codex
Alimentarius e a norma IFS. Por fim, a informagdo sobre a microbiologia foi obtida em livros.

Toda a pesquisa serviu também de suporte essencial ao desenvolvimento das receitas.
3. Microalgas

As microalgas sao microrganismos eucariotas (35) fotossintéticos microscépicos que sio
encontrados em ambientes marinhos e de dgua doce.(2,36) Sao dos organismos mais antigos
conhecidos pela humanidade e estima-se que existam mais de 50.000 espécies em todo o
mundo, mas apenas cerca de 30.000 espécies foram definidas e parcialmente estudadas.(37)
As microalgas podem ser uma fonte de compostos de carbono, que podem ser utilizados em
biocombustiveis, suplementos de satde, produtos farmacéuticos e cosméticos.(35) Produzem
uma ampla gama de bioprodutos, incluindo polissacarideos, lipidos, pigmentos, proteinas,
vitaminas, compostos bioativos e antioxidantes. (35) As microalgas sdo consideradas uma fonte
de alimentos promissora, sobretudo pela sua riqueza em vitaminas, minerais e
proteina.(2,19,38) Possuem um alto valor nutricional, pois sio também fonte de vdrias
moléculas bioativas, como pigmentos incluindo carotenos e clorofila, hidrocarbonetos,
aminodcidos essenciais, hidratos de carbono e lipidos, nomeadamente, acidos gordos
polinsaturados, o eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), que sdo essenciais
para a saude humana (3,13,19,27,28,37,39-42) e que podem aumentar o valor nutricional dos
produtos alimentares apds a sua incorporagao.

Devido aos diversos componentes nutricionais encontrados nas microalgas, o seu rapido

crescimento e os beneficios de saude, a procura por microalgas estd a aumentar.(43)

3.1. Microalgas na alimentacao

O uso de microalgas como fonte alimentar, nao é estranho para os humanos, mesmo que a
sua exploragio comercial tenha apenas algumas décadas, desde o inicio da década de 50,
quando o foco foi colocado numa possivel oferta insuficiente de proteina devido ao rapido
aumento da populagio mundial.(44) A proteina é um dos principais nutrientes que serio
escassos ho futuro, por isso sdo necessarias fontes e métodos de producido de proteina
alternativos para atender a necessidade dos consumidores.(38)

As microalgas surgiram entdo como uma boa fonte de proteina e continuam como tal, mas
com um interesse acrescido devido aos compostos bioativos Unicos posteriormente
encontrados, o que lhes confere um grande potencial como fonte de alimento e como fonte
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de moléculas funcionais.(2,6) Nesse sentido, as microalgas tém sido utilizadas para melhorar
o conteudo nutricional quer de alimentos, quer de suplementos alimentares (27), estando a
ser vendidas como algas inteiras ou para extragdo dos seus compostos, comercializados
principalmente para produtos de alto valor (45) como fontes de antioxidantes, pigmentos e
vitaminas.(46—48)

Com a evolugdo da industria alimentar, foi possivel fornecer compostos bioativos para a
maioria da populagio adicionando-os a alimentos amplamente aceites ou consumidos
regularmente, como massas, sopa ou pao.(6) Também alguns snacks com microalgas, como
muffins, gressinos e biscoitos, estdo a ser explorados com o objetivo de criar produtos com
maior teor de proteina e maior atividade antioxidante do que os convencionais.(49)

Viérios estudos realizados em Portugal no inicio dos anos 2000 abriram possibilidades para a
inclusdo da biomassa de microalgas como pigmento e ingrediente funcional em produtos
alimentares.

E relevante considerar que existem vdérios fatores que influenciam a forma como as pessoas
aceitam as microalgas nos alimentos, incluindo:

a) Propriedades sensoriais: quando as microalgas sdo adicionadas aos alimentos, podem
alterar a cor e o sabor dos alimentos, o que geralmente é percebido como negativo
pelos consumidores. Esta pode ser a razdo pela qual os produtos com adi¢ao de
microalgas ndo estao ainda no mercado em grande nimero.(50)

b) O “produto transportador”: o produto alimentar ao qual as microalgas sao adicionadas
desempenha um papel importante na forma como as microalgas adicionadas sdo
aceites. Por exemplo, as pessoas sao mais propensas a gostar de microalgas em massas
do que em produtos como leite e pao.(51,52)

c) Familiaridade com o sabor: as pessoas que ja estio familiarizadas com o sabor das
microalgas, por exemplo, sio menos propensas a ter uma dece¢ao com o sabor das
mesmas em produtos alimentares.(53)

d) Conhecimento sobre microalgas: existem diferencas entre a forma como as pessoas
de diferentes paises percebem os produtos alimentares de microalgas. Alguns
investigadores observaram que os consumidores que tém um conhecimento
geralmente maior sobre microalgas tém uma opinido mais positiva.(53)

e) Caracteristicas pessoais: individuos preocupados com a salde parecem estar mais
dispostos a aceitar produtos alimentares com adicao de microalgas (54,55), enquanto
até agora as preocupagdes com o meio ambiente nao parecem influenciar as opinides

das pessoas, apesar do seu potencial como fonte de proteina mais sustentavel.(56)



3.1.1. Melhoria da composi¢ao nutricional

A incorporagdo da biomassa de microalgas na receita de produtos alimentares tradicionais é
uma tendéncia mundial, sendo que varios produtos foram ja langados em todo o mundo. Os
alimentos tradicionais, como paes, massas, cereais, laticinios, que fazem parte da alimentagao
de todos, podem de facto ser usados como veiculos para fornecer os nutrientes que os
consumidores procuram.(26) Diversos alimentos foram ja desenvolvidos com a incorporagao
de microalgas na sua formulagdo e as expectativas sobre esta pratica sao promissoras para a
inddstria alimentar. As microalgas tém sido incluidas para enriquecer nutricionalmente
alimentos como massas (57), biscoitos (58), pudins/sobremesas gelificadas (59),
maioneses/molhos para salada e pio.(60)

A composicdo da biomassa, que pode definir a sua incorporagdo em produtos alimentares,
depende das espécies de microalgas, mas também dos pardmetros de cultivo. Entre os
diferentes tipos de compostos derivados de microalgas, aqueles com propriedades
antioxidantes s3o provavelmente os mais interessantes para aplicagdes industriais.(6)
Algumas espécies de microalgas sao conhecidas por terem, na sua composi¢dao quimica, niveis
de proteina semelhantes aos das fontes tradicionais de proteina, como carne, ovo, soja e

leite.(28,37,61)

3.1.2. Efeitos na saude

Os componentes das microalgas que mais contribuem com os seus potenciais beneficios para
a salde dos humanos sao as proteinas, os lipidos e pequenas moléculas com atividade
antioxidante e anti-inflamatoéria.(62) Estas caracteristicas nutricionais beneficiam a satde
humana a varios niveis, tal como est4 descrito em varios trabalhos.

Sabe-se que poderd ser possivelmente aplicada no tratamento da asma e do distdrbio
pulmonar obstrutivo crénico.(63) Adicionalmente, os resultados de outros trabalhos revelam
ainda potenciais atividades farmacolégicas que, se confirmadas por estudos in vivo, podem ser
exploradas para a prevengio ou tratamento de diversas patologias graves, incluindo doengas
inflamatérias e cancro.(64) Tém também o potencial de aliviar os sintomas e melhorar a
qualidade de vida em pessoas com fibromialgia e colite ulcerosa e diminuir ou manter estavel

a pressao arterial em pessoas com hipertensao.(65,66)



H4 ainda outros beneficios atribuidos a algumas microalgas (por exemplo, Chlorella spp.,
Dundliella sp., H. pluvialis) que produzem compostos associados a bioatividade benéfica para a
saude, por exemplo, antifingica, antiviral, anti-cancerigena, anti-inflamatéria, antioxidante e
imunolégica.(46)

Por outro lado, o consumo excessivo de microalgas, nomeadamente clorela, poderd levar a
efeitos secunddrios. Alguns consumidores indicaram uma potencial correlagdo entre algumas
marcas de suplementos em comprimidos e ocorréncia de nduseas, vomitos e outros
problemas gastrointestinais. Foi fundamentado que se pode verificar uma ma digestibilidade e
pode levar a alguns problemas gastrointestinais.(67) Assim, a clorela foi rotulada como um
alergénio fraco, mas que pode ser de importancia clinica para certas pessoas.(67)

Em muitas situagdes, as microalgas sao ainda consideradas como ingredientes de alimentos
funcionais. Entre o setor de alimentagao sauddvel, podemos encontrar diversas categorias,
uma delas os alimentos funcionais.(68) Estes podem ser definidos como alimentos de aparéncia
semelhante aos alimentos tradicionais, consumidos como parte de uma alimentagdo regular e
que podem contribuir para aumentar o estado de saide de uma pessoa num grau superior ao
esperado para um alimento comum.(2) Também Granato et al. definiram alimentos funcionais
como alimentos naturais ou processados industrialmente que, quando consumidos
regularmente dentro de uma dieta diversificada em niveis eficazes, tém efeitos potencialmente
positivos na satide.(7) Além do seu valor nutricional como alimento convencional, os alimentos
funcionais auxiliam na promogdo de 6timas condi¢des de satide e podem reduzir os riscos de
uma ou mais doengas nao transmissiveis, como dislipidemia, cancro, diabetes tipo 2, acidente
vascular cerebral e doengas cardiovasculares).(7)

Relativamente a estes efeitos na saide dos consumidores, importa esclarecer que
simultaneamente com a definicdo de alimentos funcionais, os principais critérios de inclusao
de uma determinada alegacdo de um ingrediente ou alimento funcional num rétulo alimentar
sdo a seguranca alimentar, o livre acesso sem necessidade de prescricio médica e a
comprovagio dos beneficios para a salde quando consumido regularmente numa dieta

equilibrada. (69,70)



3.1.3. Caracteristicas reologicas e organoléticas

Os componentes como o sabor, a textura e a cor sdo de facto preponderantes para convencer
o consumo dos alimentos por parte dos consumidores.(2,40) E de facto um desafio complexo
tentar produzir novos produtos alimentares com propriedades nutricionais aprimoradas sem
afetar as qualidades sensoriais, que podem impedir as pessoas de os apreciar.(49)

Para além do sabor das microalgas e o seu impacto na aceitabilidade do produto, ainda hd
muitos outros aspetos que precisam de ser considerados. Esses aspetos dizem respeito a
estabilidade dos compostos funcionais encontrados nas microalgas e a sua biodisponibilidade
de acordo com a estrutura e matriz alimentar onde estio inseridos, bem como consideragoes
quanto a preservacdo, embalagem e vida util.(2) Adicionalmente, as microalgas podem ser
utilizadas para melhorar a aparéncia dos alimentos, alterando a sua cor, estrutura e
propriedades reoldgicas (71), uma vez que a sua adigdo afeta a estrutura interna do alimento
devido as alteragdes na absor¢ao de dgua ou na incorporagao de lipidos.(72)

As microalgas parecem ser um ingrediente promissor nao apenas na panificagao, mas também
no desenvolvimento de outros produtos.

Os produtos de panificagdo, como pao, bolachas ou biscoitos, nao sao geralmente expostos a
altas pressdes ou fortes variagdes de pH e tém sido efetivamente usados com sucesso como
veiculos alimentares para diferentes nutrientes promotores de saude.

Uma das vantagens dos biscoitos ou bolachas em relagio ao pao é que seu menor teor de
humidade lhes confere maior vida util.

Em vérios trabalhos, a sua incorporagdo em produtos cozidos no forno, como biscoitos e
paes, resultou num aumento positivo da firmeza dos mesmos.(73—76) Um aspeto positivo é
que a adicio de microalgas a esses produtos nio altera significativamente a textura dos
produtos padrdo. Os estudos realizados até agora mostram que estes produtos tém um bom
nivel de aceitagdo por parte dos consumidores, apesar de alguns poderem ter cores
invulgares.(49)

Por outro lado, a incorporacido de biomassa de microalgas em produtos tradicionais tem-se
mostrado inconveniente em alguns casos por causa de sua forte cor verde, sabor e odor de
peixe.(2,28,50) E, por isso, relevante mencionar que o grau de aceitabilidade dos produtos
base de microalgas parece depender da dieta tradicional da populagio onde tal produto é
incorporado.(2) Enquanto que na China, o investigador Liang refere que os produtos

tradicionais que incorporam microalgas sao considerados saborosos e muito apreciados pelos



consumidores. (77) Becker verificou que o sabor forte de peixe é uma caracteristica negativa
que limita a aceitabilidade desses produtos alimentares por outras pessoas.(28)

No entanto, a maioria dos estudos que incorporam microalgas em concentragdes superiores
a 3% relataram limitagdes tecnoldgicas, como diminui¢do do volume do pao ou atributos
sensoriais negativos. Portanto, é importante selecionar ndo apenas as concentragdes
adequadas de microalgas, mas também otimizar o teor de agua, bem como os tempos de
mistura e fermentagdo para atingir os volumes especificos adequados para o pao com
microalgas.(26)

Por ultimo, quando se refere a utilizagao de alguns ingredientes e respetivos nutrientes, deve
considerar-se que as proteinas e os lipidos em alimentos sdo propensos a oxidagdao durante o
processamento industrial ou armazenamento e alguns nutrientes essenciais sao destruidos,

enquanto outros compostos potencialmente téxicos poderio ser gerados.(6)

4. Chlorella vulgaris

A microalga do género Chlorella foi identificada pela primeira vez pelo investigador holandés
Martinus Willem Beijerinck, em 1890, num lago nos arredores da cidade de Delft, na Holanda.
(14) A produgdo comercial de C.vulgaris para biomassa comegou hé apenas 60 anos, no Japao
em 1960 (46) e, hoje em dia, esta microalga é amplamente produzida e comercializada
incorporada em suplementos alimentares, em muitos paises, incluindo a China, o Japio, a
Europa e os EUA.(78)

Na tabela |, encontra-se sintetizada a composi¢ao bioquimica da C.vulgaris descrita em varios

trabalhos.

Tabela I: Composicdo bioquimica da C.vulgaris. * % do peso seco

Proteina (%)* HC (%) Lipidos (%) Referéncia
49-55 7-42 3-36 (79)
55-67 9-18 (43)
51-58 12-17 14-22 (28)
42-58 12-55% 5-40 (80)



Sabe-se ainda que o teor médio de lipidos nas microalgas varia entre 1% e 40% e, de acordo
com as condi¢des de crescimento, pode chegar a 85% do peso seco, sendo os lipidos mais
importantes o EPA e o DHA.

A Cuulgaris contém ainda muitos outros nutrientes, incluindo, vitaminas (complexo B e
vitamina C), minerais (potdssio, sédio, magnésio, ferro e cilcio), e pigmentos como caroteno
e clorofila.(25,81) O teor de cada nutriente varia de acordo com a estirpe especifica das
microalgas e as suas respostas fisioldgicas a fatores bidticos e abidticos, por exemplo,
intensidade de luz, fotoperiodo, temperatura, nutrientes e fase de crescimento.
Essencialmente como fonte de proteina natural a base de plantas e contendo todos os
aminodcidos essenciais, a biomassa de C.vulgaris em p6é é muito Gtil para uso em alimentos,
bebidas e suplementos alimentares, atendendo a procura do consumidor por proteina que
nao contenha ingredientes de origem animal.(25)

Devido as suas caracteristicas de crescimento rapido e qualidades nutritivas, a clorela ira
provavelmente complementar continuamente as necessidades alimentares.(43) Assim, o valor
nutricional da C.vulgaris assume um elevado interesse para a inddstria alimentar.(37,82)
Contudo, a composic¢do nutricional pode variar. Fabian et. al. investigaram os perfis de macro
e micronutrientes de quinze pés de microalgas com sete espécies diferentes de vdrias
empresas, para avaliar a sua contribuicio no fornecimento de nutrientes para o consumo
humano. Depois de analisada a composi¢ao nutricional, a C.vulgaris ficou colocada em segundo
lugar no ranking das microalgas incluidas, devido ao elevado teor de aminodcidos, fibra,
proteina, clorofila, vitamina D e um baixo ricio de dmega 6/6mega 3. Este trabalho também
mostrou que o pé da mesma espécie de microalga, mas de marcas diferentes, pode nao ter a
mesma composi¢ao nutricional.(37)

Sobre as aplicagcdes e utilizagio da C.vulgaris sabe-se que foi incluida como ingrediente
medicinal na Natural Health Products Ingredients Database do Canada, e como ingrediente ativo

e ingrediente excipiente em medicamentos listados na Therapeutic Goods Administration na

Austrilia.(83)

4.1. Honey Chlorella vulgaris e White Chlorella vulgaris

A Allmicroalgae® apresenta dois pés inovadores de Chlorella vulgaris, aprovados como
ingredientes alimentares e suplementos alimentares pela Autoridade Europeia para a

Seguranca dos Alimentos (EFSA). (84) Em comparagao com os produtos convencionais de cor



verde intensa, estas novas opg¢des sdo visualmente mais neutras e oferecem um sabor discreto,
apresentando o mesmo valor nutricional.(85)

Devido a crescente procura por solugdes alimentares a base de plantas, por exemplo, em
panificagdo e confeitaria, em gelados e maioneses, a clorela amarela funciona bem como
substituta do ovo, enquanto a clorela branca pode substituir as bases lacteas convencionais,
como o leite, aumentando o teor de proteina do produto. Ambas as clorelas sdo agentes de
texturizagdo e espessantes eficazes.(85) Possuem caracteristicas muito interessantes para
serem utilizados como ingredientes de alimentos e bebidas na formulagio de alimentos
funcionais e inovadores, para suplementacdo alimentar, como ingredientes e suplementos para
racoes animais e também em formulagdes cosméticas.(83)

A Cuvulgaris de cor amarela é fonte de micronutrientes de elevada qualidade, cultivada
exclusivamente de forma heterotroéfica. Contém mais de 35% do peso seco em proteina, e
inclui todos os aminodcidos essenciais. O teor total de 4cidos gordos, de 7%, é composto
principalmente por 6mega-6 e 6mega-9, e ainda possui um alto teor de fibras. Adicionalmente,
esta espécie contém compostos de valor acrescentado, com a presenga do pigmento natural
luteina (40), e varios minerais e vitaminas, como fésforo, zinco e vitamina B». (83)

A C.ulgaris de cor branca é também fonte de micronutrientes de elevada qualidade e
cultivada exclusivamente de forma heterotréfica. O Unico carotenoide presente nesta estirpe
é o fitoeno que é conhecido por ser incolor.(40) Este produto contém mais de 40% de
proteina por peso seco, possuindo todos os aminodcidos essenciais, um alto teor de fibras, e
perfil de baixo teor de gordura.(83)

Os resultados dos estudos com estes pds sugerem que a anulagdo parcial da biossintese do
pigmento é um fator que pode promover maiores teores de proteina nestas espécies. Assim,
devido ao seu maior teor de proteina e menor teor de clorofila, sio candidatas a serem
matérias-primas para o desenvolvimento de novos e inovadores suplementos alimentares e
alimentos.(40)

O processo de produgio das microalgas da Allmicroalgae® é descrito da seguinte forma (86):
I) Banco de Cultura de Células: as estirpes sdao mantidas nas condi¢des mais adequadas para
a divisdo celular, e quando atingem concentra¢cdes mais elevadas, estdo prontas para serem
transferidas para um volume maior, com mais espago para crescimento.

2) Fermentagdo: inicia-se num reator de vidro, passando posteriormente para um reator em
escala industrial.

3) Reator autotréfico: Esta fase inicia-se num reator autotréfico de vidro, passando

posteriormente para um reator de placa plana, também conhecido como Green Walls.
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4) Reator tubular Industrial: Nos reatores tubulares industriais, as algas crescem naturalmente
no exterior ao sol e as estirpes sao mantidas nas condigdes mais adequadas para a divisdo
celular.

5) Concentragdo: A cultura de algas vivas é filtrada para separar a biomassa sélida da fase
liquida.

6) Pasteurizagdo: Processo de tratamento com calor da biomassa, aplicado para reduzir o
numero de quaisquer microorganismos patogénicos existentes.

7) Centrifugacao.

8) Spray Dryer: Nesta fase, as microalgas sao processadas em pé fino.

9) Microalgas em pasta.

10) Microalgas em po.

I ) Embalagem: O produto final é embalado, rotulado e armazenado.

4.2. Incorporacao da Chlorella vulgaris em produtos alimentares

4.2.1. Melhoria da composi¢ao nutricional

A Clorella vulgaris é uma das algas mais interessantes com potenciais propriedades bioativas.
Na sua composi¢ao, encontram-se varios compostos bioativos com propriedades funcionais e
tecnolégicas (87) e hoje em dia é amplamente vendida como um alimento funcional e saudavel
devido ao seu alto teor de vitaminas e minerais.(38)

Dos produtos de microalgas comercialmente disponiveis, um estudo avaliou a
bioacessibilidade de minerais em biscoitos enriquecidos com C.vulgaris. que mostraram uma
alta acessibilidade de fésforo, potassio, célcio, magnésio, ferro, selénio e zinco, a medida que
o contelido de microalgas aumenta dentro de concentragdes aceitdveis.(62)

A Cuwulgaris é fonte de hidratos de carbono, proteinas, fibras alimentares, vitaminas,
micronutrientes e antioxidantes, sendo apreciado pelo seu sabor, versatilidade, conveniéncia,
textura e aparéncia.(88)

Os resultados demonstraram os efeitos prebiéticos e imunomoduladores do po6 de clorela e
os seus efeitos redutores de colesterol nas combinagdes testadas. Além disso, foi confirmada
a nao toxicidade da Clorela para células de mamiferos. No entanto, a aplicagao de recursos
naturais como algas que oferecem beneficios a salde de humanos e animais em suplementos
alimentares ou alimentos tem um potencial consideravel devido a sua pronta disponibilidade,

baixo custo e boas qualidades nutricionais.(89)
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Os biscoitos tém sido usados com frequéncia em trabalhos que experimentam a incorporagao
de C.vulgaris por razdes como a boa aceitagdo do sabor, versatilidade e consumo conveniente
devido a sua facilidade de conservagao e transporte, e textura e aparéncia apelativas.(6)

Em alguns trabalhos a C.vulgaris foi incorporada em cookies como agente corante e também
como potencial antioxidante, enquanto noutros trabalhos foi usada para potenciar os
beneficios nutricionais e de satide dos biscoitos, ou seja, aumentando o teor de proteinas e
antioxidantes.(58,72) Assim como os biscoitos, o pao é também amplamente consumido. (90)
Alguns autores relataram a incorporagdo de microalgas para melhorar as propriedades
nutricionais do pao ha vérios anos.(76) Esta microalga ja foi também utilizada na produgéo de
iogurtes e leites fermentados.(48)

E pertinente salientar que as proteinas e os lipidos dos alimentos sio propensos a oxidacio
durante o processamento industrial ou armazenamento, isto &, os nutrientes essenciais podem

destruidos e alguns compostos potencialmente téxicos podem ser produzidos.(6)

4.2.2. Efeitos na saude

A C.vulgaris é uma fonte essencial de vitamina B, que tem muitos efeitos benéficos para a
saude.(91) Possui proteinas de alta qualidade, com perfis de aminoécidos completos. E também
referida como importante fonte de polissacarideos ou oligossacarideos, sendo proposta como
potencial candidata a prebidtico.(27) A C.vulgaris sintetiza dcidos gordos poliinsaturados da
familia 6mega-6 e da familia 6mega-3.(92) E uma rica fonte de vitaminas, nomeadamente,
vitamina B, By, B3 e B¢(93)

A suplementagao com C.vulgaris reduz os fatores de risco cardiovascular, melhorando os niveis
totais de colesterol, colesterol LDL e a pressdo arterial sistélica e diastélica.(94)

A C.vulgaris é rica em aminodcidos essenciais capazes de executar fungdes cardiovasculares
reguladoras. A C.vulgaris tem uma poderosa capacidade de desintoxicar o corpo de metais
pesados como mercurio, cinzas e aminas heterociclicas através da indugao de enzimas
antioxidantes e atua como uma resina de troca de ides.(95-97) Melhora condi¢des de saiude

fisiologica, melhorando a fungdao imunitdria e aumentando a produgio de citocina.(98)



4.2.3. Caracteristicas reologicas e organoléticas

A C.vulgaris pode ter diferentes aplicagdes como produtos de padaria/pastelaria, bebidas
vegetais, molhos, sopas, confeitaria e comida e bebidas veganas. Relativamente as suas
vantagens enquanto ingrediente alimentar destacam-se o facto de ser um ingrediente funcional,
um potencializador nutricional, corante e deter caracteristicas texturizantes e
emulsificantes.(8,60)

A Cuvulgaris teve um impacto positivo nas caracteristicas reoldgicas das massas, atua nas
caracteristicas viscoelasticas e participa do fortalecimento da rede de gliten.(88)

A suplementacio (0,5-2%) com C.vulgaris resulta na melhoria das propriedades de cozimento
e textura. C.vulgaris pode aumentar a firmeza da massa.(57)

Batista et al. avaliaram o potencial de vérias microalgas, entre elas a C.vulgaris, para melhorar
as propriedades funcionais de biscoitos.(99) A microalga foi introduzida nas formulagdes nas
concentragdes de 2 e 6% e estas apresentaram maior teor de proteina, de compostos
fendlicos e atividade antioxidante quando comparadas ao controlo.

Quanto as caracteristicas organoléticas, foram observados resultados interessantes por Sahni
et al. (99), que formularam biscoitos com farinha de microalgas do género Chlorella sp. em
diferentes concentragdes e nio observaram diferengas nos atributos sensoriais em niveis de
substituicdo de farinha abaixo de 6%. Esta microalga pode também ser usada como aditivo
alimentar devido a sua influéncia no sabor e cor que confere aos alimentos.(44) A estabilidade
da cor dos alimentos que contém microalgas parece ser muito alta. Gouveia et al. usaram
C.vulgaris como corante em biscoitos amanteigados e observaram um aumento na firmeza,
evidenciado com um aumento na concentragao de biomassa de microalgas, e uma cor verde
estavel dos biscoitos durante um periodo de armazenamento de trés meses em temperatura
ambiente.(58)

Perante a limitagdo da cor verde da clorela, um grupo de investigadores, incluindo
investigadores portugueses, realizou um trabalho cujo objetivo foi desenvolver derivados
mutantes de C.vulgaris com défice de clorofila, através de mutagénese aleatéria quimicamente
induzida para obter biomassa com diferentes pigmentacdes para aplicagdes nutricionais.(40)
Como resultado desta estratégia, obtiveram-se dois mutantes de C.vulgaris com cor amarela e
branca. Estes foram isolados, ampliados e caracterizados com sucesso. As mudangas de cor
das estirpes mutantes de cor amarela e branca foram devidas a uma diminui¢ao de 80 e 99%

no seu teor de clorofila, respetivamente, em comparagiao com a estirpe original.



4.2.4. Alegacoes nutricionais e composicao nutricional

As alegacdes nutricionais tém tido um papel importante na industria alimentar, uma vez que
podem ser decisivas na promog¢ao da compra de determinados produtos alimentares por parte
dos consumidores. O Regulamento (CE) N° 1924/2006 refere que uma alegag¢ao nutricional
declara, sugere ou implica que um alimento possui propriedades nutricionais benéficas
particulares devido a energia que fornece, fornece com um valor reduzido ou aumentado, ou
nao fornece; e/ou aos nutrientes ou outras substancias que contém, contém em propor¢io
reduzida ou aumentada, ou ndo contém.(69) A aplicacio de alegacdes nutricionais nas
embalagens tem sido cada vez mais utilizada nas estratégias de inovagao e desenvolvimento de
novos produtos alimentares com o objetivo de induzir uma escolha por parte dos
consumidores (por exemplo, ser fonte de proteina ou ser rico em fibra).(100)

Quando o objetivo é melhorar as caracteristicas nutricionais dos alimentos onde se
incorporam determinados ingredientes ha varios aspetos a ter em conta, nomeadamente a
quantidade adicionada a receita.

No caso dos produtos com microalgas, quando ha apenas a incorporagdo de pequenas

quantidades, essas adi¢des nao melhoraram significativamente a composi¢ao macromolecular

nos alimentos, por exemplo, o teor de proteina.(6)

4.3. Producao da Chlorella vulgaris

A clorela é uma das microalgas comercialmente mais produzidas em todo o mundo.(3,19,49)
De acordo com o estudo de Rita Araujo et al. a C.vulgaris é produzida em || paises europeus
(46), sendo os maiores produtores a Alemanha, Franga, Itdlia, Espanha e Portugal.(93) As
microalgas sao amplamente cultivadas por diferentes métodos de producdo e utilizadas em
varias aplicagdes comerciais.

O processo de producio de espécies de microalgas industriais € Ginico e muito exigente quanto
a garantia de qualidade. O cultivo de microalgas requer condi¢des ambientais especificas,
incluindo intervalos de temperatura, intensidade de luz, composi¢ao de nutrientes e trocas
gasosas. Estas podem ser cultivadas através de diferentes vias metabdlicas (fotoautotroficos,
heterotréficos e mixotroéficos) (3,36) e diferentes sistemas de cultivo, comumente classificados

como sistemas abertos e fechados (Figura 2).(3,25,101,102)



Exemplos de técnicas de crescimento autotréfico sdo os sistemas abertos e os
fotobiorreatores fechados. Contudo, para uso alimentar sé podem ser usados sistemas
fechados devido ao risco de contaminagio.

Algumas fabricas de produgdo combinam diferentes sistemas de produgao, por exemplo,

fotobioreatores com fermentadores ou lagoas abertas.(46)

open pond plate tubular cylindric
photobioreactor photobioreactor photobioreactor

Figura 2: Diferentes tipos de sistemas de cultivo de algas.(103)

4.3.1. Sistemas abertos

A técnica de sistemas de lagos abertos é a mais comum, por ser a mais barata para a produgao
da microalga em elevada escala. Estes sistemas sdo categorizados como aguas naturais (lagos
e lagoas), dguas residuais, lagoas artificiais ou recipientes, com exposi¢do a luz solar e uma
profundidade étima de |5 a 50 cm.(104)

Os sistemas abertos tém desvantagens intrinsecas substanciais, incluindo a baixa densidade
celular e produtividade de biomassa, maior exigéncia de terra e agua, pois esta perde-se
rapidamente devido a evapora¢iao, maior probabilidade de contaminagdo por outros
microrganismos, nomeadamente, contamina¢ao microbiolégica de passaros, insetos e
roedores, e maior dificuldade na manutengio da temperatura da cultura e entrega eficiente de
nutrientes.(25,35,46,105) A ocorréncia de contaminagdo em lagoas abertas com microalgas
que possam conter toxinas microcistinas (neurotoxinas ou hepatotoxinas) poderia afetar
negativamente a salde daqueles que consomem este produto mais tarde, se nao fosse seguido
nenhum protocolo de controlo de qualidade nestas instalagdes.(62)

Em relacdo aos sistemas de lagoa aberta, geralmente sio mais caros para construir, realizar a
manutengao e extrair a biomassa, pois requerem custos adicionais em iluminac¢io, diéxido de

carbono e nutrientes para a cultura.(2,19,36,102)



4.3.2. Sistemas fechados

O FBR ¢ o sistema mais comum utilizado para a produgao de microalgas (71%), enquanto os
lagos e fermentadores abertos representam 19 e 10% do total das unidades de produgao,
respetivamente.(46) Tipicamente, o termo bioreactor é aplicado aos recipientes que suportam
o crescimento de microalgas para a producdo de biomassa e formagao de produtos.(36)

Os primeiros sistemas de FBR foram projetados na década de 1940, tornando possivel o
controlo de varidveis, como nutrientes, pH, luz e temperatura ao cultivar organismos
fotossintéticos em larga escala.(106)

Os sistemas fechados ou FBRs podem ainda ser classificados em tubulares, coluna, membrana
ou placa plana.(2,101,102) Os FBRs tubulares e de placa plana tornaram-se muito populares
na Ultima década (25), por conseguiram obter uma elevada densidade de culturas, até trés
vezes maior do que com sistemas de lagoa aberta. Estes FBRs fechados tém vantagens
adicionais tais como permitirem uma recuperagao mais facil da biomassa, ajudarem a manter
a cultura livre de contaminantes e ajudarem a controlar melhor as condi¢des de crescimento.
Dependendo do modelo e da aplicagiao, os biorreatores avangados podem controlar varios
fatores ambientais, como pH, temperatura, irradiagao e aeragdo que precisam ser ajustados
antes do cultivo de microalgas. Esses parametros n3o afetam apenas o crescimento de
microalgas, mas também influenciam a composi¢io bioquimica da biomassa de microalgas.(36)
O principal objetivo do desenvolvimento de FBRs é maximizar o crescimento de algas através
do fornecimento ideal de luz a finas camadas de suspensdo de microalgas.(102) Nos FBRs
fechados, a cultura é separada da atmosfera por um material transparente, seja plastico ou

vidro.(3,36)

Por outro lado, os FBRs fechados tém o potencial de superar os problemas de evaporagao,
contaminagao e baixa produtividade de biomassa encontrados nos sistemas abertos.(102)

A escolha dos FBRs depende de vérios fatores, incluindo a produtividade da biomassa e os
produtos finais.

A estabilidade da espécie C.vulgaris e o uso do processo de producgio fechado permitem criar
um produto padronizado, reprodutivel e livre de contaminantes. As microalgas
fotoheterotroéficas como a C.vulgaris sio um grupo de microalgas que requerem luz como
fonte de energia, e carbono organico como fonte de carbono. (36)

A producio das espécies de C.ulgaris usadas no presente trabalho aconteceu através do

cultivo heterotrofico em FBRs de placa plana e FBRs tubulares. Os primeiros combinam muitas
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vantagens porque tém uma alta propor¢ao de drea iluminada por volume e uma forma facil de

controlar a temperatura colocando dgua na superficie irradiada ou submergindo o fundo do

FBR numa piscina de dgua. Sao considerados um dos tipos de reatores mais promissores para

cultivo em massa de microorganismos fotossintéticos.

Na produgdo de microalgas podem ser usadas uma ou mais etapas de separagdo sélido-liquido

para a recuperagdao da biomassa. Essas etapas de separagdo geralmente sdo a centrifugagao,

floculagao, sedimentagdo por gravidade e filtragdo, e podem ser usadas de forma isolada ou

combinada.(2)

Relativamente a C.vulgaris amarela e branca usadas especificamente no presente trabalho, a

empresa descreve o método de producido da seguinte forma (107):

A producio da C.vulgaris heterotrofica inicia-se com a manutengao de culturas puras como
banco de células mestre sob condi¢des refrigeradas.

O banco de células mestre gera o inéculo para um fermentador de cinco litros e o
fermentador de cinco litros gera o in6culo para a escala sucessiva até atingir a escala
industrial de cinco mil litros.

A biomassa produzida neste fermentador industrial é colhida e a cultura é armazenada na
auséncia de luz com aeracio.

A primeira etapa de processamento é a etapa de lavagem por microdiafiltracdo que
permite obter melhores caracteristicas organoléticas removendo os sabores desagradaveis
e o excesso de nutrientes. Esta etapa também concentra a cultura que é entdo armazenada
na auséncia de luz até ser usada.

A cultura concentrada é processada por um sistema de pasteurizagao de alta temperatura
(minimo 74°C) e durante um curto tempo (minimo de seis segundos) que garante a
destruicao de quaisquer patogénicos vegetativos e outros microrganismos presentes na
cultura. Esta etapa € um ponto critico de controlo (PCC) de acordo com a andlise HACCP
realizada pela empresa. Apos a etapa de pasteurizagdo, o produto concentrado é seco por
pulverizacdo para obter a sua forma de pé.

Depois de passar por um detetor de metais, o produto é embalado em sacos compativeis
com alimentos, que incluem um absorvedor de oxigénio, e armazenado a temperatura

ambiente.

A C.vulgaris pode ser facilmente cultivada com uma rapida taxa de crescimento, no entanto, o

custo de processamento de produgdo continua elevado para competir no mercado. De facto,
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este é o principal problema que a indlstria de microalgas enfrenta, mas foram vdrias as
melhorias alcangadas durante a ultima década. As expectativas sao otimistas e estimam que o
futuro préximo da indastria de microalgas serd fortemente competitivo em diferentes niveis

no mercado.(80)
5. Legislacdo

O histérico de consumo de uma alga afeta o seu estatuto regulamentar.(93) Na Uniao
Europeia (EU), a adequagdao de uma alga para consumo alimentar humano e entrada no
mercado é regida pelo Regulamento de Novos Alimentos (UE) n.° 2283/2015 (108), que visa
facilitar que as empresas possam trazer alimentos novos e inovadores para o mercado da UE,
mas mantendo um alto nivel de seguranga alimentar para os consumidores europeus. Com
este regulamento, a UE, através da EFSA, garante que os novos alimentos e novos ingredientes
alimentares sdo submetidos a uma avaliagdo de seguranca através de um procedimento
universal a fim de proteger a satde publica.(108)

De acordo com este regulamento, um novo alimento é definido como um alimento que nao
tenha sido consumido de forma significativa na UE antes de |5 de maio de 1997.(109)
Contudo, devido ao seu longo histérico de uso (2,110), o acesso da microalga C.vulgaris ao
mercado n3o estd sujeito a aplicacdo do Regulamento referido.(1 | 1) A C.vulgaris assume entdo
uma relevancia especial ao poder ser utilizada como ingrediente alimentar, uma vez que ¢é
autorizada pela EFSA.

Atualmente, apenas dez espécies de microalgas sdo autorizadas pela Comissdo Europeia para
alimentagcdo humana, na forma de pé ou comprimidos (37): Aphanizomenon flos-aquae,
Arthrospira platensis, Chlorella luteoviridis, Chlorella pyrenoidosa, Chlorella vulgaris, Dunadliella salina,
Odontella aurita, e Tetraselmis chuii.(112) Estas foram sucessivamente aprovadas como
alimentos ou ingredientes alimentares apdés o cumprimento dos procedimentos da nova
regulamentacido alimentar.(112)

A revisdo Edible Seaweed and Microalgae - Regulatory status in France and Europe, ilustra que o
uso de algas e microalgas comestiveis ainda é regido por vérias regulamentagdes e orientagoes
europeias e nacionais.(| 13)

A | de Janeiro de 2006 entrou em vigor a reforma da regulamentagao europeia em matéria
de higiene alimentar, designada “Pacote de Higiene”, que simplificou e harmonizou a legislagao
aplicavel na Unido Europeia. O seu objetivo é harmonizar e melhorar o nivel de seguranca

alimentar “do prado ao prato”, envolvendo todos os intervenientes na cadeia alimentar e
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submetendo-os aos mesmos requisitos. No entanto, ndo foram estabelecidos critérios

especificos para as algas a nivel europeu.(l13)

H4 ainda dois regulamentos europeus que se aplicam a comercializagdo de microalgas,

especialmente a C.vulgaris, ou aos seus componentes: a) seguranga alimentar e b) alegagdes

nutricionais e de saude:

a) A introdugdo no mercado de produtos alimentares que usem algas ou produtos que
incluam microalgas estao sujeitos aos regulamentos de seguranga alimentar que se aplicam
a todos os géneros alimentares, isto é, o Regulamento da Comunidade Europeia sobre
Seguranca Alimentar (CE) N.° 178/2002 (114), que determina os principios e normas
gerais da legislagao alimentar.

b) Em 2006, foi introduzido o Regulamento (CE) N.° 1924/2006 (69) relativo as alegacdes
nutricionais e de salde sobre os alimentos. Este regulamento afirma que as alegacdes de
saude relativas a alimentos devem ser baseadas e fundamentadas por evidéncias cientificas
(Artigo 6.°). As alegacdes de salde sé devem ser autorizadas na UE apds uma avaliagio
cientifica exigente. O regulamento afirma ainda que a fundamentagao deve ser o principal
aspeto a ser tido em consideragdo para validar o uso das alegagdes nutricionais e de satde
e os operadores de empresas do setor alimentar que usam alega¢cdes devem justifica-las.

Desta forma, é possivel compreender que nédo existe legislagao harmonizada para as microalgas
na Europa. Em Portugal niao existe qualquer legislagdo relativa as microalgas, em particular em
relagdo a microalga Chlorella vulgaris, especialmente como ingrediente alimentar, ao contrario
de outros paises como a Franga, Itdlia e Bélgica, por exemplo, que incluem a C.vulgaris nas suas
listas como suplemento alimentar.(1 15) A pressio do mercado sobre estes produtos é ainda
fragil, embora a procura de produtos dietéticos e a diversificagdio dos habitos alimentares
esteja claramente em franco crescimento

A complexidade e/ou inexisténcia de algumas regulamentagcdes nacionais e da UE em aspetos

como licencas de cultivo, bem como definicio de valores-limite, variaveis de medicio e a falta

de harmonizacdo de diretrizes para certificagio orginica entre paises também representam

uma limitagao.(46)
6. Seguranca alimentar

7

Um aspeto fundamental da produgdo de alimentos é garantir que sejam seguros para o

consumo humano. E fundamental para sustentar a vida e priorizar a saide publica.(I 16)
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As crises de doencas transmitidas por alimentos continuam a surgir e a sua disseminagio é
geralmente grande devido ao facto de hoje o sistema de processamento e distribui¢do de
alimentos altamente concentrado. E um desafio constante e dindmico acompanhar a evolugio
do abastecimento alimentar e manté-lo seguro. Estes desafios levaram a preocupagdes sobre
a adequagdo da identificagdo de perigos e redugdo de riscos que conduziram a pedidos de
regulamentagdo mais rigorosa para evitar riscos de seguranca.(l17)

A seguranca alimentar nao é absoluta e em 1993 a Organizagdo para a Cooperagao e o
Desenvolvimento Econémicos (OCDE) preparou uma definicao de seguranca alimentar sendo
“uma certeza razodavel de que nenhum dano resultara dos usos pretendidos sob as condi¢des
previstas de consumo”. Esta definicdo reconhece que a tolerancia zero aos riscos nio é viavel
para a maioria dos alimentos e a maioria dos contextos de seguranca.

A globalizagdo desencadeou uma procura crescente dos consumidores por uma variedade de
alimentos maior, resultando numa cadeia alimentar cada vez mais complexa e mais longa, por
isso os produtores, distribuidores, manipuladores e vendedores de alimentos sdo também
responsaveis por garantir a seguranca alimentar. No entanto, também os consumidores devem
permanecer vigilantes e ser instruidos sobre questdes de seguranca alimentar.(4) Os alimentos
tornaram-se uma via de exposi¢do humana relevante, a microrganismos patogénicos
responsaveis por doengas transmitidas por alimentos, alguns surtos locais podem transformar-
se em emergéncias internacionais devido a velocidade e alcance da distribuicao do produto.(4)
Alimentos inseguros representam uma ameaga a satde global sendo os jovens, os idosos e os
doentes os grupos particularmente vulneraveis.(4,116) Alimentos inseguros impedem o
desenvolvimento socioeconémico e podem ter repercussdes prejudiciais para a seguranga
alimentar. Nao sé causam doencgas e desnutricao, como também exercem pressao adicional
sobre os sistemas de salde e impactam a economia.(l 16) A seguranca alimentar é uma
responsabilidade conjunta de todos os parceiros da cadeia de abastecimento alimentar, do
prado ao prato.(| 16)

A seguranca alimentar estd relacionada com a presencga de perigos nos produtos alimentares
no ato do consumo. Perigo é um agente biolégico, quimico ou fisico presente no alimento, ou
situacdo por ele causada, que tenha um efeito adverso na saude.(l 18) Os perigos fisicos podem
ter vérias origens, desde objetos presentes em matérias-primas, até objetos introduzidos nos
produtos alimentares pelos processos a que estdo sujeitos, ou pelos préprios manipuladores.
Esta contaminagio fisica do alimento pode ocorrer com madeiras, metais, pedras, materiais
de revestimento ou isolamento, plasticos, limalhas de aluminio, palitos, cabelos, objetos de uso

pessoal, ossos e espinhas.(l 19) Os perigos quimicos englobam aditivos alimentares, usados em
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concentragdes excessivas, pesticidas, antibiéticos, metais pesados, toxinas naturais
(produzidas por exemplo por cogumelos, peixes exdticos, marisco), alergénios, desinfetantes
ou detergentes.(l 18,1 19) Os perigos biolégicos incluem as bactérias, fungos, virus, parasitas e
toxinas microbianas. Alguns destes organismos vivem e desenvolvem-se nos manipuladores,
podendo ser transmitidos aos alimentos por processos de contaminagao cruzada. Outros
ocorrem naturalmente no ambiente onde os alimentos sdo produzidos. A maior parte destes
perigos é destruida por processamentos térmicos e muitos podem ser controlados por
praticas adequadas de armazenamento e manipulagio, boas praticas de higiene e fabrico,
controlo adequado do tempo e temperatura de confe¢io.(120) Os perigos microbiolégicos
constituem um problema sério e imediato a saide humana. Deste modo, os alimentos ou a
agua podem ser o veiculo de transmissdo de agentes patogénicos, podendo permitir o
crescimento até a dose infeciosa, originando as infe¢des alimentares, ou entiao permitir o seu
crescimento e a producgdo de toxinas que afetam o consumidor, provocando uma intoxicagio
alimentar.(121)

Dois meios essenciais para proteger a salide diante dos desafios de seguranca é utilizar técnicas
apropriadas de processamento e preparagdo de alimentos e ter um forte programa
regulamentar.(l 17) Na UE, existem medidas reguladoras robustas que garantem a seguranca
alimentar em toda a cadeia alimentar, permitindo que os consumidores tenham total confianga
no que compram. Como resultado, os alimentos e bebidas da Europa estdo entre os mais
seguros do mundo e ndo é surpreendente que a Europa seja o maior exportador mundial de
alimentos e bebidas.(I 16) Contudo, nas ultimas décadas, as questdes de seguranca alimentar
nio diminuiram. S3o védrios os seus desafios encontrados principalmente no ambito da
seguranga microbioldgica, seguranga quimica, higiene pessoal e higiene ambiental.(4) Um
fornecimento seguro de alimentos é importante para a sociedade, principalmente por causa
da ocorréncia de doengas bem como no ambito econdmico, uma vez que o acesso a
quantidades suficientes de alimentos seguros e nutritivos é crucial para sustentar a vida e
promover a saude e o crescimento econémico.(4)

Embora nés, como consumidores, possamos considerar a seguranca alimentar como garantida,
nao o devemos fazer, porque embora a UE mantenha alguns dos padrdes alimentares mais
seguros, segundo a OMS, em todo o mundo, 600 milhdes de pessoas adoecem e 420.000
morrem a cada ano apds ingerir alimentos contaminados.(122)

A luz dos incidentes recorrentes de contaminacio de alimentos, a seguranca alimentar deve
expandir-se além da melhoria do perfil nutricional, transparéncia de ingredientes e

regulamentacdo para incluir monitorizagao regular, vigilancia e fiscalizagdo de produtos
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alimentares com o fim udltimo da promoc¢ao do bem-estar do publico em geral e prevencio de
doengas transmitidas por alimentos.(123)

Em geral, os consumidores confiam no governo para garantir que todos os produtos
alimentares sejam nao apenas seguros, mas vendidos com o que alegam conter. (4) O
fornecimento seguro de alimentos depende tanto da ciéncia quanto da aplicagdo das leis em
matéria de seguran¢a alimentar. Periodicamente, novas leis e regulamentos devem ser
promulgados para proteger ainda mais o fornecimento continuo de produtos alimentares
seguros e sauddveis para a saude e o bem-estar das pessoas. Na maioria dos paises, o objetivo
geral das agéncias de seguranca alimentar, como por exemplo a Autoridade de Seguranca
Alimentar e Econémica (ASAE) em Portugal, é assumir a responsabilidade pelo cumprimento
das leis de seguranca alimentar para garantir a prote¢ao da salde e a seguranga publica.

No ambito da seguranca alimentar, a avaliacdo de risco é um processo cientifico que coloca
na perspetiva adequada a preocupagdo com a contamina¢ido dos alimentos. (4) Em geral, a
monitorizagdo periddica de alimentos fornece uma garantia de 95% de que contaminantes
microbianos ou quimicos de qualquer alimento alvo s3o detetados se ocorrerem em mais de
|% dos lotes de produtos. Adicionalmente, a vigilancia alimentar é utilizada para investigar e
controlar a movimentagao de produtos potencialmente contaminados.(4)

De acordo com o artigo 14° do Regulamento (CE) 178/2002 de 28 de janeiro, que determina
os principios e normas gerais da legislacio alimentar, cria a Autoridade Europeia para a
Seguranga dos Alimentos e estabelece procedimentos em matéria de seguranga dos géneros
alimentares, nio poderdo ser colocados no mercado quaisquer alimentos que ndao sejam
seguros, ou seja, se se entender que sdo prejudiciais para a salde e impréprios para consumo

humano.(114)

6.1. Alergénios

Os alergénios alimentares s3o, principalmente, proteinas que afetam individuos sensiveis
através de reagdes imunomediadas.(124) Segundo o Regulamento (UE) N° 1169/2011 (34),
relativo a prestaciao de informagio aos consumidores sobre os géneros alimenticios, certos
ingredientes utilizados na sua produg¢ao podem provocar alergias ou intolerancias em algumas
pessoas, € que constituem um perigo para a saude das pessoas afetadas. Neste sentido,
“deverdo ser fornecidas informagdes sobre a presenca de aditivos alimentares, auxiliares
tecnolégicos e outras substincias ou produtos com efeitos alergénicos ou de intolerancia

cientificamente comprovados, para que os consumidores, em particular os que sofrem de
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alergias ou intolerancias alimentares, possam tomar decisdes informadas, que ndo apresentem
riscos para os mesmos’. A informag¢do dos alergénios enumerados no anexo |l deste
regulamento é obrigatéria, tal como estd explicito no artigo 9°, do capitulo IV. Os alergénios
presentes no anexo Il sdo: cereais que contém gliten e produtos a base destes cereais,
crusticeos e produtos a base de crustdceos, ovos e produtos a base de ovos, peixes e
produtos a base de peixe, amendoins e produtos a base de amendoins, soja e produtos a base
de soja, leite e produtos a base de leite, frutos de casca rija, aipo e produtos a base de aipo,
mostarda e produtos a base de mostarda, sementes de sésamo e produtos a base de sementes
de sésamo, didxido de enxofre e sulfitos em concentragdes superiores a 10 mg/kg ou 10 mg/I
em termos de SO, total, tremogo e produtos a base de tremogo e moluscos e produtos a
base de moluscos.(34)

A rotulagem é uma ferramenta muito importante de gestiao de risco e comunicagdo de risco.
As substancias ou produtos que causam alergias ou intolerancias, bem como os ingredientes
e auxiliares de processamento origindrios de uma substancia ou produto que causa alergias ou
intolerancias, devem ser declarados para alimentos pré-embalados e ndo pré-embalados, a
menos que os derivados sejam especificamente isentos pela legislagao.(125)

A avaliagdo dos riscos nao foi ainda abordada sistematicamente para as proteinas extraidas de
microalgas, e a aten¢ao tem sido colocada nos efeitos secunddrios desses novos alimentos,
incluindo reagdes alergénicas em populagdes sensibilizadas.(126—128) As microalgas e os
fungos partilham condiges de cultivo semelhantes, e a possibilidade de pessoas sensiveis aos
fungos desenvolverem reacdes adversas equivalentes as algas nio pode ser excluida.(67,129)
Algumas proteinas suspeitas que ocorrem em extratos de microalgas de clorela, mostram
semelhanga significativa na sequéncia genémica com alergénios alimentares conhecidos, a
maioria dos quais associados a peixes e crustaceos. A alta percentagem de identidade com
sequéncias de aminoacidos contiguas de algumas proteinas de algas, marcadas como potenciais
alergénios, podem expor a saude dos individuos sensibilizados a alguns riscos. Embora sejam
necessarios estudos clinicos adequados para avaliar a alergenicidade tangivel dessas microalgas,
as partes interessadas estdo suficientemente informadas para tomar decisdes bem
fundamentadas.

Tiberg et al. (130) estudaram os efeitos dos extratos C.vulgaris desencadeados em criangas dos
6 aos |7 anos, com ou sem outras alergias, utilizando uma picada na pele. Descobriram que
as amostras purificadas apresentavam uma atividade vinculativa reduzida de imunoglobulina E
(IgE) em comparagdo com as brutas. Yim et al. (I131) relatou também um caso de nefrite

tubulointersticial aguda desenvolvida num menino, apés trés meses de ingestdo de cépsulas de
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clorela como suplemento alimentar.(131) A recolha a larga escala na UE de um lote de Organic
Chlorella Power (Chlorella vulgaris) em abril de 2018 devido a presenga de sulfitos colocou
questdes sobre as origens do alergénio didxido de enxofre (SO,) em microalgas.(132) Uma
explicagdo para o resultado positivo poderia ter sido o facto de o produtor ter
deliberadamente adicionado o SO, durante o processo de produgdo para aumentar os
rendimentos nos lagos em crescimento ou durante o processamento pés-colheita para uma
maior durabilidade e prazo de validade. Outra explicagio alternativa é que o SO, poderia ter
estado presente como um contaminante na dgua utilizada para o cultivo das algas, no entanto
as investigagdes ndo mostraram provas disso.

A presenca de SO, natural nos alimentos é do conhecimento comum ha varios anos. Surgiram
evidéncias recentes de niveis de sulfitos em produtos alimentares de microalgas (Spirulina e
Chlorella) provenientes de uma vasta gama de fontes alimentares que excedem o limite
permitido de <IOppm. Por conseguinte, a recomendag¢iao das autoridades competentes de
incluir a declaragio de alergénios "Contém sulfitos naturais" na embalagem permanece.(133)
A maioria dos pacientes que reagiram a clorela também foram sensiveis a muitos outros
componentes. Portanto, nao se encontrou nenhum sintoma especificamente relacionado com
a sensibilizagdo a clorela. Este estudo, no entanto, confirma claramente que a clorela é um
alergénio e pode ter significado clinico em certos grupos de pacientes.(67)

Nos ingredientes usados no presente trabalho, verifica-se a presenca do alergénio gliten de
trigo, presente na farinha de trigo e ainda, apesar de ndo serem adicionados ao processo, os
sulfitos estdo naturalmente presentes na clorela uma vez que s3ao subprodutos do seu
metabolismo. No entanto, neste caso o sulfito nio é considerado alergénio porque estd

presente numa quantidade inferior a 10 mg/kg (Anexo A).

6.2. Microorganismos e Contaminacao

A clorela é reconhecida como alimento seguro enquadrada na categoria GRAS - Generaly
Recognised As Safe (Geralmente Reconhecida como Segura) pela Food and Drug Administration
dos Estados Unidos da América.(2,27,111)

Sao necessarios muitos ensaios toxicolégicos para qualquer novo alimento antes de poder ser
declarado seguro para consumo humano. A maioria desses testes sao detalhados para
comprovar a inocuidade do produto. Ao considerar as informagdes disponiveis sobre possiveis
propriedades toéxicas, ou quaisquer outros efeitos adversos das diferentes algas testadas até

agora, pode-se afirmar que nenhuma delas apresentou efeitos negativos. Todos os testes,
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incluindo estudos em humanos, nao revelaram qualquer evidéncia que restrinja a utilizagdo de
material de algas devidamente processado.(28) No entanto, os aspetos relacionados com a
seguranga alimentar das algas ndo sdo bem conhecidos, nhomeadamente a presenca de
contaminantes ou substincias geradas durante o processamento das microalgas. (6) Em
matéria de seguranga alimentar, os potenciais perigos encontrados nas microalgas marinhas
foram: metais pesados, pesticidas, patogénicos, alergénios, toxinas e contaminantes do
processamento.(105)

Na producio de microalgas, o controlo de contaminagdes é uma tarefa essencial para garantir
a viabilidade do inéculo e a qualidade do produto. No ambito da monitorizagao de culturas de
microalgas produzidas a nivel industrial é importante controlar as cianobactérias e possiveis
toxinas por elas produzidas. Esta monitorizagdo é uma tarefa fundamental no processo de
produc¢do de microalgas pois as cianobactérias saio um dos contaminantes mais problematicos,
nio s6 pelo facto de apresentarem uma taxa de reprodugio bastante elevada, mas
principalmente, pelo facto de existirem espécies produtoras de toxinas.(46,134) A
monitorizagao torna-se ainda mais premente quando se trata de culturas direcionadas para o
setor alimentar, nomeadamente para suplementos e ingredientes alimentares.

Apesar dos beneficios relatados, também existem numerosos estudos a indicar que a ingestao
de grandes quantidades de clorela pode resultar em efeitos colaterais graves. Por exemplo, a
ingestdo excessiva de clorela foi documentada como causadora de alergias, nduseas, vomitos
e outros problemas gastrointestinais.(135) Além disso, existem muitos outros compostos
bioativos ainda a serem descobertos. Assim, hd uma necessidade imediata de detetar
metabolitos potencialmente nocivos, bem como desenvolver métodos para extrair compostos
direcionados de microalgas em vez de usar toda a biomassa.

As microalgas ndo parecem exceder os niveis legais de metais pesados.(134) Foi relatado
anteriormente que alguns suplementos alimentares de microalgas podem conter um alto teor
de aluminio, provavelmente como resultado do uso de cloreto de aluminio como floculante
para recolher a biomassa.(121) Sabe-se também que alguns individuos, principalmente aqueles
com insuficiéncia renal, podem ser mais propensos aos efeitos téxicos do aluminio devido a
sua maior reten¢ao e consequentemente, bioacumulagdo. (136) Rzymski et al. avaliaram o teor
de metais téxicos e oligoelementos (célcio, cobre, potassio, magnésio, manganés, selénio, ferro
e zinco) em suplementos alimentares de clorela origindrios de diferentes regides do mundo e
registados para distribuicdo na UE. Embora alguns dos produtos selecionados por este estudo
tenham revelado niveis elevados de metais téxicos, como aluminio ou chumbo, isso nao deve

ser motivo para desconsiderar as propriedades bioativas muito promissoras da clorela. E mais
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uma indicagdo de que o controlo de qualidade desses produtos deve ser refor¢ado para que
apenas os suplementos alimentares de microalgas que garantam a seguran¢a do consumidor

possam chegar ao mercado.(137)

6.3. IFS Food - International Featured Standards

A primeira versao da IFS (International Featured Standards) Food surgiu em 2003, designada
para certificar fornecedores que produziam produtos alimentares de marca prépria para o
retalho. Engloba varios padroes de seguranga e qualidade que fornecem transparéncia e
comparabilidade ao longo de toda a cadeia de fornecimento.

A IFS Food deve ser usada quando um produto é processado ou onde houver risco de
contaminagao do produto proveniente da embalagem primdria. Esta norma estd direcionada
para a industria agroalimentar definindo requisitos para as organizagdes que pretendem
diferenciar-se pela exceléncia na qualidade, seguranca alimentar e satisfagio dos seus
clientes.(138)

A IFS estd dividida em cinco capitulos: responsabilidade da gestdo de topo, sistema de gestao
da qualidade, gestdo de recursos, processo de produto e medi¢des, andlise e melhorias. As
normas IFS sdo aplicaveis a uma variedade de operagdes e atividades no setor alimentar e nao
alimentar. Todas elas seguem uma abordagem baseada no risco, permitindo assim flexibilidade
na implementagdo dos requisitos, em cada negdcio, com base nos riscos especificos em relagdo
aos seus produtos e processos.

E construida sobre aspetos gerais de um sistema de gestio de qualidade e seguranca alimentar.
Desde | de julho de 2021 que é obrigatério usar a versio 7 da norma. E objetivo da
certificagdo IFS Food avaliar se as atividades de processamento de um fabricante sdo capazes
de produzir produtos seguros, legais e em conformidade com as especificages do cliente. E
por isso que tanto a seguran¢a como a qualidade do produto sdao componentes essenciais. A
avaliagio IFS é focada no produto e no processo e garante que o desenvolvimento de produtos

de alta qualidade seja assegurado.

6.3.1. Plano HACCP

A base do sistema de gestio de seguranca alimentar de qualquer empresa do setor
agroalimentar deve ser um plano HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Point), em

portugués, Andlise de Perigos e Controlo de Pontos Criticos, seguindo os principios do Codex
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Alimentarius (139) e quaisquer exigéncias legais dos paises produtores e de destino que podem
ir além de tais principios. E atualmente reconhecido a nivel mundial como o sistema de
seguranca alimentar mais eficaz. Consiste na identificagao e avaliagdo de perigos especificos e
na implementagao de medidas para o seu controlo.(140)

O plano HACCP deve ser especifico e implementado no local de produgao (138), deve
abranger todas as matérias-primas, materiais de embalagem, produtos ou grupos de produtos,
bem como todos os processos desde a entrada de mercadorias até a expedi¢ao de produtos
acabados, incluindo o desenvolvimento de produtos.

A empresa deve garantir que o plano HACCP ¢ baseado em literatura cientifica ou
aconselhamento especializado obtido de outras fontes, que podem incluir associagdes
comerciais e industriais, especialistas independentes e autoridades reguladoras. Essas
informagdes devem ser mantidas de acordo com qualquer desenvolvimento de novo processo
técnico.

A empresa deve assegurar que em caso de alteragdo de matérias-primas, materiais de
embalagem, métodos de processamento, infraestrutura e/ou equipamentos, o plano HACCP
é revisto para garantir que os requisitos de seguranga do produto sao cumpridos.

De acordo com o Codex Alimentarius (139) o sistema HACCP consiste em sete principios:
Principio | - Proceder a uma andlise de riscos. Preparar um fluxograma com todas as etapas
do processo e identificar e listar os potenciais perigos, especificando as medidas preventivas
para o seu controlo;

Principio 2 - Determinar os Pontos Criticos de Controlo (PCC’s);

Principio 3 - Estabelecer limite(s) critico(s). Estes limites devem ser respeitados para garantir
que cada PCC estd sob controlo;

Principio 4 - Estabelecer um sistema para monitorizar o controlo dos PCC’s através de
observagdes e testes periddicos programados;

Principio 5 - Estabelecer a a¢io corretiva a tomar quando a monitorizagao indica que um CCP
em concreto nio estd sob controlo;

Principio 6 - Estabelecer procedimentos de verificagao para confirmar que o sistema HACCP
funciona eficazmente;

Principio 7 - Estabelecer documentacido relativa a todos os procedimentos e registos

adequados a estes principios e a sua aplicagao.
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6.3.2. Food fraud e food defense

Ao longo da ultima década, o foco dos desenvolvimentos de seguranga alimentar em todo o
mundo passou para a defesa dos alimentos (apés o || de setembro nos EUA) e, mais
recentemente, para a prevencao de fraudes alimentares.(10)

O desafio da inovagdo e desenvolvimento de novos produtos tem a interferéncia de varias
questdes, incluindo o aumento da complexidade das cadeias de abastecimento de alimentos,
stress ambiental, envelhecimento da populagdo crescente e mudangas nos padrdes de escolha
do consumidor.(10) Nesse contexto, a seguranca alimentar refere-se também a questdes de
defesa e fraude alimentar, incluindo a autenticidade dos alimentos. No ceio das autoridades
competentes em todo o mundo, a prevencao de fraudes alimentares é um tema relevante para
o negdcio agroalimentar. Por esse motivo, os sistemas de gestio da qualidade estdo
atualmente adaptados para incluir ferramentas de avaliagio de vulnerabilidade a fraude
alimentar. Até agora, os sistemas de gestio de seguran¢a alimentar concentraram-se
geralmente na contaminagdo ndo intencional de alimentos por ingredientes conhecidos,
patogénios, manuseamento incorreto ou processamento. Embora a grande maioria dos casos
de fraude alimentar relatados nao tenha resultado em ameaga a saide do consumidor, alguns
atos de fraude alimentar, como a adicio de substancias adulterantes, podem-se tornar
perigosos.(10) A fraude alimentar abrange uma ampla gama de atos fraudulentos deliberados,
geralmente com motivagdo intencional e econémica, incluindo adigao, dilui¢do, adulteragdo ou
deturpagdo de alimentos, ingredientes alimentares ou embalagens de alimentos, e inclui
declaragdes falsas ou enganosas feitas sobre um produto. Como resultado do impacto nas
economias e na confian¢a do consumidor, os governos estao a responsabilizar as autoridades
alimentares competentes pela protegdo contra todos os riscos e vulnerabilidades alimentares,
incluindo seguranca alimentar e autenticidade ou fraude alimentar, através do Regulamento da
UE 2017/625.(141)

De acordo com a norma IFS, deve ser realizada uma avaliagio documentada da vulnerabilidade
a fraude alimentar em todas as matérias-primas, ingredientes, materiais de embalagem e
processos terceirizados, para determinar os riscos de atividade fraudulenta em relacio a
substituicdo, rotulagem incorreta, adulteragio ou falsificacdo. Os critérios considerados na
avaliagciao de vulnerabilidade devem ser definidos pelas empresas do setor alimentar e deve ser
desenvolvido um plano de mitigagio de fraude alimentar, documentado com referéncia a

avaliagdo de vulnerabilidade, que deve ser posteriormente implementado para controlar
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quaisquer riscos identificados. A prevencio da fraude alimentar passa pela avaliagio e gestao
de riscos.

Como ¢é usual para os sistemas de gestdo da qualidade, os sistemas de gestdo de fraude
alimentar sdo baseados num processo continuo seguindo normalmente uma abordagem de
gestdo de risco empresarial e usando o sistema planear-fazer-verificar-agir (PDCA — Plan, Do,
Check, Act). Geralmente comega com uma avaliagdo para caracterizar as vulnerabilidades de
fraude alimentar, que inclui conhecimento sobre materiais usados e riscos existentes (por
exemplo, origens geogrificas, histérico, fatores econémicos, revisio de incidentes e questdes
emergentes), fornecedores ativos, cadeia de suprimentos (comprimento, complexidade, e
arranjos de oferta e demanda) e medidas de controlo existentes. O préximo passo é a
concecgao e revisao das estratégias de mitigaciao e sua implementagio. Se em algum momento
forem conhecidas alteragdes na cadeia de suprimento de um ingrediente ou um adulterante
recém-identificado para um ingrediente, que possam impactar as vulnerabilidades identificadas
anteriormente, todo o processo deve ser reavaliado para garantir sua eficacia continua.

E de notar que a conformidade com o GFSI j4 exige uma avaliagio de vulnerabilidade 2 fraude
alimentar e um plano de mitigacao, o que obriga as empresas de alimentos a agir.(10)

Foi também elaborado pela Rialto um plano Food Fraud, que consiste na implementagao de
medidas para evitar fraudes em alimentos. A elaboragdo do plano foi baseada na anilise de
risco da autenticidade das matérias-primas. Para isso foi avaliada a probabilidade (existéncia
de histérico de fraude /risco do pais de origem; dimensao da cadeia de fornecimento; fatores
econémicos e/ou disponibilidade de matéria-prima; facilidade de adulteragdo-forma de
embalagem e/ou disponibilidade de substitutos) versus capacidade de detecio (facilidade visual
de detecdo da Fraude-estado fisico, embalagem, entre outros; existéncia de certificados (de
Origem) emitidos por entidades oficiais/ independentes; existéncia de controlos que permitem
a detecio da fraude; tipo de controlo sobre os fornecedores de matérias primas).

A Rialto® possui também um plano Food Defense (defesa dos alimentos) que consiste na
implementacdo de medidas para a protegdao e seguranga dos produtos alimentares, sendo
aplicadas em toda a cadeia produtiva para garantir que estes tenham qualidade conforme as
especificacbes pré acordadas entre cliente e industria. A defesa alimentar passa pelos
procedimentos implementados para garantir a protecio de alimentos e sua cadeia de
suprimentos contra ameacas maliciosas e ideologicamente motivadas. O plano deve ser
desenvolvido considerando diferentes fatores que podem incluir: construgdo/projeto da
instalagdo (layout geografico, instalagdes adjacentes, indice criminal da zona), acessibilidade ao

estabelecimento (os edificios de produgio fechados), contratagao de funciondrios temporarios
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pode ser um grande risco nas instalagdes, a natureza de alguns produtos alimentares pode
torna-los mais vulneraveis a ataques intencionais de adulteragio do que outros. Existem
outros fatores que podem também aumentar o risco de adulteragio intencional, tais como
funcionarios descontentes, diferencas, politicas, comerciais, pessoais ou outras, mudangas na

cultura organizacional, disrupgdo econémica/ganho financeiro e danos a outros.

7. Materiais e Métodos
7.1. Matérias-primas e maquinas

A espécie de microalga usada neste trabalho foi a Chlorella vulgaris fornecida pela empresa
portuguesa Allmicroalgae® Natural Products. Foram selecionadas duas microalgas com
caracteristicas semelhantes, mas cor distinta: Chorella vulgaris White, de cor branca e Chorella
vulgaris Honey, de cor amarela. Os restantes ingredientes incluidos na receita dos croutons
foram adquiridos nas respetivas empresas fornecedoras da Rialto, que sdo, para além da
microalga, por ordem decrescente de quantidade: farinha T55, éleo de girassol, gliten de trigo,
sal e levedura. Foi também adicionada agua, fazendo assim parte da receita.

Para a elaboragdo dos croutons foram utilizadas vérios instrumentos e maquinas, entre eles,
balanca, amassadeira, cdmara frigorifica, forno rotativo, cortadora 15x15 mm e fatiadora 15

mm.

7.2. Formulacoes

A utilizagdo das novas matérias-primas e fornecedores foi aprovada pelo Departamento de
Qualidade e Seguranca Alimentar da Rialto, tendo sido necessario analisar as respetivas fichas
técnicas onde constava a informagdo relativa as caracteristicas organoléticas, composi¢ao
nutricional (macronutrientes, perfil de aminodcidos, perfil de acidos gordos, minerais e
vitaminas), especificagdes microbioldgicas, pesquisa de contaminantes (metais pesados,
micotoxinas, dioxinas e furanos e pesticidas), condicdes de armazenamento e validade,
declaragao de conformidade e utilizacio na indlstria alimentar, declaragio da auséncia de
organismos geneticamente modificados (OGM), declaragio de alergénios e certificagdes.

Para a preparacio dos croutons utilizou-se uma receita base com a mesma quantidade de todos
os ingredientes, excetuando a microalga. Foram realizadas sete formulagdes com diferentes
percentagens de incorporagao das microalgas C.vulgaris White e C.vulgaris Honey, em rela¢do a

quantidade de farinha:
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b)

a) Padrio - Teste controlo, sem incorporacdo de microalgas

W3% - Formulagdo com incorporagdo de 3% de Chlorella vulgaris White

c) W5% - Formulagao com incorporagdo de 5% de Chlorella vulgaris White

W8% - Formulagdo com incorporagdo de 8% de Chlorella vulgaris White

H3% - Formulagao com incorporagdo de 3% de Chlorella vulgaris Honey

f) H5% - Formulagao com incorporagdo de 5% de Chlorella vulgaris Honey

g) H8% - Formulagao com incorporagao de 8% de Chlorella vulgaris Honey

W 3%

Ingredientes Quantidade (g)
C vulgaris White 150
Farinha T55 5000
Oleo de girassol 300
Gluten de trigo 100

Sal 50
Levedura 40

Agua 2500
TOTAL 8140

H3%

Ingredientes Quantidade (g)
C. vulgaris Honey 150
Farinha T55 5000

Oleo de girassol 300
Gluten de trigo 100

Sal 50
Levedura 40
Agua 2500
TOTAL 8140

)

Padrao
Ingredientes Quantidade (g)
Farinha T55 5000
Oleo de girassol 300
Gluten de trigo 100
Sal 50
Levedura 40
Agua 2500
TOTAL 7990

W5%

Ingredientes Quantidade (g)
C. vulgaris White 250
Farinha T55 5000

Oleo de girassol 300
Gluten de trigo 100

Sal 50
Levedura 40

Agua 2500
TOTAL 8240

H5%

Ingredientes Quantidade (g)
C. vulgaris Honey 250
Farinha T55 5000

Oleo de girassol 300
Gluten de trigo 100

Sal 50
Levedura 40

Agua 2500
TOTAL 8240

g

W%
Ingredientes Quantidade (g)
C. vulgaris White 400
Farinha T55 5000
Oleo de girassol 300
Gluten de trigo 100
Sal 50
Levedura 40
Agua 2500
TOTAL 8390

H8%

Ingredientes Quantidade (g)
C. vulgaris Honey 400
Farinha T55 5000
Oleo de girassol 300
Gluten de trigo 100
Sal 50
Levedura 40
Agua 2500
TOTAL 8390

Figura 3: Receitas das diferentes formulagdes - ingredientes e respetivas quantidades

(gramas). a) Padrao; b) W3%; c) W5%; d) W8%; e) H3; f) H5%; g) H8%.
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7.3. Métodos

O fluxograma da figura 4 descreve o processo de elaboragao das formulagdes dos croutons,

com o principal objetivo de descrever de forma sistematica e ordenada os processos, as etapas

que os integram e as suas interacdes como base de avaliagdo da possibilidade de ocorréncia,

aumento ou introducio de perigos para a seguranca alimentar.

Etapa 1.0

Etapa 2.0

Etapa 3.0

Etapa 4.0
Etapa 4.1

Etapa 5.0

Etapa 8.0

Etapa 7.0

Etapa 8.0

Etzpa 2.0

Etapa 10.0

Etapa 11.0

Etapa 12.0

Etapa 13.0

Etapa 14.0

Etapa 15.0

Etapa 16.0

Rececdo ingredientes
PC

Armazenamento
ingredientes
P

:

Pesagem de
ingredientes secos
P

:

oleo
PC

Adicao de agua e

Misturafamassadura
PC

=

:

Divisdo da massa em
barras

.

Colocacdo em
tabuleiros/Levedacio
PC

:

Cozedura
PC

.

Arrefecimento
PC

.

Armazenamento
Refrigerado

:

Corte do pdo
PC

:

Tostagem
PC

:

Arrefecimento
PC

:

Embalamento em
53cos
PC

:

Detecdo de metais

¢

Controlo de pesos
PC

:

Expedicdo
PC

Figura 4: Fluxograma simplificado das etapas de

elaboragao dos croutons.
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Neste fluxograma estdo incluidas todas as etapas concretizadas e adicionalmente, aquelas que

fariam parte do processo, apesar de nio terem sido concretizadas no presente trabalho,

nomeadamente as etapas apos o arrefecimento dos croutons, até ao controlo dos pesos (Etapa

12.0 a 16.0). No entanto, caso os croutons, tivessem como objetivo final a venda ao cliente,

estas seriam etapas importantes, especialmente a etapa de detegdo de metais, por ser

considerada um PCC.

De seguida, faz-se uma descri¢do breve das etapas de elaborac¢io dos croutons.

Rececdo ingredientes: os ingredientes sdo verificados a recegdao e encaminhados para
os seus locais especificos de armazenamento.

Armazenamento ingredientes: os ingredientes sio armazenados a temperatura
ambiente (<25°C), exceto o fermento que é armazenado na cdmara frigorifica.
Pesagem: todos os ingredientes sao pesados manualmente, com exce¢do da farinha que
é retirada dos silos, sendo pesada automaticamente.

Mistura/amassadura: sio adicionados a farinha de trigo, todos os ingredientes secos
que compdem os croutons, procedendo-se a sua mistura.

Adicdo de 4gua e 6leo: sdo adicionados a mistura dos ingredientes secos.

Divisdao da massa em barras: mecanicamente é feita a divisdao da massa.

Colocagao em tabuleiros/levedagao: a massa, dividida em barras, é colocada em
tabuleiros onde completa o processo de levedura.

Cozedura: a massa é cozida em fornos rotativos de acordo com os parametros
determinados na figura 5. E controlado o tempo e a temperatura de cozedura.
Arrefecimento: apés a cozedura os carros sao retirados dos fornos e sao deixados a
temperatura ambiente para arrefecerem.

Armazenamento refrigerado: o pao em barras é colocado na cidmara frigorifica, de
forma a poder ganhar a consisténcia desejada, para uma operagao de corte mais eficaz.
Corte do pao: retirado dos carros, o pao é colocado nas cortadoras previamente
ajustadas para o tamanho desejado; apds o corte o produto passa por imanes
colocados na etapa imediatamente apés a cortadora e o vibrador e obtém-se os
croutons.

Tostagem: na etapa de tostagem, os croutons sdo tostados de acordo com os

parametros determinados na figura 5.

Arrefecimento em tapete: ap6s a tostagem, os croutons arrefecem no tapete.
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e Embalamento em sacos: o produto é acondicionado em sacos e identificado com o
lote, ficando a aguardar embalamento.

e Embalamento: nas diversas gramagens, o produto é embalado.

e Detecao de Metais e Controlo de Pesos: todas as embalagens sio sujeitas a controlo
por detetor de metais e controlo automatico de pesos. O produto que é rejeitado por
ma selagem ou rejeitado por diferenga de peso é reaberto e reintroduzido na etapa de
colocagao na tremonha. Ocasionalmente pode ser necessério re-embalar produto que
é introduzido diretamente na etapa de embalamento.

e Expedicdo: o produto é encaminhado para o armazém de produto acabado, onde
aguardara expedicdo. Nesta etapa é cumprido o FIFO (First In, First Out).

Na figura 5 encontram-se resumidas algumas caracteristicas especificas das etapas da
elaboragdo dos croutons descritas anteriormente. Nas figuras 6, 7 e 8 é possivel visualizar

imagens reais de algumas etapas do processo.

Tempo (min) 170
3. Cozedura

Tempo (min) 25
Temperatura (C°) 270
4. Camara frigorifica

Tempo (horas) 50
Temperatura (C°) 6

Humidade (%) 60
5. Tostagem

Tempo (min) 13
Temperatura (C°) 200

Figura 5: Descricdao das carateristicas especificas das etapas de elaboragao dos croutons de

C.vulgaris.
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Figura 6 - Arrefecimento das Figura 7 -

. Figura 8 - Tostagem
barras de pao Arrefecimento dos croutons

dos croutons

7.4. Prova organolética

Segundo a Norma Portuguesa 4263 (1994), a andlise sensorial é o “exame das caracteristicas
organoléticas de um produto pelos 6rgaos dos sentidos” e é uma ferramenta fulcral para a
industria alimentar, visto que o consumidor atual é cada vez mais exigente e informado e da
mais importancia as caracteristicas sensoriais dos produtos. Por isso, no desenvolvimento de
novos produtos é essencial conhecer a aceitabilidade do consumidor, pois o objetivo principal
de uma empresa é conseguir vender os produtos que produz.

Uma vez que nunca tinha sido desenvolvido nenhum produto na Rialto® com incorporagio
de microalgas, foi necessario perceber a sua aceitagdo. Nesse sentido foi realizada uma prova
organolética com colaboradores. Neste trabalho, o método de prova de aceitagdo utilizado
foi o teste de preferéncias de escala hedénica. E um teste subjetivo que avalia a aceitagio dos
produtos pelos consumidores. As sete amostras foram apresentadas a todos os provadores
de forma aleatéria, mas reprodutivel entre eles. Para a realizagdo das provas de aceitagao, as
amostras foram codificadas com uma letra e dois digitos numéricos, exemplificando, AOI.
Esta é uma metodologia ha muito utilizada na area alimentar sendo um dos primeiros métodos

utilizados no controlo de qualidade que continua a ser atualmente uma ferramenta de elevada
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importancia na inddstria, uma vez que permite realizar avaliagdes subjetivas e complexas, em
que a metodologia varia de acordo com o objetivo final.
A prova de aceitagio foi realizada na Rialto®, uma semana apés a sua produgdo, numa sala
isolada de ruido, a temperatura ambiente (25°C), no dia 6 de abril de 2022. Foram recolhidas
respostas de |9 colaboradores, e posteriormente foi excluido um colaborador por nio ter
capacidade de responder ao parametro do aroma. Os dados foram recolhidos uma ficha de
prova normalmente utilizada nas provas organoléticas realizadas na empresa (Anexo B). Estes
responderam de acordo com a sua preferéncia segundo uma escala estabelecida.

Os provadores avaliaram os seguintes atributos:

I. Sabor
Aroma
Cor
Crocancia

Apreciacao global

A A S o

Intencdo de compra

Figura 9: Disposi¢do dos croutons nas provas organoléticas.

Para a avaliagdo dos pontos | a 5, a escala de valores da ficha de prova utilizava os nimeros
de 0 a 5, de acordo com a seguinte designagao: 0 — muito desagradavel, | — desagradavel, 2 —
um pouco desagradavel, 3 — ligeiramente agradavel, 4 — agradavel e 5 — muito agradavel. Para
a avaliagdo do ponto 6, a escala de valores da ficha de prova utilizava os nimeros de 0 a 4, de
acordo com a seguinte classificagao: 0 — certamente nao compraria, | — provavelmente nao
compraria, 2 — n3o tenho a certeza se compraria, 3 — provavelmente compraria e 4 —

provavelmente compraria.
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7.5. Analise microbiologica

Os critérios microbiolégicos constituem uma das diversas ferramentas de gestdo do risco
disponiveis e utilizadas a nivel global para garantir a seguranca dos géneros alimenticios
produzidos pelos operadores das empresas do setor alimentar e disponiveis para consumo.
Os microrganismos patogénicos vegetativos devem ser prontamente destruidos durante o
cozimento, devido a sua baixa resisténcia térmica.(9)

As andlises laboratoriais das amostras foram realizadas num laboratério externo. Foi enviada
uma amostra de | kg de cada formulagio, no dia 2 de maio de 2022. Foi solicitada a andlise

dos seguintes parametros:

e Microrganismos a 30 °C
Sdo um conjunto de microrganismos vidveis que se desenvolvem a 30 °C em presenga de
oxigénio. Inclui todas as células vegetativas e esporos de bactérias, leveduras e bolores. As
principais fontes de contaminagio sdo o ambiente, as matérias-primas e a manipulagao.
O teor em germes totais é mais elevado no caso do incumprimento das boas préticas de
higiene e fabrico, utilizagio de matérias-primas de ma qualidade, quebra da cadeia de frio,
deficiente higienizagao de superficies, ocorréncia de contaminagdes cruzadas, falha/insuficiente
tratamento térmico e uma temperatura/tempo manuten¢do e/ou conservagdo hao
controlados. Perante niveis elevados > 10¢® UFC/g é importante identificar a flora
predominante para interpretar adequadamente o significado desses teores.

e Bolores e leveduras
Bolores e leveduras sdo fungos e tém a capacidade de desenvolvimento em condigdes
adversas: baixas temperaturas, acidez, baixa aw. As leveduras sdo aerdbias facultativas
enquanto os bolores sao aerdbios estritos. Os esporos dos bolores podem ser resistentes a
temperaturas elevadas. A principal fonte de contaminagio é a dissemina¢do no meio ambiente,
e nos produtos de origem vegetal podem ser transferidos para os alimentos, por contacto
com equipamentos contaminados ou por exposi¢do ao ar, podendo ser contaminantes de
ingredientes utilizados na preparagdo. Importantes agentes de alteragao estio geralmente

associados a deterioracio de alimentos acidos, acucarados, com baixa aw ou fermentados.

e Salmonella
A salmonela é amplamente dispersa na natureza, e pode inclusive, estar presente nos

equipamentos de fabricas, nas maos e nas superficies e utensilios de cozinha. Embora,
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tradicionalmente se considerasse que a salmonela estava associada a produtos animais no
passado, os produtos frescos também tém sido a fonte de grandes surtos, particularmente
recentemente. Também sobrevive bem em alimentos com baixa humidade, como especiarias,
que tém sido os veiculos para grandes surtos. A contaminagdo cruzada ocorre quando a
salmonela é espalhada de uma fonte contaminada — um alimento contaminado ou um
manipulador de alimentos infetado — para outros alimentos ou objetos no ambiente.
A contaminagao pode espalhar-se para superficies de fabrica e equipamentos, bem como
superficies de cozinha e utensilios. Pode ocorrer contaminagdo cruzada em qualquer ponto
do processo alimentar, a partir do manuseamento de animais de estima¢io ou de animais
selvagens, manuseando depois alimentos, utensilios de preparagiao de alimentos ou outros
objetos no ambiente.
Alguns exemplos de alimentos ligados a doenca de Salmonella incluem carnes, aves, ovos, leite
e lacticinios, peixe, camarao, especiarias, leveduras, molhos, misturas de bolos, sobremesas
recheadas de creme e coberturas que contém ovo cru, gelatina seca, manteiga de amendoim,
cacau, frutas e legumes e chocolate.(142)

e Escherichia coli
Escherichia coli é uma das espécies predominantes no intestino humano e, como parte da flora
intestinal normal, algumas destas espécies proporcionam muitos beneficios para a saude do
hospedeiro; por exemplo, impedem a colonizagdo do intestino por agentes patogénicos
nocivos. No entanto, existem pequenos grupos de E. coli, por vezes referidos como
enterovirulente E. coli, diarreiagée E. coli, ou mais comummente, e. coli patogénico, que podem
causar doengas diarreicas graves em seres humanos.(142)
A sua presenca em géneros alimentares deve-se a contaminagdes cruzadas a partir de
matérias-primas de origem animal e vegetal e do meio ambiente (por exemplo. solo, agua,
ambientes marinhos). A sua presenca indica um incumprimento das boas praticas de higiene,
uma cozedura insuficiente ou contaminag¢io cruzada a partir de alimento cru, do pessoal, ou
das superficies em contacto com o alimento, além de insuficiente temperatura e tempo na
confecdo. A detecio de E. coli ndo é um indicador fidvel de que patogénios fecais estejam
presentes no alimento e a sua auséncia ndo garante a auséncia de patogénios entéricos, no

entanto é um bom indicador das boas praticas de higiene.(143)

e Listeria monocytogenes
Bacilos anaerébios facultativos, que se desenvolvem a temperaturas normais de refrigeracgao,

mas que demonstram uma resisténcia ao calor e aos desinfetantes. As principais fontes de
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contaminagao sao o ambiente, matérias-primas e manipulagio. Podem sobreviver nas dreas de
processamento de alimentos e no equipamento se forem utilizadas praticas inadequadas de
higienizagdo. Em alimentos submetidos a tratamento térmico a dete¢ao de Listeria spp. indica
cozedura insuficiente ou contaminagdo posterior, podendo a sua presenga ser utilizada como
indicador da avaliagao do estado de higiene.(143)
A Listeria monocytogenes é um patogénio que causa listeriose, uma importante infecao
alimentar.(121) Os patogénicos podem crescer em temperaturas refrigeradas, o que torna
este organismo um problema particular para a indUstria alimentar.
As fontes de contaminagdo potenciais incluem os trabalhadores alimentares, o ar de entrada,
as matérias-primas e os ambientes de processamento de alimentos. Entre essas, a
contaminagao pés-processamento nas superficies de contacto com os alimentos constitui a
maior ameaga a contamina¢io do produto.(142)

e Atividade da 4gua
A disponibilidade de agua é medida em termos de atividade da agua (aw). A presenca e
disponibilidade de agua também afetam a capacidade de microrganismos para colonizar
alimentos. Retirando a dgua de um alimento, podem-se controlar ou eliminar processos de
deterioracdo. A dgua, mesmo que presente, pode ser menos disponibilizada ao adicionar
solutos, como agucar e sal. Quando grandes quantidades de sal ou agUcar s3o adicionadas aos
alimentos, a maioria dos microrganismos sao desidratados pelas condi¢des hiperténicas e nao
pode crescer.(121)
O minimo aw em que os microrganismos podem crescer (isto é, aw abaixo do qual as
atividades fisioldgicas necessarias para a divisdo celular sdo prejudicadas) é de 0,60. O minimo
para o crescimento da maioria das bactérias é de aproximadamente 0,87, embora as bactérias
halofilicas possam crescer a aw tao baixa como 0,75.(144)
Os alimentos com aw < 0,85 incluem cereais, chocolate, cacau em p9, frutos secos e legumes,
ovo em po, fermentado salsicha seca, farinha, farinha e graos, ervas, especiarias e condimentos,
mel, proteina vegetal hidrolisada em po, pds de carne, carne seca, leite em pd, massa, manteiga
de amendoim, amendoins e frutos secos, férmula infantil em po, grios e sementes (por
exemplo, sésamo, meldo, abébora, linhaga).
Alguns microrganismos, incluindo aqueles capazes de causar doengas humanas, sdo capazes de
sobreviver processos de secagem onde o metabolismo é muito reduzido, ou seja, o
crescimento nao ocorre, mas as células e os esporos vegetativos podem permanecer viaveis
por varios meses ou mesmo anos. E imperativo que boas praticas de fabrico, boas priticas de

higiene e o plano HACCP, com especial atenc¢io para a prevenc¢ao da contaminagao e redugao
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da persisténcia de agentes patogénicos.(144) Alimentos com baixo teor de aw incluem uma
variedade de alimentos consumidos prontos para consumo ou usados como ingredientes
noutros produtos, incluindo produtos lacteos secos, leite em poé, formulas infantis, caseina,
concentrado de proteina de soro de leite, lactose, farinhas, massas, cereais infantis , cereais
matinais, cacau em po, chocolates, doces e outros produtos de confeitaria, ovos em pé secos,
macarrao seco, sopas secas, folhas de chd, frutas e vegetais secos, nozes, amendoim, sementes,
leguminosas, graos, ervas, especiarias, condimentos, animais secos alimentos, carne seca e
produtos de peixe.(145)

Estd bem estabelecido que alimentos de baixa e intermedidria aw s3o periodicamente
contaminados com patdégenos de origem alimentar. A aw mais baixa n3do impede a
contamina¢ao ou sobrevivéncia dos patégenos mais comuns; apenas seu crescimento €
inibido.(146)

Os produtos de panificagio podem ser classificados com base na sua aw como (i) produtos
de panificagio de baixa humidade com aw < 0,6, (ii) produtos de panificagio de humidade
intermediaria com aw entre 0,6 e 0,85 e (iii) produtos de panificagao com humidade elevada
com aw > 0,85 e geralmente entre 0,95 e 0,99.

A maioria dos produtos de panificagio sdo comercializados frescos e armazenados a
temperatura ambiente. Além disso, a classificagdo de produtos com base no seu pH e aw é
atil para reconhecer o potencial de deterioragao e seguranga dos produtos de panificagdo. A
deterioracgio refere-se a qualquer alteragao na condi¢cdo de um alimento que o torne menos
palatdvel no momento do consumo. Os problemas de deterioragao dos produtos de
panificagio podem ser subdivididos em |) deterioracio fisica (perda de humidade,
envelhecimento), 2) deterioragdo quimica (rancidez) e 3) deterioragdo microbioldgica
(levedura, bolores, crescimento bacteriano). O problema de deterioragio predominante é
influenciado por fatores inter-relacionados, especificamente temperatura de armazenamento,
humidade relativa, nivel de conservantes, pH, material de embalagem e ambiente gasoso ao
redor do produto e, mais importante, pelo teor de humidade e aw.(9)

Vérios patogénios alimentares, como salmonela (em especiarias, nozes secas, chocolate,
manteiga de amendoim e assim por diante Bacillus cereus (em graos de arroz), Clostridium
botulinum (em mel), certos virus (virus da hepatite A em tomates semi-secos) foram detetados
com capacidade para sobreviver (mas nao crescer) em alimentos e ambientes de baixa
humidade por longos periodos de tempo A maioria desses surtos relacionados a alimentos de
baixa humidade foram causados por espécies de Salmonella e apenas um numero muito

pequeno de células de Salmonella sio necessérios para causar doenga.(147)
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As principais medidas para evitar a contaminagdo cruzada com patégenos como Salmonella
incluem a aplicagdo adequada das BPF (boas praticas de fabrico) e do plano HACCP,
combinada com a aplicagio rigorosa de limpeza a seco para evitar o crescimento de bactérias

no ambiente de processamento e perto da linha de produgao.(148)

7.6. Analise nutricional e alegacdes nutricionais

As andlises laboratoriais foram realizadas num laboratério externo tendo sido enviada uma
amostra de | kg de cada formulagdo no dia 2 de maio de 2022. Inicialmente foi apenas
solicitado ao laboratério a andlise do teor proteico de todas as amostras. Apds andlise deste
resultado foi solicitada a andlise dos seguintes componentes: valor energético, lipidos, hidratos
de carbono, agucares totais, acidos gordos saturados, sal, fibra, zinco e vitamina B)..

A vitamina B/, é sintetizada apenas por determinados microrganismos e, portanto, a principal
fonte da vitamina sao os alimentos de origem animal.(149)

Devido a ingestdo insuficiente de vitamina B, entre os grupos de risco, muitas instituicoes
recomendam o uso de suplementos de vitamina B, ou alimentos fortificados. O pao seria um
bom produto para fortificagio com vitamina B,. No entanto, para avaliar o potencial de
fortificacdo do pao, a estabilidade da vitamina ao longo do processo de panificagao deveria ser
confirmada.

Este estudo teve como objetivo investigar a estabilidade da adicdo de vitamina Bia.
Relativamente as perdas, 21% foi perdido nas etapas de cozimento no forno em processos de
massa simples. Os resultados encorajam novas pesquisas para obter produtos de panificagdo
com teor adequado de vitamina Bj;, bem como qualidade aceitdvel de panificagio e

sensorial.(149)

7.7. Analise estatistica

A anilise estatistica foi realizada no programa IBM SPSS® Statistics, versio 28.0.0.0. A
estatistica descritiva consistiu no calculo de médias e desvios padrao, ou frequéncias relativas
e absolutas. Para comparar as 7 formulagdes usou-se o teste de Friedman uma vez que as
varidveis tinham uma escala discreta. Como andlise posterior, para comparar as 6 formulagoes
com microalgas tendo em consideragdo a cor da microalga (White ou Honey), a percentagem
de incorporacio (3%, 5% ou 8%) e o termo de interagdo entre estes, aplicou-se o teste de

ANOVA para medidas repetidas.
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7.8. Procedimentos de Seguranca Alimentar

De acordo com o definido no Manual da Qualidade e Seguranga Alimentar da empresa, o
plano HACCP foi revisto, no seguimento da alteragdo relativa aos croutons, bem como o
fluxograma do processo que tem como principal objetivo a descri¢do sistematica e ordenada
dos processos, das etapas que os integrem e das suas interagdes como base de avaliacio da
possibilidade de ocorréncia, aumento ou introduc¢io de perigos para a seguranca alimentar.
A elaboracido e aprovagio do estudo HACCP ¢é responsabilidade do Departamento de
Qualidade.

Conduziu-se a avaliagdo e categorizacdo dos perigos e respetivas medidas de controlo a
implementar e criaram-se os procedimentos de monitorizagao dos Pontos de Controlo (PC’s)
e PCC’s.

Ainda na fase de producao da C.vulgaris incluida neste trabalho, sabe-se que existe um PCC, a
pasteurizagdo. Esta é realizada a uma temperatura minima de 74°C, durante 6 segundos,

impedindo desta forma a sobrevivéncia de bactérias patogénicas.(107)
8. Resultados e discussao
8.1. Formulacoes

Apos realizagio de todo o processo de desenvolvimento dos croutons de microalgas,
obtiveram-se 7 amostras distintas: padrao, W3%, W5%, W8%, H3%, H5% e H8%. Na figura

10 é possivel verificar o resultado, nomeadamente o aspeto visual.

Padrio W3% W5% W8% H3% H5% H8%
P & F & F’ é < | ‘@ i ‘ . { . ’
' k N //,/’

Figura 10: Resultado dos croutons desenvolvidos e apresentagio dos mesmos nas provas

organoléticas.
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8.2. Prova organolética

Foram recrutados 19 provadores, 14 do género feminino e 4 do género masculino, com idades
compreendidas entre os 2| e os 60 anos, e média de idades de 41 anos. Um dos provadores
foi excluido por nio ter capacidade de avaliar o aroma, ficando um total de |18 provadores. E
possivel observar que as formulagcdes de Chlorella vulgaris amarela (H3% e H8%) obtiveram a
melhor pontuagio em todos os atributos em andlise, com especial relevancia atribuida a
aprecia¢ao global, onde a formulagio H3% obteve uma média de 3.9 pontos e a formulagao
H8% uma média de 3.8 pontos. O sabor, o aroma, a cor e a intencdo de compra foram as
qualidades onde as formulagdes referidas mais se destacaram, face as restantes. Relativamente
a formulagdo H3% a pontuagdao média obtida nos principais atributos foram: 3.7 pontos no
sabor, 3.6 pontos no aroma e 4.4 pontos na cor. Relativamente a formulagao H8% a pontuacédo
média obtida nos principais atributos foram: 3.9 pontos no sabor, 3.8 pontos no aroma e 4.4
pontos na cor.

O parametro da intengdo de compra tem uma importancia elevada, pelo facto de ser um dos
determinantes que permite prever o interesse dos provadores em adquirir o produto em
andlise. As formulagdes com maior pontuagdo foram mais uma vez as formulagdes H3% e

H8%. A Figura | | apresenta o diagrama em teia com os resultados obtidos.

Tabela 2: Estatistica descritiva (média e desvio padrao) das varidveis analisadas na prova

organolética.

Formulagao Sabor Aroma Cor Crocincia Apé?;i;:lﬁo Intznnii?-ade
Padrio 35+09 32+08 32+ 1,2 44+07 35+09 22+13
H3% 37+£1,0 37+ 1,0 44+09 45+07 39+07 3,1 +£1,0
H5% 37108 3798 44108 4,6+ 0,7 38+08 29+ 1,1
H8% 39+ 1,1 38+ 1,0 3710 4,6+ 08 38+ 1,0 3,1£1,3
W3% 32+09 32+06 3410 44+06 34+08 2,1 1,1
W5% 3,110 3,110 33+1,1 44+06 36+09 24+ 1,0
W8% 3,1 £1,0 32+ 1,0 3,6+09 44109 32+1,0 26+13
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e= e Padrdo em—\\3% —\\5% W8% H3% H5% e H8%

Sabor

Intencdo de
compra

Aroma

Apreciagao global Cor

Crocante

Figura | |: Diagrama em teia com os resultados das provas organoléticas.

Na figura 12 encontram-se os gréificos relativos aos pardmetros avaliados nas provas
organoléticas. As pontuagdes mais elevadas destacam-se nas formulagdes de Chlorella vulgaris

amarela (H3%, H5% e H8%)
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Figura 12: Gréficos com os resultados das provas organoléticas de cada formulagao.

Na andlise posterior, comparando as 6 formulagdes com microalga encontraram-se apenas
diferencas significativas tendo em consideragao a cor da microalga (White ou Honey), nas

variaveis sabor (p=0,001), aroma (p=0,005), cor (p=0,004), apreciag¢io global (p=0,007) e
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intencao de compra (p=0,006). Apenas na varidvel crocancia nao se observaram diferencgas
significativas (p=0,204) tendo em considera¢dao a comparagao da cor da microalga. E ndo se
encontraram diferengas significativas entre as formulagdes quanto a percentagem de
incorporagao nem na interagdo entre cor e percentagem de incorporagiao em nenhuma das

variaveis.

8.3. Anailise microbiolégica

Por serem ricos em nutrientes, os alimentos séo um bom ambiente para o crescimento de
microrganismos. Este crescimento microbiano é controlado por fatores relacionados com o
préprio alimento, designados fatores intrinsecos, e também pelo ambiente onde os alimentos
sao armazenados.(121)

Os fatores intrinsecos ou relacionados com os alimentos incluem o pH, humidade, atividade
da 4gua, potencial de reagdes redugdao-oxidagao, estrutura fisica dos alimentos, nutrientes
disponiveis e a presencga de possiveis agentes antimicrobianos naturais. Os fatores extrinsecos
ou ambientais incluem a temperatura, humidade relativa, gases, bem como os tipos e niUmeros
de microrganismos presente na comida.

A composicdo em nutrientes € um fator intrinseco critico. Se um alimento é composto
principalmente por hidratos de carbono, predomina o crescimento de fungos e a deterioragao
resulta em grandes odores. Assim, alimentos como paes, compotas e alguns frutos mostram
primeiramente a deteriora¢ao pelo crescimento de fungos.(121)

Todos os resultados nas andlises microbiolégicas (tabela 3) se encontravam adequados.(143)

Tabela 3: Resultados da andlise aos pardmetros microbiolégicos da formulagiao selecionada

(H8% - Incorporacao de 8% Chlorella vulgaris Honey)

Pardmetro Resultado
Quantificagdo de microrganismos a 30°C < 10*UFC/g
Quantificagdo de Bolores < [OUFC/g
Quantificagdo de Leveduras < [OUFC/g
Pesquisa de Salmonella spp. Nio Detetado /25g
Quantificacdo de Escherichia coli < |0 UFC/g
Pesquisa de Listeria monocytogenes Nio Detetado /25g
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8.4. Anilise nutricional e alega¢Ges nutricionais
Apds a primeira andlise nutricional, obtiveram-se os seguintes resultados (Tabela 4),
relativamente ao valor de proteina por 100 gramas, de cada formulagiao. Apds a |I° andlise, foi

selecionada a formulagao H8% para uma andlise nutricional mais completa (Tabela 5).

Tabela 4: Resultados da primeira andlise nutricional ao teor proteico de todas as

formulagoes.

Formulagio gr proteina por 100g + (incerteza)
Padrio 12,2 + 0,98
W3% 128+ 1,0
W5% 133+ 1,1
W8% 13,5+ 1,1
H3% 129+ 1,0
H5% 13,0+ 1,1
H8% 142+ 1,1

Tabela 5: Resultados da andlise nutricional da formulagio selecionada (H8% - Formulagao

com 8% de Chlorella vulgaris Honey).

Pardmetro Resultado (por 100g)
Valor energético (K]) 1687,00
Valor energético (Kcal) 400,00
Lipidos (g) 7,15
Dos quais acidos gordos saturados (g) 0,96
Hidratos de Carbono (g) 66,7
Dos quais agtcares (g) 2,15
Proteina (g) 14,30
Fibra (g) 5,70
Sal (g) 1,06
Zinco (mg) 2,40
Vitamina B12 <0,001

Relativamente a inclusio de alegagdes nutricionais ou de salde nos rétulos dos géneros
alimenticios, esta devera respeitar o disposto no Regulamento (CE) n.° 1924/2006 do
Parlamento Europeu e do Conselho, de 20 de Dezembro de 2006, relativo as alegacdes

nutricionais e de saide sobre os alimentos (69) e o Regulamento (UE) n.° 1047/2012 da
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Comissdo, de 8 de novembro de 2012 que altera o anterior no que se refere a lista de
alegagdes nutricionais.(150)
Com base nestes regulamentos e de acordo com a andlise da composi¢do nutricional da
formulagao H8%, é possivel incluir as seguintes alegagdes:

|. Baixo teor de gorduras saturadas

2. Sem adiciao de aglcares
3. Fonte de fibra
4

Fonte de proteina

I. Uma alegagdo de que um alimento é de baixo teor de gordura saturada, ou qualquer
alegacdo que possa ter o mesmo significado para o consumidor, s6 pode ser feita se a soma
dos acidos gordos saturados e dos acidos gordos trans contidos no produto nao exceder 1,5
g/100 g para os sélidos ou 0,75 g/100 ml para os liquidos; em qualquer dos casos, a soma dos
acidos gordos saturados e dos 4cidos gordos trans nao pode fornecer mais de 10% do valor
energético. A andlise nutricional da formulagio H8%, revelou que a quantidade de gordura
saturada por |100g foi de 0,96 gramas.

2. Uma alegacdo de que nao foram adicionados agucares ao alimento, ou qualquer alegacdo
que possa ter o mesmo significado para o consumidor, sé pode ser feita quando o produto
nao contiver quaisquer monossacdridos ou dissacaridos adicionados, nem qualquer outro
alimento utilizado pelas suas propriedades edulcorantes. Caso os aglcares estejam
naturalmente presentes no alimento, o rétulo deve também ostentar a seguinte indicagdo:
“Contém agucares naturalmente presentes”. Na lista de ingredientes da formulagio H8% nao
consta qualquer monossacdrido ou dissacarido adicionado.

3. Uma alegacdo de que um alimento é uma fonte de fibra, ou qualquer alegagao que possa ter
o mesmo significado para o consumidor, sé pode ser feita quando o produto contiver, no
minimo, 3 g de fibra por 100 g ou, pelo menos, 1,5 g de fibra por 100 kcal. A anélise nutricional
da formulagao H8%, revelou que a quantidade de fibra é de 5,70 gramas por 100g.

4. Uma alegacio de que um alimento é uma fonte de proteina, ou qualquer alegacdao que possa
ter o mesmo significado para o consumidor, sé pode ser feita quando, pelo menos, 12% do
valor energético do alimento for fornecido por proteina. Foi realizado o célculo relativo a
contribuicdo do valor energético da proteina na formulagao H8%, cujo resultado foi igual a
14,3%.

Tendo em conta a informagdo nutricional da formulagao H8%, é possivel obter uma parte do

rétulo, com a informagao nutricional simplificada. Na figura 13 encontram-se 2 modelos
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distintos e ambos usados nos produtos alimentares embalados, a venda em Portugal, o nutri-

score e o semaforo nutricional.

NUTRI-SCORE

1687k 728 1.0g 22g 1ig
400keal Lipidos Saturados Actcares Sal

Figura 13: Rotulagem simplificada dos croutons H8% (Nutri-score e seméforo nutricional).

No Regulamento UE 1169/201 1, capitulo IV, artigo 9°, constam as men¢des obrigatérias do

rétulo alimentar:

a)
b)

0)

Denominagao do género alimenticio

Lista de ingredientes

Ingredientes ou auxiliares tecnoldgicos ou derivados de uma substancia ou produto
que provoquem alergias ou intolerancias

Quantidade de determinados ingredientes ou categorias de ingredientes
Quantidade liquida do género alimenticio

Data de durabilidade minima ou a data-limite de consumo

Condigdes especiais de conservac¢io e/ou as condi¢des de utilizagao

Nome ou a firma e o endereco do operador da empresa do setor alimentar
Pais de origem ou o local de proveniéncia

Modo de emprego

Titulo alcoométrico

Declaragiao nutricional

Por fim, foi elaborada a ficha técnica dos croutons H8% (Anexo C), que deve ser usada com

o objetivo de apresentar deste produto, quer ao nivel da rotulagem, como também da

seguranga alimentar.

53



9. Analise critica e perspetivas futuras

Ao longo da realizagdo do estdgio e do desenvolvimento do trabalho surgiram, naturalmente,
alguns desafios e imprevistos que obrigaram a algumas adaptagdes. A ideia inicial passou por
desenvolver um produto diferenciado relativamente aos que ja eram produzidos na empresa,
quer na sua forma como nos principais ingredientes. Face a varias vicissitudes que foram
ocorrendo ao longo dos meses como atrasos na chegada de matéria-prima e de novas
maquinas, ndo foi possivel prosseguir com a totalidade da ideia inicial. Se por um lado, foi
possivel usar uma matéria-prima diferenciada, por outro lado, o tipo de produto nao foi o que
estava inicialmente planeado, que seria diferente do que habitualmente ja é produzido na
empresa. Outro desafio que acabou por surgir em fevereiro, e que levou a que os testes
fossem realizados numa escala mais reduzida face ao que estava inicialmente delineado, esteve
relacionado com a guerra entre a Russia e a Ucrania. Como consequéncia, as matérias-primas,
nomeadamente o 6leo e a farinha de trigo, foram sendo mais dificeis de adquirir e houve
necessidade de gerir o stock destes produtos que existia na empresa. Nesse sentido ndo foi
possivel fazer os testes em larga escala, onde as quantidades de farinha ndo seriam de 5kg mas
sim 100kg.

Face ao periodo considerado para o desenvolvimento dos croutons de Chlorella vulgaris, nao foi
possivel fazer o estudo de validade completo dos mesmos, uma vez que este estudo levaria
alguns meses. Quanto as andlises nutricionais realizadas, teria sido interessante verificar a
presenca de outros micronutrientes, tais como vitaminas Bl e B2, vitaminas E e C assim como
o perfil lipidico mais completo (4acidos gordos monoinsaturados e polinsaturados,
nomeadamente, 6mega-3, 6 e 9). O principal fator para a sua nio realizagio no presente
trabalho esta relacionado com o custo acrescido que estas analises teriam.

Relativamente a receita usada nas formulagdes e tendo em conta o objetivo de criar um
produto com caracteristicas nutricionais otimizadas, seria interessante substituir o éleo por
azeite, o que permitiria obter um melhor perfil lipidico. Adicionalmente, em futuras
experiéncias e reformulagdes da receita, poderdo ser usadas diferentes incorporagdes de
microalgas, para perceber a sua aceitagio e conhecer as caracteristicas nutricionais dos
produtos com uma maior quantidade de microalgas.

Embora a incorporagao de biomassa de microalgas em produtos tradicionais tenha encontrado
varios desafios no passado, principalmente por causa de sua cor intensa ou sabor e odor a
peixe, varios estudos demonstraram que as microalgas podem ser incorporadas em produtos

alimentares com elevada qualidade fisico-quimica, nutricional e sensorial. Tal é de facto
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pretendido, pois segundo o ultimo relatério (2021) da FoodDrink Europe, os principais fatores
que influenciam a compra de alimentos dos consumidores europeus sdo o sabor (45%) e a
seguranga alimentar (42%).(151)

As microalgas podem ser vistas como um ingrediente novo ou moderno, sdio um recurso
valioso e tém potencial para se tornar um alimento comum para consumidores em todo o
mundo. De facto, a forma mais popular de consumir microalgas continua a ser como
suplemento nutricional em comprimidos, capsulas ou em pé. No entanto, essa tendéncia esta
a mudar e gradualmente a atual lista de produtos comercializados com incorporagio de
biomassa de microalgas e lancados no mercado estd a ampliar. Apesar dos desafios do cultivo
em larga escala, ha uma clara necessidade de incorporar ingredientes de microalgas em
alimentos. E relevante considerar que também de acordo com o relatério da FoodDrink
Europe, o setor dos biscoitos € um dos dez setores de alimentos mais inovadores no mundo.
Para além de todo o conhecimento existente até ao momento, sao necessdrios ainda mais
estudos para compreender todo o potencial deste recurso como alimento, nomeadamente, a
caracterizagdo do contelldo bioquimico, os seus reais beneficios na salde e possiveis
preocupagoes relativas ao seu consumo. Deve ser tido em consideragdo que o consumo
excessivo de produtos que contenham extratos ou microalgas inteiras pode causar um efeito
negativo em alguns casos raros. No entanto, no global, os resultados sugerem um futuro
promissor para a inclusao das microalgas na indistria de alimentos e as expectativas mantém-
se elevadas.(43,1 1)

A competitividade das microalgas em relagao a outras fontes no mercado é um fator critico
que determinara a sua viabilidade comercial.(38) Comparativamente a outras matérias-primas,
as microalgas tém um custo (preco/kg) elevado, o que podera levar a obsticulos na sua
inclusdo. Contudo, o aumento da sua utilizagdo permitird a compra a um preco mais
competitivo e podera tornar-se uma matéria-prima cada vez mais competitiva.

As microalgas sio pequenas fabricas e fontes renovaveis, sustentaveis e econdémicas de
biocombustiveis, medicamentos bioativos e ingredientes alimentares. (35) Provavelmente, hd
mais espécies de algas que nao foram identificadas do que aquelas que foram. Portanto, o seu
potencial de uso para consumo de alimentos, suplementos, producdo de energia e muito mais,
intensificar-se-a naturalmente nos préximos anos.(43)

A seguranga dos alimentos é uma questio complexa que envolve muitas varidveis inter-
relacionadas (9) e sendo inquestiondvel que qualquer produto colocado no mercado tem de

ser comprovadamente seguro para os consumidores, cada vez existira maior exigéncia na
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inovagdo do setor alimentar e as industrias devem estar preparadas para desenvolver
processos adequados.

A seguranga alimentar global enfrenta inimeros desafios como o crescimento continuo da
populagdo humana. No século XXI, os desafios vdo continuar a centrar-se no aumento da
seguranca alimentar global, com alimentos seguros e nutritivos (| |) sendo que os agricultores,
os consumidores, os investigadores, as agéncias governamentais e os grupos de defesa dos
consumidores desempenham um papel importante na influéncia das politicas de seguranca
alimentar e das praticas sustentdveis de produgio alimentar. Também as classes de
profissionais de saude podem assumir a responsabilidade de sensibilizar e fornecer
informagdes que permitam as partes interessadas tomar decisdes orientadas sobre as priticas
alimentares, e decretar politicas e orientagdes que protejam a seguranca alimentar e protejam
a sustentabilidade ambiental. Existem também as preocupagdes e necessidades por parte do
consumidor que procura determinadas caracteristicas nos produtos que vai consumir,
nomeadamente a garantia da qualidade, da seguranca alimentar e a relagdo com a sua saude.
Destaca-se também a crescente preocupagao do consumidor pela sustentabilidade das suas
escolhas, procurando produtos que respeitem os ecossistemas e o ambiente, bem como
opgdes menos poluentes e biodegradéveis. (8) Pode considerar-se que o aumento da procura
por alimentos seguros tem o potencial de melhorar globalmente a seguranca alimentar, a
nutri¢do e o bem-estar econémico.(11)

A educagdo continuada em higiene e seguranga alimentar para os trabalhadores da industria
agroalimentar, manipuladores de alimentos e também o publico em geral é também um
componente critico no combate contra doencgas transmitidas por alimentos. A implementagdo
de um programa HACCP mostra-se essencial para minimizar a contaminagao e a disseminagao

de doengas transmitidas por alimentos.(9)
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10. Conclusio

O trabalho realizado ao longo do estigio na Rialto® permitiu desenvolver um produto
alimentar inovador para a empresa, sobretudo ao nivel da principal matéria-prima.

As andlises microbiolégicas e nutricionais apresentaram resultados muito satisfatérios,
permitindo atingir os objetivos delineados inicialmente, uma vez que foi possivel associar uma
alegacio relativa ao teor de proteina e que todos os resultados da andlise microbioldgica
mostraram que os croutons cumpriram todos os parametros da seguranca alimentar desejados.
A prova organolética demonstrou que as formulagdes de C.vulgaris de cor amarela tiveram
uma aceitagdo maior pelos provadores, o que leva a concluir que no futuro esta microalga
deve ser a aposta principal para novos produtos a serem comercializados pela empresa.
Concluindo, foi possivel inovar e criar um produto alimentar diferenciado, com as
caracteristicas nutricionisias e microbiolégicas desejadas, com a perspetiva de que no futuro

a microalga Chlorella vulgaris seja incorporada em vérios produtos alimentares.
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12. Anexos

Anexo A - Declaracido de alergénios Allmicoralgae®

& Almicroaigae

ol prishuci

Allergen Statement

Allmicrealgae’s production plant is specifically prepared for m croalgse production, Microalgae biomass
and powder are the exclusive products resulting of its activity.

Far all intents and purposes Algafarm doesn't produce or keepin its premises any of the following items:
- Cereal containing gluten
- Sheltfish
= Egas
- Fish
= Peanuts
- 5oy bean
- Milk {including lactose]
- Edible nuts and seeds
- Celery
- Mustard
- Sesame seed
- Lupines
- Molluscs

stated in Regulation (EL} n21169/2011 as substances or products causing allergies or intolerances.

Although not added in the process, sulfites are naturally present in the product as they are a sub
product of the microalgae” metsbaolism.

Pataias, 15™ January 2021
e Alimicroclgae
Nk, LT g

Allmicroalgae - MaurabFroducts, S.4,

AN £ - Mat, ©A.C. Lisbea
Fece: . 25 Abril 2445413 Patalas
POATUGEAL
T |+ doRnfr baraR r—

Plant Manager

ALLMICAOALGAE - NATURAL PRODUCTS, 5.4.
Potaios, Portugal
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Anexo B - Ficha da prova organolética

L
- u
" ) AVALIACAO DE PRODUTO
rn.-..{'fo / f Pig.1de2
Provador:
Amaostra:
1. Sabor 2. Aroma 3. Cor 4. Crocante 5. Apreciagio | 6.Intencho de
Global Comprar

Observagoes:
Legends:

1)a5) 2 0- muito desagraddvel™ 1 - “desagradavel” 2 - ‘um pouco desagradavel” 3 - ligeiaments agradavel” 4—
“agradavel”, & — ‘muito agradavel”

8) = 0 - “cerfamenfs ndo somprana”; 1 — ‘provavelmente ndo comprana”; 2 — “nio tenho cereza se compraria’ 3 —
“provavelments comprana”, 4 — “cerdfamente comprana”.

Amaostra:
5. Apreciagao | 6. Intengdo de
1. Sabor 2. Aroma 3. Cor 4. Crocante Glabal compral
Observagoes:
Legends:

1)a i) = 0- "muito desagraddvel” 1 - desagradavel” 2 - ‘um pouco desagraddvel” 3 - Jigeiraments agradavel” 4 -
“agradavel”, §— muito agradavel”

8) = 0 - “cerfamenfe ndo compraria”; 1 - provavelmenie ndo comprana’; 2 — 3o tenho cerfeza se compraria” 3 -
“provavelmends comprana” 4 — “cerfamente comprana”

Amostra:
5. Apreciagao | 6. Intengio de
1. Sabor 2. Aroma 3. Cor 4. Crocante Glabal comprar
Observagoes:
Legends:

1)a§) = 0- muits desagraddvel’ 1 - “desagradivel’ 2 - ‘um powuco desagraddvel” 31— Vigeiaments agraddvel’ 4—
“agradavel”, §— muito agradavel”

8) = 0 - “cerfamenfe ndo comprana”; 1 - provavelmenie ndo comprana’; 2 - 3o tenho cerfeza se compraria’ 3-
“provaveimente comprana” 4 — “cerdamente comprania”.
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Anexo C - Ficha técnica Croutons Chlorella vulgaris

e ?

rialto

Manual de Seguranga Alimentar
Ficha Técnica de Produto
Familia I — Croutans
Cooizo Do Asmeo

DezanAGAD

Cusoa ps PAo oE MicROALGAS

Danoe oo FABRICANTE

CaracTErRETICAE Flsicas

Morada Comercial:
Zona Industrial da Palhaga, Lote 4; 3770-355 Palhaca 0B
Telefone: 234 754 100

Fax: 234 754 101

Cubos de pao de trige e microalgas tostados, com
dimensoes aproximadas de 15x15x15mm
provenientes do corte de pao de forma que podem ou
nao apresentar codea. Com textura crocante, cor
amarela (C.vulgaris Honey) ou branca (Covulgans
Whire), cheiro e sabor ligeiro, caracteristico das

microalgas.

Mexgiées pe RoTuLaGEM

lwoREDENTES/ALERGERICS

Denominagdo do produte; ldentficagSo do Fabricante
Lote & Validade; Lista de Ingredientes; Declaracao
Mutricional: Peso Liquide; Cadigo de Bamas; Condigdes
de Censervacao; Simbolo Ponto Verde

Farinha de wrige (gliten) (60%), dlec vegetal de grassal
alto oleico. gliren de migo, =3l & levedura. Pode conter
vestigios de semenres de sésamo.

EzrecricaciEs MiCROBIOLOGICAS

InForMacio MuTricional MEnw (1004)

Contagem de Microrganismos a 30°C: =1x10¢ ufclg

Contagem de Bolores e Leveduras: £ 1210 ufcig

Pesquisa de Salmonela spp: Negativo em 25 g

Energia: 18387 kJ /400 kcal
Lipidos: 7.15 g

Dos guais Saturados: 0,86 g
Hidrates de Carbone: 66,7 g

Dos quais Aglcares: 2,15 g

microalyas tostados numa caixza bem fechada
Embalado em Pelicula Alimentar:

Quantificagio de Escherichia coli: £ 1210 ufcig Fibra: 5.70 g
Proteinas: 14,30 g
Pesquisa de Listeria monocylogenss: Megativo em 25 Sal- 1,08 g
Hota: Esfes pardmeiros sdo anallsados perodicamente, comforme procedimenio definido no controlo analBico infermo da empresa,
Mopo e Conzervacio/EMBALAMENTD Vaupaoe E ruzeghio PreEnzTa
Conservar em local seco e fresco, ao abrigo da luz solar.
Apds abertura da embalagem colocar 05 cubos de pao de
{Por analisar)

CLENTE ALvO

Conzsumpor ALvo

Distribuigao

Populagic em geral, exceto intolerantes a derivados de
Igite, gliren, soja & sementes de sésamo

FoRmA: DE APRESENTACAD

DesaNacAD CoMERCIAL DO ARTIGO

Croutons MICROALGA Branca ou Amarela

T5g
Rialto — Indlstria Alimentar, Lda Edicao
Diata 1.2/108/2022
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