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Resumo

As microalgas tém ganho crescente relevancia devido ao seu elevado valor nutricional e ao
potencial para aplicacdo em produtos alimentares sustentaveis. A Chlorella branca (Chlorella
sp. “white variant”), obtida por cultivo heterotréfico e caracterizada pelo baixo teor de clorofila,
apresenta vantagens sensoriais face as microalgas verdes convencionais, tornando-se um
ingrediente promissor para formulacdes de base vegetal.

Este trabalho foi desenvolvido no ambito do estagio curricular realizado na
Allmicroalgae — Natural Products S.A., e teve como objetivo avaliar o potencial tecnoldgico e
alimentar da biomassa de Chlorella branca. O estudo foi dividido em trés partes: (i) analise do
efeito da variagdo do racio C/N na composi¢do da biomassa, (ii) caracterizag¢ao das propriedades
tecno-funcionais da biomassa humida e em pé e (iii) incorporacdo da biomassa numa bebida
vegetal.

Na primeira parte verificaram-se alteragdes no teor de amido e proteina em fungao do
racio C/N, embora esses efeitos ndo tenham sido reproduzidos a escala de fermentador. A
segunda parte mostrou que a biomassa apresenta propriedades tecnologicas relevantes,
nomeadamente solubilidade dependente da temperatura e elevada capacidade emulsificante,
com a biomassa seca a revelar maior estabilidade em emulsdo. A analise colorimétrica indicou
ainda boa estabilidade cromatica em condi¢oes térmicas moderadas.

Na terceira parte, a formulacao de uma bebida vegetal contendo 3% de biomassa em pé
demonstrou um perfil nutricional favoravel, permitindo alegagdes nutricionais de: “fonte de
fibra”, “fonte de proteina” e “alto teor de vitamina B12”. Contudo, a avaliacdo sensorial revelou
uma diminuicdo da aceitag@o global com a adi¢do de Chlorella branca, especialmente ao nivel
do sabor, textura e apreciacao global, quando comparada com a bebida base e a referéncia
comercial.

Em conclusdo, a Chlorella branca apresenta potencial tecnologico para aplicagdo
alimentar, sobretudo como agente funcional e emulsificante natural. No entanto, o impacto
sensorial observado realca a necessidade de otimizagdo futura das formulacdes para melhorar a

aceitacao do consumidor.

Palavras-chave: Chlorella branca; Biomassa microalgal; Propriedades tecno-funcionais;

Aplicacdo alimentar.
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Abstract

Microalgae have emerged as promising ingredients due to their nutritional density and
functional properties, making them attractive for the development of sustainable plant-based
foods. White Chlorella (Chlorella sp. white variant), produced heterotrophically and
characterized by its low chlorophyll content, offers improved sensory attributes compared to
conventional green microalgae.

This dissertation was developed during an internship at Allmicroalgae — Natural
Products S.A., focusing on the technological characterization of White Chlorella biomass and
its potential application in a plant-based beverage. The work was divided into three parts:
evaluation of biomass composition under different C/N ratios, assessment of techno-functional
properties of fresh and dried biomass, and incorporation of the biomass into a commercial-style
oat drink.

In the first part, changes in protein and starch content were observed in response to C/N
variation, although these effects were not reproduced at bioreactor scale. The second part
demonstrated that the biomass exhibits relevant techno-functional characteristics, including
thermal-dependent solubility and strong emulsifying capacity, with the dried biomass showing
high stability in emulsions. Color analysis further indicated good chromatic stability under
moderate thermal conditions.

In the final part, a beverage formulated with 3% White Chlorella powder presented a
favorable nutritional profile, allowing claims such as “source of fiber”, “source of protein” and
“high in vitamin B12”. However, sensory evaluation revealed that the microalga reduced the
acceptance of the product, particularly in flavor, color, texture, and overall appreciation, when
compared to the base beverage and the commercial reference.

In conclusion, White Chlorella biomass shows promising technological potential for
food applications, particularly as a natural emulsifying and functional ingredient. Nevertheless,
its sensory impact in beverages remains a challenge, highlighting the need for further

formulation strategies to improve consumer acceptance.

Keywords: White Chlorella; Microalgal biomass; Techno-functional properties; Food

application.
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1. Corpo do relatdrio de estagio

1.1. Introducao

O crescente interesse por ingredientes de origem vegetal com beneficios nutricionais e
funcionais tem impulsionado a investigacao e o desenvolvimento de novos produtos alimentares
mais sustentdveis e saudaveis. Neste contexto, as microalgas destacam-se como fontes
promissoras de proteinas, vitaminas, minerais € compostos bioativos, além de apresentarem
propriedades tecno-funcionais atrativas, como capacidade emulsionante, gelificante, de
reten¢do de dgua e formagdo de espuma (Espinosa-Ramirez et al., 2023; Garcia-Encinas et al.,

2025; Prates, 2025).

As proteinas das microalgas combinam beneficios nutricionais, funcionais e ambientais,
posicionando-se como alternativa solida as proteinas convencionais. Apresentam perfis
completos de aminodcidos, sdo ricas em compostos bioativos como antioxidantes e acidos
gordos polinsaturados. Funcionalmente, exibem propriedades de solubilidade, emulsificacdo e
gelificagdo, que permitem a sua aplicacdo em diversos sistemas alimentares, como bebidas
vegetais, produtos de panificagdo e formulagdes inovadoras, incluindo alimentos impressos em

3D (Prates, 2025).

Entre as microalgas de maior interesse para a alimentacdo, a Chlorella destaca-se pelas suas
aplicacdes na nutri¢do humana e e pelo perfil nutricional; proteina (34-49 %), fibra (12-28 %)),
lipidos (8—11 %) e hidratos de carbono (13—24 %), além de conter vitaminas do complexo B,
minerais e acidos gordos polinsaturados (Allmicroalgae, 2025). No entanto, o conhecimento
sobre as suas propriedades tecno-funcionais continua limitado, sobretudo quanto a influéncia
de fatores de cultivo (como o racio C/N), da concentracdo da biomassa e dos tratamentos

térmicos sobre o desempenho funcional (Prates, 2025).

Do ponto de vista sensorial, caracteristicas como pigmentacdo verde intensa e sabores
vegetais fortes restringem a aceitacdo do consumidor, justificando a investigacdo em
despigmentacdo, mascaramento de sabor e modificagdo proteica para melhorar a palatabilidade
sem comprometer o valor nutricional (Prates, 2025). Adicionalmente, as microalgas produzem
biomoléculas de elevado valor, como proteinas, polissacarideos, glicolipidios e fosfolipidios,
que atuam como tensioativos naturais € contribuem para a estabilizacao de emulsdes e espumas
(Georgiou et al., 2024). Em particular, a Chlorella sorokiniana tem demonstrado boa capacidade

emulsionante e gelificante: as suas proteinas soluveis obtidas por disrupcdo celular,



centrifugacao e liofilizacao apresentam alta estabilidade de emulsdo em pH > 5 e formam géis
estaveis a 61 °C, embora a capacidade de formacdo de espuma ainda ndo tenha sido

completamente avaliada (Georgiou et al., 2024).

A literatura reforga que diferentes espécies de Chlorella podem desempenhar um papel
estruturante em alimentos, funcionando como agentes de textura em formula¢des com
propriedades emulsionantes ou gelificantes. Contudo, os dados experimentais ainda sao
escassos, sendo necessarios estudos aplicados em condi¢des controladas, avaliando estabilidade
de emulsao, solubilidade, pH, cor e capacidade de formagao de gel como base para a sua
incorporagdo em sistemas alimentares (Georgiou et al., 2024; Polewski et al., 2025; Prates,

2025).

Durante o estagio curricular do 2.° ano do Mestrado em Biotecnologia e Inovacao,
desenvolvido na empresa Allmicroalgae — Natural Products S. A., foi possivel integrar um
projeto centrado na caracterizagao funcional da Chlorella branca (WC). A Chlorella sp. Branca,
desenvolvida pela Allmicroalgae com o nome comercial White Chlorella Allma®, constitui uma
variante inovadora obtida por mutagénese aleatoria seguida de pressdo seletiva, um processo
que permitiu isolar estirpes com conteudo de clorofila significativamente reduzido. O cultivo
heterotrofico desta estirpe, devido a auséncia de luz, permite também evitara expressao de
clorofila, pelo que atenua o sabor e a coloracdo verde caracteristicos da biomassa convencional,
conferindo-lhe propriedades sensoriais e visuais mais favoraveis para aplicagcdo alimentar

(Schiiler et al., 2020; Trovao et al., 2022, 2024)

A biomassa mantém valor nutricional elevado, com 3540 % de proteina, mais de 20 % de
fibra alimentar, além de 4cidos gordos polinsaturado (6mega-3, -6 e -9), vitaminas B2 e B12,
zinco e fosforo, apresentando um perfil livre de OGM, gltten e lactose. Estas caracteristicas
tornam a WC um ingrediente funcional de origem microalgal versatil e seguro, com potencial
para substituir bases lacteas e atuar como agente texturizante e espessante em formulagdes

alimentares de base vegetal (Allmicroalgae, 2025).

O estagio incidiu, assim, na avaliacdo funcional da biomassa atual de WC e na exploracao
de estratégias de cultivo e tratamentos térmicos capazes de melhorar o desempenho tecnologico
da biomassa, visando a aplicagao alimentar. Desta forma, o trabalho procurou responder a uma
necessidade concreta da empresa e, simultaneamente, contribuir para o avango cientifico sobre
a utilizacdo desta biomassa como ingrediente funcional microalgal, avaliando o seu potencial

de aplicacdo e valorizagdo no desenvolvimento de produtos de base vegetal.



1.2. Apresentagdo da Allmicroalgae — Natural Products S. A.

A Allmicroalgae — Natural Products S.A. ¢ uma empresa biotecnoldgica portuguesa,
reconhecida como uma das principais produtoras europeias de biomassa de microalgas. Com
sede em Pataias, Portugal, dedica-se a producdo e desenvolvimento de solucdes naturais a base
de microalgas para os setores alimentar, nutrac€utico, agricola e cosmético. A empresa
distingue-se pelo investimento continuo em inovagao, qualidade alimentar e sustentabilidade,
recorrendo a diferentes modos de cultivo (autotrofico e heterotroéfico) em diferentes sistemas
industriais (Allmicroalgae, 2021). O compromisso com a sustentabilidade ambiental, social e
econdmica esta refletido na sua missdo de disponibilizar solugdes naturais e funcionais de
microalgas com elevado padrdao de qualidade. A Allmicroalgae esta certificada por diversas
entidades nacionais e internacionais, incluindo a producao bioldgica europeia, ISO 22000, PT-
BIO-03 e certificacdo Halal, o que reforca o seu posicionamento como referéncia na area das

microalgas.

O estagio curricular foi desenvolvido no Departamento de Investigacdo e Desenvolvimento
(I&D), cuja atuagdo centra-se na otimizacdo das condi¢des de producdo de microalgas e na
melhoria das suas propriedades bioquimicas e funcionais, para atender as exigéncias dos seus
parceiros comerciais e cientificos. O trabalho decorreu, em particular, na area de fermentacao
heterotréfica, onde se realizam ensaios em pequena escala com diferentes condic¢des de cultivo,

focados na producao de biomassa com caracteristicas especificas para aplicacao alimentar.

O departamento dispde de laboratorios preparados para experimentacdo com sistemas
autotroficos e heterotroficos, incluindo camaras de cultura, reatores laboratoriais, equipamentos
analiticos e instalagdes piloto que permitem a transi¢do dos resultados de escala laboratorial

para condi¢des mais proximas da realidade industrial (Allmicralgae, n.d.).

Além das atividades realizadas nas instalagdes da Allmicroalgae, algumas experiéncias
foram conduzidos no GREENCOLAB - Associa¢ao Oceano Verde - Laboratério Colaborativo
para o Desenvolvimento de Tecnologias e Produtos Verdes do Oceano (Food Nutrition and
Biorefinery Working Groups) e na Universidade Catolica Portuguesa (UCP), no ambito do

mestrado em Biotecnologia e Inovagdo, com o apoio da equipa cientifica das institui¢des.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo geral

Avaliar as propriedades tecno-funcionais da biomassa de Chlorella branca produzida
pela empresa Allmicroalgae - Natural Products S. A. sob diferentes condi¢des, e explorar a

aplicacdo da biomassa otimizada como ingrediente funcional numa bebida vegetal.

1.3.2. Objetivos especificos

e Identificar os parametros de producdo relevantes para as caracteristicas funcionais da
biomassa de Chlorella.

e Caracterizar as propriedades funcionais da biomassa ‘“standard” em diferentes
concentragdes e tratamentos térmicos.

e Avaliar o efeito da razdo C/N na acumulagdo de amido e producao de proteina.

e Comparar a biomassa “standard” e a biomassa obtida em condi¢cdes modificadas de
cultivo.

e Aplicar a biomassa numa matriz alimentar, bebida vegetal, ¢ anélise do seu impacto

como ingrediente funcional.

1.4. Organizagdo do relatorio

O Capitulo 1 apresenta o enquadramento do relatorio de estagio, os objetivos do trabalho e
a caracteriza¢do da empresa de acolhimento. O Capitulo 2 corresponde ao enquadramento
tedrico, abordando as microalgas como ingredientes alimentares, as propriedades nutricionais e
tecno-funcionais da Chlorella e nas suas aplicagdes no setor alimentar. O Capitulo 3 descreve
as atividades realizadas durante o estdgio e as competéncias desenvolvidas. Os Capitulos 4 e 5
reinem a metodologia e os resultados da fase de cultivo experimental, enquanto os Capitulos 6
e 7 apresentam a metodologia e os resultados da fase de aplicacdo alimentar da biomassa numa
bebida vegetal. Por fim, o Capitulo 8 inclui as conclusdes, as limitagdes do estudo e as

perspetivas para trabalhos futuros, seguidas dos apéndices, anexos e referéncias bibliograficas.
1.5. Enquadramento Teodrico

1.5.1. Microalgas como ingredientes alimentares

As microalgas constituem um grupo muito diverso de microrganismos fotossintéticos, com
cerca de 40.000 espécies descritas. Incluem sobretudo microalgas eucariotas verdes, como as
do género Chlorella, bem como outras espécies amplamente exploradas, como Porphyra,

Nannochloropsis, Dunaliella e membros da familia Haematococcaceae (Hernandez et al.,
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2022; Safi et al.,, 2014). Embora frequentemente tratada como microalga, a Limnospira
(também designada Arthrospira ou Spirulina) é, na verdade, uma cianobactéria, sendo
necessaria essa distingdo, apesar de ser reconhecida comercialmente no mesmo contexto

(Pinchart et al., 2024).

Neste contexto, a procura por proteinas alternativas as de origem animal tem impulsionado
o desenvolvimento de ingredientes sustentaveis que possam ser comparados as fontes vegetais
convencionais. Tradicionalmente, a soja, as leguminosas e as sementes oleaginosas constituiram
as principais op¢des na categoria de proteinas de origem vegetal. No entanto, surgem atualmente
proteinas derivadas de microalgas como uma alternativa ndo animal particularmente relevante
(Espinosa-Ramirez et al., 2023; Guo et al., 2024). Embora ndo pertengam taxonomicamente ao
reino vegetal, as microalgas sdo consideradas uma fonte proteica “plant-based” pela industria
alimentar, devido ao seu caracter nao animal, elevado valor nutricional e perfil de aminoacidos

comparavel ou até superior ao de muitas proteinas vegetais (Espinosa-Ramirez et al., 2023).

A Chlorella sp. tem um grande potencial na industria alimentar, devido as suas
caracteristicas nutricionais e a sua flexibilidade na producdo. Embora seja cultivada
principalmente em condi¢cdes autotroficas, pode também ser adaptada a condi¢des
heterotroficas ou mixotroficas. Por exemplo, a C. vulgaris cultivada sob condi¢des autotroficas
apresenta tipicamente a seguinte composi¢do nutricional: 51-58% de proteina, 12-17% de
polissacarideos e 14-22% de lipidos. Além dos macronutrientes, contém compostos bioativos,
todos os aminoacidos essenciais, acidos gordos polinsaturados (PUFA), polissacarideos,

clorofilas, carotenoides, vitaminas e minerais (Falcao et al., 2023).

As microalgas sdo consideradas uma das fontes promissoras de ingredientes alimentares
funcionais, motivo pelo qual diversos estudos tém demonstrado a fortificacdo de varios
produtos alimentares com microalgas, como massas, pao e bolachas, entre outros, evidenciando
o grande potencial destes microrganismos como aditivo alimentar, mesmo em niveis baixos

(Hernandez et al., 2022).

Por isso para aumentar o seu apelo, tem havido um foco crescente na extracdo de proteinas
da biomassa e na aplicacdo das suas propriedades tecno-funcionais em produtos alimentares ja
existentes. A capacidade de formacdo de espuma, emulsdo e gelificacdo sdo algumas das
propriedades desejaveis, sendo responsaveis por conferir textura, consisténcia e retencao de

sabor aos produtos alimentares (Nunes et al., 2024).



1.5.2. Composicao nutricional da Chlorella e seu papel na saude

As proteinas sao metabolitos primarios das microalgas, e a biomassa seca destas pode ter
uma alta propor¢ao de proteinas, superando até mesmo os alimentos vegetais e animais
tradicionais. Em espécies como Spirulina, Chlorella, Dunaliella e Scenedesmus obliquus, as
proteinas podem representar mais de 50% da matéria seca, muito mais do que as leguminosas
(20-40%) ou o queijo (~25%). Este alto teor de proteinas confere as microalgas uma vantagem
natural na producdo de proteinas, permitindo que sejam utilizadas diretamente como farinha de

proteina crua em suplementos dietéticos (Yang et al., 2024).

O valor nutricional e a qualidade da proteina de microalgas sdo consideragdes importantes
para o seu uso como ingrediente alimentar. A composicdo de aminoacidos e o conteudo de
aminodcidos essenciais na proteina de microalgas sao indicadores-chave do seu valor dietético.
Geralmente, as proteinas vegetais sdo deficientes em um ou mais aminoacidos essenciais, como
metionina e cisteina ou triptofano em leguminosas (por exemplo, feijdo, ervilhas, lentilhas)
(Yang et al., 2024). Conforme a literatura, o score de aminoacidos e o indice de aminoacidos
essenciais para algumas microalgas, como L. platensis, Chlorella, Dunaliella, Microchloropsis
gaditana e Tetraselmis chui, sdo comparaveis a caseina do leite ou ao ovo, e superiores a farinha
de soja ou a proteina de trigo (Yang et al., 2024). Embora tenha sido reportado que algumas
microalgas, como Chlorella e Tetradesmus obliquus , possam ter deficiéncia de histidina ou
isoleucina, geralmente considera-se que as proteinas de microalgas apresentam um perfil

relativamente equilibrado de aminoacidos (Thakur et al., 2024; Yang et al., 2024).

Em algumas microalgas (por exemplo do género Chlorella), os carboidratos, os lipidos
e as proteinas podem ser produzidos e acumulados em diferentes condi¢gdes de crescimento, € a
propor¢ao destes na microalga pode ser usada como indicador do estado fisiologico da célula.
A relagdo entre os nutrientes das microalgas pode ser modulada através da engenharia genética
e métodos de cultivo para otimizar a produ¢do dos produtos desejados (Yang et al., 2024). Em
estudos recentes, Chlorella sorokiniana foi cultivada por meio de um cultivo heterotrofico de
alta densidade, atingindo concentracdes de biomassa superiores a 230 g/L. em fermentadores de

escala laboratorial e piloto (Thakur et al., 2024).

No entanto, o cultivo heterotrofico apresenta desafios técnicos e custos elevados,
nomeadamente considerando a fonte de carbono orgéanico e os nutrientes necessarios para o
meio de cultura. Em contrapartida, o cultivo autotréfico, embora tipicamente mais econémico

em termos de consumo energético e considerando a fonte de carbono, resulta numa baixa



densidade de microalgas e elevados volumes para processamento e, por estar dependente da
sazonalidade/condig¢des ambientais, dificulta o controlo da qualidade das proteinas. Por sua vez,
o cultivo mixotrofico, que combina as vantagens dos métodos autotroficos e heterotroficos,
surge como uma opgao eficaz, pois reduz os custos e favorece a acumulagdo de proteinas. No
entanto, o rendimento final de proteinas pode variar dependendo de varios fatores, como as
caracteristicas bioldgicas das microalgas, a estirpe utilizada e as condic¢des de cultivo (Yang et

al., 2024).
1.6. Propriedades Tecno-Funcionais da Biomassa de Chlorella

1.6.1. Solubilidade

A solubilidade das proteinas ¢ um fator chave que influencia os aspetos fisicos,
quimicos, sensoriais e nutricionais dos produtos alimentares que contém ingredientes ricos em
proteinas. Esta propriedade afeta a forma como os materiais alimentares sdo processados,
armazenados e consumidos. Neste contexto, foi verificado que Chlorella pyrenoidosa e
Nannochloropsis oceanica apresentam a solubilidade mais baixa perto do seu ponto isoelétrico
de pH 5, o que ¢ consistente com estudos anteriores sobre outras proteinas alimentares, como a
farinha de soja, as caseinas, as proteinas de feijdo mungo e algumas proteinas de microalgas

(Nannochloropsis oculata e Tetraselmis) (Thakur et al., 2024).

O comportamento da solubilidade de uma proteina afeta diretamente as suas
propriedades funcionais, pelo que os extratos de proteinas de microalgas podem apresentar
propriedades tecno-funcionais Unicas, especialmente quando comparados com as proteinas de
origem vegetal. Um exemplo de microalga que se destaca pelas suas propriedades tecno-
funcionais ¢ a Chlorella vulgaris, uma alga verde (Chlorophyta) que contém proteinas de
elevado peso molecular. Os extratos de proteina de Chlorella vulgaris também mostram uma
excelente capacidade emulsionante, comparavel ou até superior as proteinas comerciais, como

o caseinato de sodio e as proteinas de soja (Thakur et al., 2024).

1.6.2. Emulsificacdo e formagao de espuma

Na industria alimentar, as emulsdes e espumas sao fundamentais em diversos produtos,
como molhos, cremes e sobremesas. Estes sistemas, compostos por dois liquidos imisciveis,
como agua e 6leo para emulsdes, e dgua e ar para espumas, dependem das propriedades
interfaciais das proteinas para a sua estabilidade. Tradicionalmente, utilizam-se surfactantes
sintéticos ou proteinas animais (como as de leite e ovos) para estabilizar essas interfaces (Safi

etal.,2014; Thakur et al., 2024). No entanto, as proteinas de Chlorella vulgaris tém se destacado
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devido a sua excelente capacidade emulsionante e espumante, sendo comparaveis ou até
superiores a ingredientes comerciais como o caseinato de sodio (Thakur et al., 2024). As fragdes
proteicas de Chlorella protothecoides demonstraram atividades interfaciais mais elevadas em
emulsdes de 6leo em dgua, e as gotas da emulsdo mantém-se estaveis face a coalescéncia a
concentracdes de proteina de 3% ou mais (Safi et al., 2014). A Chlorella vulgaris demonstrou
maior capacidade emulsionante a pH 7, o que ¢ ideal para varias aplicacdes alimentares. Além
disso, as suas boas propriedades espumantes estdo correlacionadas com a sua solubilidade, o
que também favorece o seu uso na industria para estabilizar produtos como espumas e emulsdes.
Essas propriedades funcionais tornam as proteinas da Chlorella sp. uma alternativa promissora
as proteinas de origem animal na formula¢do de alimentos, tendo potencial para se tornar um
ingrediente valioso na industria alimentar, desde que sejam otimizados os processos de extragao

e purificagdo para a reducao de custos e aumento da eficiéncia produtiva (Thakur et al., 2024).

1.6.3. Capacidade Gelificante

A gelificag¢do ¢ um processo que envolve multiplas etapas, comecando com a agregacao
de moléculas que formam uma vasta matriz tridimensional. Esta matriz aprisiona varias
moléculas de solvente, resultando numa substancia com caracteristicas viscoelasticas distintas.
O processo de agregacdo e a posterior gelificagdo podem ser desencadeados por vérias
alteragdes nas condi¢des circundantes do biopolimero, como alteracdes de temperatura, pH ou
a aplicagdo de enzimas ou de pressdao (Safi et al., 2014; Thakur et al., 2024). Durante este
processo, a estrutura do biopolimero sofre uma desnaturacdo parcial, o que facilita uma
variedade de interagdes, sejam especificas ou inespecificas (Thakur et al., 2024). Neste sentido,
algumas microalgas, como a Chlorella, também demonstram capacidade de gelificagcdo dos seus
biopolimeros. Por exemplo, no artigo de Safi et al. (2014), ¢ mencionado que os extratos de
proteinas de Chlorella sorokiniana foram utilizados para produzir géis induzidos por calor,
obtendo redes de gel estaveis com uma concentragao de 9,9 g/100 mL e uma temperatura de 61

°C (Safi et al., 2014; Thakur et al., 2024).

1.6.4. Propriedades de Reologia

A viscosidade ¢ a medida da resisténcia de uma proteina ao fluxo, sendo uma
propriedade reoldgica essencial em diversos processos, incluindo os alimentares. Esta
caracteristica reoldgica ¢ quantificada pela relagdo entre o esforco cortante aplicado e a
velocidade de corte resultante, sendo observada tanto em fluidos newtonianos como nio
newtonianos. A viscosidade de uma solucao de biopolimero, como as proteinas de microalgas,

¢ influenciada por varios fatores, como a concentragao do biopolimero, as interagdes entre o
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biopolimero e o solvente, € os atributos estruturais do biopolimero, incluindo o seu tamanho,

forma e flexibilidade molecular (Thakur et al., 2024).

As proteinas de microalgas demonstraram propriedades de viscosidade e capacidade de
formar géis que podem ser vantajosas em varias aplicagdes alimentares, substituindo ou
complementando agentes espessantes tradicionais. A interacdo das microalgas com solventes e
sua estrutura molecular flexivel sdo fatores que contribuem para essas propriedades, tornando-

as uma alternativa promissora na industria alimentaria (Thakur et al., 2024).

1.7. Utilizagdo de Chlorella como ingrediente alimentar

A forma mais comum de utilizar proteina de microalgas em alimentos ¢ através da
adi¢do direta da biomassa integral, uma vez que esta abordagem dispensa processos de extracao
e preserva a matriz nutricional original. Embora os extratos proteicos de microalgas possam
oferecer maior funcionalidade tecnologica e aplicacdes mais especificas, importa referir que,
na maioria dos casos, estes sdo classificados como Novel Food ao abrigo do Regulamento (UE)
2015/2283 e, por isso, requerem autorizacdo prévia da Unido Europeia antes de serem
comercializados (Cruz & Vasconcelos, 2023; Mendes et al., 2022). Esta exigéncia regulatoria
constitui uma das principais razdes pelas quais a utilizacdo de biomassa integral surge como
uma alternativa vantajosa, permitindo a incorpora¢do de microalgas em alimentos de forma
mais simples e com menores barreiras regulamentares. Gracas a sua elevada qualidade
nutricional esta proteina ¢ ideal para alimentos comuns; ja que a sua atividade biologica,
nomeadamente atividades antioxidante, antimicrobiana e antihipertensiva, ¢ vantajosa para a

criagdo de produtos alimentares de alto valor acrescentado (Yang et al., 2024).

As ricas e diversificadas propriedades tecno-funcionais da proteina de microalgas
permitem a sua utiliza¢do de vérias formas na preparacao de alimentos (Thakur et al., 2024). A
proteina de microalgas, como a de Chlorella vulgaris, pode ser utilizada em diversas aplicagdes
alimentares, como sopas, molhos, cremes e produtos untdveis, devido a sua alta estabilidade e
capacidade emulsionante (Hernandez et al., 2022; Yang et al., 2024). Estas caracteristicas
tornam-nas uma alternativa promissora as proteinas de origem animal, particularmente na

formulagdo de andlogos de carne (Yang et al., 2024).

No entanto, sdo necessarias mais pesquisas sobre a sua viabilidade nestes produtos, pois
a biomassa de microalgas pode alterar o sabor, a cor e a textura dos alimentos. Além disso, a

proteina de microalgas melhora o perfil de aminoacidos quando adicionada a alimentos
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tradicionais. O seu elevado valor nutricional, atividade biologica e capacidade de
processamento tornam-na um novo ingrediente para a melhoria das propriedades organoléticas
dos produtos alimentares, podendo ser utilizada também como aditivo alimentar, corante

natural, agente estruturante ou conservante (Herndndez et al., 2022; Yang et al., 2024).

Os produtos lacteos sao considerados alimentos com propriedades nutricionais atrativas,
além de serem amplamente consumidos a nivel mundial. Estes produtos tém inimeros
beneficios para a satde, por exemplo, a nivel intestinal e muscular. Por essa razao, diversos
estudos tém-se centrado em explorar novas formas de incorporar matrizes ricas em compostos
nutracéuticos para potenciar as propriedades benéficas destes produtos. Um exemplo € a adigado
de biomassa de microalgas a estes produtos e seus derivados, de forma a torna-los mais

nutritivos (Hernandez et al., 2022).

Nos estudos apresentados por Hernandez et al. (2022), foram identificadas duas formas
de adicionar biomassa de microalgas ao iogurte: a adi¢do ao leite antes do processo de
fermentagdo (i) ou a adigdo ao produto ap6s o processo de fermentacdo (ii). A escolha de cada
abordagem pode influenciar as caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e mecanicas do
produto. Além disso, o artigo mostra que a incorporagdo de Chlorella vulgaris e Limnospira

platensis no processo de fermentacdo de iogurtes tem efeitos diferentes (Herndndez et al., 2022).

De acordo com os estudos citados, a fortificacdo com L. platensis nas concentragdes de
0,25%, 0,50% e 1,0% mostraram uma maior capacidade tampdo em comparacdo com 0s
tratamentos enriquecidos com C. vulgaris nas mesmas concentracdes. No entanto, a maior
quantidade de nutrientes fornecidos por C. vulgaris compensou a sua menor capacidade tampao,
resultando em diferencas ndo significativas na viabilidade dos probidticos nas amostras com

ambas as microalgas (Herndndez et al., 2022).

Relativamente a incorporacao de biomassa de microalgas e os seus derivados em
produtos lacteos, a Unido Europeia (UE), por meio do regulamento EFSA 258/97, estabeleceu
que as microalgas utilizadas como ingredientes alimentares antes de 15 de maio de 1997 nao
sdo classificadas como “alimento novo” ou “ingrediente novo”, o que permite a sua adi¢do em

concentracoes ilimitadas a todos os produtos (Hernandez et al., 2022).
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Por esse motivo, a incorporacao de biomassa de microalgas ou derivados de Limnospira
platensis, Chlorella vulgaris, Chlorella luteoviridis e Chlorella pyrenoidosa tem sido
amplamente estudada. Além disso, os alimentos fortificados com microalgas podem apresentar
declaragdes nutricionais, como “alto teor de proteinas” ou “fonte de proteinas”, de acordo com
o regulamento (CE) 1924/2006, uma vez que estes ingredientes sdo reconhecidos pelo seu

elevado conteudo proteico (Hernandez et al., 2022).

1.8. Descricao das Atividades Realizadas

O estagio curricular foi desenvolvido na empresa Allmicroalgae — Natural Products, S.A.,
no Departamento de Investigagdo e Desenvolvimento (I&D), durante o segundo ano do
Mestrado em Biotecnologia e Inovagdo da Universidade Catolica Portuguesa. As atividades
decorreram entre 7/10/24 — 31/07/25 sob a supervisao da equipa técnica da empresa € com o

acompanhamento cientifico da universidade.

Durante o primeiro més, procedeu-se a integracao na equipa de fermentacdo e a formagao
pratica em procedimentos laboratoriais € operacionais relacionados com o cultivo de
microalgas. Nesta etapa, foram aprendidas e aplicadas técnicas de preparagdo de cultivos,
colheita e analise de amostras, bem como o trabalho em condicdes estéreis. Adicionalmente,
foram realizados ensaios analiticos de rotina e adquiridos os fundamentos experimentais

necessarios para a execucao dos testes especificos aplicados a biomassa de Chlorella.

Em paralelo, iniciou-se a fase de revisdo bibliografica e planeamento experimental, que teve
como objetivo estabelecer o enquadramento cientifico do trabalho e definir as metodologias a
aplicar. A pesquisa incidiu sobre as propriedades tecno-funcionais da Chlorella e sobre a
influéncia de parametros de cultivo, nomeadamente o racio carbono/azoto (C/N) e os
tratamentos térmicos, na composi¢cdo e funcionalidade da biomassa. Com base na revisao
realizada, foram delineadas as duas fases principais do estagio: a fase de cultivo experimental

e a fase de aplicacdo alimentar.

A primeira fase experimental consistiu na execucao de ensaios de cultivo heterotrofico de
WC com variagdo controlada do racio C/N, com o objetivo de avaliar a influéncia desta variavel
na composi¢do bioquimica e nas propriedades tecno-funcionais da biomassa. As atividades
incluiram o planeamento e realizacdo dos cultivos, o processamento da biomassa obtida e a
conducao de andlises laboratoriais para determinagdo do teor de amido e proteina, bem como

das propriedades de solubilidade, emulsificacdo e gelificagdo. Os dados foram tratados e
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interpretados de forma a relacionar as condi¢des de cultivo com o comportamento funcional da

biomassa.

A fase seguinte centrou-se na aplicagao alimentar da biomassa otimizada, através da sua
incorporagdo numa matriz alimentar liquida. Esta etapa envolveu a caracterizagdo fisico-
quimica da biomassa em pd e humida, a preparagdao das formulagdes experimentais e a
realizacdo de ensaios colorimétricos, reoldgicos e sensoriais para avaliagdo do desempenho

funcional da biomassa na matriz.

Complementarmente, foi possivel participar nas atividades laboratoriais e cientificas do
Departamento de 1&D, assistindo a apresentacdes e discussdes técnicas com outros estagiarios
e membros da equipa. As atividades contaram com o apoio continuo dos orientadores e técnicos
especializados, que contribuiram para a execugao dos ensaios € para o esclarecimento de aspetos

técnicos relacionados com o cultivo de microalgas.

O estagio incluiu ainda a colaboragdo com o GreenCoLab, onde foram aprofundados os
conhecimentos sobre as propriedades tecno-funcionais das microalgas e a sua aplicagdo em
matrizes alimentares, ¢ com a Universidade Catdlica Portuguesa, onde foram realizadas as
medicoes reologicas da bebida formulada e outras analises complementares. Na fase final,
procedeu-se a avaliag@o sensorial do produto obtido, com o intuito de determinar a aceitagdo

global da formulagao.

O conjunto das atividades permitiu compreender de forma integrada as etapas de cultivo,
caracterizacdo e aplicacdo alimentar da biomassa de Chlorella, reforcando o conhecimento
sobre o seu potencial enquanto ingrediente funcional de origem sustentavel. Embora algumas
atividades tenham decorrido em momentos distintos ou de forma paralela, a sua descri¢ao foi
organizada neste capitulo segundo uma sequéncia logica que reflete a estrutura metodologica

do trabalho.
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2. PARTE I — Cultivo Experimental com Varia¢ao do Racio C/N

2.1. Introducao

No cultivo de microalgas, existem diferentes estratégias e sistemas de produc¢do, que podem
ser classificados como abertos ou fechados, cada um apresentando vantagens e limitagdes
especificas. Os sistemas abertos surgiram como uma alternativa mais econdémica aos sistemas
fechados, principalmente devido a sua menor exigéncia energética. No entanto, sdo mais
suscetiveis a contaminagdo, uma vez que as microalgas competem com outros microrganismos
presentes no meio, o que pode levar ao colapso do cultivo caso a estirpe ndo seja suficientemente

robusta (Trovao et al., 2022).

Por outro lado, os sistemas fechados oferecem um ambiente mais controlado, que permite
regular as condigdes ambientais e nutricionais, reduzir a contaminagdo ¢ aumentar a eficiéncia
do processo. Na heterotrofia, as microalgas utilizam compostos organicos como fonte de
carbono e energia, enquanto em mixotrofia conseguem assimilar CO: e carbono organico,
ativando tanto a fotossintese como a respiracao celular. Este metabolismo flexivel permite-lhes
alternar entre condicdes fototroficas e heterotréficas, de acordo com a disponibilidade de luz e

nutrientes (Perez-Garcia et al., 2011), porém ¢ restrito apenas a algumas espécies.

As microalgas, para além de constituirem uma fonte sustentdvel de proteinas, lipidos,
hidratos de carbono, vitaminas e pigmentos antioxidantes, sdo consideradas matérias-primas de
elevado interesse para as industrias alimentar e nutrac€utica, devido ao seu elevado valor
nutricional e ao baixo impacto ambiental que apresentam (Trovao et al., 2025). Entre elas,
destacam-se as espécies do género Chlorella, pela sua notavel versatilidade metabolica, uma
vez que podem crescer em condi¢des autotroficas, mixotroficas ou heterotréficas, adaptando-
se a diferentes fontes de carbono e energia. Essa plasticidade fisiologica torna-as organismos
modelo para a producdo de biomassa de elevado valor acrescentado. Neste contexto, a variagdo
do racio carbono/azoto (C/N) surge como um dos principais fatores a influenciar o metabolismo
e a composicao bioquimica da biomassa, permitindo direcionar o cultivo para a acumulagdo de

compostos de interesse, como proteinas ou amido.

Para induzir as microalgas a acumula¢do de compostos como o amido e as proteinas, e
alcancar uma maior produ¢do de biomassa, podem ser adotadas diferentes estratégias de cultivo.
Uma delas € o cultivo em condig¢des heterotroficas, nas quais as microalgas utilizam compostos

organicos como fonte de carbono e energia. Neste contexto, as espécies do género Chlorella
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destacam-se pela sua capacidade de crescer tanto em condigdes autotroficas, utilizando luz e
CO:, como em condigdes heterotroficas, nas quais recorrem a fontes de carbono orgénico, o que
permite um crescimento rapido, elevadas concentragdes de biomassa, melhorar o teor proteico

e reduzir os custos de produgado.

Quando comparado com os outros dois modos de cultivo, o cultivo heterotrofico apresenta
vantagens significativas: (i) permite alcangar taxas de crescimento e produtividade celular mais
elevadas; (ii) ndo requer iluminacao, simplificando o design do sistema; (iii) pode ser realizado
em fermentadores selados e estéreis, prevenindo a contaminagdo ambiental; e (iv) possibilita
obter elevadas concentracoes de biomassa, facilitando a colheita e reduzindo os custos
operacionais (Cai et al., 2022). Estas caracteristicas permitem produzir biomassa com
composi¢ao controlada, otimizando a acumula¢do de macromoléculas como proteinas, lipidos

ou hidratos de carbono, de acordo com as condig¢des abidticas aplicadas.

O amido e os lipidos constituem os principais compostos de armazenamento de carbono e
energia nas microalgas, cuja acumulacdo se intensifica sob condi¢des de stresse nutricional,
especialmente em situagdes de limitacdo de azoto ou fosforo (Vonlanthen et al., 2015). Em
espécies como Chlorella sorokiniana, o amido atua como a principal reserva de carbono durante
as fases de crescimento com disponibilidade suficiente de azoto, garantindo uma elevada
eficiéncia na captagdo e armazenamento de energia. No entanto, quando o azoto se esgota, a
célula redireciona o fluxo de carbono para a sintese de lipidos, acompanhada pela degradacgao
progressiva do amido, refletindo uma parti¢do dinamica do carbono entre ambos os compostos

de reserva (Li et al., 2015; Takeshita et al., 2014).

A acumulagdo de amido em Chlorella ¢ frequentemente induzida como resposta fisiologica
ao stresse ambiental ou nutricional, embora um excesso de stresse possa afetar negativamente
o crescimento celular. Por este motivo, t€ém sido desenvolvidas estratégias de cultivo
controladas que permitem equilibrar o crescimento e a acumulagdo de reservas, entre as quais
se destaca a variagdo do racio carbono/azoto (C/N). Estudos recentes demonstraram que uma
relacdo C/N elevada favorece o crescimento celular, enquanto uma relacdo C/N baixa estimula
a sintese proteica em C. sorokiniana (Chen et al., 2025). Além disso, uma estratégia de
fornecimento de azoto em duas fases (ajustando o racio C/N de 18 para 6) permite aumentar

simultaneamente o teor proteico e o rendimento total de biomassa (Chen et al., 2025).
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Chi et al. (2023) propuseram um processo de cultivo heterotréfico em duas fases para
modular a composi¢do bioquimica da Chlorella. Na primeira fase, promove-se a acumulagao
de amido através de um fornecimento abundante de glicose ¢ de uma quantidade limitada de
azoto, enquanto na segunda fase se estimula a conversdo parcial do amido em proteinas,
aumentando a disponibilidade de azoto. Deste modo, ¢ possivel obter uma biomassa com
elevado teor de amido e de proteinas, adequada para aplicagdes alimentares e industriais. Além
disso, os granulos de amido produzidos por Chlorella apresentam uma estrutura semicristalina
complexa, composta por regides helicoidais, cristalinas e lamelares, que determinam
propriedades tecno-funcionais relevantes, como a viscosidade, a digestibilidade e a

retrogradacdo do polissacarido (Chi et al., 2023; Takeshita et al., 2014).

Como estratégia de trabalho, propde-se realizar um cultivo heterotréfico de Chlorella
sorokiniana (estirpe branca), com o objetivo de induzir a acumula¢do de amido e avaliar de que
forma a variagdo na relacdo carbono/azoto (C/N) afeta a composicao proteica da biomassa. Esta
abordagem baseia-se nos resultados obtidos por Xiao et al. (2022) , que desenvolveram um
processo simples e eficaz de cultivo em duas fases com Chlorella sp. em condi¢des
heterotroficas, direcionado para a producdo de biomassa rica em proteinas. Na primeira fase, a
microalga cultivada com 40 g/L de glicose e 1 g/L de ureia atingiu uma elevada densidade
celular e acumulou amido sob condi¢des de limitacdo de azoto. Posteriormente, na segunda
fase, a conversao parcial do amido em proteinas foi ativada através da regulacao positiva de
genes-chave envolvidos na biossintese proteica, resultando num aumento significativo do teor

proteico.

Chen et al. (2025) avaliaram o efeito de diferentes relacdes C/N no crescimento e na
composicdo celular de Chlorella sorokiniana. Os autores demonstraram que o ajuste do racio
C/N de 18 para 6, através de uma estratégia de fornecimento de azoto em duas fases, possibilitou
aumentar simultaneamente o teor proteico e o rendimento celular, alcancando 58,6 % de
proteina em peso seco e 87 g L' de biomassa. Estes resultados evidenciam que o controlo da
relagdo carbono/azoto constitui uma ferramenta eficaz para modular a acumulagdo de

compostos de interesse em microalgas cultivadas heterotroficamente.

Durante o estdgio desenvolvido na empresa Allmicroalgae, foi possivel integrar o
laboratério de cultivo heterotréfico de microalgas, onde se observaram os ensaios de cultivo

heterotréfico realizados com Chlorella. Nesta fase, foi adquirida experiéncia na medi¢ao de
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parametros de crescimento, na execugdo de ensaios sob condigdes estéreis € no manuseamento

do material de cultivo.

Como parte das atividades, foi desenvolvido um ensaio experimental em escala laboratorial,
com o objetivo de avaliar o efeito da variagcao do racio C/N sobre a acumulagdo de amido e de
proteina em cultivos heterotréficos de Chlorella (estirpe branca, correspondente a espécie
Chlorella sorokiniana). Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 50 mL, sob
condi¢des controladas de agitacdo e temperatura. As determinagdes de amido foram efetuadas

no laboratério da empresa, enquanto a analise de proteinas foi realizada externamente no

GreenColab.

O objetivo desta primeira parte do trabalho foi analisar a influéncia da variagdo do racio
C/N no metabolismo de Chlorella sorokiniana cultivada heterotroficamente, de forma a
identificar a condi¢do que favorece a acumulagdo de amido e otimize a composi¢ao proteica da
biomassa, servindo como base para a sua posterior avaliagdo tecno-funcional na Parte II deste

documento.

2.2. Materiais e métodos

2.2.1. Desenho experimental e condi¢des de cultivo

O presente ensaio foi conduzido com base na metodologia descrita por Chen et al. (2025),
com adaptagdes realizadas de acordo com os parametros técnicos e os dados de cultivo
fornecidos pela empresa Allmicroalgae - Natural Products S.A. O objetivo foi avaliar o efeito
de diferentes relagdes carbono/azoto (C/N) sobre o crescimento celular e analisar de que forma

este influencia o teor de amido e de proteina na biomassa.

A microalga Chlorella sorokiniana, previamente descrita como uma estirpe de elevado teor
proteico, foi cultivada sob condigdes heterotroficas. As solugdes-mae de glicose (500 g L ™) e
de sulfato de amonia (50 g L') foram preparadas como fontes de carbono e de azoto,
respetivamente. A partir destas solugdes, formularam-se meios de cultivo com relagdes C/N de
2,5; 6; 12 e 24, considerando-se o racio 2,5 como condi¢do de controlo. Os volumes de cada
solucdo foram ajustados de modo a obter as concentracdes desejadas, completando-se o volume

final de 50 mL com agua destilada estéril.
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O ensaio foi realizado em frascos Erlenmeyer de 50 mL, distribuidos em duas etapas
principais: fase de crescimento e fase de inducdo. Durante a fase de crescimento, os cultivos
foram incubados num meio contendo 15 g L' de glicose e 1,68 g L' de sulfato de amonia, a

30 °C e 200 rpm, sob condig¢des de escuridao.

®) g

Figura 1. Etapa de inoculagdo do cultivo de Chlorella. (A) Inoculagdo sob condi¢des
controladas de temperatura, agitagdo e escuriddo. (B) Microscopia otica das células de

Chlorella durante a fase de inoculacao (barra = 20 pm).

Na fase de indu¢do, o meio foi ajustado para 10 g L' de glicose e concentragdes varidveis
de sulfato de amodnio, definidas de acordo com as relacdes C/N estabelecidas (tabela 1), que
variaram entre 0,14 e 1,325 g L. As condi¢des de temperatura, agitacdo e escuriddo foram

mantidas constantes durante toda a fase de indugao.

Tabela 1. Condic¢des experimentais do cultivo heterotrofico de Chlorella com variagao do racio

C/N.

Fase de Crescimento (50 mL) Fase de Inducao (Solu¢ao adicionada, mL)

Solugao Solu¢ao Solugao Solugao Agua

Réacio Glicose (mL) SA (mL) Glicose (mL) SA (mL) (mL)

2.5 1.5 1.98 1 1.32 0

6 1.5 1.98 1 0.56 0.76

12 1.5 1.98 1 0.28 1.04

24 1.5 1.98 1 0.14 1.18

Solucdes estoque: Glicose 500 g/L; Sulfato de amonia 50 g/L
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O acompanhamento do crescimento celular foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Trovao et al. (2025). As amostras foram recolhidas as 0, 24, 48 ¢ 55 horas de
cultivo, e em cada ponto de amostragem mediu-se a densidade 6tica a 600 nm (DOsoo) (Genesys

10S UV-Vis®; Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.).

Foram igualmente efetuadas observagdes por microscopia dtica (Axio Scope A1®, Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen, Alemania), determinada a concentragao de glicose com
um glucometro portatil, e, quando necessario, a concentracdo de amoénio através de um kit

colorimétrico (Sera GmbH®, Heinsberg, Alemania).

No inicio da fase de indugdo, as 48 horas, ajustaram-se as concentracdes de glicose e de
amonia de acordo com as condi¢des experimentais estabelecidas. O cultivo foi mantido por um
total de 55 horas. As amostras foram centrifugadas e congeladas para posterior determinacao

dos teores de amido e de proteina.

2.2.2. Determinag¢ao de amido

O teor de amido foi determinado segundo o método descrito por McCready et al. (1950),
com modificagdes adaptadas as condi¢des do laboratdrio e as caracteristicas da estirpe utilizada
(Chlorella branca). Foram recolhidos 2—5 mL da suspensao algal por centrifugacdo a 3 000 g

durante 5 minutos, e os sedimentos foram armazenados a —20 °C até a analise.

Para a disrupgdo celular, utilizou-se um misturador multifuncional com modo vortex
(Intelli-Mixer RM-2L, ELMI Ltd., Riga, Leténia) com 0,5 mL de microesferas de vidro (0,14—
0,39 mm) durante 4 minutos a 2 700 rpm, na presenca de 0,25 mL de agua destilada.

Dado que se trabalhou com Chlorella branca, uma estirpe sem pigmentos clorofilicos, a
extracdo de pigmentos foi realizada apenas uma vez, utilizando 4 mL de etanol a 80 % (v/v) e
aquecendo durante 15 minutos a 68 °C. A hidrdlise total do amido foi efetuada adicionando-se
3,3 mL de acido perclorico a 30 % (v/v) ao sedimento, seguida de agitagao durante 15 minutos
a 25 °C e centrifugacdo. Este procedimento foi repetido trés vezes, combinando-se os extratos

e ajustando o volume final a 10 mL com 4agua destilada.

Posteriormente, retiraram-se 0,5 mL do extrato, que foram arrefecidos a 0 °C, aos quais se
adicionaram 2,5 mL da solugdo de antrona (preparada com 2 g de antrona em 1 L de H.SO4 a

72 % v/v). A mistura foi agitada e mantida em banho-maria a 100 °C durante 8 minutos, sendo
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depois arrefecida a 20 °C. A absorbancia foi medida a 625 nm, utilizando glicose como padrao

de calibragao.

Os valores obtidos a partir da curva de calibragdo da glicose foram multiplicados por 0,90
para calcular os equivalentes de amido, corrigindo a diferenca de massa molecular entre a
glicose (180 g-mol™) e 0 monodmero anidro de glicose no amido (162 g-mol™). O teor de amido
foi expresso como percentagem da massa seca da biomassa (% m/m, base seca), de acordo com

a seguinte relagdo:

_ CgluXO,90><Vﬁna1

Amido (%) = x 100 ( 2.2.2.1)

Mamostra

Onde Cy, corresponde a concentragdo de glicose (mg-mL™) obtida a partir da curva de

calibracao, V1€ 0 volume final do extrato (mL) e m,,,,.sr T€Presenta a massa da biomassa seca

utilizada (mg).
2.2.3. Contetdo de proteinas

O teor de azoto foi quantificado por analise elementar (Vario EL III®, Elementar Analyser
System GmbH, Hanau, Alemanha), realizada pelo GreenColab. Este procedimento permitiu
estimar o teor de proteina de cada amostra, multiplicando o teor de azoto por um fator de 6,25

(Trovao et al., 2025).

2.2.4. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no software R (versdo 4.5.0). O efeito do racio
carbono/azoto (C/N) nos teores de amido e proteina foi avaliado por analise de variancia de um
fator (ANOVA). A normalidade dos residuos e a homogeneidade das varidncias foram
verificadas pelos testes de Shapiro—Wilk e Levene. Quando os pressupostos da ANOVA ndo
foram cumpridos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn com
correcdo de Bonferroni. As comparagdes multiplas em andlises paramétricas foram realizadas

com o teste de Tukey. O nivel de significancia foi p < 0,05.
2.3. Resultados e discussdao
A ANOVA indicou que a relagdo C/N teve um efeito significativo sobre o amido (p =

0,005). No entanto, o teste de Tukey mostrou que apenas a comparagao entre o controlo (C/N

2,5) e a condi¢ao C/N 6 foi significativa, com um aumento do amido de 8,05 = 1,05 % no
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controlo para 20,2 + 4,84 % em C/N 6. As diferencas entre as condi¢cdes C/N 12 e C/N 24 nao

foram estatisticamente significativas.

Relativamente ao teor proteico, a ANOVA revelou um efeito significativo da relacao C/N
(p < 0,001). Observou-se uma diminui¢do do teor de proteina a medida que a relagdo C/N
aumentou. O teste de Dunn, com correcdo de Bonferroni, identificou uma diferencga
significativa entre o controlo (44,7 £ 0,85 %) e a condi¢do C/N 24 (30,4 + 1,42 %), confirmando
que a limitagdo de azoto reduziu o teor proteico nesta condi¢do. As comparagdes do controlo
com as condi¢cdes C/N 6 ¢ C/N 12 apresentaram valores médios inferiores, embora sem

significancia estatistica.

Com base nos resultados combinados (aumento significativo do amido e redu¢cdo moderada
da proteina) a condi¢do C/N 6 foi selecionada para o cultivo no fermentador de 5 L. Nesta
escala, os valores obtidos nao corresponderam ao desenho experimental realizado previamente:
a biomassa produzida no fermentador apresentou cerca de 24 % de amido e ~41,9 % de proteina,
valores mais proximos dos do controlo do que dos registados para C/N 6 em pequena escala.
Além disso, ambos os valores foram inferiores aos observados na biomassa padrao (WCPA:
~30 % de amido; ~47 % de proteina). Estes resultados indicam que a etapa de inducdo nao

produziu o mesmo efeito no reator.

Os resultados obtidos nos Erlenmeyer permitem identificar quais as condi¢des que
efetivamente alteraram a composicao da biomassa, € a analise estatistica mostrou que apenas
algumas comparagdes apresentaram significancia apos os testes pds-hoc. No caso do amido,
apenas a condi¢do C/N 6 demonstrou um aumento comprovado em rela¢do ao controlo. Para a
proteina, a diferenca significativa observada apenas em C/N 24 confirma que a redugdo do teor
proteico so foi suficientemente pronunciada na condi¢ao de maior limitagao de azoto, o que esta
em consonancia com descrigdes anteriores sobre a resposta metabolica de Chlorella em

condigoes de limitagdo de N (Chen et al., 2025).
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Figura 2. Crescimento celular, consumo de substratos e composi¢ao da biomassa de
Chlorella antes e ap6s a fase de inducao sob diferentes relagdes C/N. (A) Variagao da
densidade otica (D.O. 600 nm), da concentracao de glicose e da amonia ao longo da fase de
inducdo. (B) Contetido percentual de proteina e amido na biomassa colhida apds a indugao.
Os valores representam médias + desvio-padrao (n = 3); letras diferentes indicam diferencas

significativas entre médias (teste de Tukey, p < 0,05).

Ao comparar estes resultados com os do fermentador, observa-se que o padrio
identificado em pequena escala ndo foi reproduzido. A composi¢do da biomassa aproximou-se
dos valores do controlo, sugerindo que a intensidade efetiva da limitagdo de azoto no reator foi
inferior a alcancada nos Erlenmeyer. Este comportamento esta de acordo com o relatado na
literatura para processos heterotroficos de Chlorella, nos quais diferengas na mistura,
transferéncia de oxigénio, cinética de consumo de azoto e gradientes locais podem alterar a

resposta metabdlica quando o processo ¢ escalonado para maiores volumes (Zhang et al., 2025).

21



22



3. PARTE II — Analise das Propriedades Tecno-funcionais da Biomassa de Chlorella

3.1. Introducao

A medida que cresce a procura por ingredientes funcionais sustentaveis, as proteinas de
microalgas emergem como alternativas promissoras as proteinas tradicionais de origem animal
e vegetal (Garcia et al., 2018; Ursu et al., 2014). A tecno-funcionalidade das proteinas refere-se
as suas propriedades fisico-quimicas que influenciam diretamente o processamento e as
caracteristicas sensoriais dos alimentos, indo além do seu valor nutricional. Essas propriedades
afetam de forma significativa a textura, viscosidade, palatabilidade e sensagdo na boca dos
produtos alimentares. De modo geral, os atributos tecno-funcionais classificam-se em
propriedades de superficie (por exemplo, solubilidade, emulsificagdo e formagao de espuma) e
propriedades hidrodinamicas (como gelificagdo, viscosidade, espessamento e texturizacao) (J.

Zheng et al., 2025).

A atividade superficial, incluindo as propriedades espumante e emulsionante, constitui uma
caracteristica tecno-funcional essencial em sistemas alimentares, associada a capacidade de
certas biomoléculas de se adsorverem nas interfaces ar-agua e 6leo-agua, reduzindo a tensdo
superficial e promovendo a estabiliza¢do das estruturas formadas. Nas microalgas, a presenga
concomitante de proteinas, glicoproteinas, pigmentos e carboidratos contribui para uma elevada
eficiéncia na formacao e estabilizagcdo de interfaces, frequentemente comparavel ou superior a
observada em proteinas alimentares convencionais, como o isolado de proteina de soro de leite.
Essa sinergia entre os diferentes componentes macromoleculares evidencia o potencial das
microalgas como ingredientes multifuncionais na formulacdo de produtos alimentares (Garcia

et al., 2018).

A gelificagdo, por sua vez, ¢ uma propriedade determinante para a textura de diversos
produtos alimentares, resultante da formacao de redes tridimensionais estaveis apds processos
de desnaturacao e interacao entre grupos funcionais de biomoléculas. Em sistemas proteicos, o
aquecimento promove a exposicdo de regides reativas que, ao interagirem entre si, originam
estruturas viscoeldsticas responsaveis pela firmeza e elasticidade dos géis. No caso das
microalgas, embora os estudos sobre suas propriedades gelificantes ainda sejam limitados,
evidéncias indicam que extratos ricos em proteinas e outros compostos macromoleculares
podem formar géis com resisténcia significativa, dependendo da concentragdo proteica e das

condi¢des de processamento (Garcia et al., 2018).
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As propriedades tecno-funcionais das proteinas de microalgas englobam, portanto, a sua
capacidade de atuar como agentes emulsionantes, espumantes e gelificantes, desempenhando
um papel central na formulagao e estabilidade de diferentes sistemas alimentares. Essas fun¢des
derivam da estrutura anfifilica e flexivel das proteinas, que lhes permite interagir de forma
eficaz nas interfaces 6leo-agua e ar-agua, reduzindo a tensao superficial e formando peliculas
interfaciais estaveis. A magnitude dessas propriedades depende de fatores intrinsecos, como a
conformagdo e a composi¢ao aminoacidica, e extrinsecos, como o pH, a temperatura e a forga

ionica do meio (J. Zheng et al., 2025).

De modo geral, as proteinas de microalgas destacam-se pelo seu elevado potencial funcional
quando comparadas a proteinas convencionais, apresentando solubilidade elevada, boa
estabilidade e comportamento viscoelastico favoravel. Essa versatilidade torna-as candidatas
promissoras como ingredientes multifuncionais na industria alimentar, capazes de substituir ou
complementar proteinas tradicionais em emulsdes, espumas e géis. O avanco das estratégias de
cultivo (mixotréfico e heterotrofico) e das abordagens biotecnologicas, como a engenharia
metabolica e a otimizagdo de biorreatores, tem aumentado a producdo e a aplicabilidade dessas
proteinas, reforcando o seu papel em produtos inovadores e sustentaveis (Garcia et al., 2018;

Gouda et al., 2022).

A andlise das propriedades tecno-funcionais da biomassa de WC teve como objetivo avaliar
0 seu comportamento em meio aquoso € o seu potencial de aplicacdo como ingrediente
funcional em alimentos. As amostras foram submetidas a diferentes tratamentos térmicos e
concentracoes, de forma a estudar o efeito dessas varidveis nas propriedades de solubilidade,
emulsificagcdo, gelificacio e pH. Adicionalmente, foi realizada uma comparacdo entre a
biomassa ‘“standard” e uma biomassa cultivada em condi¢cdes modificadas (fornecida pela
empresa), com o objetivo de analisar possiveis diferengas no desempenho quanto as

propriedades tecno-funcionais.
3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Preparagdo das amostras (concentragao e tratamento térmico)
Foram preparadas amostras de WC em duas formas distintas: biomassa em po, fornecida
diretamente pela empresa a partir do seu stock de produto comercial, € biomassa himida (em

forma de pasta). Para cada tipo de biomassa, foram preparadas solugdes em trés concentragdes

(% p/V): 2%, 5% e 10%, diluindo-se a biomassa em agua destilada.
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Figura 3. Preparacao das amostras Chlorella branca em p6 (A) e himida (B) preparadas em
diferentes concentragdes (2, 5 e 10 % m/v) e submetidas a distintos tratamentos térmicos

(Ambiente, 85 °C e 121 °C).

As solugdes foram submetidas a trés condigdes térmicas distintas: temperatura ambiente
(controlo), 85°C e 121 °C. O tratamento a 85 °C foi realizado em banho-maria durante 40
minutos, seguido de arrefecimento imediato em banho de gelo. Ja o tratamento a 121 °C foi
efetuado em autoclave durante 15 minutos, com posterior arrefecimento até temperatura
ambiente. Algumas amostras foram analisadas no proprio dia da preparagdo, enquanto outras

foram conservadas sob refrigeracdo até ao momento da analise.

Adicionalmente, este mesmo protocolo foi utilizado para a comparagao entre a biomassa
standard e a biomassa obtida sob condi¢des de cultivo modificadas, com o objetivo de avaliar
o impacto da variagdo do racio C/N nas propriedades tecno-funcionais. Para esta comparagao,
foram utilizadas amostras a 3% (m/v), tratadas nas temperaturas de 25 °C (ambiente) e 85 °C.
As propriedades tecno-funcionais avaliadas incluiram solubilidade, estabilidade de emulsdo e

capacidade gelificante.

3.2.2. Solubilidade

A solubilidade da biomassa de WC foi determinada de acordo com o protocolo interno
fornecido pela empresa, com o objetivo de quantificar a fragdo soluvel da amostra em meio
aquoso. Para isso, foi preparada uma solu¢do da biomassa a uma concentragdo definida (%
m/V), dissolvendo-se a quantidade correspondente em agua destilada. A mistura foi mantida

sob agitacdo magnética durante 30 minutos para garantir a homogeneidade.

Em seguida, foram retirados 5 mL da solu¢do e transferidos para um tubo de ensaio de

10 mL. A amostra foi homogeneizada num vortex durante 30 segundos e centrifugada a 1800
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x g durante 15 minutos. O sobrenadante obtido foi cuidadosamente transferido para um prato
de pesagem previamente limpo e seco. O prato contendo o sobrenadante foi colocado num forno
a 100 °C por um periodo minimo de 1 hora, até a evaporagdo completa do solvente (Van De

Walle et al., 2025).

O peso seco do sobrenadante (mg,) foi determinado pela diferenca entre o peso final do

prato contendo o residuo seco e o peso do prato vazio, conforme a Equagao (8.2.2.1):
Mg = Mpr — My, ( 8.2.2.1)

Onde my,f corresponde ao peso do prato com o sobrenadante seco (g) € m,,, ao peso do

prato vazio (g).

O indice de solubilidade em agua (ISA) foi calculado como a razio entre o peso seco do
sobrenadante e a massa total de biomassa utilizada na amostra, sendo expresso em percentagem,

de acordo com a Equagao (8.2.2.2):

Mgs

154 (%) = (22) x 100 ( 8.2.2.2)

me
Onde mg, € o peso seco do sobrenadante (g) e m; € a massa total de biomassa de WC

utilizada (g).

3.2.3. Emulsao

A capacidade e a estabilidade de emulsdo foram determinadas com base no protocolo
descrito por Jo et al. (2015), com modificacdes. As emulsdes foram preparadas diretamente em
tubos de ensaio de 40 mL, utilizando 20 mL da amostra e 20 mL de 6leo de girassol, sem adi¢ado
de solucdo salina. A mistura foi homogeneizada em vortex durante 2 minutos, a uma rotagao
constante (VELP Scientifica, modelo CLASSIC Advanced Vortex Mixer, Italia).
Imediatamente ap6s a homogeneizagdo (tempo zero), foram registados o volume total da
emulsdo e o volume da fase aquosa separada. A estabilidade da emulsdo foi monitorizada por
meio da leitura direta do volume da fase aquosa em intervalos de 15 minutos, ao longo de 1

hora.
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ES (%) — (Vtotal_Vfaseaquosa(t)) X 100( 8231)

Vtotal

EC (%) = (V“"‘”Wf;jj;‘i“““”“) x 100 (8.2.3.2)

A capacidade de emulsdo (EC%) foi calculada com base na propor¢do do volume
emulsificado em relagdo ao volume total da emulsdo (Equacdo (8.2.3.1)). A estabilidade da
emulsdo (ES%) foi determinada com base na variacdo do volume da fase aquosa ao longo do
tempo, em relacdo ao volume total da emulsao no tempo zero, de acordo com a metodologia

modificada de Jo et al. (2015), conforme a Equagdo (8.2.3.2).
3.2.4. Capacidade gelificante

A concentracdo minima de gelificac¢do foi determinada de acordo com o método descrito
por (Van De Walle et al., 2025), com modificagdes. Foram transferidos 5 mL de suspensao de
microalgas (2-20 %, m/v) para tubos de ensaio de vidro selados, os quais foram aquecidos num
banho-maria a 99 °C durante 10 minutos. Apos o aquecimento, os tubos foram deixados a
arrefecer a temperatura ambiente durante 1 hora e posteriormente armazenados a 4 °C durante
a noite. A amostra com a menor concentragao que nao apresentou escoamento apds 5 minutos

de inversdo foi considerada como a concentracdo minima de gelificagdo.

3.2.5. pH

O pH das amostras foi determinado utilizando um medidor de pH digital, com leitura
direta a temperatura ambiente (= 25 °C). As medi¢des foram realizadas nas solucdes preparadas

apos os diferentes tratamentos térmicos.

3.2.6. Cor

A avaliacao da cor das amostras foi realizada utilizando um colorimetro CR-400 (Konica
Minolta), com iluminante padrao D65 e angulo do observador de 2°. A calibracao foi feita com
a placa de calibracdo CR-A43, fornecida com o equipamento. As medi¢des foram realizadas
diretamente sobre as amostras liquidas (foram utilizadas apenas as amostras de Chlorella em
po), acondicionadas em copos transparentes (figura 3). As leituras foram feitas nos tempos de
0, 1,2 e 3 dias apds a preparagao, com o objetivo de observar possiveis alteragdes de cor durante
0 armazenamento. As amostras foram conservadas a 4 °C entre as medi¢des. Foram registados
os valores dos pardmetros L* (luminosidade), a* (eixo verde—vermelho) e b* (eixo azul—

amarelo), com trés repeticdes por condi¢do (Pereira et al., 2024).
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A partir dos valores de a* e b*, determinaram-se as coordenadas derivadas C* (croma) e h®

(matiz), de acordo com as seguintes expressoes:

C* =/(@)? + (b")? ( 3.2.6.1)

he = arctan (=) ( 3.2.62)

Onde C* representa a intensidade ou saturagdo da cor, e h° o angulo de matiz, expresso em
graus, correspondendo a tonalidade percebida (0° = vermelho, 90° = amarelo, 180° = verde e
270° = azul). A diferenga total de cor entre as medicdes realizadas no dia 0 e no dia 3 foi
calculada utilizando a férmula de AEoo proposta por CIEDE2000 (Commission Internationale

de I’Eclairage, 2000):

AL Ac! AH' AC' AH'
AEq, = J G2+ G2+ G2+ R (13.2:63)

Em que AL’, AC' e AH’ correspondem as diferencas corrigidas de luminosidade, croma e
matiz, respetivamente; St, Sc e Su sdo fatores de ponderagdo que compensam variagdes nao
uniformes do espago de cor CIELAB; e Rt € o termo de rotacdo que ajusta as interacdes entre

matiz e croma.

Valores de AEw < 1,0 indicam diferencas de cor ndo percecionaveis visualmente, enquanto
AEw entre 1,0 e 2,0 sdo considerados perceciondveis mas aceitaveis, € AEo > 2,0 refletem

diferencas visiveis e potencialmente inaceitaveis.

Para cada condicao experimental, calcularam-se as médias e desvios-padrao dos parametros
L* a* b* C* h° e AEw, a partir de trés repeticoes independentes.
As médias de C* e h® foram analisadas por ANOVA de um fator (Dia), aplicada separadamente
para cada combinagdo de concentracdo (2%, 5% e 10%) e temperatura de tratamento (Amb, 85
°C e 121 °C), com o objetivo de avaliar diferencas significativas ao longo do armazenamento
(0-3 dias). Quando o efeito de Dia foi significativo (p <0,05), aplicou-se o teste de Tukey para
comparar as médias entre os dias dentro de cada grupo experimental. As letras sobrescritas
apresentadas nas tabelas e figuras indicam médias que diferem estatisticamente entre si (p <

0,05).
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3.3. Resultados e discussao

O estudo das biomassas de Chlorella branca (WC), nas suas formas em p6 (WCP) e humida
(WCF), permitiu avaliar a influéncia da temperatura e da concentracao sobre o indice de
solubilidade e a estabilidade das emulsdes. De forma geral, verificou-se que tanto o tipo de
biomassa como a temperatura exerceram um efeito significativo nas propriedades funcionais,

observando-se um comportamento mais favoravel na biomassa hiimida e em condig¢des térmicas

elevadas (figura 4).

Biomassa — WCP - - WCF  Concentragio (%) ® 2 4 5 ® 10

65

60

pH

55

50

Amb 85 121
Temperatura (°C)

Figura 4. Variagao do pH da biomassa WC em funcao do tipo de biomassa e da temperatura

apos a aplicagdo do tratamento térmico.
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Figura 5. Indice de solubilidade da biomassa WC em fungo do tipo de biomassa e da
temperatura. Os valores correspondem a média &+ desvio-padrao (n = 3). Letras diferentes

indicam diferencas significativas entre os tratamentos (teste de Tukey, p < 0,05).
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Figura 6. Estabilidade da emulsdo da biomassa WC em funcdo do tipo de biomassa e da
temperatura. (A) Estabilidade da emulsao ap6s 60 min; os valores correspondem a média +
desvio-padrao (n = 3). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos
(teste de Tukey, p < 0,05). (B) Evolucao temporal da estabilidade da emulsdo ao longo de 60
min; os dados representam apenas a tendéncia descritiva das médias observadas, sem anélise

estatistica.

O indice de solubilidade apresentou diferencas significativas entre biomassas e
temperaturas em todas as concentragdes analisadas (p < 0,001). Em todos os niveis avaliados
(2, 5 e 10 %), a biomassa himida (WCF) revelou valores de solubilidade superiores aos da
biomassa seca (WCP), evidenciando o impacto do processo de secagem na redugao da fracao
soluvel. Este resultado sugere que a secagem pode induzir modificagdes estruturais nas
proteinas, diminuindo a sua capacidade de interagdo com a 4gua e, consequentemente, a
solubilidade global da biomassa (Van De Walle et al., 2024). Resultados semelhantes foram
descritos por Grossmann et al. (2018), que observaram que processos de extragao e liofilizacao
influenciam o estado fisico e a solubilidade das proteinas de microalgas, alterando o equilibrio

entre fragcdes soluveis e insoluveis.

Em relagdo a temperatura, verificou-se um aumento gradual do indice de solubilidade
até¢ 85 °C, seguido de uma reducdo a 121 °C. O mesmo padrdo foi observado em todas as

concentragdes, com valores maximos de solubilidade registados a 85 °C, especialmente na
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biomassa WCF. Este comportamento coincide com a variagao do pH medida nas suspensoes,
que aumentou até 85 °C e diminuiu a 121 °C, apresentando valores consistentemente superiores

para a WCF (Grossmann et al., 2018, 2019).

Grossmann et al. (2019) demonstraram que a solubilidade das proteinas extraidas de
Chlorella sorokiniana, Phaeodactylum tricornutum e Nannochloropsis oceanica depende
fortemente do pH, apresentando valores maximos entre pH 5 e 7 e uma reducdo acentuada em
meios mais 4cidos, devido ao aumento da agregacdo proteica. Segundo os autores, esta
diminui¢do esta associada a reducdo da repulsao eletrostatica e ao predominio de interagdes
hidrofobicas, que favorecem a formagdo de agregados proteicos e a consequente perda de
solubilidade. Assim, a variagcdo de pH observada neste estudo pode estar associada a alteragdes
na carga superficial e nas interagdes intermoleculares das proteinas apos o tratamento térmico,

influenciando a fracdo soltvel disponivel (Grossmann et al., 2018, 2019).

A estabilidade da emulsdo variou significativamente em fun¢do da concentragdo e da
temperatura, observando-se interagdes relevantes entre ambos os fatores (p < 0,001). Em todas
as condicdes, verificou-se que o aumento da concentragdo favoreceu a estabilidade, atingindo
valores méaximos nas emulsdes preparadas com 10 % de biomassa. A 2 %, as amostras
apresentaram estabilidade média entre 60 % e 66 %, sem diferencas consistentes entre
biomassas. A 5 %, observou-se incremento gradual, com valores proximos de 70-76 % apos
aquecimento a 121 °C. Nas emulsdes a 10 %, os maiores valores registaram-se também a 121
°C, destacando-se a biomassa seca (WCP), que manteve aproximadamente 100 % de
estabilidade até 60 min, enquanto a biomassa humida (WCF) apresentou valores ligeiramente
inferiores, entre 75 % e 95 %. As curvas de estabilidade ao longo do tempo confirmam esta
tendéncia, evidenciando uma diminui¢gdo mais acentuada nas emulsdes de menor concentragao

€ uma retencao mais elevada nas amostras com 10 %.

O aumento da estabilidade com a concentrag@o e o aquecimento esta associado a maior
disponibilidade de compostos com propriedades emulsificantes, nomeadamente proteinas e
polissacarideos (Bleakley & Hayes, 2017; Mosibo et al., 2024). O aquecimento a 121 °C pode
ter favorecido uma desnaturacdo parcial das proteinas, expondo regides hidrofobicas que
promovem a adsor¢do na interface 6leo-agua e a formacdo de uma pelicula interfacial mais
coesa. As proteinas de Chlorella possuem carater anfipatico e sdo reconhecidas pela sua
capacidade de reduzir a tensdo interfacial, estabilizando emulsdes Oleo-em-agua,
comportamento que se relaciona diretamente com a solubilidade e o pH (Bleakley & Hayes,

2017; Mosibo et al., 2024; Van De Walle et al., 2024).
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Assim, a maior estabilidade observada nas condi¢gdes de maior solubilidade confirma a
ligacdo entre ambas as propriedades. Resultados semelhantes foram reportados para extratos
hidrossoltveis de Chlorella protothecoides, capazes de estabilizar emulsdes por varios dias,
com desempenho compardvel ao de proteinas alimentares convencionais, como a soja ou o
caseinato de sddio (Mosibo et al., 2024). De forma geral, as microalgas destacam-se como
fontes alternativas as proteinas de origem animal, com potencial para aplicacdo como agentes
emulsificantes ¢ como veiculos para compostos bioativos com propriedades antioxidantes,
refor¢cando o valor funcional da biomassa de Chlorella em sistemas alimentares (Bleakley &

Hayes, 2017; Mosibo et al., 2024; Wang et al., 2024).

Temperatura -®- 121C -4 85C -~ Amb

A ‘ 2% B 5% C 10%

23,01

Figura 7.Variacdo do croma (C*) da biomassa em p6 de Chlorella branca (WCP) durante o

armazenamento (03 dias), sob diferentes temperaturas (ambiente, 85 °C e 121 °C).
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Figura 8.Variacao do matiz (h°) da biomassa em p6 de Chlorella branca (WCP) durante o

armazenamento (03 dias), sob diferentes temperaturas (ambiente, 85 °C e 121 °C).
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Figura 9.Diferenca total de cor (AEw) da biomassa em pd de Chlorella branca (WCP) entre o

dia 0 e o dia 3, sob diferentes temperaturas (ambiente, 85 °C e 121 °C).

A avaliagdo colorimétrica das suspensoes da Chlorella branca em pd (WCP) submetidas
a trés concentracdes (2 %, 5 %, 10 % m/v) e a trés temperaturas de tratamento (ambiente, 85
°C, 121 °C) durante armazenamento de 0 a 3 dias (figura 5) mostrou que o pardmetro C*
apresentou diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) ao longo dos dias de
armazenamento em 7 de 9 combinacdes concentragdoxtemperatura (2 %—Amb, 2 %85 °C, 2
%—121°C, 5 %85 °C, 5 %—121 °C, 10 %—Amb, 10 %—121 °C), indicando uma diminui¢ao da
saturacdo da cor ao longo do tempo. As condi¢des 5 %—Amb e 10 %—85 °C ndo revelaram

variacao significativa (p > 0,05).

Para o parametro h°, também se verificaram diferencas significativas em 7 de 9 grupos
(2 %—Amb, 2 %-85 °C, 2 %—121 °C, 5 %—Amb, 5 %—121 °C, 10 %—Amb, 10 %-121 °C); as
condigdes 5 %—85 °C e 10 %—85 °C mantiveram-se estaveis (p > 0,05). Os valores de h°
oscilaram apenas dentro de intervalos curtos (por exemplo, 99°-101° a 2 %—121 °C; 88°-89° a
10 %—121 °C).A diferenga total de cor AEw (0-3 dias) permaneceu abaixo de 2,0 nas condic¢des
ambiente (0,90-1,67) e 85 °C (0,97-1,25), enquanto sob tratamento de 121 °C variou entre 1,27

e 2,42, sendo que 2 de 3 grupos ultrapassaram o limiar de percecao de 2,0 (figura 5).
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As diferengas observadas em C* e h° refletem a influéncia da concentracdo e da
temperatura no comportamento cromatico das suspensdes de WCP. A diminui¢ao da saturacdo
da cor (JC*) ao longo do armazenamento sugere degradacdo ou alteracdo dos pigmentos
presentes, bem como possivel dispersao alterada das particulas da biomassa (Pathare et al.,
2012; Pereira et al., 2024). As variagdes reduzidas no matiz (h°® < 3°) indicam que o tom
cromatico principal se manteve, apontando que a mudanca foi mais de intensidade que de

tonalidade (Pandiselvam et al., 2023; Pathare et al., 2012; Wijesekara & Xu, 2024).

Os valores de AEoo < 2,0 na condi¢des (ambiente e 85 °C) indicam estabilidade visual
aceitavel ao longo de 3 dias, enquanto o aumento da AEe acima de 2,0 a 121 °C evidencia
alteragdes visuais perceptiveis, possivelmente decorrentes de reagdes de escurecimento e
oxidag¢ao por calor intenso. Este resultado destaca que embora a biomassa em po6 apresente boa
estabilidade cromatica sob condigdes moderadas, o tratamento térmico compromete essa
estabilidade, o que ¢ relevante para aplicagdes alimentares que submetam a biomassa a elevadas

temperaturas (Hosseinizand et al., 2018; Pereira et al., 2024).

(A)

Figura 10. Capacidade de gelificacdo das biomassas WCPA (A) e WCPM (B) em diferentes
concentragoes (3—20%, m/v).
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A capacidade de gelifica¢do (figura 6) foi avaliada em diferentes concentragdes (3—20%,
m/v) para as biomassas WCPA (A) e WCPM (B). Até a concentragdo maxima de 20% (m/v),
ndo se observou formacao de gel visivel em nenhuma das amostras, indicando que as biomassas
ndo desenvolveram uma estrutura suficientemente organizada para reter 4gua e manter uma
consisténcia semissolida (McClements, 2021; Nath et al.,, 2022). A biomassa modificada
(WCPM), com teor de amido inferior (24%, em comparagd@o com 30% na biomassa original),
apresentou comportamento semelhante a biomassa original, sugerindo que ambas apresentam
um baixo potencial gelificante sob as condi¢des testadas. De forma geral, a auséncia de
gelificagcdo até 20% (m/v) em ambas as biomassas confirma esse baixo potencial, embora
possam apresentar outras propriedades tecno-funcionais relevantes, como capacidade
espessante ou estabilizante, devido a presenga de proteinas e polissacaridos soluveis (Nath et

al., 2022; Saha & Bhattacharya, 2010).
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Figura 11. Estabilidade da emulsdo (ES%) das biomassas WCPA e WCPM em fun¢ao do
tempo a 25 °C e 85 °C. Letras minusculas diferentes sobre as barras indicam diferencas
significativas entre as biomassas (teste de Tukey HSD, a = 0,05) dentro de cada tempo e

temperatura. As barras de erro representam o desvio padrao (n = 3).
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A andlise de variancia bifatorial (ANOVA 2x4) revelou que, a 25 °C, tanto o fator
Biomassa como o fator Tempo tiveram efeitos significativos sobre a estabilidade da emulsao (p

<0,001), enquanto a interacao entre ambos ndo foi significativa (p = 0,836).

Estes resultados indicam que, a esta temperatura, o comportamento temporal da
estabilidade ¢ semelhante nas duas biomassas, embora a biomassa modificada (WCPM)
apresente valores médios superiores aos da biomassa original (WCPA). Por outro lado, a 85 °C,
verificou-se um efeito altamente significativo de ambos os fatores principais (Biomassa e
Tempo, p < 0,001) e uma interagao significativa entre eles (p < 0,001), sugerindo que o efeito
do tempo de emulsificagdo sobre a estabilidade depende do tipo de biomassa sob condigdes

térmicas elevadas.

O teste de Tukey confirmou estas tendéncias. A 25 °C, a WCPM apresentou valores
significativamente superiores de estabilidade da emulsdo em todos os tempos (15, 30, 45 ¢ 60
min; p < 0,05), enquanto a 85 °C as diferengas apenas foram significativas aos 45 ¢ 60 min (p
< 0,01). Estes resultados demonstram que, embora ambas as biomassas sofram reducdo da
estabilidade com o tempo, a WCPM mantém-se mais estavel, especialmente nas etapas finais

do ensaio e sob aquecimento.

Os resultados obtidos evidenciam que a temperatura e o tipo de biomassa exercem um
papel determinante na estabilidade da emulsdao. Segundo Mosibo et al. (2024), a estabilidade de
sistemas emulsificados depende da capacidade das proteinas atuarem como agentes
tensioativos, reduzindo a tensdo interfacial entre as fases 6leo e d4gua e formando uma pelicula
interfacial que limita a coalescéncia das gotas. Em sistemas alimentares, essa pelicula pode
enfraquecer ao longo do tempo, conduzindo a separacdo parcial das fases. Assim, a diminui¢ado
progressiva dos valores de ES% observada neste estudo ¢ coerente com o comportamento
descrito na literatura para emulsdes estabilizadas por proteinas, incluindo as de microalgas, que
tendem a apresentar reducdo gradual de estabilidade durante o armazenamento (Bleakley &

Hayes, 2017; Mosibo et al., 2024).

No entanto, a manuten¢ao de maiores valores de estabilidade na biomassa WCPM
sugere que as modificagdes estruturais introduzidas neste material (nomeadamente a reducao
do teor de amido (24%) e o teor proteico (= 41,9%) ) podem ter contribuido para uma maior
capacidade de estabilizagdo interfacial. As proteinas presentes na biomassa desempenham um
papel importante na formacao e estabilizacdo de emulsdes (Bleakley & Hayes, 2017; Mosibo

et al., 2024).
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A interacao significativa observada a 85 °C indica que a WCPM responde de forma mais
favoravel ao tratamento térmico, mantendo a estabilidade mesmo apos 60 min, enquanto a
WCPA apresenta uma reducdo. Em conjunto, os dados indicam que a biomassa modificada
(WCPM) apresenta melhor desempenho emulsificante e maior resisténcia térmica, o que
representa um potencial tecnologico relevante para aplicacdes em sistemas alimentares e

biotecnoldgicos que requerem estabilidade sob aquecimento prolongado.
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Figura 12. Efeito da biomassa (WCPA, WCPM) e da temperatura (ambiente e 85 °C) sobre o
indice de solubilidade em agua (ISA + SE). Letras diferentes indicam diferencas significativas

(p < 0,05).

A andlise de variancia bifatorial (ANOVA 2x2) mostrou que o fator Biomassa nao
apresentou um efeito significativo sobre o indice de solubilidade em 4gua (ISA) (F=0,17;p =
0,694), enquanto o fator Temperatura teve um efeito significativo (p < 0,001), indicando que o
aquecimento a 85 °C aumentou de forma significativa a solubilidade em 4gua em comparagao

com a condigdo ambiente.

Além disso, observou-se uma interagao significativa entre ambos fatores (p = 0,021), o que
demonstra que a resposta ao aumento da temperatura depende do tipo de biomassa. As
comparagdes multiplas confirmaram diferengas significativas entre as combinagdes de
tratamentos, com valores de ISA que aumentaram progressivamente desde WCPM-amb (15,0

%) at¢ WCPM-85 °C (18,3 %), sendo esta ultima condicdo a que apresentou a maior
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solubilidade. As letras atribuidas as médias (a—c) refletem estes contrastes, consolidando um
padrao crescente de solubilidade com o aumento da temperatura, especialmente na biomassa

WCPM (figura 12).

Os resultados evidenciam que a temperatura exerce um papel determinante na solubilidade
em agua das biomassas avaliadas. O aumento significativo do indice de solubilidade em 4gua
(ISA) a 85 °C pode ser atribuido a transformacdes fisico-quimicas induzidas pelo calor, tais
como a desnaturacdo de proteinas, a gelatinizagdo parcial do amido e a rutura de ligacdes
intermoleculares que expdem grupos hidrofilicos, aumentando a sua interagdo com a agua

(Bleakley & Hayes, 2017; Grossmann et al., 2019; Mosibo et al., 2024).

Embora o efeito principal da biomassa ndo tenha sido estatisticamente significativo, a
interacdo observada sugere que a WCPM respondeu de forma mais acentuada ao tratamento
térmico do que a WCPA. A biomassa WCPA apresentou um teor de amido de aproximadamente
30%, enquanto a WCPM apresentou 24% de amido e 10% de agucares simples. Além disso, o
teor de proteina, determinado a partir da quantificagdo do azoto e convertido pelo fator de 6,25

(Trovao et al., 2025), foi 41,85% (WCPA) e 40,94% (WCPM).

Assim, os resultados indicam que o tratamento térmico aumenta a solubilidade de ambas as
biomassas. Este comportamento podera ter implicagdes tecnologicas relevantes em processos
que requeiram maior dispersao ou solubilizagdo de componentes bioativos, nomeadamente em

aplicacdes alimentares ou biotecnologicas.
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4. Parte III — Aplicacao Alimentar da Biomassa de Chlorella

4.1. Introducao

As microalgas, por serem alimentos ricos em lipidos, proteinas, hidratos de carbono e
pigmentos, apresentam diversos beneficios nutricionais e para a satde. Por este motivo, t€ém
sido cada vez mais utilizadas como ingredientes em alimentos funcionais, bem como em outras
aplicacdes, nomeadamente na industria cosmética e em produtos agricolas. Assim, o consumo
de alimentos que contém compostos derivados de microalgas tem permitido a sua
comercializa¢do sob a forma de superalimentos e de produtos alimentare (Ferreira de Oliveira

& Bragotto, 2022).

A composicdo proteica das microalgas, como a Chlorella, ¢ semelhante a das fontes
proteicas tradicionais em termos do perfil total de aminoacidos, o que lhes confere um elevado
potencial para utilizagdo como ingredientes com beneficios para a satide e como nutracéuticos.
Para além do seu perfil em macronutrientes, as microalgas sdo ricas em compostos bioativos,
tais como acidos gordos polinsaturados (incluindo émega-3), vitaminas (particularmente B12 e
E), antioxidantes, pigmentos como a ficocianina e a astaxantina, e minerais essenciais como o
ferro e o magnésio. Estes compostos conferem beneficios adicionais para a saude, que incluem
efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes, bem como apoio as fungdes cardiovascular e hepatica

(Prates, 2025).

Atualmente, as microalgas produzidas sdo utilizadas principalmente em pré-misturas
alimentares e em diversas aplicagdes na industria alimentar, nomeadamente na formulagdo de
bebidas, produtos de panificagdo e massas (Ferreira de Oliveira & Bragotto, 2022; Su et al.,
2023). A adicao de biomassa de microalgas a produtos alimentares constitui uma estratégia
interessante para complementar a dieta com compostos biologicamente ativos (Batista et al.,

2013).

Ao nivel das propriedades tecno-funcionais (tais como solubilidade, capacidade
emulsionante, formacao de espuma e gelificacdo) as microalgas apresentam caracteristicas que
permitem a sua incorporacdo em diferentes matrizes alimentares, incluindo bebidas vegetais,
analogos lacteos, produtos de panificagdo e alternativas a carne, entre outros. Nos produtos de
origem lactea ou nas suas alternativas vegetais, a utilizagdo de Chlorella contribui para a
estabilizacdo das emulsdes e melhora a textura em boca, além de fornecer micronutrientes

valiosos, como a vitamina B12 ¢ o ferro (Prates, 2025).
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A incorporagdo de microalgas em alimentos representa um grande desafio; contudo, os
consumidores t€ém vindo a apostar progressivamente em novos produtos e em dietas mais
diversificadas, procurando opg¢des que integrem saude, sustentabilidade e qualidade alimentar
(Ferreira de Oliveira & Bragotto, 2022) . Estas caracteristicas multifuncionais tornam as
proteinas de microalgas candidatas promissoras para a formulagdo da préxima geragao de
alternativas lacteas de origem vegetal e de rotulo limpo (clean label), adaptadas tanto aos
beneficios para a satide como a aceitagdo do consumidor (Prates, 2025). Com base na crescente
procura global e nos dados de investigacdo disponiveis, que enfatizam a importancia das
microalgas como fonte sustentavel de ingredientes ricos em nutrientes, a comunidade cientifica
tem vindo a dedicar uma atencao crescente ao estudo dos seus potenciais usos na industria

alimentar (Naik et al., 2024).

Neste contexto, o presente estudo foi realizado na empresa Allmicroalgae, no ambito de um
estagio curricular, com o propdsito de avaliar uma aplicagdo pratica da biomassa de Chlorella
branca. A definicdo da matriz alimentar iniciou-se com reunides entre a equipa de estagio e o
Departamento de Investigacdo e Desenvolvimento da empresa, nas quais foram discutidas
diferentes propostas de aplicagdo da Chlorella branca. A partir dessas reunides, identificou-se
a oportunidade de incorporar a biomassa numa bebida vegetal, considerando o seu potencial

nutricional e funcional.

A alimenta¢do moderna tem evoluido no sentido de oferecer produtos mais saudaveis,
sustentaveis e convenientes, sendo o desenvolvimento de alimentos naturais com beneficios
para a saide uma diregdo estratégica para a industria alimentar (Zheng et al., 2024). A
incorporagdo de Chlorella em alimentos visa ndo apenas enriquecer o seu perfil nutricional,
mas também proporcionar propriedades funcionais com potencial beneficio para a satde

humana.

Com base neste enquadramento, foram analisadas bebidas vegetais ja existentes no mercado
e selecionados ingredientes compativeis com o perfil funcional pretendido. A formulagao
evoluiu a partir de sucessivas pré-formulacdes realizadas na empresa, nas quais os ingredientes
foram ajustados de acordo com a aceitabilidade sensorial e a composi¢do nutricional teodrica.
Particular atenc¢do foi dada ao teor de fibra, vitamina B12 e proteina, de modo a garantir um
produto equilibrado e funcional. Tendo em conta as propriedades nutricionais e funcionais da
Chlorella e considerando as exigéncias do consumidor moderno por alimentos saudaveis e
sensorialmente agradéaveis, foram selecionados ingredientes de base vegetal que apresentassem

boa compatibilidade com a biomassa de Chlorella branca.
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Esta escolha teve como objetivo assegurar a viabilidade tecnoldgica e, simultaneamente,
enfrentar os principais desafios sensoriais associados as microalgas, nomeadamente o sabor
caracteristico, a cor intensa e a textura residual. Estes fatores foram considerados desde o inicio
do processo de formulacdo, com o intuito de desenvolver um produto equilibrado, funcional e
sensorialmente bem aceite, conforme demonstrado em estudos prévios sobre aplicagdes da

Chlorella em panificacdo, bebidas e suplementos alimentares (Zheng et al., 2024).

4.2. Materiais e métodos
4.2.1. Incorporacdo da biomassa experimental
A formulagdo seguiu uma abordagem tedrico-experimental. Inicialmente, foram
realizadas simulacdes de tabelas nutricionais com diferentes propor¢des de Chlorella, com o
objetivo de atingir um equilibrio adequado entre energia, proteina, fibra, hidratos de carbono e
gordura. A composicdo nutricional tedrica foi calculada com base nos dados fornecidos nos
rotulos comerciais dos ingredientes. Posteriormente, foram realizados ajustes com base em

ensaios laboratoriais e validacao sensorial informal, conduzida com colaboradores da empresa.

i
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Figura 13. Biomassa Chlorella sp. (WC) utilizada na formulagdo da bebida.
Fonte: Allmicroalgae.

Com base nesses testes preliminares realizados na propria empresa, foi definida a
inclusdo de 3% de WC na formulacgao final da bebida; a biomassa utilizada (WC) na formulagao
¢ ilustrada na Figura 13. Esse valor representou um compromisso entre aceitacao sensorial e
contribuicao nutricional, garantindo um teor de incorporacao de biomassa microalgal (WC)
suficiente para conferir ao produto caracteristicas nutricionais e tecno-funcionais de interesse,
bem como a cor caracteristica, sem comprometer o sabor e a textura da bebida. A selecio desse

nivel de inclusdo foi discutida com a equipa de Investigacdo e Desenvolvimento da empresa

41



Allmicroalgae, sendo considerada adequada para aplicagdes em produtos vegetais liquidos.
Estudos prévios também relatam que teores mais elevados de microalgas podem comprometer

a aceitagdo sensorial (Ferreira et al., 2023; Aydar et al., 2020).

Diversas formulacdes foram testadas, variando a forma de adicdo da biomassa
(biomassa em pasta ou em poO), o tipo de base vegetal e a proporcdo de ingredientes
complementares. As amostras com melhor desempenho sensorial foram selecionadas para o

desenvolvimento posterior da aplica¢ao alimentar.

4.2.2. Analise sensorial

A avaliacdo sensorial da bebida vegetal com incorporacao de WC foi realizada em duas
fases complementares. Inicialmente, conduziu-se uma andlise sensorial preliminar com 8§
colaboradores da empresa Allmicroalgae, com o objetivo de validar conceitos iniciais, testar
diferentes formulagdes e recolher sugestdes espontdneas de melhoria. Apds a degustagdo das
amostras, os participantes preencheram um formulario de aceitabilidade e discutiram os
ingredientes utilizados, o que permitiu ajustes na composi¢ao e defini¢do de uma féormula com

maior potencial de aceitagao.

Com base nos resultados dessa etapa e nos interesses identificados pela empresa, foi
estruturado o teste de aceitabilidade final, conduzido com um painel de consumidores. A prova
envolveu quatro amostras: bebida base sem Chlorella, bebida com biomassa standard, bebida
com biomassa modificada (produzida sob diferentes condi¢des de cultivo) e uma bebida vegetal
comercial de referéncia. O teste foi realizado em ambiente controlado, com iluminagdo neutra
e temperatura ambiente, e seguiu os principios metodoldgicos da andlise sensorial afetiva,

incluindo escala hedonica de 9 pontos para avaliagao de cor, aroma, sabor, textura e aceitagao

global.
Tabela 2. Correspondéncia entre os codigos e as amostras testadas.
Codigo Amostra
475 Bebida vegetal comercial
682 Bebida com Chlorella atual
319 Bebida com Chlorella modificada
740 Bebida vegetal sem Chlorella

As amostras foram codificadas com numeros aleatorios de trés digitos e apresentadas

em ordem aleatoria a cada provador, garantindo o anonimato e evitando viés. Os dados
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recolhidos foram utilizados para apoiar a decisao sobre a formulacdo mais promissora para

aplicacdo e desenvolvimento futuro (tabela 2).

4.2.3. Analises reologicas

A analise reologica das bebidas vegetais foi realizada a partir dos dados obtidos em
ensaios de viscosimetria rotacional efetuados no laboratério da Universidade Catolica do Porto.
Os resultados experimentais, fornecidos pela equipa técnica responsavel pela execugdo dos
ensaios, foram utilizados para elaborar as curvas de “Shear stress” e “Instantaneous viscosity”

em func¢ado da taxa de deformagao.

Os ensaios foram realizados em quatro formulagdes de bebida vegetal: a amostra
comercial, a bebida base sem Chlorella, a bebida com Chlorella atual e a bebida com Chlorella
modificada. As medig¢des foram efetuadas a uma temperatura controlada de 25 °C, utilizando
uma sonda cone—plate 4/40 (dngulo de 4° e didmetro de 40 mm). A taxa de deformacao (y)
variou entre 0,1 e 100 s™', registando-se os valores de tensdo de corte (1) e viscosidade

instantanea (1) em cada ponto.

Para cada amostra foram realizadas trés medi¢gdes independentes, e os valores médios foram
utilizados na analise comparativa do comportamento reoldgico, seguindo os procedimentos

descritos por Kwok et al. (2024), modificado.

4.3. Resultados e discussao

A primeira etapa da analise consistiu na comparacdo da composi¢do de diferentes bebidas
vegetais disponiveis no mercado, o que permitiu identificar tendéncias comuns nas formulagdes
atualmente comercializadas. A tabela 3 apresenta a composicdo de varias bebidas vegetais
comerciais, abrangendo diferentes bases (soja, arroz, coco, aveia € améndoa). Em geral, as
formulacdes incluem dgua como base principal, um ingrediente vegetal em proporgoes
variaveis (entre 2,3 % e 12,5 %) e aditivos estabilizantes, como goma gelana, goma xantana ou
goma de alfarroba, que contribuem para a estabilidade fisico-quimica e a textura desejada do

produto.

Adicionalmente, observou-se que a maioria das formulagdes inclui a adi¢do de vitaminas,
nomeadamente B12, D2 e B2, bem como de minerais como o célcio, frequentemente na forma
de fosfato tricalcico ou carbonato de célcio. Esta estratégia visa compensar a auséncia natural
de determinados micronutrientes nas bebidas vegetais ndo fortificadas, especialmente em

termos de teor proteico, célcio biodisponivel e vitamina B12 (Alpro, 2025; Pingo Doce,2025).
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A caracterizacdo apresentada serviu como referéncia para a definicdo da formulacao
desenvolvida no presente trabalho, com incorporacao de biomassa de WC numa matriz vegetal.
Procurou-se atingir um perfil nutricional funcional e competitivo, recorrendo a ingredientes de
origem natural, sem recorrer a fortificacdo artificial com vitaminas ou minerais isolados. A
escolha da Chlorella justificou-se pela sua elevada densidade nutricional, com destaque para o

conteudo proteico, a presenga de fibra e o teor natural de vitamina B12 (Allmicroalgae, 2025).

Tabela 3. Composicao de bebidas vegetais disponiveis no mercado (2024-2025)

Composicao Base Estabilizador =~ Aromas Outros Referéncia
Soja Agua, Grios de  Goma gelana Aromas Sal marinho, vitaminas B2, (Pingo
soja descascados naturais B12, D. Doce,
(12%) 2025)
Arroz Base de arroz Goma gelana - Oleo de girassol, Calcio  (Alpro,
(98,4%) (agua, (fosfato tricalcico), Sal 2025)
arroz (12,5%)) marinho, Reguladores de

acidez (fosfatos de

potassio), Vitaminas B12,

D2
Coco Agua, Leitede = Goma de guar, Aromas Arroz (3,3%), Fosfato (Alpro,
coco (5,3%) Goma gelana, naturais tricalcico, Sal marinho, 2025)
(creme de coco, Goma xantana Vitaminas (B12, D2)
agua)
Avena Agua, Aveia Goma gelana - Fibra de raiz de chicoria, (Alpro,
(8,7%) Oleo de girassol, Carbonato2025)
de calcio, Sal marinho,
Vitaminas (B2, B12, D2)
Améndoa Agua Goma de alfarroba, - Calcio, Sal marinho, (Alpro,
Goma gelana Lecitina (emulsionante),  2024)
Almendra (2.3%)

Vitaminas (B2, B12, D2, E)

A segunda etapa da andlise consistiu na avaliagcdo dos habitos de consumo e perce¢des
dos consumidores em relag@o as bebidas vegetais e a utilizagdo de microalgas em alimentos e

bebidas. A amostra foi composta por 50 participantes (n = 50), maioritariamente com dieta
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omnivora (86 %), seguida por uma pequena propor¢dao de individuos que evitam produtos
lacteos (6 %) ou que se enquadram noutras categorias alimentares (8 %). Esta predominancia
reflete um perfil alimentar generalista, em que a escolha por bebidas vegetais ndo se associa
necessariamente a restri¢des dietéticas, mas sim a fatores como a satide digestiva, a curiosidade
ou a diversificacdo alimentar. De facto, apenas cerca de um ter¢o dos inquiridos relatou
consumir bebidas vegetais de forma regular (diariamente ou varias vezes por semana), enquanto
quase metade (48 %) indicou consumi-las raramente ou nunca, sugerindo que este tipo de
produto ainda ndo se encontra plenamente incorporado nos hébitos alimentares da populagao

avaliada.

No que diz respeito as preferéncias, observou-se uma predominancia das bebidas de
aveia (42 %) e améndoa (28 %), seguidas por outras opgdes como coco, soja e arroz. Este padrao
esta em consonancia com as tendéncias do mercado europeu, nas quais a aveia tem vindo a
destacar-se pelo seu sabor neutro, perfil nutricional equilibrado e boa tolerancia digestiva. Além
disso, verificou-se uma preferéncia clara por bebidas sem adi¢do de agucares (48 %), o que
reflete uma maior consciencializa¢do dos consumidores quanto ao impacto do agticar na saude
metabolica. Cerca de 60 % dos participantes afirmaram verificar sempre ou ocasionalmente os
rotulos nutricionais antes da compra, indicando um nivel intermédio de literacia alimentar € um

crescente interesse na composi¢ao e qualidade nutricional dos produtos de origem vegetal.

Relativamente a perce¢ao sobre o uso de microalgas em alimentos e bebidas, 54 % dos
inquiridos afirmaram ja ter ouvido falar de espécies como Chlorella e Spirulina (esta ultima,
uma cianobactéria com elevado teor proteico e pigmentos bioativos). Apenas 40 % dos
participantes indicaram ter consumido algum produto contendo biomassa de microalgas, mas
52 % mostraram-se dispostos a experimentar, e 58 % expressaram uma perce¢do positiva ou

muito positiva, considerando estes ingredientes interessantes e saudaveis.

A auséncia de respostas negativas sugere uma boa aceitacao potencial e um elevado
interesse dos consumidores por produtos inovadores de base natural. Estes resultados reforcam
a pertinéncia da incorpora¢ao de biomassa de Chlorella em matrizes alimentares, tal como
proposto neste trabalho, destacando o seu potencial como ingrediente funcional capaz de
melhorar o valor nutricional, promover beneficios metabolicos e responder as tendéncias de
sustentabilidade e satide atualmente observadas no mercado alimentar. Assim, a partir destes
resultados, procurou-se incorporar a biomassa de Chlorella (WCP) numa bebida vegetal ja

aceite e mais utilizada pelos consumidores.
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A formulagao final selecionada (bebida vegetal a base de aveia, tadmaras, avelas,
pistachios e 3% de WCP) revelou um perfil nutricional equilibrado e funcional. Como
apresentado na figura 16, por 100 g de produto, a bebida contém 1,87 g de fibra (7 % DR),
2,21 g de proteina (4 % DR) e 1,65 pg de vitamina B12 (66 % VRN), justificando as alegacdes
nutricionais de “fonte de fibra” (com base no critério de densidade energética, pelo menos 1,5
g de fibra por 100 kcal), “fonte de proteina” e “alto teor de vitamina B12”, de acordo com o
Regulamento (CE) n.° 1924/2006.

Avaliando a aceitagdo sensorial da bebida com Chlorella (amostra 682), os resultados
demonstraram pontuagdes moderadas nos atributos analisados: aroma (5,52+1,99), cor
(5,00+1,84), sabor (4,224 1,93), textura (5,19+1,96) e apreciacdo global (4,63 +2,00),
conforme apresentado na tabela 4 e representado no grafico radar (figura 14).
Comparativamente, a amostra 475 (bebida comercial de referéncia) apresentou os valores mais
elevados em todos os atributos, enquanto a bebida base sem Chlorella (amostra 740) obteve
pontuacgdes superiores aquelas da amostra com microalga.

A avaliagdo sensorial das quatro formulacdes (740, 475, 682 e 319) revelou diferencas
significativas (p < 0,05) na maioria dos atributos analisados, refletindo perce¢des distintas dos
provadores quanto a cor, aroma, sabor, textura e apreciagdo global (tabela 4). No atributo cor,
as amostras 475 e 740 apresentaram as maiores pontuagdes médias, enquanto 682 e 319 foram
avaliadas de forma inferior. Embora as formulagdes com Chlorella branca (682 e 319)
apresentem baixo teor de clorofila e, consequentemente, ndo exibam a tonalidade verde tipica,
a adicdo de 3 % da biomassa resultou em diferencas significativas em relagdo as bebidas sem
microalga.

Este comportamento esta de acordo com os resultados de colorimetria obtidos para as
suspensoes aquosas da biomassa (Capitulo II), nas quais se observaram variagdes significativas
nos parametros C* e h® em fun¢do da concentracdo e da temperatura, ainda que as diferengas
totais de cor (AEw) se tenham mantido abaixo do limiar de perce¢do (AEoo < 2). Resultados
semelhantes foram reportados por Almeida et al. (2025) e Fanari et al. (2023), que observaram
que a incorporacao de microalgas, mesmo em baixas concentracdes, pode alterar a aparéncia
visual de produtos alimentares.

No atributo aroma, observaram-se diferencas significativas entre as formulagdes, com a
amostra 740 a apresentar a maior aceitagdo, seguida da 475, enquanto as bebidas com Chlorella
branca (319 e 682) obtiveram avaliag¢des inferiores. Segundo Fanari et al. (2023), a introdugao
de microalgas em produtos alimentares esta associada a notas umami, doces e ligeiramente

herbaceas, influenciadas pela presenca de aminoacidos como a alanina, responsavel pela
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percecao de sabor doce. Em baixas concentragdes, essas caracteristicas podem contribuir
positivamente para o aroma global, mas, em niveis mais elevados, tendem a modificar o perfil

sensorial esperado.

——475 —0—=3]9 —e=740) —e—0(82

Apreciagdo global Aroma

Textura Sabor

Figura 14.Comparacdo do perfil de aceita¢do sensorial das amostras 319, 475, 682 e 740 nos

atributos cor, aroma, sabor, textura e apreciacao global.

Em relag¢do ao sabor, as amostras 740 e 475 obtiveram as maiores pontuacoes, sendo
descritas como mais agradaveis, enquanto as bebidas com Chlorella branca (319 e 682)
apresentaram valores significativamente inferiores. A menor aceitacdo destas formula¢des pode
estar associada as caracteristicas sensoriais proprias da biomassa, que conferem notas
ligeiramente amargas ou herbaceas a matriz vegetal. Resultados semelhantes foram reportados
por Almeida et al. (2025), que observaram melhor aceitagdo em formula¢des com 1,5 % de
Chlorella Honey™ em comparagao com 4,0 %, confirmando que concentragdes mais elevadas

de microalgas tendem a reduzir a aceitacdo sensorial global.
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Figura 15. Curvas reologicas das bebidas vegetais base, comerciais € com Chlorella branca.
(A) “Shear stress” (Pa) vs “shear rate” (1/s). (B) “Instantaneous viscosity” (Pa.s) vs “shear

rate” (1/s).

Os resultados obtidos para a textura e a apreciacdo global confirmam as diferengas
observadas nos restantes atributos sensoriais. A amostra 475 apresentou a melhor avaliagdo de
textura, sendo estatisticamente semelhante a 740, enquanto as formula¢des com Chlorella
branca (319 e 682) foram classificadas de forma significativamente inferior. As curvas
reologicas (figura 15) evidenciaram comportamento pseudopléstico em todas as formulagdes,
caracterizado pela reducdo da viscosidade aparente com o aumento da taxa de corte; padrao
tipico de sistemas alimentares com particulas em suspensao.

A incorporagao da biomassa microalgal (amostras BCW1 e BCW2) resultou num ligeiro
aumento do esfor¢o de corte e da viscosidade em comparagdo com as bebidas sem Chlorella

(B0 e BC1), sugerindo maior resisténcia ao fluxo e, consequentemente, uma sensagao de boca
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mais espessa ou pastosa, o que pode ter contribuido para as pontuagdes sensoriais mais baixas.
Segundo Viegas et al. (2025), alteracdes nas propriedades reologicas influenciam diretamente

a percecao de textura, podendo afetar a fluidez e a suavidade percebidas.

No atributo de apreciacao global, observou-se que as bebidas sem adi¢ao de Chlorella
(475 e 740) apresentaram as pontuagdes médias mais elevadas, sem diferengas estatisticas entre
si, o que indica que a formulacdo base desenvolvida neste estudo apresenta um perfil sensorial
comparavel ao da bebida comercial. Este resultado sugere que a matriz vegetal utilizada ndo foi
um fator limitante na aceitacao, confirmando a sua adequac¢ao como base para o enriquecimento
funcional. Em contrapartida, a incorporagdo de WC, tanto na 682 como 319, provocou uma
reducdo significativa da apreciagdo global, evidenciando que, apesar da auséncia de clorofila e
do impacto visual reduzido, a adi¢do da biomassa influenciou negativamente a percecao
sensorial global. Este efeito pode estar associado & combinagdo de alteragdes subtis na cor, no
sabor e na textura, tal como reportado em estudos prévios sobre a integracao de microalgas em

matrizes alimentares (Almeida et al., 2025; Fanari et al., 2023; Viegas et al., 2025).

Tabela 4. Médias (+ desvio padrao) dos atributos sensoriais das amostras de produto, com

letras de significancia (a, b, ab) indicando diferencas estatisticas (p < 0,05).

Atributo 740 475 682 319

Cor 6.56 + 1.892 7.93+1.24* 5.00=+1.84° 4.85+1.94°
Aroma 7.15 £ 1.54° 6.33 £ 1273  5.524+1.992 526+2.18
Sabor 6.74 £ 1.232 6.85+2.33* 422+1.93" 478 £2.21°
Textura 6.70 £ 1.612® 7.52+1.65  5.19+1.96° 5.74 +1.720
Apreciacao global 6.96 + 1.342 7.04+1.970  4.63 +2.00° 5.22 +2.04°
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Figura 16. Composicao nutricional (A), embalagem do produto (B) e alegagdes nutricionais

(C) da bebida vegetal a base de aveia, tamaras, avelas, pistachios e 3 % de Chlorella branca

(WCP).
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5. Consideracoes finais

5.1. Conclusdes

O presente trabalho, desenvolvido no ambito do estagio curricular realizado na empresa
Allmicroalgae — Natural Products S.A., permitiu avaliar de forma integrada o potencial
tecnoldgico e alimentar da biomassa de Chlorella branca (White Chlorella Allma®), uma
microalga heterotréfica despigmentada com caracteristicas sensoriais mais favoraveis para
aplicacdo em alimentos.

Na Parte I, o estudo das condi¢des de cultivo revelou que a variagdo do racio C/N
influenciou significativamente a composicao da biomassa em pequena escala, promovendo o
aumento do teor de amido em C/N 6 e a reducao do teor proteico em C/N 24. Contudo, estes
efeitos ndo foram reproduzidos no fermentador de 5 L, onde os valores obtidos se aproximaram

dos do controlo.

Na Parte II, a caracterizagdo das propriedades tecno-funcionais demonstrou diferengas
marcantes entre a biomassa himida (WCF) e a biomassa seca (WCP). A WCF apresentou maior
solubilidade e valores superiores de pH, enquanto a secagem reduziu a fracdo soluvel,
provavelmente devido a alteragdes estruturais das proteinas. A estabilidade das emulsdes
aumentou com a concentragdo € com o tratamento térmico, atingindo valores maximos a 121
°C, especialmente para a WCP. As andlises mostraram ainda que a biomassa modificada
(WCPM) exibiu melhor desempenho emulsificante e maior resisténcia térmica, sugerindo que
ajustes no cultivo e no processamento podem melhorar a funcionalidade e ampliar as suas
aplicacdes tecnologicas. Por outro lado, nenhuma das biomassas apresentou capacidade

gelificante até 20 % (m/v), embora possam atuar como agentes espessantes ou estabilizantes.

Na Parte III, a incorporagdo de 3 % de WCP numa bebida vegetal a base de aveia permitiu
avaliar a aplicabilidade sensorial da Chlorella branca em matrizes alimentares. A bebida
desenvolvida apresentou um perfil nutricional valorizado, destacando-se como fonte de fibra,
fonte de proteina e com alto teor natural de vitamina B12. No entanto, os resultados sensoriais
mostraram que a adicdo de biomassa (tanto na versao atual (682) como na modificada (319))
reduziu significativamente a aceitacdo global quando comparada com a bebida base (740) e

com a bebida comercial de referéncia (475).

Este decréscimo esteve associado a alteragdes subtis na cor, sabor e textura, indicando que,

apesar da auséncia de clorofila e do impacto visual reduzido, a microalga ainda influencia a
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percecao gustativa e a sensagdo de boca. Importa salientar que a bebida base formulada neste
trabalho apresentou desempenho sensorial semelhante ao da bebida comercial, demonstrando
que a matriz utilizada é adequada e que o principal fator limitante para a aceitacdo foi a

incorporagdo da biomassa microalgal.

Em conjunto, os resultados obtidos confirmam o elevado potencial nutricional e funcional
da Chlorella branca, mas também evidenciam desafios sensoriais relevantes que ainda precisam

de ser superados para viabilizar a sua aplicagdo em alimentos de grande consumo.

5.2. Perspetivas Futuras

Para investigacdes futuras, serd essencial aprofundar o estudo das condi¢des de cultivo que
permitam controlar de forma reprodutivel a composi¢do da biomassa, nomeadamente voltando
a testar, em fermentagao, os racios C/N avaliados em pequena escala, de modo a ultrapassar a
discrepancia observada no fermentador de 5 L e possibilitar a obtencdo de biomassas com teores

mais elevados de amido ou proteina consoante o objetivo pretendido.

A compreensao e estabilizacao destes perfis composicionais sao fundamentais para otimizar
o desempenho tecno-funcional da Chlorella branca, particularmente no que diz respeito a
solubilidade, estabilidade de emulsdo e comportamento reoldgico. No contexto da aplicagdo
alimentar, seria pertinente explorar estratégias de processamento que reduzam o impacto
sensorial da biomassa (mantendo a vantagem da sua baixa pigmentagdo) e testar diferentes
niveis de incorporagdo, matrizes vegetais e técnicas de mascaramento, de forma a melhorar a
aceitagdo global sem comprometer o valor nutricional. Estas abordagens poderdo consolidar o
uso da Chlorella branca como ingrediente funcional em produtos de base vegetal, ampliando a

sua aplicabilidade industrial.
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7. Apéndices

7.1. Apéndice I

Tabela 5. Valores C* da biomassa em p6 de Chlorella branca (WCP) durante o
armazenamento (03 dias), sob diferentes temperaturas (Ambiente, 85 °C e 121 °C) e

concentracoes (2 %, 5 % e 10 %).

Temp.

121C

83C

121C

83C

Tabela 6. Valores do angulo de matiz (h°®) da biomassa em pd de Chlorella branca (WCP)

Dia 0

14200023

1424+ 013

13.16° = 0.71

20.14"= 013

2003022

20.18° =047

22.75"+ 0.08

21.52°+0.14

2214+ 015

Dial

141822014

13.56°+ 023

1237 = 0.67

20.83*=0.16

1986 = 0.14

19.78*=0.17

[=]
U
=]
=]
;
H
=1
=]
L

2159 =012

2190 =0.10

Métricas por dia

Dia 2

1290°=0.32

13.03° =023

11.89" =027

20.29"=0.02

19.52%=0.10

19.52° =007

2222 =013

2142°=011

21.61°=0.08

1317+ 010
12.58°+0.14

11.44°+£033

2038 =002
19.34° £ 0.06

19.96° £ 0.02

2254 +0.09
21.57°£0.02

21.86*" = 0.18

durante o armazenamento (03 dias) sob diferentes temperaturas (Ambiente, 85 °C e 121 °C)

e concentracdes (2 %, 5 % e 10 %).

Temp.

121C

8iC

121C

a5c

Dia 0

9928 =045

101.45° £0.26

106.13* = 1.87

91.52°=0.08

93.71° =023

96.33* =053

88.21°=038

91.92° =086

93.60°=0.12

Dial

99.61° = 0.62

100.77° =027

106.35* =1.23

9222*=038

0415 = 1.06
95.76" =0.74
87.88" =031
91.45°=120

9270 =033

Métricas por dia

Dial

101.57* =022

102.78* =021

103.61° =0.16

9217 =006

9404 = 0.66

9452 =019

30200 =0.10

24¥ =016

93.01" =001

101.42° £ 0.04

103.19°£0.22

103 81° =017

92.31° £ 0.09

470" =026

o4 14+ 0.11

89.32° =005

92,53+ 0.07

92.09°+0.24
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7.2. Apéndice IT

Questionario do Consumidor — Caracterizaciao dos Provadores
Este questionario ¢ andénimo e destina-se exclusivamente a caracterizagdo geral dos

participantes para fins de analise dos resultados do teste sensorial.

1. Idade: anos

2. Género:
[ Feminino
L1 Masculino
U] Outro

L] Prefiro nao dizer
3. Dieta alimentar habitual: (assinale apenas uma opgao)

] Vegana (ndo consome produtos de origem animal)

[] Vegetariana (ndo consome carne, mas consome laticinios ou ovos)

L1 Evita produtos lacteos (ex.: intolerancia a lactose, alergia ou escolha pessoal)
L1 Omnivora (consome todos os tipos de alimentos)

O Outra:

4. Com que frequéncia consome bebidas vegetais?

L] Todos os dias

0] Varias vezes por semana

0] Cerca de uma vez por semana
[ Menos de uma vez por semana
[ Raramente

] Nunca
5. Quais os tipos de bebidas vegetais que consome com mais frequéncia? (pode

assinalar mais de uma)

L] Aveia

L] Soja

L Arroz

[l Améndoa
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O Coco
L] Outra(s):

6. Quando compra bebidas vegetais, qual a sua preferéncia em relagdo ao teor de
agucar?

[J Com actcar (tradicional)

[J 0% actcar (sem adi¢ao de aglicar nem adogantes)

[J Com adogantes (naturais ou artificiais)

L] Indiferente

L] Nunca reparei
7. Costuma verificar os ingredientes e os beneficios nutricionais nas embalagens

antes de comprar uma bebida vegetal?
O] Sim, sempre
O Sim, as vezes
L1 Raramente

[ Nunca

8. Qual o intervalo de preco que considera aceitavel pagar por uma bebida vegetal

de 1 litro?
] Menos de 1,50 €
1 Entre 1,50 € ¢ 2,00 €
O Entre 2,01 € ¢ 2,50 €
O Entre 2,51 € € 3,00 €
L] Mais de 3,00 €
U1 Outro:

9. Qual o principal motivo pelo qual consome bebidas vegetais?
L] Questdes de satude (intolerancia, alergia, digestao, etc.)
L] Estilo de vida (veganismo, vegetarianismo, evitar laticinios)
O] Preferéncia de sabor
[J Questdes ambientais ou éticas

O Outro:
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10.J4 ouviu falar de microalgas utilizadas em alimentos ou bebidas?

(ex.: Chlorella, Spirulina, entre outras)
0 Sim
L] Nao
L] Outro:

11.J4 consumiu algum alimento ou bebida com microalgas?
01 Sim, com frequéncia
[J Sim, uma ou poucas vezes
[J Nao, mas estaria disposto(a) a experimentar
[ Nao, e ndo tenho interesse em consumir

O Outro:

12. Como classificaria a sua percegdo geral sobre o uso de microalgas em alimentos

ou bebidas?

L] Muito positiva — considero interessante e saudavel
L1 Positiva — ndo me incomoda, pode ter beneficios

0] Neutra — ndo tenho opinido formada

[] Negativa — tenho reservas quanto ao sabor ou aspeto

L1 Muito negativa — evito produtos com microalgas

7.3. Apéndice III

Ficha de analise sensorial — Bebida vegetal com Chlorella

Codigo da amostra: Data:  / /

Assinale com um X a classificacdo que acha mais adequada para cada atributo.

Cor Aroma Sabor
e 9= Gosto e 9= (Qosto e 9= Gosto
extremamente extremamente extremamente
e 8= Gosto muito e 8= Gosto muito e 8= Gosto muito
e 7=Gosto e 7=Gosto e 7=Gosto
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Textura

e 6=@Gosto

ligeiramente

e 5=Nao gosto

nem desgosto

e 4=Desgosto
ligeiramente

e 3=Desgosto
e 2=Desgosto
muito

e 1=Desgosto

extremamente

e 9= (Gosto

extremamente

e &= Gosto muito

e 7=Gosto
¢ 6=QGosto
ligeiramente

e 5=Nio gosto

nem desgosto

e 4=Desgosto
ligeiramente

e 3=Desgosto
e 2=Desgosto
muito

e 1=Desgosto

extremamente

e 6=@Gosto

ligeiramente

e 5=Nao gosto

nem desgosto

e 4=Desgosto
ligeiramente

e 3=Desgosto
e 2=Desgosto
muito

e 1=Desgosto

extremamente

Apreciacao global

e 9= (Gosto

extremamente

¢ &= Gosto muito

e 7=Gosto
¢ 6=QGosto
ligeiramente

e 5=Nao gosto

nem desgosto

e 4=Desgosto
ligeiramente

e 3=Desgosto
e 2=Desgosto
muito

e 1=Desgosto

extremamente

e 6=@Gosto

ligeiramente

e 5=Nao  gosto

nem desgosto

e 4=Desgosto
ligeiramente

e 3=Desgosto
e 2=Desgosto
muito

e 1=Desgosto

extremamente
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