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Mudangas nos hébitos alimentares t€ém incentivado a industria de alimentos a desenvolver produtos com
apelo funcional e nutricional, utilizando ingredientes naturais. Nesse contexto, a Spirulina
(Arthrospira/Liminospira platensis), microalga rica em proteinas, minerais e pigmentos bioativos,
destaca-se como aditivo com potencial tecnoldgico e funcional. Este estudo teve como objetivo desenvolver
um queijo Minas Frescal funcional por meio da adigdo de biomassa comercial em p6 de Spirulina, em
diferentes niveis de concentracdo (0%, 2% e 4%) e avaliar os efeitos sobre suas propriedades fisico-
quimicas, composicdo nutricional, perfil de cor, pH e conteido de pigmentos bioativos (clorofilas e
carotenoides). A incorporagdo da microalga resultou em aumento significativo nos teores de umidade,
proteinas, carboidratos e minerais, além de reducdo do teor de lipideos (p<0,05). O perfil pigmentar também
foi impactado: treze pigmentos foram identificados por HPLC-PDA-MS/MS, com predominéncia de
clorofilas (~91%) - contribuindo para a coloragdo esverdeada dos queijos; ¢ carotenoides (~9%). Os
tratamentos com Spirulina apresentaram maior acidez (pH mais baixo) e coloracdo mais intensa,
especialmente no parametro a* (verde). A adigdo da microalga apés a etapa térmica evitou a degradagdo
dos pigmentos. Os resultados indicam que a Spirulina atua como ingrediente funcional e corante natural,
promovendo melhorias no valor nutricional do queijo Minas Frescal. Sua aplicagdo se mostra promissora
para formulagdes com rotulagem clean label ¢ apelo saudavel, alinhando-se as tendéncias da indastria e a
demanda dos consumidores por alimentos mais naturais e funcionais.

Palavras-chave: alimentos funcionais, pigmentos, Spirulina.

Changes in eating habits have encouraged the food industry to develop products with functional and
nutritional appeal, using natural ingredients. In this context, Spirulina (Arthrospira/Limnospira platensis),
microalgae rich in proteins, minerals, and bioactive pigments, stands out as an additive with technological
and functional potential. This study aimed to develop a functional Minas Frescal cheese by adding
commercial Spirulina biomass powder at different concentration levels (0%, 2% and 4%) and to evaluate
the effects on its physicochemical properties, nutritional composition, color profile, pH, and content of
bioactive pigments (chlorophylls and carotenoids). The incorporation of the microalgae resulted in a
significant increase in moisture, protein, carbohydrate, and mineral contents, as well as a reduction in lipid
content (p<0.05). The pigment profile was also affected: thirteen pigments were identified by HPLC-PDA-
MS/MS, with a predominance of chlorophylls (~91%) - contributing to the greenish coloration of the
cheeses; and carotenoids (~9%). The Spirulina treatments showed higher acidity (lower pH) and more
intense coloration, especially in the a* parameter (green). The addition of the microalgae after the thermal
processing step prevented pigment degradation. The results indicate that Spirulina functions as both a
functional ingredient and a natural colorant, enhancing the nutritional value of Minas Frescal cheese. Its
application appears promising for formulations with clean label claims and health appeal, aligning with
industry trends and consumer demand for more natural and functional foods.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as mudangas nos habitos alimentares dos consumidores impulsionaram a
industria de alimentos a explorar continuamente o potencial de novos ingredientes naturais,
promovendo alteragdes consideraveis na formula¢do dos produtos. Essa transformagio reflete
uma tendéncia crescente de consumo de alimentos naturais com melhores caracteristicas
nutricionais. Muitos desses ingredientes sdo classificados como funcionais e/ou nutracéuticos,
uma vez que, além do seu valor nutricional, também apresentam beneficios a satude, reduzindo o
risco de doengas cronicas ou melhorando a satide. Esse cenario tem incentivado novas pesquisas
voltadas a avaliacdo de diferentes fontes de producdo de alimentos com caracteristicas mais
saudaveis, funcionais ¢ inovadoras [1-5].

Nesse contexto, as microalgas vém se destacando como fontes promissoras de compostos
bioativos. Estudos t€ém mostrado o impacto positivo da fortificagdo com biomassa de microalgas
em diversos alimentos de baixa qualidade nutricional, como massas, paes e biscoitos,
evidenciando seu potencial mesmo quando utilizados em baixos niveis. No caso dos laticinios,
tradicionalmente reconhecidos por seu alto valor nutricional e beneficios a satde, seu consumo
tem diminuido devido ao ceticismo relacionado aos possiveis efeitos inflamatdrios prejudiciais -
ainda que a literatura cientifica ndo comprove uma associacao consistente [6, 7, 8]. Diante desse
cenario, torna-se essencial fomentar novas abordagens e incentivar tendéncias de consumo mais
alinhadas a saude.

Para essa finalidade, as microalgas apresentam grande potencial, pois contém macronutrientes,
micronutrientes e pigmentos com propriedades funcionais [9], dentre os quais se destacam os
carotenoides, cujos metabodlitos apresentam propriedades bioativas notaveis, incluindo agdo
antioxidante, papel como precursores de pro-vitamina A, efeitos imunomoduladores,
antineurodegenerativos, anticancerigenos, anti-inflamatérios, além de beneficios a satde dssea e
protecdo contra degeneracao macular [10]; assim como as clorofilas, abundantes nas microalgas,
com propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anticancerigenas, sendo seus derivados, como
feofitinas e feoforbideos, associados a diversos efeitos biologicos, incluindo o controle do
diabetes relacionado a obesidade, além de atividades antimutagénica, anti-inflamatoria e
antimicrobiana [11].

Dentre as espécies mais estudadas, destaca-se a Spirulina (nome comercial da
Arthrospira/Limnospira platensis), reconhecida como segura para o consumo humano (GRAS)
pelo FDA (Food and Drug Administration), além de ser uma das microalgas mais populares e
uma das principais tendéncias atuais na indudstria alimenticia [12]. Seu elevado teor de proteinas
e compostos bioativos tem motivado estudos sobre suas possibilidades de aplicagdo na
fortificacdo de produtos lacteos.

Embora os impactos tecnologicos da Spirulina em queijos frescos tenham sido analisados em
diferentes contextos - como no queijo Galotyri, de origem grega [13], no queijo Karish, de origem
egipcia [14], e no queijo Halloumi, de origem cipriota [15], ainda sdo escassos os estudos que
avaliem seus efeitos sobre a qualidade nutricional do queijo Minas Frescal, de origem brasileira,
especialmente no que diz respeito ao perfil de pigmentos bioativos, como clorofilas e
carotenoides. A escolha pela Spirulina platensis neste estudo considerou suas caracteristicas
nutricionais, sua aprovagao para consumo humano e a facilidade de obtencao comercial, inclusive
em escala industrial [9, 16]. Outro fator determinante foi seu cultivo eficiente, com rapido
crescimento em condi¢des favoraveis (temperatura, pH, luz, agitagdo e nutrientes), além da ampla
biodiversidade e da variabilidade composicional das biomassas cultivadas, que permitem
producdo em larga escala com processos industriais relativamente simples [17].

A aplicagdo da Spirulina foi realizada no queijo Minas Frescal por se tratar de um produto
amplamente consumido no Brasil. O queijo utilizado foi obtido por coagula¢do enzimatica do
leite com coalho, com participagdo de bactérias laticas. De acordo com o Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade (RTIQ), esse tipo de queijo ¢ classificado como semigordo, de muito
alta umidade, consumido fresco, com massa crua, cor esbranquigada, textura fechada e
consisténcia mole [18].

Estudos indicam que a biomassa de microalgas costuma ser adicionada de forma integral em
pequenas quantidades devido ao seu sabor e coloragdo marcantes. Normalmente, utiliza-se entre
0,1% e 6% de biomassa seca [19], sendo as concentragdes mais comuns entre 1% e 2%, embora
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também haja testes com teores inferiores a 0,1% e superiores a 3% [20]. Concentragdes mais
elevadas, como 6%, apresentaram menor aceita¢ao sensorial por parte dos consumidores [21].
Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi desenvolver um queijo Minas Frescal funcional
por meio da adi¢do de biomassa comercial em p6 de Spirulina platensis, em diferentes niveis de
concentracdo (0%, 2% e 4%), avaliando seu efeito nas propriedades fisico-quimicas - como
composi¢do, cor e pH, e, principalmente, no perfil de pigmentos bioativos (clorofilas e
carotenoides), visando aumentar o valor nutricional e o potencial funcional do produto.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Produtos Quimicos e Reagentes

As andlises da composi¢do proximal foram realizadas utilizando cloroférmio PA (Proquimios,
Brasil), metanol PA (Proquimios, Brasil), butil-hidroxitolueno PA (Vetec, Brasil), acido sulfurico
PA ACS (Neon, Brasil), hidroxido de potassio 85% PA (Vetec, Brasil), sulfito de sodio anidro
PA ACS (Synth, Brasil), dodecil sulfato de sodio PA (grau reagente) (ACS Cientifica, Brasil),
tetraborato de sdédio PA (Proquimios, Brasil) e acido etilenodiaminotetracético dissodico 2H,O
PA ACS (Quimica Fina, Brasil).

Para analises dos pigmentos, padrdes de all-trans-zeaxantina, all-trans-luteina, all-trans-p-
caroteno, all-frans-o-caroteno, clorofila a e clorofila » foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Missouri-MO, EUA). Os reagentes, tais como dimetilformamida (DMF), metanol (MeOH), éter
dietilico, éter de petrdleo, acetona, éter metil terciario butilico (MTBE), cloreto de sodio a 10%
(NaCl) e hidréxido de potassio (KOH) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis-MO, EUA).

2.2 Amostras

Foram analisadas amostras da biomassa de Spirulina platensis na forma comercialmente
disponivel, em p6. O estudo consistiu na elaboragdo de trés tipos de queijo Minas Frescal: um
controle (sem adi¢do de Spirulina) e dois com a incorporagdo da biomassa comercial em pd, nas
concentracdes de 2% e 4%, calculadas em relagcdo ao peso da coalhada dessorada (210 g). Cada
tratamento experimental foi realizado com quatro repeti¢des, totalizando 12 amostras.

As amostras foram armazenadas sob congelamento e protegidas da luz até a realizac¢do das
analises. Parte delas foi mantida in natura, enquanto outra parte foi submetida a liofilizagdo por
72 horas, nas condi¢des de —50°C e 107! mbar, seguida de moagem em micromoinho. A
liofilizagdo foi adotada como método de secagem de referéncia, visando a preservagdo das
propriedades funcionais da biomassa incorporada.

2.2.1 Processo de Fabricagdo do Queijo Minas Frescal

Para a elaboracdo do queijo Minas Frescal utilizou-se para cada 1 litro de leite integral
pasteurizado, 0,20 mL de cloreto de calcio (CaCly), 1,5% de cultura Starter (15 g de iogurte
natural integral) e 0,90 mL de coalho (enzima quimosina). Nos tratamentos em que a Spirulina
fez parte, adicionou-se diferentes niveis de concentracdo de 2% e 4% em relagdo ao peso da
coalhada dessorada (210 g).

Em um primeiro momento o leite foi aquecido a 35 °C e ap6s, foram adicionados e misturados
o CaCl,, o coalho e deixado em repouso absoluto durante 35 min. A seguir, verificou-se o ponto
de corte da coalhada, sendo esta cortada em tamanhos de 1 cm?. Realizou-se a mexedura e deixou-
se novamente em repouso por 10 min para precipitagdo da coalhada. Apds a dessoragem, a
biomassa de Spirulina em po foi diretamente adicionada a massa dos queijos, de acordo com os
tratamentos em que esta fez parte, visando promover sua distribui¢do na matriz do produto. Para
entdo realizar a enformagem, salga seca (2 g), viragem e salga seca (2 g), durante 24 h sob
refrigeragdo. Os queijos foram desenformados e armazenados (resfriados ou congelados ou
liofilizados e moidos) para a realizagdo das analises fisico-quimicas.
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2.3 Analise da Composicio Proximal

A composi¢do da biomassa de Spirulina foi analisada na forma comercialmente disponivel,
em po. A composi¢ao dos queijos produzidos foi determinada a partir de amostras previamente
liofilizadas (LS3000, Terroni, Brasil) e posteriormente moidas em multiprocessador de alimentos
para obten¢do de um pod parcialmente seco. A analise de lipideos, contudo, foi realizada
diretamente nos produtos in natura. As analises da biomassa foram conduzidas em triplicata e
dos queijos em quadruplicata, todas conforme as diretrizes da AOAC (2005) [22]. O teor de
umidade (U) foi determinado por secagem em estufa a 105 °C até peso constante, utilizando-se
amostras dos queijos previamente liofilizadas para quantificar o residuo de umidade remanescente
apos o processo de liofilizagdo (TE-393/180L, Tecnal, Brasil). O teor de proteina (PT) foi
determinado usando o método de Kjeldahl para teor de nitrogénio (TE-036/1, Tecnal, Brasil),
com fator de conversdo de 6,38 (Brasil, 2003). O teor de cinzas (CZ) foi avaliado por incineragao
em forno mufla (Q318M, Quimis, Brasil) a 550 °C por 5 h. A fragdo lipidica (LP) foi extraida
seguindo Bligh e Dyer (1959) [23]. Os carboidratos totais foram calculados como a diferenca
entre 100 e a soma dos teores de U, PT, CZ e LP [24].

2.4 Analise do Perfil de Clorofilas e de Carotenoides por HPLC-PDA-MS/MS

2.4.1 Extragdo de Clorofilas e de Carotenoides

Os pigmentos (clorofilas e carotenoides) foram exaustivamente extraidos das amostras de
Spirulina em po e dos queijos previamente liofilizados, por extragdo solido-liquido, em triplicata,
conforme o método de Viera et al. (2021, 2022) [25, 26], com pequenas adaptacdes. A partir das
amostras, realizou-se a adi¢do sequencial de 15 mL de DMF e, apos, 15 mL de metanol até que o
sobrenadante se tornasse incolor. Em cada etapa, a mistura foi submetida a ciclos ultrassonicos
de 10 min, agitada em vortex por 15 min e centrifugada por 10 min a 5500 rpm (Hitachi, Téquio,
Japao). O sobrenadante de todas as fases foi coletado em funil de separacdo. Em seguida, a fase
solvente do funil foi lavada com 100 mL de solucdo gelada de NaCl a 10% (p/v) e misturada com
75 mL de éter dietilico. A mistura foi agitada e depois deixada em repouso até ser observada a
separagdo completa da camada organica. Os extratos dos pigmentos foram transferidos para um
baldo volumétrico de rotaevaporacdo e concentrados em evaporador rotativo a vacuo, a 30 °C, até
a total evaporacdo. Os extratos clorofilados foram combinados com éter de petrdleo e, depois,
foram secos novamente sob corrente de nitrogénio. Os extratos destinados & andlise de
carotenoides foram saponificados por 16 h com KOH a 10% (p/v) a temperatura ambiente, € o
alcali foi removido por lavagem com agua destilada e seco novamente. Todos os extratos foram
armazenados sob congelamento e abrigo de luz até a injecdo na cromatografia liquida de alta
eficiéncia com espectrometria de massas por arranjo de fotodiodos (HPLC-PDA-MS/MS).

2.4.2 Perfil de Clorofilas e de Carotenoides

Os compostos clorofilados e os carotenoides foram analisados por HPLC (Shimadzu, Kyoto,
Japdo) equipado com bombas binarias (modelo LC-20AD), um desgaseificador online ¢ um
injetor automatico (modelo SIL-20A HT). A cromatografia com um PDA (modelo SPD-M20A)
foi conectada a uma fonte de ioniza¢do quimica a pressdo atmosférica (APCI) (Shimadzu
America, Columbia, MD, EUA) e um espectrometro de massas Shimadzu 8040 triplo quadrupolo.
A separagdo dos pigmentos foi realizada em uma coluna C30 YMC (5 pum, 250 x 4,6 mm)
(Waters, Wilmington-DE, EUA); a analise HPLC-PDA foi realizada de acordo com Rodrigues et
al. (2015) [27]. Antes da analise por HPLC-PDA, as amostras foram solubilizadas em 0,5 mL de
uma mistura de MeOH:MTBE (70:30) e filtradas através de membranas Millipore (0,22 um). As
fases moveis A (MeOH) e B (MTBE) utilizaram um programa de gradiente linear da seguinte
forma: de 0 a 30 min, 5% de B; de 30 a 40 min, 5 a 30% de B; de 40 a 41 min, 30 a 50% B e de
41 a 50 min, 50 a 5% B. A vazio foi fixada em 0,9 mL min!, o volume de inje¢do foi de 20 pL,
a temperatura da coluna foi mantida em 25 °C, os espectros UV/vis foram adquiridos entre 220 ¢



M.L. Nornberg et al., Scientia Plena 22, 061503 (2026) 5

700 nm, ¢ os cromatogramas foram processados a 450 nm para carotenoides e 660 nm para
clorofilas. As clorofilas e os carotenoides foram quantificados individualmente por HPLC-PDA
usando curvas analiticas de seis pontos (r* = 0,99) de all-trans-luteina (1,0-50,0 ¢ 0,05-10 pg
mL™), all-trans-B-criptoxantina (1,0-60 ug mL™"), all-trans-B-caroteno (1,0-50 ¢ 0,05-10 pg
mL™) e clorofila a (0,5-40,0 ug mL™"). Os pardmetros MS/MS foram definidos de acordo com
Giuffrida et al. (2017) [28], com adaptacdes. A interface APCI operou no modo positivo (+); os
outros parametros foram os seguintes: tensdo do detector: 4,5 kV; temperatura da interface:
350 °C; temperatura DL: 250 °C; temperatura do bloco de calor: 200 °C; fluxo de gas de
nebulizagdo (N>): 3,0 L min™'; fluxo de gas de secagem (N): 5,0 L min™'; gas de dissociagdo
induzida por colisdo (CID): 23 kPa (argdnio); tempo do evento: 0,5 s. A qualidade da identificagdo
foi melhorada usando MS/MS simultaneamente para selecionar os modos de monitoramento de
ions ¢ monitoramento de multiplas reagdes. A identificagdo foi realizada de acordo com as
seguintes informagdes combinadas: ordem de elui¢do em coluna de HPLC C30, co-cromatografia
com padroes auténticos, espectro UV-Vis (estrutura fina espectral [Amax], razdo da altura do pico
de absor¢do de maior comprimento de onda [III] e do pico de absor¢ao médio [II], razdo do pico
cis [AB] e do pico de absor¢cao médio [I1]) e caracteristicas de massa (molécula protonada ([M+H]
+)) e MS/MS (fragmentos), em comparagdo com dados disponiveis na literatura [11, 29-31]. As
clorofilas foram quantificadas por HPLC-PDA utilizando curvas de calibracdo externa para
clorofila a, clorofila b e feofitina @ com minimo de cinco niveis de concentracao. Hidroxiclorofila
a, clorofila a e clorofila a’ foram quantificadas utilizando a curva de clorofila a; a hidroxifeofitina
a, feofitina @ usando a curva da feofitina a; e clorofila b e clorofila »' foram quantificadas usando
a curva de clorofila ». O conteudo total de clorofila foi calculado considerando todas as areas de
pico identificadas. Os carotenoides foram quantificados por HPLC-PDA, utilizando curvas de
calibragdo externa para all-frans-zeaxantina, all-trans-luteina, all-trans-p-caroteno, all-trans-o-
caroteno de cinco niveis de concentragdo. Todos os outros teores de xantofila e caroteno foram
estimados usando as curvas de all-trans-luteina e all-frans-B-caroteno, respectivamente. Os
isomeros “cis” foram estimados utilizando a curva do correspondente all-frans-carotenoide. O
contetido total de carotenoides foi calculado como a soma dos contetidos de cada carotenoide
individual separado na coluna C30.

2.5 Medidas de Cor e do pH

A colorimetria foi realizada de acordo com o método n° 14-22 da AACC (1999) [32], em
triplicata. As medidas de cor da biomassa microalgal (em pd) e dos queijos (in natura) foram
avaliadas através da escala CIELAB (L* a* b¥*), utilizando um colorimetro portatil Konica
Minolta, previamente calibrado e ajustado para operar com iluminante D65. No caso dos queijos,
as leituras foram realizadas na regido interna do produto, a partir da superficie de corte, a fim de
garantir maior representatividade da matriz interna. Foram obtidos os valores de luminosidade
(L*), com indicativo de preto (0) a branco (100); a intensidade da cor vermelha (+a*) e da cor
verde (-a*); e a intensidade da cor amarela (+b*) e da cor azul (-b*).

A diferenga de cor total (AE) foi determinada segundo os critérios estabelecidos por McGuire
(1992) [33], para quantificar as variagdes cromaticas entre as amostras de queijo Minas Frescal
controle e com adicao de Spirulina (2% e 4%). Os valores de L*, a* e b* foram obtidos por meio
de colorimetro, e o AE foi calculado utilizando a féormula padrao do sistema CIELAB:

AE = /(L — L3)? + (a} — a3)? + (b} — b3)?

As variaveis na formula sdo: AE = diferenca total de cor entre as amostras (combinagdes: (1x2)
Controle vs. 2%; (1x3) Controle vs. 4%; (2x3) 2% vs. 4%); L;* = luminosidade da amostra 1;
L,*=luminosidade da amostra 2; a;* = coordenada de cor da amostra 1; a,* = coordenada de cor
da amostra 2; b, * = coordenada de cor da amostra 1; b,* = coordenada de cor da amostra 2.

O valor de pH (potencial hidrogénico) foi determinado com uso de aparelho digital
(Texto 205), conforme os procedimentos descritos pela AOAC (1997) [34], em triplicata, sendo
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que para analise da biomassa diluiu-se 1 g de Spirulina em p6 em 10 mL de agua milli-Q (1:10)
e para analise dos queijos utilizou-se as amostras in natura.

2.6 Analise Estatistica

A analise estatistica foi conduzida no software Statistica, versdo 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK,
EUA). As diferencas entre os tratamentos foram avaliadas por Analise de Variancia Multivariada
(ANOVA), seguida do teste de comparacdes multiplas de Tukey, considerando-se nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao,
acompanhados do erro padrdo da média (EPM) e dos respectivos valores de significancia
(p — valor).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, sdo apresentados os resultados das analises fisico-quimicas da biomassa microalgal
de Spirulina e dos queijos Minas Frescal formulados com diferentes concentragdes de biomassa
(0%, 2% e 4%), sendo as imagens representativas dos produtos ilustradas na Figura 1.

Queijo Minas Frescal

Spirulina
Controle 2% 4%

Figura 1: Amostra do queijo Minas Frescal controle e dos queijos produzidos com adi¢do de biomassa
microalgal de Spirulina em diferentes niveis de concentragdo (2% e 4%).

3.1 Analises Fisico-Quimicas

Os dados da composi¢do proximal da biomassa microalgal de Spirulina encontram-se na
Tabela 1, expressos em base natural e seca. A composicao dos trés tipos de queijo Minas Frescal
produzidos (controle, 2% e 4%) ¢ apresentada na Tabela 2.

Com base na Tabela 1, observa-se que a biomassa microalgal apresenta baixa umidade
(9,70%), sendo constituida principalmente por proteinas (60,96%), carboidratos totais (21,20%),
lipideos (6,02%) e uma parcela significativa de cinzas/material mineral (11,82%), em base seca.
Esses valores sdo compativeis com os descritos por Demarco et al. (2025) [35], que relataram
variag0es na composicdo de pos comerciais de Spirulina de diferentes origens. O teor de proteina
variou de 44,0% a 70,98%, de lipideos de 4,39% a 6,86%, de cinzas de 8,64% a 12,36%, de
umidade de 7,0% a 15,44% e de 7,81% a 31,41% de carboidratos. Essas variagdes podem ser
decorrentes das condi¢cdes de cultivo [36]. Referidos resultados podem ser relevantes em
aplicacdes alimenticias ou industriais, onde as caracteristicas especificas de cada microalga
possam ser aproveitadas conforme suas propriedades nutricionais e fisico-quimicas.
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Tabela 1: Composigdo proximal da biomassa microalgal de Spirulina.

Composicio (g%)
Base Natural

Biomassa de Spirulina

Umidade 9,70 £ 0,01
Proteina 55,05 +0,53
Lipideos 5,44 +0,21
Cinzas 10,67 + 0,49
Carboidratos Totais 19,14+ 1,18
Base Seca

Proteina 60,96 £ 0,61
Lipideos 6,02 +£0,24
Cinzas 11,82 £ 0,54
Carboidratos Totais 21,20+ 1,35

Os valores sdo médias + desvio padrdo de triplicatas.

No que diz respeito ao queijo Minas Frescal, o RTIQ menciona que a sua composi¢ao (em
base natural) apresenta em média: pH entre 5,0 € 5,3 ¢ 17% a 19% de lipideos [18]. Em relagdo a
umidade dos produtos lacteos, o RTIQ menciona que os queijos de alta umidade s@o
caracterizados por um teor de umidade acima de 55% [37]. Ainda, a Tabela Brasileira de
Composicao de Alimentos [38], entre outros dados, apresenta, em média, na composi¢do do
queijo Minas Frescal: 17,4 g de proteinas e 3,0 g de cinzas, com auséncia de fibra alimentar. Nesse
contexto, o queijo Minas Frescal controle produzido apresentou, em base natural, teores
compativeis com os valores de referéncia do RTIQ e da TACO (Brasil, 1997; TACO, 2011) [18,
38], destacando-se pelo teor de umidade (65,42%), lipideos (18,52%), proteina (13,21%) e cinzas
(2,65%) (Tabela 2).

Tabela 2: Composigdo proximal dos queijos frescais produzidos (controle e com adi¢do de 2% e 4% de

Spirulina).
Queijo Minas Frescal
Composicao Spirulina
(%) Controle 2% 4% EPM p — valor
Base Natural
Umidade 65,42+ 0,57 67,492+ 0,04 67,732+ 0,07 0,3314 <0,0001
Massa Seca 34,582+ 0,08 32,51°4+ 0,09 32,27+ 0,07 0,0426 <0,0001
Proteina 13,212+ 0,08 12,79+ 0,02 13,232+ 0,05 0,0371 <0,0001
Lipideos 18,522+ 0,03 16,39°+ 0,05 15,63°+ 0,04 0,0265 <0,0001
Cinzas 2,65+ 0,02 2,862+ 0,02 2,872+ 0,05 0,0233 <0,0001
Carboidratos Totais 0,20°+ 0,02 0,47*+ 0,03 0,54*+ 0,08 0,0402 <0,0001
Base Seca
Proteina 38,14°+ 0,16 39,3254+ 0,30 40,38*+ 0,03 0,0783 <0,0001
Lipideos 53,77*+ 0,06 50,56+ 0,13 48,40+ 0,05 0,0399 <0,0001
Cinzas 7,70+ 0,10 8,77+ 0,24 9,09+ 0,06 0,0828 <0,0001
Carboidratos Totais 0,39°+ 0,07 1,35+ 0,07 2,132+ 0,07 0,0606 <0,0001

Os valores sdo médias + desvio padrdo de quadruplicatas; EPM (erro padrido da média); Médias seguidas por
letras diferentes na mesma linha sdo estatisticamente diferentes (p<0,05); p — valor (valor de p correspondente).

A adig@o de Spirulina resultou em alteragdes significativas na composic¢do dos queijos. O teor
de umidade aumentou cerca de 2% com a adicdo da biomassa em relagdo ao controle (65,42%),
atingindo 67,49% e 67,73% para os tratamentos com 2% e 4%, respectivamente (p<0,05). Esse
aumento pode estar relacionado a presenga de carboidratos fibrosos nas microalgas, que
favorecem a capacidade de retencdo de agua (WHC) dos produtos alimentares [39], justificando
o maior teor de umidade nos queijos com Spirulina.

O teor de carboidratos totais no queijo controle foi de 0,39% em base seca, valor
significativamente inferior aos observados nos queijos formulados com Spirulina. Verificou-se
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diferenca estatistica entre os tratamentos contendo 2% e 4% de biomassa da microalga (base seca),
cujos teores de carboidratos foram de 1,35% e 2,13%, respectivamente. A andlise estatistica
confirmou que a incorporagao de Spirulina promoveu um aumento significativo no conteudo de
carboidratos em relagdo ao controle.

Observou-se tendéncia semelhante no teor de cinzas, com aumento proporcional a adi¢ao de
Spirulina: 7,70%, 8,77% ¢ 9,09% para os tratamentos controle, 2% e 4%, respectivamente. Esse
resultado indica um incremento no contetido mineral do produto, fornecido pela biomassa, uma
vez que as cinzas refletem a presenga de minerais como calcio, fosforo, sédio e potassio —
elementos essenciais durante o processamento, especialmente na coagulagdo do leite,
influenciando a textura do queijo [40]. Além de seu papel tecnoldgico, esses minerais também
desempenham fungdes importantes para a satide humana. Segundo Karimy et al. (2024) [15], a
Spirulina € uma fonte de fosforo (P), potassio (K), enxofre (S), calcio (Ca) e magnésio (Mg),
dessa forma, adicionar 1% e 1,5% de Spirulina em queijo (Halloumi) aumenta significativamente
o conteudo destes minerais.

O teor de proteinas do queijo controle (base seca) foi significativamente inferior (38,14%) em
comparagdo aos queijos suplementados com Spirulina, apresentando aumento proporcional ao
nivel de adi¢do da biomassa. Os teores proteicos nos tratamentos com 2% e 4% de Spirulina
foram de 39,32% e 40,38%, respectivamente (p<0,05). Esse incremento ¢ nutricionalmente
relevante, visto que as proteinas da Spirulina possuem alto valor biologico, complementando o
perfil de aminoacidos essenciais do queijo e, consequentemente, elevando a qualidade proteica
do produto final. Achados consistentes com os reportados por Nornberg et al. (2025) [41].

O teor de lipideos no queijo controle foi de 18,52% (base natural). A adi¢do de Spirulina
promoveu reducio significativa nesse pardmetro, com valores decrescendo para 16,39% ¢ 15,63%
nos tratamentos com 2% e 4%, respectivamente (p<0,05). Esse comportamento indica uma
tendéncia de diminuicao lipidica proporcional ao aumento da concentracdo de microalga na
formulagdo. A diminui¢do do teor de lipideos pode ser atribuida a um efeito de diluigao
promovido pela incorporagdo de biomassa seca, rica em nutrientes néo lipidicos, como proteinas
e minerais, reduzindo a propor¢ao relativa de gordura na matriz do produto final. Esse resultado
corrobora o estudo de Nornberg et al. (2025) [41], no qual a adi¢do de biomassa de Chlorella
sorokiniana em queijo frescal também resultou em redugao significativa do teor lipidico.

Segundo a legislacdo brasileira (Brasil, 2012) [42], um alimento pode ser classificado como
“light” quando apresentar redu¢do minima de 25% no valor energético ou em determinado
nutriente, como lipidios, em relagdo a formulagdo tradicional. No presente estudo, a redugdo
lipidica no queijo com 4% de Spirulina foi de aproximadamente 15,6% em relag@o ao controle.
Portanto, embora os queijos enriquecidos apresentem menor teor de gordura, os valores
observados ndo atendem ao critério minimo exigido para a denominacao “/ight . Apesar disso, a
diminuigao do teor de lipideos pode caracteriza-los como versdes nutricionalmente diferenciadas,
com apelo a redugdo caldrica e potencial aplicagdo em dietas com controle de gorduras.

De forma geral, a analise estatistica evidenciou que a adi¢cdo de biomassa de Spirulina promove
alteragdes significativas na composi¢ao nutricional do queijo Minas Frescal, quando comparada
ao queijo controle. Tais mudangas indicam o potencial da microalga como ingrediente funcional
para o desenvolvimento de queijos com perfil nutricional aprimorado.

3.2 Perfil de Clorofilas e de Carotenoides

A caracterizagdo obtida por HPLC-PDA-MS/MS do perfil de compostos clorofilados e de
carotenoides da microalga Spirulina esta apresentada na Tabela 3 e a quantificacio na Tabela 4,
enquanto a composicdo de clorofilas e de carotenoides dos queijos produzidos esta descrita na
Tabela 5.

De acordo com a caracterizagdo cromatografica, foram identificados e quantificados treze
pigmentos distintos nos extratos da biomassa de Spirulina, totalizando 1.320,12 pg.g'. Desses
compostos, oito pertencem a classe das clorofilas e cinco s@o carotenoides. A distribuicio
percentual revelou predominéncia de clorofilas, correspondendo a 93,80% do total de pigmentos,
enquanto os carotenoides representaram 6,20%.
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Tabela 3: Caracterizagao por HPLC-PDA-MS/MS do perfil de compostos clorofilados e de carotenoides presentes na biomassa de Spirulina.

Pico Clorofila/Carotenoide tR Max [M + H]* fons de fragmento MS/MS (m/z)?
(min)? (nm)®

1 'Feoforbideo a 5,0 405, 666 595 nd®

2 'Feoforbideo a’ 6,0 409, 664 595 nd®

3 'Hidroxiclorofila a 11,0 420, 662 909 631 [M+H -278]"

4 Zall-trans-luteina 14,0 415, 443, 474 569 551 [M+H — 18], 533 [M+H — 18-18]", 495

5 IClorofila a 16,2 431, 664 893 615 [M+H — 278]", 583 [M+H — 278-31]", 555 [M+H — 278-59]"

6  Zall-trans-zeaxantina 16,6 420, 450, 476 569 551 [M+H — 18], 533 [M+H — 18-18]", 495, 477 [M+H — 92]", 459

7 2all-trans-equinenona 24,6 460 551 533 [M+H - 18], 427, 203
+. +. +. +.

8 Hidroxifeofitina a 26,7 408, 666 887 gg? %E_{I: 12%]8_%3_ [é\’ol]tH —63]%; 609 [M+H — 278]"; 591 [M+H — 278-18]";
+. +. +. +.

?  Hidroxifeofitina & 33,6 409, 665 887 gg? %ig: 1287]8_f§3_ %VO[;ZH — 63175609 [M+H —278]7; 591 [M+H — 278-18]";

10 2all-trans-p-caroteno 33,6 425,450,479 537 444 [M+H - 92]1*, 399, 355

11 'Feofitina a 35,3 408, 665 871 593 [M+H —278]*; 533 [M+H - 278-60]"

12 29-cis-B-caroteno 35,5 420,443,476 537 444 [M+H - 92]1*, 399, 355

13 "Feofitina a’ 43,6 410, 666 871 593 [M+H —278]*; 533 [M+H — 278-60]"

IClorofila. *Carotenoide.
*R: Tempo de retengdo na coluna C30.
"Gradiente linear MeOH:MTBE.

°As intensidades relativas para cada valor m/z aparecem entre parénteses e s30 expressas como uma porcentagem do ion fragmento mais abundante.
4Dados detalhados sobre fragmentacio de massa foram relatados detalhadamente na literatura [11, 29, 30].

“Néo detectado.
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Os dados obtidos neste estudo corroboram os resultados de pesquisas anteriores, que também
relataram maiores teores de clorofilas em comparagao aos carotenoides na biomassa de Spirulina
[43, 44].

Dada a caracteristica das espécies de microalgas pertencentes ao filo Cyanobacteria, a
Spirulina contém apenas clorofilas da série a [45]. Como ¢ caracteristico da espécie, detectou-se
a formacao de reagdes de hidroxilagdo, feofitinizagao e descarboximetilagdo [30].

De acordo com a Tabela 4, o principal composto clorofilado na biomassa de Spirulina foi a
clorofila @ (402,00 pg.g, pico 5), o pigmento mais abundante em microalgas, corroborando a
literatura como o composto majoritario [46], seguido da hidroxiclorofila a (164,00 ug.g™', pico 3),
um derivado da clorofila a, representando 45,71% do conteudo total de clorofilas. Este composto
pode ser uma consequéncia natural do metabolismo dos micro-organismos ou estar relacionado a
secagem e armazenamento da biomassa e ao método de extragdo utilizado, o que pode causar a
formacgdo deste derivado hidroxilado [29].

Tabela 4: Caracterizagdo quantitativa de compostos clorofilados e de carotenoides dos extratos de

Spirulina.
Pico Clorofila/Carotenoide (ng.g™") Quantitativo
1 IFeoforbideo a 102,40 + 1,89
2 Feoforbideo a’ 107,30 £ 1,13
3 'Hidroxiclorofila a 164,00 £ 0,58
4 2all-trans-luteina 17,76 £ 0,04
5 IClorofila a 402,00 + 0,40
6 2all-trans-zeaxantina 16,04 + 0,01
7 2all-trans-equinenona 15,91+ 0,04
8 'Hidroxifeofitina a 128,90 + 1,53
9 'Hidroxifeofitina a’ 86,48 + 0,40
10 2all-trans-B-caroteno 17,08 + 0,05
11 'Feofitina a 146,40 = 0,76
12 29_cis-p-caroteno 15,05+ 0,01
13 'Feofitina a’ 100,80 + 0,65
IClorofilas 1.238,28 £ 1,17
Total 2Carotenoides 81,84 + 0,19
12Pigmentos 1.320,12 = 0,96

Os valores sdo médias + desvio padrio de triplicatas (base natural); 'Clorofila; 2Carotenoide.

Outros derivados de clorofilas detectados foram feofitina a (146,40 pg.g', pico 11),
hidroxifeofitina a (128,90 pg.g™!, pico 8), feoforbideo a' (107,30 ug.g™', pico 2), feoforbideo a
(102,40 pg.g!, pico 1), feofitina a' (100,80 pg.g™!, pico 13) e hidroxifeofitina a' (86,48 pg.g ',
pico 9), totalizando 1.238,28 ug.g™! de compostos clorofilados, o que representa 93,80% do total
de pigmentos no extrato de Spirulina. Os epimeros “a” podem estar relacionados a reacdes de
degradagdo, embora microalgas também sejam capazes de sintetiza-los, portanto, ndo é possivel
determinar sua origem [47]. Quanto ao perfil de compostos clorofilados, Fernandes et al. (2024)
[43] encontraram valores superiores (5.810,00 pg.g™!) - através de extragdo ultrassonica com
solventes verdes (solugdes de etanol e etanolicos de liquidos i6nicos).

Em relagdo ao perfil de carotenoides, dos cinco diferentes tipos identificados, quatro (o que
exclui a all-frans-luteina) sdo estruturas derivadas de f-caroteno sintetizadas através de reagdes
de hidroxilagdo, isomerizacdo (cis) ou cetolacao [30], sendo um hidroxicarotenoide (pico 6), um
cetocarotenoide (pico 7) e um carotenoide (picos 10). Dentre estes, all-trans-luteina
(17,76 ng.g™), all-trans-p-caroteno (17,08 pg.g™ ') e all-trans-zeaxantina (16,04 pug.g™") foram os
principais, representando 62,17% do contetido total de carotenoides, seguidos por all-trans-
equinenona (15,91 pg.g™!), um carotenoide microalgal unico, bem como o isdmero 9-cis-p-
caroteno (15,05 pg.g™"), representando a fragdo de 37,83%. Considerando o perfil quantitativo, o
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teor total de carotenoides apresentado no extrato de Spirulina foi de 81,84 pug.g™!, o que representa
6,20% do total de pigmentos, sendo majoritariamente estruturas ‘“all-frans” - geralmente
desejaveis porque apresentam, em muitos casos, maior estabilidade e, para alguns carotenoides
como o B-caroteno, maior atividade pro-vitaminica A. Os isomeros “cis” formados a partir desses
carotenoides tendem a apresentar menor atividade pré-vitaminica. Além disso, apresentam cores
diferentes e sao termodinamicamente menos estaveis do que seus “all-trans” devido a seus pontos
de fusdo mais baixos [47]. Corroborando os mesmos autores [47], o presente estudo também
identificou valores mais baixos de 9-cis-p-caroteno no perfil de Spirulina. Fernandes et al. (2024)
[43], por meio de extracdo ultrassonica e com solventes verdes, encontraram valores superiores
(764,21 ng.g™M.

Essa variabilidade no perfil de pigmentos se deve a fatores relacionados as condi¢des de
cultivo, processamento, armazenamento ¢ métodos de extracdo, bem como a variabilidade
genética entre diferentes cepas [36], o que evidencia a importancia da padronizag¢do dos perfis
nutricionais da biomassa de microalgas e a uniformizacdo dos sistemas de cultivo e
processamentos.

No que diz respeito aos compostos presentes nos queijos frescais produzidos (Tabela 5), ao
adicionar a biomassa de Spirulina em diferentes niveis (2% e 4%), a incorporacdo de pigmentos
aumentou significativamente em relagao ao queijo controle, uma vez que no queijo controle ndo
foram detectados pigmentos, sendo este aumento proporcional a adi¢do de Spirulina.

Referidos pigmentos identificados (treze) na biomassa de Spirulina também foram
identificados nos queijos adicionados de biomassa, na mesma ordem de elui¢do, sendo um total
de 192,93 pg.g™! nos queijos com adi¢do de 2% e 386,25 ug.g' nos queijos com adigdo de 4%.
Dentre estes, identificou-se um total de 175,55 pg.g! de compostos clorofilados nos queijos com
adi¢do de 2% de Spirulina e 352,39 pg.g' com adi¢do de 4%. Ademais, foram quantificados
17,38 pg.g! de carotenoides nos queijos com adi¢do de 2% de Spirulina e 33,86 pg.g™' com
adicao de 4%. Os resultados indicaram maior teor de clorofilas e de carotenoides totais entre todos
os tratamentos em comparacao ao controle (p<0,05).

Tabela 5: Caracterizagdo quantitativa de compostos de clorofilas e de carotenoides dos extratos dos
queijos produzidos (controle e com adigdo de 2% e 4% de Spirulina).

Queijo Minas Frescal

Pico  Clorofila/Carotenoide Spirulina
(ng-g™ Controle 2% 4% EPM  p- valor
1 IFeoforbideo a 3pde 21,51°+0,50  36,31°+1,03 04674 <0,0001
2 IFeoforbideo a' 3ndb 18,372+0,22 3nd® 0,1270 < 0,0001
3 Hidroxiclorofila a 3pde 29,27°+0,18  4536°+1,49  0,6127 <0,0001
4 2ll-trans-luteina 3pde 3,24+ 0,01 6,492+ 0,08  0,0329 <0,0001
5  IClorofila a 3pde 50,39+ 1,38 20,78°+0,19  0,5687  <0,0001
6  2all-trans-zeaxantina 3pde 3,55°+0,00  6,86°+0,14  0,0572 <0,0001
7 2all-trans-equinenona 3pde 3,12°+ 0,01 6,33 +0,01  0,0058 <0,0001
8  'Hidroxifeofitina a 3pde 16,61°+0,19  37.44°+1,71  0,7024  <0,0001
9  Hidroxifeofitina a' 3pde 984v+ 0,11  3744°+1,71  0,6996 < 0,0001
10 2all-zrans--caroteno 3pde 4,34+ 0,01 7,99°+0,05  0,0208 <0,0001
11 Feofitina a 3pde 20,76°+ 0,26 142,20°+0,10  0,1137 < 0,0001
12 29_¢is-B-caroteno 3pde 3,13+ 0,01 6,19°+0,00  0,0041 <0,0001
13 'Feofitina @ 3pde 8,80°+ 0,06  32,86°+0,18  0,0775 <0,0001
1Clorofilas 3nd* 175,55+ 0,93 352,39°+£2,99 1,2800 < 0,0001
Total "2, 0tenoides 3nd° 17,38°+0,01 33,86°+0,18 0,0740 < 0,0001
12Pigmentos 3nde 192,93+ 0,94 386,25°+1,95 0,8800 < 0,0001

Os valores sdo médias + desvio padrdo de triplicatas (base liofilizada); Médias seguidas por letras diferentes na
mesma linha sdo estatisticamente diferentes (p<0,05); EPM (erro padrdo da média); p — valor (valor de p
correspondente); 'Clorofila; *Carotenoide; *Nao detectado.
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Assim como na biomassa microalgal, o queijo produzido com adi¢dao de 2% de Spirulina
apresentou maior fragdo de clorofila a (50,39 ug.g™!, pico 5) e de hidroxiclorofila a (29,27 pg.g ™',
pico 3), representando 45,38% da fracdo dos compostos de clorofilas, seguido dos derivados de
clorofilas (95,84 pg.g !, picos 1, 2, 8,9, 11 e 13), o que representa 54,62%. O total de clorofilas
corresponde a 90,99% e 91,23% do total de pigmentos nos queijos (2% e 4%, respectivamente).

Por outro lado, o queijo com adi¢ao de 4% de Spirulina ndo apresentou teores de feoforbideo
a'. Ainda, indicou que a feofitina a (142,20 pg.g ™!, pico 11) foi quantitativamente dominante, o
que pode ser considerado um produto de degradagdo [47], representando 40,35% da fragdo dos
compostos de clorofilas, seguido pela hidroxiclorofila a (45,36 ug.g™!, pico 3), clorofila a
(20,78 pg.g ™!, pico 5) e pelos derivados de clorofilas (144,05 ug.g ™', picos 1, 8, 9, 13), totalizando
59,65%. O total de compostos de clorofila foi significativamente maior nos queijos com 4% de
Spirulina (353,30 pg.g™ ') em comparagéo ao queijo com 2% (175,50 pg.g ') € ao controle (ausente
para todos 0s compostos).

Além disso, a maior acidez observada no tratamento com 4% de Spirulina pode ter contribuido
para a degradagdo de clorofilas, favorecendo a conversdao desses pigmentos em derivados como
feofitina, cuja concentracdo foi superior nesse tratamento em relacdo ao queijo com 2% de
biomassa microalgal (Tabela 5). Durante o processamento de alimentos, as clorofilas presentes
nas microalgas podem ser degradadas e convertidas em feofitinas e feoforbideos (ou até mesmo
pirofeofitinas - compostos geralmente associados a exposi¢ao a temperaturas elevadas) [48, 49].
Além das clorofilas, os carotenoides também sdo vulneraveis a perdas significativas em
decorréncia de tratamentos térmicos [26, 50]. Visando a preservagao desses compostos bioativos
termoldbeis e & manutencdo da coloragdo caracteristica conferida pela microalga, a biomassa foi
incorporada ao queijo somente apos a etapa de aquecimento, sendo adicionada diretamente a
coalhada dessorada.

Zepka et al. (2019) [51] forneceram um esbo¢o quanto ao catabolismo das clorofilas,
mostrando que derivados oxidados como hidroxiclorofilas, hidroxifeofitinas e feofitinas podem
ter origem quimica e enzimatica. A partir deste contexto, estudos indicaram que compostos
derivados de clorofilas como feoforbideo e feofitina demonstraram atividades antioxidantes
superiores ao hidroxitolueno butilado (BHT), o que evidencia a importancia do grupo aldeido e
derivados livres de magnésio (Mg) para a funcionalidade dessas moléculas [30], com aplicagdo
em diversas fung¢des bioldgicas, como controle do diabetes associado a obesidade, atividade
antimutagénica, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antiviral contra o virus da hepatite C, efeitos
citotoxicos em células cancerosas, efeito quimiopreventivo contra carcinogénese hepatica e
estomacal, produg@o de ATP e indugdo de neurodiferenciagdo [11].

Em relac@o aos carotenoides identificados nos queijos, assim como na biomassa de Spirulina,
o all-trans-B-caroteno (4,34 € 7,99 pg.g ™', pico 10), all-frans-zeaxantina (3,55 € 6,86 ug.g!, pico
6) e all-frans-luteina (3,24 e 6,49 pg.g”!, pico 4), foram quantitativamente dominantes, o que
corresponde a 63,02% - 64,04% do contetido total de carotenoides, seguido por all-frans-
equinenona (3,12 € 6,33 ug.g”!, pico 7) e pelo isdbmero 9-cis-p-caroteno (3,13 € 6,19 ug.g™!, pico
12), havendo diferenca estatistica em todos os tratamentos, sendo este aumento proporcional aos
diferentes niveis de concentracdo de Spirulina (2% e 4%, respectivamente). O total de
carotenoides corresponde a 9,01% e 8,77% do total de pigmentos nos queijos (2% e 4%,
respectivamente).

Da analise estatistica dos dados de carotenoides, assim como em relacdo as clorofilas
identificadas nos queijos frescais, também se verificou que a adigdo de Spirulina promove
concentracdes maiores de carotenoides em comparagdo com o controle, tanto para os compostos
individuais quanto para o total de carotenoides. Essas diferencas destacam o efeito da Spirulina
na concentragdo de clorofilas e de carotenoides nos queijos frescais (p<0,05), sugerindo que a
incorporagdo da microalga pode influenciar fortemente o perfil nutricional e colorimétrico dos
produtos lacteos devido a presenca desses pigmentos bioativos.

Dentro da classe das xantofilas, os carotenoides polihidroxilados como a luteina e seu isdmero
estrutural zeaxantina sdo os mais estudados. Isso ocorre porque eles possuem inimeras atribui¢des
na promocdo da saude, ambos apresentam propriedade antioxidante, acdo anti-inflamatoria e,
principalmente, estdo associados a prevencdo da degeneragdo macular [30].
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Da mesma forma, a all-frans-equinenona encontrada, uma xantofila que constitui o perfil de
carotenoides com o grupo cetdnico (de origem microalgal), é considerada um antioxidante ainda
mais potente que o B-caroteno, pois apresenta capacidade aumentada de eliminar radicais livres
[43, 52].

Embora a fragdo mais significativa de carotenoides encontrada tenha sido xantofilas, carotenos
importantes foram detectados neste estudo. O B-caroteno, o composto carotenogénico mais
abundante nos queijos com Spirulina, ¢ considerado um dos mais importantes, pois possui
inimeras fungdes fisiologicas relacionadas a sua estrutura, que incluem as atividades
pro-vitamina A e antioxidante, atuando como um potente agente quimiopreventivo em varios
distarbios. Além disso, ¢ um pigmento natural de primeira escolha como composto bioativo em
alimentos funcionais. Da mesma forma que o B-caroteno em sua configuragdo “all-trans”, seus
isdmeros “cis”’ também estdo associados a fungdes benéficas para a saude. Estudos destacaram a
importancia do isdmero “9-cis”, que desempenha um papel importante na supressao de radicais
livres de oxigénio, protegendo as células do corpo humano do estresse oxidativo [30].

Portanto, a presenga de uma combinacdo de pigmentos bioativos, como clorofilas e
carotenoides, nos queijos produzidos pode contribuir para a formacao de um sistema de defesa
com propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, atuando de forma complementar devido as
suas diferentes funcionalidades biologicas [30]. Além dos efeitos protetores a satude, esses
compostos também funcionam como pigmentos naturais, proporcionando coloragdo atrativa e
caracteristica aos alimentos [52].

Considerando uma por¢ao média de 30 g - equivalente a uma fatia tradicional de queijo Minas
Frescal [38], o consumo do produto enriquecido com 4% de Spirulina proporcionaria uma
ingestdo de 10,57 mg de clorofilas e 1,07 mg de carotenoides. Dessa forma, os queijos
enriquecidos com Spirulina configuram uma alternativa viavel para o aumento do consumo diario
de clorofilas e carotenoides, contribuindo para a oferta de alimentos funcionais acessiveis e
alinhados com as recomendagdes de satude publica.

Nesse cenario, a utilizagdo da Spirulina como ingrediente corante tem ganhado destaque, pois
concentra compostos bioativos com reconhecido potencial promotor de satide. Ademais, por ser
de origem natural, é percebida pelos consumidores como uma alternativa saudavel, podendo ser
rotulada como “clean label”, o que a torna atrativa tanto para o mercado consumidor quanto para
a industria de alimentos [49].

3.3 Analise de Cor e Medida do pH

A cor é um dos atributos sensoriais mais importantes ¢ que pode interferir diretamente na
preferéncia do consumidor em relagdo a qualquer produto. No presente estudo, os parametros de
cor (L* a* e b*) da biomassa microalgal de Spirulina e dos queijos produzidos foram avaliados
por colorimetria e estdo apresentados nas Tabelas 6 ¢ 7, bem como as medidas do pH, enquanto
as imagens reais dos queijos estdo apresentadas na Figura 1. No que se refere ao pH dos queijos
(Tabela 7), observou-se que a adigdo de 4% de Spirulina promoveu uma reducdo significativa no
valor de pH (6,31), indicando uma leve acidificagdo em comparag@o aos demais tratamentos. Essa
variacdo pode estar associada ao pH intrinseco da biomassa microalgal, que apresenta valor
semelhante (6,32) (Tabela 6), e cuja incorporagao parece influenciar diretamente as caracteristicas
acido-base do produto. O queijo controle apresentou pH de 6,57, enquanto a formulagdo com 2%
de Spirulina obteve pH de 6,51, sem diferenca estatistica significativa entre ambos (p>0,05).
Embora as variagcdes numéricas sejam discretas, os dados indicam que concentragdes mais
elevadas da biomassa exercem maior influéncia na acidificagdo do queijo. Mohamed et al. (2020)
[48] também relataram reducdo do pH em analogos de queijo com adigdo de Spirulina.
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Tabela 6: Caracterizagdo do perfil de cor e do pH da biomassa microalgal de Spirulina.

Parametro Biomassa de Spirulina
L* 34,40 + 0,04
a* -10,13 £ 0,39
b* 1,59 £ 0,02
pH 6,32+ 0,00

Os valores sdo médias = desvio padrao de triplicatas.

A faixa de escala L* representa a luminosidade. Mede a quantidade de luz refletida de uma
determinada cor, com indicativo de 0 (preto) a 100 (branco); o parametro de escala a* se estende
de um valor negativo (tonalidade verde) para um valor positivo (matriz vermelha); e a escala b*
quando negativo (azul) para positivo (amarelo) [53].

Tabela 7: Caracterizagdo do perfil de cor (CIELAB), diferenc¢a total de cor (AE) e pH dos queijos Minas
Frescal elaborados com diferentes concentragdes de Spirulina.

Queijo Minas Frescal

Spirulina
Parametro  Controle ¥ 2% @ 4% @ AE EPM p - valor
L* 95,68+ 0,93 59,70+ 0,62 54,04°+£0,25 - 0,3817 <0,0001
a* -1,982+ 0,19 -10,99*+ 0,34 -13,36°+£ 0,22 - 0,1491 <0,0001
b* 11,962+ 0,72 2,83%+ 0,46 1,72+ 0,37 - 0,3103 <0,0001
AE (1x2) - - - 38,20 - -
AE (1x3) - - - 44,37 - -
AE (2x3) - - - 6,24 ; ;
pH 6,572+ 0,22 6,512+ 0,34 6,31°+ 0,04 - 0,1356 <0,0001

Os valores sao médias + desvio padrdo de triplicatas; Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha sdo
estatisticamente diferentes (p<0,05); EPM (erro padrao da média); p — valor (valor de p correspondente); AE
calculado pelo sistema CIELAB entre as seguintes combinagdes: (1x2) Controle vs. 2%; (1x3) Controle vs. 4%;
(2%3) 2% vs. 4%; (Y Amostra referéncia; ¥ Amostra teste para célculo do AE.

A partir desses dados, da analise da Spirulina, obteve-se um valor de 34,40 (L *), o que indica
uma cor visivelmente escura, mas ndo preta - estd na faixa de cinza-escuro com baixa
luminosidade. O valor de intensidade da cor vermelha foi negativo, em que a Spirulina apresentou
-10,13 (-a*), indicando uma predominéncia de tom escuro e um leve tom esverdeado na biomassa.
Ainda, a Spirulina apresentou um valor de 1,59 (b*), puxando levemente para o amarelo, mas
quase neutro, sendo este valor muito proximo de zero, ndo influenciando fortemente na percepgao
da cor - resultando basicamente num verde escuro acinzentado.

Em relac@o aos queijos produzidos, o valor de luminosidade do queijo controle foi 95,68 (L*),
0 que indica um queijo mais claro. O valor do queijo com adigdo de 2% e 4% de Spirulina foi de
59,70 e 54,04 (L*), respectivamente. A diferenca de luminosidade entre os tratamentos foi
significativa, com o controle apresentando a maior luminosidade em comparago aos queijos com
Spirulina, demonstrando que a adicdo de biomassa microalgal reduz o brilho dos queijos. Os
resultados obtidos estdo de acordo com Falcdo et al. (2023) [54] que demonstraram que a
incorporagdo de microalga resulta em diminui¢@o nos atributos de cor L * para amostras de queijo
Quark comparadas com o queijo controle (p<0,05).

A faixa da escala de a* da cor do queijo controle foi -1,98 (-a*), o que significa que a cor esta
quase neutra, com apenas uma leve inclinagéo para o verde. Os queijos com 2% e 4% de Spirulina
apresentaram valores de -10,99 e -13,36 (-a*), respectivamente, indicando uma intensificacdo
clara da tonalidade verde conforme aumento da adi¢ao de Spirulina (p<0,05). A tendéncia verde
¢ muito mais pronunciada nesses queijos do que no controle.
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Em relagdo a escala b* do queijo controle, o resultado foi de 11,96 (b*) e com a inclusdo de
Spirulina (2% e 4%), os resultados foram de 2,83 e 1,72 (b*), respectivamente. Desta forma,
nota-se que a inclusdo de Spirulina reduziu drasticamente a intensidade amarela do queijo,
tornando a cor mais fria (menos amarela, sem chegar ao azul), formando uma coloragéo geral que
tende ao verde acinzentado com tons frios, demonstrando ser proporcional ao aumento da sua
concentracao (p<0,05).

A diferenca total de cor (AE) evidenciou alteracdes cromaticas expressivas decorrentes da
incorporagdo da biomassa. As comparagdes entre o controle e as formulagoes contendo 2% e 4%
de Spirulina resultaram em valores de AE de 38,20 e 44,37, respectivamente, indicando diferencas
de cor extremamente elevadas e facilmente perceptiveis aos olhos dos consumidores. Ja a
comparagdo entre as formulacdes com 2% e 4% apresentou AE de 6,24. De acordo com os
critérios estabelecidos por McGuire (1992) [33], valores de AE superiores a 5 sdo considerados
claramente perceptiveis ao observador. Assim, além da alteragdo cromatica intensa promovida
pela adi¢do da microalga em relagdo ao queijo controle, o aumento da concentragdo de 2% para
4% também resultou em variagdo visual evidente, demonstrando que a intensidade da coloragio
¢ proporcional ao nivel de biomassa incorporado.

Tais resultados podem ser atribuidos a presenca dos pigmentos naturais da Spirulina, os quais
justificam as alteragdes observadas nos parametros de cor do queijo frescal apds o enriquecimento
com a biomassa microalgal. Sua incorporacdo conferiu tonalidades inovadoras e visualmente
atrativas, com predominancia de tons esverdeados, corroborando os achados de Karimy et al.
(2024) [15], que também relataram mudangas visuais e caracteristicas unicas ao incorporarem
Spirulina em po6 durante o processamento de queijo Halloumi. O produto resultante apresenta ndo
apenas apelo estético, mas também valor nutricional agregado, por conter compostos com
propriedades funcionais e antioxidantes, além da coloracdo natural derivada da Spirulina -
ingrediente amplamente aceito como “clean label”. Trata-se, portanto, de um alimento fresco e
familiar ao consumidor brasileiro, com potencial para atender a demanda por produtos mais
saudaveis e diferenciados, com maior valor agregado.

A Spirulina ¢ uma microalga planctonica verde-azulada cuja coloragdo caracteristica se deve,
principalmente, ao elevado teor de clorofilas - pigmentos essenciais para a fotossintese - além de
conter quantidades expressivas de outros pigmentos bioativos, como as ficocianinas, responsaveis
pela tonalidade azul-esverdeada, e os carotenoides, cuja coloragdo varia do amarelo ao vermelho
[10, 55]. Nos queijos enriquecidos avaliados neste estudo, observou-se predominancia das
clorofilas (~91%) em relacdo aos carotenoides (~9%), o que resultou em coloracdo final
majoritariamente esverdeada, com influéncia secundaria dos tons amarelados oriundos dos
carotenoides.

No setor alimenticio, hd uma crescente valorizagdo dos corantes naturais utilizados pela
industria alimenticia, entre os quais as clorofilas e os carotenoides se destacam como alguns dos
mais empregados [56]. Em nivel internacional, esses corantes sdo aprovados para aplicagdo em
diversos alimentos pelo comité cientifico Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
[57]. Na Unido Europeia, o Regulamento n°® 1333/2008 autoriza o uso de corantes naturais, como
clorofilas e carotenoides, em alimentos como laticinios, alimentos fermentados aromatizados,
queijos curados e processados, cascas de queijos comestiveis e produtos a base de queijo, entre
outros [58].

Diferente de investigacdes realizadas com queijos tipicos de outros paises (como Galotyri,
Karish, Halloumi), este estudo, até onde se sabe, € o pioneiro na aplicagdo de Spirulina ao queijo
Minas Frescal, um dos derivados lacteos mais consumidos no Brasil. A principal inovagdo esta
na aplicagdo estratégica da Spirulina como corante natural e ingrediente funcional em matriz
lactea brasileira, demonstrando potencial real de aplicagdo industrial.

Nesse contexto, destaca-se o uso da Spirulina como aditivo de cor natural, classificada como
“coloring foodstuff”’, com regulamentacdo favoravel tanto na Unido Europeia quanto nos Estados
Unidos, refor¢ando sua viabilidade como ingrediente funcional e tecnoldgico na industria de
alimentos [49].

Embora os pigmentos sintéticos oferecam ampla variedade cromética, seu uso ¢ cada vez mais

\

restrito devido a preocupagdes relacionadas a seguranga alimentar. Como alternativa, os
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pigmentos naturais tém ganhado espaco, valorizados por aliarem fung@o corante a beneficios a
saude, o que amplia significativamente suas possibilidades de aplicacdo industrial [19, 41, 59].

Os resultados deste estudo demonstram a viabilidade tecnologica da adi¢ao de Spirulina em
produtos lacteos frescos, evidenciando sua capacidade de modificar significativamente a
aparéncia dos queijos frescais - atributo sensorial fundamental para a aceitacdo do consumidor,
frequentemente associado a ideia de alimentos mais saudaveis e com maior valor nutricional [49].

A preservagdo dos compostos bioativos pigmentantes mesmo apos o processamento reforga o
potencial da Spirulina ndo apenas como ingrediente funcional, mas também como corante natural
regulamentado, capaz de substituir aditivos sintéticos. Esses achados fornecem respaldo técnico
e cientifico para sua adog¢do em escala industrial, promovendo inovagdes compativeis com
tendéncias de saudabilidade e rotulagem limpa, ¢ favorecendo o desenvolvimento de produtos
isentos de corantes artificiais.

4., CONCLUSAO

A adicdo da biomassa de Spirulina em p6 ao queijo Minas Frescal demonstrou viabilidade
tecnologica e funcional, promovendo melhorias significativas na composi¢do nutricional e nos
atributos visuais do produto. A incorporagdo da microalga elevou os teores de compostos
bioativos, como clorofilas e carotenoides, responsaveis por propriedades antioxidantes e pela
coloracdo natural esverdeada.

Esses resultados refor¢am o potencial da Spirulina como ingrediente multifuncional - atuando
simultaneamente como corante natural, agente nutricional e fonte de compostos bioativos - com
aplicagdo estratégica e inovadora na industria de alimentos, promovendo aumento no valor
nutricional e no potencial nutrac€utico do queijo. O desenvolvimento de laticinios funcionais com
apelo clean label alinha-se a demanda crescente por alimentos mais saudaveis e diferenciados no
mercado global.
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