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Desenvolvimento de novos produtos alimentares saudaveis e de novos produtos com proteinas alternativas

Resumo

O desejo dos consumidores por dietas mais saudaveis e sustentaveis bem como a procura
de novas alternativas a alimentacdo de base animal tem vindo a aumentar. Devido a esta
demanda, surgiu este projeto, com a empresa MC, Ao/dingde retalho alimentar do Grupo SONAE,
em conjunto com a Universidade do Minho. Assim, o principal objetivo do estagio curricular

realizado foi a introducdo de um novo produto alimentar com recurso a proteinas alternativas.

Ao longo do estagio, nos escritérios da MC, foi discutido o tipo de produtos de interesse a
empresa, procedendo-se a uma pesquisa e resumo do que poderia ser utilizado de Nove/ Foods,
definindo-se, por fim, a realizacdo de uma bebida tipo iogurte liquido, BTIL, 100 % plant-based,

saudavel, com recurso a proteinas e fontes de acucar alternativas.

Apds uma revisdo detalhada a literatura, partiu-se para o desenvolvimento e formulacao do
produto desejado com recurso a concentrados proteicos novel/ e nao novel concentrado proteina
de ervilha, concentrado de proteina de tremoco, farinha de fava e Aspergillus oryzae como fonte

de proteina.

Foram desenvolvidas 13 amostras, as quais se realizaram varias analises: medicdo do pH,
da acidez titulavel, da viscosidade, da sinérese e da cor, sendo que, as amostras mais promissoras,

foram analisadas por um painel sensorial nao treinado.

Das amostras avaliadas sensorialmente, a amostra com concentrado de proteina de tremoco
(amostra 10) e de farinha de fava (amostra 11), ambas com adicdo de amido como espessante e
canela, de forma a disfarcar o sabor caracteristico dos concentrados proteicos utilizados, ja se
encontravam com a textura pretendida e um sabor e aroma bastante aceitaveis, demonstrando,

por isso, uma avaliacao positiva por parte do consumidor.

Claro esta que, apesar do sucesso das BTIL, a presente dissertacdo refere-se a testes

preliminares, sendo necessarias mais fases na analise, incluindo na etapa de formulacao.

Em suma, pode-se considerar que todo o projeto de estagio correu conforme o esperado,
sendo que foi possivel trabalhar nas varias vertentes oferecidas pelo curso, quer a nivel tedrico,

quer a nivel laboratorial.

Palavras-chave: analises quimicas, fisicas e sensoriais; bebida tipo iogurte; Nove/ Food's; plant-

based. proteinas alternativas.



Desenvolvimento de novos produtos alimentares saudaveis e de novos produtos com proteinas alternativas

Abstract

Consumers' desire for healthier and sustainable diets and the demand for new alternatives to
animal-based food has been increasing. This surge on demand lead to the creation of this project,
together with MC, part of the SONAE group, and the University of Minho. Thus, the main objective

of the curricular internship was the introduction of a new food product using alternative proteins.

During the internship, at the MC offices, the type of products of interest of the company was
discussed, which lead to researching what could be used from Novel Foods, defining the realization
of a yogurtlike drink, BTIL, 100 % plant-based, healthy, using alternative proteins and alternative

sources of sugar.

After a detailed review of the literature, we started to develop and formulate the desired
product using novel and non-novel protein concentrates: pea protein concentrate, lupine protein

concentrate, fava bean flour and Aspergillus oryzae as a protein source.

Thirteen samples were developed, to which several analyzes were performed: measurement
of pH, titratable acidity, viscosity, syneresis and color, and the most promising samples were

analyzed by a sensory panel.

Of the evaluated samples, the one with lupine protein concentrate (sample 10) and fava bean
flour (sample 11) had the desired texture and a very acceptable flavor and aroma, being the ones
favored by the focus group. Both solutions needed the addition of starch as a thickener and

cinnamon to mask the characteristic flavor of the protein concentrates used.

Of course, despite the success of BTILs, this dissertation refers to preliminary tests, requiring

more phases in the analysis, including in the formulation stage.

In summary it can be considered that the entire time of the internship went as expected, and
it was possible to work on the various aspects offered by the Chemical and Biological Engineering,

both at a theoretical and laboratory level.

Keywords: alternative proteins; chemical, physical, and sensory analyses; Novel Foods; plant-

based; yogurt-like drink.
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Notacao e Glossario
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1. Introducao

1.1. Descricao do Problema

Atualmente, existe uma enorme corrida a procura de novas alternativas alimentares mais

saudaveis e substitutos a alimentacao de base animal.

Surgiu o presente projeto, com o objetivo de responder as necessidades de mercado e as
politicas de sustentabilidade, tendo como base o desenvolvimento de novos produtos alimentares

saudaveis e sustentaveis.

1.2. Objetivos do Projeto

Os objetivos da presente dissertacao focam-se no estudo detalhado da Lista da Unido sobre
Novel Foods e no desenvolvimento nacional de um produto com caracteristicas inovadoras, que

contribua para uma nutricdo mais segura, saudavel, personalizada, conveniente e sustentavel.

Espera-se a criacdo de um alimento que encontre todas estas caracteristicas: saudavel,

sustentavel (desde a sua producdo, ao seu embalamento) e natural.

Pretende-se assim uma bebida tipo iogurte liquido, BTIL, com propriedades alternativas a
fonte animal (proteinas alternativas a caseina do leite) e as fontes sintéticas de acucar, procurando

sempre a melhor alternativa para o consumidor.

1.3. O estagio curricular e as respetivas tarefas

1.3.1. AMC como empresa modelo

O projeto de estagio curricular decorreu na empresa MC, lider, em Portugal, no retalho

alimentar, com um conjunto de marcas reconhecidas.

A MC é parte integrante do grupo SONAE.



1.3.1.1. Historia

Diversificando o negocio, em 1985, a SONAE abriu a primeira loja Continente, em
Matosinhos, sendo este, o primeiro hipermercado em Portugal. Deu-se assim inicio a atividade

que ¢ hoje intitulada por MC (MC, 2022b).

Com o passar dos anos, entre 1989 e 2001, foram introduzidas, a nivel nacional, lojas de
tamanho médio com a insignia de Modelo, supermercados de proximidades conhecidos como

Continente Bom-dia e ocorreu também a criacéo da loja Continente Online (MC, 2022b).

A partir de 2005, houve uma extensdo da oferta de retalho especializado, abrindo
parafarmacias intituladas de “area saude”, conhecidas hoje como Wel/’s e também uma rede de

cafetarias — Bagga (MC, 2022b).

Em 2006 criou-se o cartdo de fidelizacdo conhecido como “Cartdo Continente” e apos um
ano, ocorreu o lancamento das lojas Note!, conhecidas pelos produtos de papelaria e livraria (MC,

2022b).

Mais tarde, entre 2011 e 2014, foram introduzidas as lojas de proximidade franquiadas Meu
Super e abriu também a primeira loja de produtos e servicos para animais de estimacao (ZU) (MC,

2022b).

Ja em 20186, abriu o primeiro supermercado Biologico, a Go Natura/e em 2017 a clinica Dr.

Wells, com especializacdo em medicina dentaria e estética (MC, 2022b).

A nivel internacional, em 2019, a MC adquiriu 60 % de participacdo numa empresa
espanhola, a Arenal e, em 2021, inaugurou a primeira loja sem caixas, a loja Continente Labs

(MC, 2022b).

Hoje, a MC conta com 4 milhdes de familias clientes, mais de 1300 lojas espalhadas pela

Peninsula Ibérica e mais de 35000 colaboradores (MC & Lima, 2022).



O escritorio em Matosinhos, onde se realizou a parte tedrica da presente dissertacao,

encontra-se na Figura 1.

Figura 1. Escritorio da MC, em Matosinhos.

1.3.1.2. Os valores da MC

O principal foco da MC é o consumidor e as suas necessidades. Por este motivo foram
definidos valores corporativos para responderem a esse compromisso. A Confianca e Integridade;
o Investimento nos Colaboradores, no desenvolvimento das suas capacidades e na garantia de um
bom ambiente de trabalho; a Ambicéo, ao estabelecer sempre novas metas; a Inovacao, para
responder a melhoria e crescimento da empresa; a Responsabilidade Corporativa, para responder
as preocupacdes ambientais e politicas para um desenvolvimento sustentavel; a Frugalidade e
Eficiéncia, que apostam na otimizacao dos processos e utilizacao de recursos e a Cooperacao e

Independéncia, que asseguram, assim, as melhores solucdes para as comunidades (MC, 2022c).



Foram definidos eixos estratégicos, assentes nos pilares do seu crescimento e lideranca,
tendo sempre em consideracdo a valorizacdo de todos os stakeholders (MC, 2022a). Estes

encontram-se apresentados na Figura 2.

Potenciar a apreciacao dos clientes:

Melhorar a percecao de valor pelo Cliente;
Robustecer a oferta de produtos frescos;
Transformar a oferta de marca propria;

Alargar a gama de nutricdo saudavel.

Assegurar um perfil de eficiéncia exemplar:

« Aumentar a agilidade e eficiéncia do modelo operativo;

« Otimizar o parque de lojas com foco na produtividade das vendas.

Desenvolver importantes avenidas de crescimento:

« Focar a expansao de lojas no segmento de proximidade e conveniéncia;
« Potenciar oportunidades no digital e no negocio de e-commerce;,

« Desenvolver o negocio da Saude, Bem-estar e Beleza.

Criar valor sustentavel para todos os stakeholders:

« Contribuir para a reducao da pegada ecologica em beneficio do Ambiente;
« Promover escolhas conscientes e uma relacdo proxima com a Comunidade;

o Fomentar o bem-estar, inclusdo e desenvolvimento das Pessoas na MC.

Figura 2. Eixos Estratégicos da MC. Adaptado de: (MC, 2022a).



1.3.2. O Centro de Engenharia Bioldgica como nucleo da investigacao

Localizado no campus de Gualtar da Universidade do Minho, o Centro de Engenharia
Bioldgica (CEB) (Figura 3), € um centro de investigacdo cuja pesquisa central é focada em quatro
areas que alocam as escalas molecular, celular e de processo. Essas areas sdo a Biotecnologia
Industrial e Bioengenharia, a Biotecnologia de Alimentos, a Biotecnologia Ambiental e
Bioengenharia e Bioengenharia e a Biotecnologia em Saulde e Bioengenharia. Avaliado pelas
unidades de 1&D da Fundacao para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT), obteve, em 2014, a
classificacdo de Excelente, mantendo essa classificacdo desde 2002 (Centro de Engenharia

Biologica, 2022).

Figura 3. Centro de Engenharia Bioldgica.

Para além dos distintos artigos e teses de doutoramento publicados, foram também
conseguidas 15 publicacdes de patentes e lancadas mais de 14 empresas spinfoffe start-ups,
gracas ao reconhecido trabalho dos investigadores do CEB, em consolidacdo com projetos de

investigacao e desenvolvimento (Centro de Engenharia Biologica, 2022).

A nivel internacional, o CEB estabeleceu um conjunto de parcerias, que levaram a projetos
de pesquisa com diversas entidades reconhecidas mundialmente, intercambios de estudantes e
cientistas, etc. O CEB acolhe investigadores de 45 diferentes nacionalidades, mostrando assim o

seu reconhecimento internacional (Centro de Engenharia Bioldgica, 2022).



1.4. Tarefas realizadas no estagio

O estagio curricular teve inicio no dia 14 de fevereiro de 2022.

Iniciou-se com a recolha de informacao referente a legislacao europeia sobre Nove/ Foods.
Procedeu-se, em seguida, a realizacdo de uma analise detalhada a todo o Regulamento de
Execucao (EU) 2017/2470 da Comissao de 20 de dezembro de 2017 que estabelece a Lista da
Unido de novos alimentos em conformidade com o Regulamento (EU) 2015/2283 do Parlamento
Europeu e do Conselho relativo a novos alimentos e as suas respetivas atualizacdes. Parte dessa

analise pode ser verificada no Anexo A.

A analise consistiu na procura de informacado sobre cada alimento presente na Lista e na sua
divisao por grupos de interesse ao projeto: produtos mais saudaveis, clean /abel e proteinas

alternativas.

De seguida, com a ajuda das Equipas de Inovacdo de Produto, Granted Projects e
responsaveis comerciais pela categoria de laticinios da MC, foi efetuado um brainstorm, para que
se pudesse estabelecer um produto final de modo que este fosse, posteriormente, produzido em
laboratdrio, tornando assim o projeto de estagio mais rico nas duas principais areas de formacao

do curso.

Apds o apuramento das ideias obtidas, foi definida, em conjunto com os Professores José
Teixeira e Cristina Vicente da Universidade do Minho, a producdo de uma bebida tipo iogurte

liquido, plant-based, com recurso a proteinas alternativas.

Logo apos a definicao final do plano de trabalhos laboratorial, foi formulado e produzido o

protétipo final, cujo processo esta descrito nas seccoes 4 e 5 da presente dissertacao.



1.4.1. Tarefas e Entregaveis

Inicialmente, foram projetadas 8 tarefas, 3 milestones e 3 deliverables.

As oito tarefas referidas foram essenciais para o desenvolvimento de todo o trabalho da

presente dissertacao, desde que se iniciou a sua escrita, em janeiro de 2022.

A primeira tarefa teve como base o inicio da escrita da dissertacdo; a segunda e terceira,
foram o levantamento da legislacdo sobre Nove/ Foods, bem como as categorias a trabalhar,
respetivamente. A Tarefa 4 consistiu no levantamento de MNove/ Foods aprovados que se
enquadram na substituicdo de aditivos, gordura, sal, acucar ou como fonte de enriquecimento
nutricional, seguindo-se pela Tarefa 5, que se tratou de uma analise as dificuldades encontradas
e, de que forma alguns dos NMove/ Food's estudados podem contribuir para as mesmas. A Tarefa 6
tratou-se de uma segunda analise as dificuldades que se mantiveram, e quais as suas alternativas,
procurando mais bibliografia que suportasse essa informacao. A sétima tarefa foram as discussoes
para definicao de qual a categoria/produto a trabalhar em laboratdrio e quais as solucdes a testar,

e por fim, a Tarefa 8, consistiu no trabalho realizado em laboratério.

No que toca aos mifestones, o primeiro refere-se ao inicio da recolha de informacdo sobre
Novel Foods a nivel legislativo, bem como a sua organizacao em subtemas. O segundo milestone
trata-se do comeco da procura de informacao para as Bebidas Tipo logurte Liquido e o milestone

3, o inicio da atividade laboratorial.

Estes milestones resultaram no deliverable 1, que se refere ao mapeamento da Lista da
Uniao, bem como a sua divisdo em categorias, o deliverable 2 que foi a realizacao de um relatério
com toda a informacdo tedrica recolhida, e do estudo-da-arte do possivel produto final,
metodologias ja existentes, ingredientes, etc. E por fim, o deliverable 3, que é a entrega da

presente dissertacao.



1.4.2. Calendarizacao

A calendarizacdo proposta encontra-se na Figura 4. Nela, esta incluida a duracao das oito

tarefas e onde se encontra cada mifestone e deliverable propostos e referidos na seccdo acima.

Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho Agosto Setembro

Tarefa 1 D3
Tarefa 2 M1

Tarefa 3
Tarefa 4 D1
Tarefa 5
Tarefa 6
Tarefa 7 M2 D2
Tarefa 8 M3

Figura 4. Cronograma do projeto de dissertagéo.

A Figura representa um Diagrama de Ganit realizado através da ferramenta Excel para o

projeto de Dissertacao.

Este diagrama é muito utilizado na gestao de atividades/ projetos e consiste num grafico com
barras horizontais de forma a ilustrar a cronologia de todas as atividades e/ou tarefas para os
varios projetos. O comprimento de cada barra representa a duracao de cada tarefa e pode indicar
se existem outras a decorrer ao mesmo tempo. Assim, o diagrama representado na Figura acima

mostra a sequéncia de trabalhos a ser realizada, bem como os seus prazos (Martins, 2020).

1.5. Organizacao da Tese

A presente dissertacdo de mestrado encontra-se dividida em 6 seccdes principais.

Na Introducao é realizado um pequeno enquadramento ao que foi feito ao longo dos 6 meses
de estagio, bem como uma breve apresentacao, descrevendo o problema e objetivos do projeto.
E também feita uma apresentacao as duas entidades onde se realizou o estagio e uma exposicao

da organizacao do documento.

No Estado-da-Arte é relatado, detalhadamente, a informacao teérica recolhida ao longo do

tempo, de forma a enquadrar o tema da dissertacao, bem como o objetivo do projeto.



A Pesquisa e Planeamento para formulacdo do produto alimentar descreve a revisdo da
informacdo encontrada para a producao do produto final, de forma a ser possivel descrever os

materiais e métodos para realizacao do mesmo.

Nos Materiais e Métodos sao descritos os materiais necessarios para a realizacao do produto

final.

Nos Resultados e Discussao sdo apresentados os resultados mais relevantes, com posterior

discussao.

A Conclusao descreve as principais conclusdes de todo o projeto de estagio. No final desta,

sao apresentadas sugestdes de trabalho futuro para a parte laboratorial.

No final, encontram-se também as Referéncias Bibliograficas e Anexos, onde podem ser
encontradas tabelas e graficos, exemplos de calculo, fotografias tiradas ao longo do projeto, a
Ficha de Analise Sensorial utilizada e as folhas Excel, quer para o0 mapeamento de Nove/ Foods,

quer para a analise dos dados obtidos experimentalmente.



2. Estado-da-Arte

2.1. Novel Foods

Novel Foods, ou novos alimentos, sao alimentos ou ingredientes que ndo sao consumidos,
por habito, em determinado pais, sendo, por isso, considerados uma novidade. Estes novos
alimentos incluem, por exemplo, alimentos de paises terceiros, como fruta, fontes de oleo,
proteinas, enzimas e outras substancias; ou simplesmente alimentos ja existentes cujo processo

de producdo se trata de uma nova tecnologia/inovacao (Bragazzi et al., 2017; Hendrich, 2016).

Os chamados “alimentos de paises terceiros” sao alimentos tradicionais de outros paises fora
da Uniao Europeia. Existem também os “novos ingredientes”, que se tratam de novas substancias
utilizadas para reforcar determinados alimentos com nutrientes, como é o caso do fitoesterol -

esterdis vegetais (Anses - Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, 2021).

Para qualquer possivel novo alimento, deve ser elaborada uma avaliacao do risco associado.
Geralmente, nessa avaliacdo, sao utilizados alimentos e/ou ingredientes ditos “tradicionais”, de
forma a serem utilizados como ponto de referéncia. Assim, numa primeira avaliacdo, 0 novo
alimento e o tradicional, sdo comparados e diferenciados. Nessa abordagem é realizada uma
comparacao sistematica com todas as informacoes disponiveis desde a composicdo do alimento
até as caracteristicas nutricionais e toxicolégicas do mesmo. Esta comparacao é necessaria para
se chegar a conclusao se o produto €, ou nao, seguro para consumo. Nesta avaliacédo pode haver

a necessidade de testes bioldgicos e/ou toxicologicos (Bragazzi et al., 2017).

2.1.1 Regulamentacao existente para Nove/ Foods

De forma a garantir a seguranca e a qualidade nutricional do fornecimento de alimentos foi

criada a regulamentacao de novos alimentos.

Segundo o Regulamento (UE) N.° 2015/2283 do Parlamento Europeu e do Conselho de 25
de novembro de 2015, relativo a novos alimentos, que revoga os anteriores sobre este tema, um
novo alimento é aquele cujo consumo na Unido Europeia (UE) era raro, ou inexistente, antes de

15 de maio de 1997 (Unido Europeia, 2015).
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Qualquer alimento, para ser considerado novo, deve resultar de um processo de producao
que anteriormente nao era utilizado para a producao de alimentos na UE, resultando em alteracoes
consideraveis na sua composicdo e/ou estrutura, afetando o seu valor nutritivo, metabélico ou o

teor em substancias indesejaveis (Unido Europeia, 2015).

De acordo com o Regulamento acima referido, sdo vdrias as categorias existentes para que

possa ser considerado um novo alimento (Uniao Europeia, 2015).

O Regulamento (CE) N.° 258/97 (regulamento anterior ao acima referido que tera sido
revogado), sofreu uma evolucéo cientifica desde 1997, por isso, € importante rever e atualizar
certas categorias. Essas categorias devem incluir insetos inteiros e respetivas partes, alimentos
com uma nova estrutura molecular, ou intencionalmente modificada, alimentos que vém de
culturas de células ou de tecidos derivados de animais, plantas, microrganismos, fungos ou algas,
e também alimentos produzidos a partir de matérias-primas de origem mineral (Unido Europeia,

2015).

Devera também existir uma categoria que mencione alimentos provenientes de plantas que
foram obtidas através de propagacdes nao tradicionais. A definicdo de novos alimentos pode

também incluir alimentos que constam em certas micelas ou lipossomas (Unido Europeia, 2015).

Os alimentos constituidos por nanomateriais artificiais também deverdo ser considerados
novos alimentos. Nanomateriais artificiais, de acordo com Regulamento (UE) N.° 1169/2011 do
Parlamento Europeu e do Conselho de 25 de outubro de 2011, relativo a prestacdo de informacao
aos consumidores sobre os géneros alimenticios, sdo qualquer material intencionalmente
produzido com dimensoes na ordem dos 100 nanometros ou menos, ou composto por diversas
partes funcionais, internamente ou a superficie, que conservam as propriedades caracteristicas

da nanoescala (Uniao Europeia, 2011, 2015).

Vitaminas, minerais e outras substancias (utilizadas em suplementos alimentares ou em
formulas para lactentes e de transicdo), alimentos transformados a base de cereais e alimentos
para bebés (destinados a lactentes e criancas pequenas) deverao também ser abrangidos pela

definicdo de novos alimentos de acordo com o Regulamento em vigor (Unido Europeia, 2015).

Os alimentos tradicionais de paises terceiros devem também ser abrangidos por este
Regulamento, caso a sua utilizacao seja segura nesse pais. O alimento em questao deverd ser

consumido nesse pais terceiro ha, pelo menos, 25 anos. Para serem considerados novos
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alimentos de paises terceiros na UE, devem derivar da producdo primatia desse pais,

independentemente de serem alimentos transformados ou ndo (Unido Europeia, 2015).

Para serem autorizados e utilizados, todos os novos alimentos devem preencher os critérios
definidos no Regulamento em vigor. Deverao ser considerados seguros, e a sua utilizacdo nao
deve, em qualquer circunstancia, induzir o consumidor em erro. Se um alimento for substituido
por um novo, este nao deve consistir numa desvantagem nutricional para o consumidor (Unido

Europeia, 2015).

Todo e qualquer novo alimento apenas podera seguir para o mercado se estiver incluido na
Lista da Uniao. Esta lista trata-se de um documento que possui todos os novos alimentos e
alimentos tradicionais de paises terceiros autorizados, até hoje, na UE, incluindo o nome, a forma

de uso, a rotulagem e outras condicdes e indicacdes (DGAV, 2014).

Antes de ser aceite na Lista da Uniao, devem ser definidos critérios claros para a avaliacdo
de riscos de seguranca. Essa avaliacdo devera ser creditada pela Autoridade Europeia para a

Seguranca dos Alimentos (EFSA) (DGAV, 2014).

Apds a introducéo do novo alimento na Lista da Unido, a Comissao Europeia possui o poder
de inserir requisitos de monitorizacao apos a comercializacao, garantindo que a utilizacao se

encontra dentro de limites seguros (Unido Europeia, 2015).

Alguns exemplos de novos alimentos introduzidos na Lista da Unidao sao os Cogumelos
Agaricus bisporus, tratados com radiacdo UV, a Levedura para panificacdo Saccharomyces
cerevisiae, tratada com UV, a Betaina e o Oleo de diacilglicerol de origem vegetal (Unido Europeia,

2017).

As novas tecnologias sao incentivadas na formulacdo/producdo de alimentos, de forma a
haver uma reducao do impacto ambiental, aumentando a seguranca alimentar e beneficiando os

consumidores.

O Regulamento (UE) N.° 2015/2283 nao se aplica a alimentos que sejam utilizados como
alimentos geneticamente modificados, enzimas alimentares, aditivos alimentares, aromatizantes
alimentares e solventes de extracdo, utilizados na producdo de géneros alimenticios ou

ingredientes alimentares (Unido Europeia, 2015).
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2.1.2 Regulamentacao existente para Edulcorantes

Segundo o Regulamento (CE) N. ° 1333/2008, relativo a aditivos alimentares, apenas o0s
aditivos autorizados pela Unido Europeia podem ser vendidos e utilizados em alimentos (Unido

Europeia, 2008).

Os aditivos devem ser empregues a um nivel o mais baixo possivel, permitindo a obtencao
dos resultados pretendidos. Este nivel baixo deve ter em conta uma dose diaria aceitavel (Uniado

Europeia, 2008).

Segundo o regulamento acima referido, na presenca de aditivos, quer sejam destinados a um
consumidor, ou nao, estes devem cumprir os requisitos de rotulagem. Esta deve ser clara e deve
conter a indicacdo do nome e/ou do nuimero E (cddigos de referéncia para aditivos alimentares)

(Unido Europeia, 2008).

Existe uma lista de todos os aditivos utilizados e aprovados pela Unido Europeia, sendo assim,
demostrados como seguros. A sua seguranca é garantida por organismos de peritos internacionais

(DGAV, 2014).

Apenas podem ser incluidos na lista comunitaria, aditivos alimentares na classe dos

edulcorantes se cumprirem, pelo menos um dos seguintes critérios (EFSA, 2021, 2022):

a) Substituicao de acucar na producdo de alimentos com valor energético baixo, de géneros

alimenticios nao-cariogénicos, ou de géneros alimenticios sem adicao de acucares; ou

b) Substituicdo de acucares nos casos em que tal permita prolongar o prazo de conservacao

do género alimenticio; ou

c¢) Producao de géneros alimenticios destinados a uma alimentacéo especial, na acecdo da

alinea a) do n.° 2 do artigo 1.° da Diretiva 89/398/CEE.
E pelo menos 1 dos critérios (EFSA, 2021, 2022):
a) Conservacdo da qualidade nutritiva dos géneros alimenticios;

b) Abastecimento de ingredientes necessarios aos géneros alimenticios fabricados tendo em

conta grupos de consumidores com necessidades nutricionais especiais;
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¢) Aumento da conservacao ou a estabilidade de um género alimenticio ou melhorar as suas
propriedades organoléticas, desde que nao altere a natureza, a esséncia ou a qualidade do género

alimenticio de modo suscetivel de induzir o consumidor em erro;

d) Auxilio no fabrico, a transformacao, a preparacao, o tratamento, a embalagem, o transporte
ou a armazenagem dos géneros alimenticios, incluindo os aditivos alimentares, as enzimas
alimentares e os aromas alimentares, desde que o aditivo alimentar nao seja utilizado para
dissimular os efeitos da utilizacdo de matérias-primas defeituosas ou de métodos ou técnicas
indesejaveis, incluindo métodos ou técnicas nado higiénicas, durante qualquer uma daquelas

operacdes (EFSA, 2021, 2022).

2.2. Proteinas alternativas

Ao longo dos séculos, tem-se verificado um aumento da populacdo global, que tem vindo a
comprometer a sustentabilidade dos sistemas alimentares e agricolas. Com isto, é essencial uma
expansao destes dois setores, tendo-se discutido, exaustivamente, outras fontes alimentares
alternativas. Alguns exemplos dessas fontes, que vao ser posteriormente detalhadas, encontram-

se na Figura 5.

Figura 5. Exemplos de fontes de proteinas alternativas: (a) vegetal, (b) insetos, (c) microbiana, (d) algas e (e)

fermentacéo de precisao.
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A situacao mundial referida, bem como a intencao dos consumidores de incluirem, na sua
alimentacao diaria, mais proteinas vegetais, trouxeram a conversa o tema do uso de fontes

alternativas de proteina (Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional, 2017).

As proteinas, os hidratos de carbono e os lipidos sdo macronutrientes essenciais para um
bom funcionamento metabdlico e crescimento do Homem. As primeiras fornecem aminoacidos
essenciais e devem ser inseridas numa dieta alimentar equilibrada e saudavel (Fundo Europeu de

Desenvolvimento Regional, 2017).

Geralmente, as proteinas alimentares sao obtidas através da ingestdo de produtos de origem
animal. No entanto, existe a necessidade de alimentar, de forma sustentavel, a populacado, tendo

assim emergido as proteinas alternativas (Lahteenmaki-Uutela et al., 2021).

Proteinas alternativas consistem em novas fontes de proteina, além das obtidas através de
animais, ou seja, sao alternativas destinadas a substituir a carne convencional, o leite e outros

produtos alimentares de origem animal (Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional, 2017).

Os tipos de proteinas alternativas sao classificados com base nas suas fontes, sejam elas a
base de plantas, de insetos ou de agricultura celular, sendo que esta ultima engloba carne, leite e
ovos produzidos /n vitro por meio de métodos celulares (Fundo Europeu de Desenvolvimento

Regional, 2017; Sexton et al., 2019).

Alguns exemplos de proteinas alternativas que ja se encontram no mercado sao, por exemplo,
0s insetos comestiveis, uma vez que, estes tém sido apresentados como alimentos ricos em
proteinas e micronutrientes (Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional, 2017) e as algas, que
sao ricas em proteinas e, algumas espécies, num micronutriente muito importante, o iodo. O iodo
¢ um oligoelemento fundamental para o organismo porque estd envolvido no crescimento e
desenvolvimento dos o6rgaos, principalmente do cérebro. Controla também os processos
metabolicos do organismo, sendo que a sua Unica forma de obtencao é através da alimentacao

(Brito, 2021).

Outros exemplos de proteinas emergentes sdo os graos de, por exemplo, trigo e zeina, as
leguminosas, as proteinas de oleaginosas e de cereais, as micoproteinas, microalgas e fungos

(micoproteinas) (Asgar et al., 2010; Fasolin et al., 2019).

S&o varias as proteinas encontradas nos cereais, sendo que neles se encontra a albumina, a

globulina, a gliadina e a glutelina (Asgar et al., 2010).
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Recentemente, De Vries et al. (2018) destacaram a importancia de trés direcdes principais
de inovacao para os futuros sistemas alimentares: 1) melhor eficiéncia — “producdo em massa ao
menor custo possivel”; 2) oportunidade de inovacao impulsionada pelas tendéncias de consumo
e pela necessidade de equilibrar o uso de proteinas de origem animal - desenvolvimento de novas
percecdes/sensacdes e produtos de nicho com alto valor em pequena escala; e 3)
desenvolvimento de alimentos funcionais visando a saude e bem-estar no consumo. O uso de
fontes alternativas de proteina aliada ao uso de tecnologias eco inovadoras e de baixo custo esta

entao alinhado com essa mudanca de paradigma (de Vries et al., 2018).

2.2.1. Tipos de proteinas emergentes

2.2.1.1. Proteinas Vegetais

As proteinas vegetais sao, por exemplo, as hortofruticolas e os cereais.

Quando se fala na substituicao das proteinas convencionais, tais como a proteina da carne e
de ovo, as fontes vegetais parecem ser um substituto congénito, pois estas fontes estao
naturalmente presentes na dieta regular do consumidor e trazem beneficios a saude e ao meio
ambiente, sendo que os custos associados a sua producao sdo também mais reduzidos (Fasolin

etal, 2019).

Uma vantagem do uso de fontes vegetais é a producdo, em menor quantidade, de gases de
efeito de estufa, sendo estes menos intensivos e menos ambientalmente destrutivos (Tarhini et

al., 2017).

A nivel nutricional, e, para além de se tratarem de fontes alternativas as proteinas
convencionais, os alimentos tais como as leguminosas, as nozes, frutas e horticolas, sdo também
fontes de nutrientes, tais como vitaminas, minerais, antioxidantes, fibras e agentes anti-

inflamatdrios que promovem a saude dos consumidores (Kojima et al., 2018).

Apesar das proteinas vegetais possuirem um elevado teor proteico, estas sdo deficientes em
aminoacidos essenciais. Outros fatores que afetam a sua utilizacdo sdo a biodisponibilidade e
digestibilidade das mesmas (Lynch et al., 2018). Assim, para responder a este problema, devem-

se combinar as varias fontes vegetais, para atingir o perfil de aminoacidos pretendido.
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Relativamente a caracteristicas tecnoldgicas, as proteinas vegetais podem apresentar um
importante papel no desenvolvimento e producdo alimentar. A Colza, por exemplo, apresenta
otimas propriedades estabilizantes de espuma e emulsdo devido a presenca de cruciferina e
napina. As proteinas de leguminosas, por exemplo, o tremoco, o grao-de-bico, a lentilha, a ervilha
e as nozes (por exemplo, castanha de caju), possuem um forte potencial de estabilizacao de

emulsdes, espumas e/ou formacdo de gel (Berghout et al., 2015).

A proteina da soja apresenta propriedades gelificantes, mas também compostos fendlicos
que podem reduzir a qualidade nutricional e funcional. No entanto, a elasticidade dos ggéis da
proteina de soja aumenta quando 0s compostos fenolicos sdo removidos. Além disso, subprodutos
a base de vegetais da industria alimenticia tém sido utilizados para o isolamento de proteinas,
como o0 bagaco de maca, o farelo de aveia, as folhas de beterraba e a polpa de laranja (Fasolin et

al., 2019).

2.2.1.2. Proteinas de Insetos

Para além do seu valor nutricional, a proteina de insetos tem um impacto positivo a nivel
ecoldgico, ambiental e economico (Sun-Waterhouse et al., 2016). Apesar das suas vantagens, a
questao de consumir insetos ainda representa uma problematica por parte do consumidor, sendo,

por muitos, rejeitada (Hartmann & Siegrist, 2016).

Os insetos que sdo geralmente consumidos sdo Coleoptera (31 %), Lepidoptera (18 %),
Hymenoptera (14 %), Orthoptera (13 %) e Hemiptera (10 %) (Sun-Waterhouse et al., 2016). Estes
possuem uma elevada eficiéncia de conversao alimentar, ciclos de vida curtos e altas taxas de

reproducao, sendo, por isso, mais vantajosos em relacao a outras fontes (van Huis, 2013).

Apesar das varias vantagens nutricionais, a quantidade de cada nutriente depende da espécie
de inseto utilizada, no entanto, eles sdo, no geral, ricos em proteinas, gorduras, minerais e
vitaminas. Ferro, zinco, potassio, sodio, calcio, fésforo, magnésio, manganés, cobre, riboflavina,
vitamina Bb, biotina e acido folico podem ser encontrados em insetos (van Huis, 2013). Em
algumas espécies, a concentracao de ferro e zinco podera ser igual ou superior a da carne bovina,

de frango e de porco (Mwangi et al., 2018).

Este tipo de proteina contém os aminoacidos essenciais necessarios (Zielinska et al., 2015).

Estudos recentes investigam a solubilidade, espumabilidade, capacidade de gelificacdo e
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propriedades emulsionantes das proteinas de insetos, revelando seu potencial tecnoldgico (Fasolin

etal, 2019).

A nivel de aplicabilidade, os insetos comestiveis sdo comumente utilizados sob a forma de po
seco ou farinha, sendo necessarios mais estudos de forma a se testar a viabilidade e

funcionalidade tecnoldgica da mesma (Lamsal et al., 2019).

2.2.1.3. Proteina microbiana

A proteina microbiana trata-se de uma proteina que deriva de microrganismos unicelulares e

multicelulares, entre os quais se encontram as bactérias e fungos (Fasolin et al., 2019).

Este tipo de proteinas nao exige uma grande quantidade de espaco para o seu cultivo, uma
vez que sao, geralmente, cultivadas em tanques ou reatores. Existe também um sistema de lagoas
abertas para a mesma finalidade (Laurens et al., 2017). O seu cultivo é, também, ecoldgico. O
substrato utilizado sao subprodutos agroindustriais, que produzem a proteina enquanto os

residuos sdo tratados (Fasolin et al., 2019).

Os aminacidos essenciais dependem nao s6 da espécie do microrganismo utilizado e do seu
substrato, como também do estagio de crescimento celular, da fonte de nutrientes e das condicdes
do meio de crescimento (Laurens et al., 2017). Sao considerados de alta qualidade uma vez que,
0s valores de aminoacidos essenciais, se aproximam do valor de referéncia da OMS (Organizacao

Mundial da Saude) (Fasolin et al., 2019; Millward, 2012).

2.2.1.4. Proteina de algas

O interesse pelos recursos marinhos tem vindo a aumentar, nao s6 a nivel econémico, mas
também devido a maior preocupacdo dos consumidores por uma alimentacao mais ecologica,

natural e saudavel (Vieira de Mendonca et al., 2021).

S&o varias as vantagens da utilizacdo de algas como fonte de proteina, as quais possuem
taxas de crescimento e producao mais elevadas, uma eficiéncia fotossintética maior, um consumo
de dgua mais reduzido, uma pequena quantidade de lignina, o que facilita a extracdo da proteina

e a capacidade de armazenar carbono. Uma outra grande vantagem, é a reducdo do impacto
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ambiental, visto que sado capazes de remover 10 a 50 vezes mais CO, do que as plantas terrestres

(Vieira de Mendonca et al., 2021).

Por sua vez, as algas nao sao, ainda, bem aceites pela populacao em geral, devido a sua cor,
considerada indesejada, e ao sabor forte que possuem, visto que contém compostos de enxofre e

compostos volateis derivados de lipidos (Vieira de Mendonca et al., 2021).

Estudos sobre a sua digestibilidade mostraram que as algas tém uma fraca digestibilidade
proteica quando consumidas como Single Cell Protein ou célula inteira, devido a composicao e
estrutura de sua parede celular, geralmente contendo alto teor de fibras e eventualmente polifenois

(Harrysson et al., 2018).

As algas sdo divididas em microalgas e macroalgas. As primeiras sdo conhecidas como sendo
uma elevada fonte de proteina, uma vez que sao ricas em aminoacidos (AA) essenciais, sendo,

por vezes, idénticos a certas fontes de proteina animal (Koyande et al., 2019; Wells et al., 2017).

As macroalgas castanhas contém elevados teores de arsénio, em comparacao com as verdes
e vermelhas (Amlund et al., 2019). A utilizacdo destas é essencialmente para producado de
hidrocoloides, como, por exemplo, o alginato e o agar-agar, que, devido as propriedades
espessantes, estabilizantes e gelificantes, sdo utilizados no processamento de carnes, lacticinios,

geleias, entre outros (Wells et al., 2017).

As microalgas sao ricas em proteinas e compostos bioativos e as macroalgas, ricas em
minerais, vitaminas e fibras. As proteinas das algas conseguem prover de peptideos bioativos
(BAPs), sequencia de 2 AA a 20 AA, que sao produzidos por protéases digestivas, sendo que estes

podem constituir um beneficio para a saude — propriedades funcionais (Pimentel et al., 2019).

2.2.1.5. Proteina de fermentacao de precisao

Ao longo dos anos, a engenharia genética cresceu e contribuiu para uma producédo de
enzimas e proteinas mais eficiente, por meio da fermentacédo. Hoje, grande parte das enzimas
comerciais sdo produzidas através de Organismos Geneticamente Modificados (OGM), leveduras

ou fungos (Waschulin & Specht, 2018).

Uma alternativa @ minimizacao de subprodutos ¢ a criacao de células sintéticas, onde toda a

matéria-prima necessaria apenas produz o que ¢ desejado (Teng et al., 2021). Assim, nasceu a
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fermentacao de precisdo (FP), que une a fermentacdo tradicional com a biologia de precisdo
(engenharia genética), permitindo a utilizacao de hospedeiros, tais como fungos e leveduras, para
a producao de ingredientes funcionais especificos, tais como o perfil nutricional, a qualidade

funcional e/ou estrutural, o sabor, a textura, entre outros (Teodoro, 2022).

A nivel de processamento, este ¢ composto por quatro etapas fundamentais. Iniciando-se pela
selecdo da molécula alvo a produzir, de forma a reproduzir as suas caracteristicas funcionais.
Segue-se para 0 desenvolvimento da estirpe e posterior fermentacdo em tanques fermentativos,
onde, quando a molécula se encontra em quantidades suficientes, é isolada e filtrada. Por fim,

procede-se a incorporacao da mesma no produto final pretendido (Specht, 2021).

Apesar deste tipo de fermentacdo apresentar uma grande vantagem no que toca a quantidade
de subprodutos formados, este ndo é ainda bem aceite, quer a nivel do consumidor, quer a nivel
legal, uma vez que, apesar de nao conter material genético, a engenharia genética esta presente
no processo produtivo, sendo que a regulamentacdo sobre Organismos Geneticamente

Modificados ainda nao se aplica em certas competéncias (Specht, 2021).

A FP é utilizada para produzir enzimas, agentes aromatizantes, vitaminas, gorduras e

pigmentos naturais.

Alguns tipos de produtos que utilizam este tipo de fermentacdo séo, por exemplo, os Nick’s
Vegan, que utilizam a proteina latica animal-free da marca Perfect Day, sendo assim, 100 %
veganos, através de fermentacdo com microflora (Nick's Ice Cream, 2022). Outro exemplo de

produto é o MeliBio, que & um adocante muito idéntico ao mel das abelhas (MeliBio, 2022).

2.3. Acucares alternativos

A procura de acucares alternativos tem vindo a aumentar, sendo que os consumidores
mostram um elevado interesse na sua substituicdo. As suas alternativas procuram reduzir o teor
calérico dos alimentos e bebidas (Zeece, 2020). Na presente dissertacao, é de elevado interesse
a remocao/diminuicao desse teor caldrico no produto final obtido, sendo que, a procura de novas

fontes alternativas € essencial.
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Os aclcares sdao compostos doces, que se obtém através de varias plantas, mas
principalmente da cana-de-acucar e da beterraba. O seu principal componente é a sacarose (EFSA,

2021).

A comercializacdo das alternativas do aclcar tem aumentado exponencialmente devido ao
potencial de reducdo de sacarose e frutose, de forma a diminuir a doenca Diabetes Tipo 2. No
entanto, apesar dessa crescente comercializacao, existem ja dados que mostram que essas
alternativas, apesar da producado de um sabor doce, podem sugerir também o aumento de apetite

(Zeece, 2020).

2.3.1 Alternativas Diretas

Os edulcorantes sao substancias que conferem sabor doce, podendo apresentar-se na forma

de ingredientes ou adocante de mesa, possuindo um baixo valor calérico (Zeece, 2020).

Existem, no geral, dois tipos de adocantes: naturais e sintéticos. Os primeiros, tal como o
nome indica, sdo op¢bes mais saudaveis do que o acucar, uma vez que, se tratam de alternativas
naturais. No entanto, estas alternativas, recorrem a um processamento e refino, que as tornam
menos saudaveis. Alguns exemplos de adocantes naturais reconhecidos como seguros para

consumo sao os sumos de fruta e o melago (Mayo Clinic, 2022).

Os adocantes artificiais sao alternativas sintéticas que podem provir das naturais, no entanto,
possuem a vantagem de serem considerados adocantes intensos, dado que, a maioria das vezes,
sao mais doces que o acucar, sendo que nao sao necessarios em grandes quantidades e podem

adicionar menos calorias a dieta do consumidor (Mayo Clinic, 2022).

Sendo de interesse a utilizacdo de alternativas aos aclcares, também é de interesse que
estas sejam de baixas calorias. Adocantes de baixas calorias (LCS) sdo adocantes com poucas ou
nenhumas calorias, mas que possuem uma maior intensidade no sabor. Na rotulagem dos
alimentos com LCS, muitas vezes encontra-se o termo “sem acucar” ou “dief’ (Ahmed et al.,

2022).

Outras alternativas existentes sdo, por exemplo, os acucares raros. Os aclcares raros sao
monossacarideos e derivados, que se encontram de forma reduzida na natureza. Estes

apresentam diferencas minimas, a nivel estrutural, quando comparado com o0s acucares
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tradicionais. Podem ser encontrados no mel, em algumas frutas e vegetais, e em graos,

apresentando-se como alternativas benéficas a nivel caldrico e metabdlico (Ahmed et al., 2022).

Alguns exemplos de acUcares raros que podem vir a ser interessantes, uma vez que oferecem
beneficios fisiolégicos e reduzem a resisténcia a insulina, sdo a alulose, L-arabinose, D-tagatose,
trealose e a isomaltulose. No entanto, estes acucares necessitam, ainda, de mais estudos e

ensaios clinicos (Ahmed et al., 2022).

Outro exemplo sdo os alcoois de acucar (SA), que sdo substitutos naturais. Apresentam
propriedades de docura e textura e pertencem a familia dos polidis (alcoois polihidricos produzidos

pela hidrogenacdo dos acucares redutores correspondentes) (Godswill Awuchi, 2017).

Os SA sao utilizados como aditivos alimentares, possuem um baixo teor calérico e a sua
docura aproxima-se a da sacarose. Sdo empregues, muitas vezes, em combinacdes com
adocantes intensos, de forma a disfarcar sabores desagradaveis. A nivel de sensibilidade, por parte
do consumidor, estes apresentam uma sensacao de frio na boca quando ingeridos, uma vez que,
a sua dissolucéo se trata de uma reacao endotérmica. Para além da sua parecenca a nivel de
docura com a sacarose, estes possuem também a vantagem de nao serem metabolizados por
bactérias orais, sendo benéficos para a saude oral. Alguns exemplos de alcoois de acucar sao o

sorbitol, o malitol, 0 manitol, o eritritol e o xilitol (Godswill Awuchi, 2017).

2.3.2 O recetor de sabor doce heterodimérico

O paladar é dos sentidos mais importantes para o consumidor, uma vez que, lhes permite
saborear e determinar a qualidade dos alimentos/bebidas. Existem cinco gostos basicos
percetiveis: doce, amargo, azedo, salgado e umami. A conversao do sabor doce, amargo e umami

¢ feita através de recetores acoplados a proteina G (GPCRs) (Cui et al., 2006).

Os GPCRs agem como recetores de mensagens e informam as células sobre a presenca de

luz e nutrientes ou transmitem informacdes enviadas por outras células (Cui et al., 2006).

E no epitélio da lingua que se encontram as células recetoras de paladar. As proteinas que
recebem, inicialmente, a informacédo do sabor, localizam-se nas microvilosidades das células
recetoras. Existem dois tipos de recetor: T1Rs e T2Rs, que correspondem, respetivamente, ao

sabor doce/umami e amargo (Cui et al., 2006).
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Recentemente foi identificado um novo gene, T1R3, que se trata de um recetor doce. O
heterodimero de TIR2 e T1IR3 (T1R2/T1R3) é um recetor de sabor doce responsivo a aclicares

naturais, adocantes artificiais, D-aminoacidos e proteinas de sabor doce (Cui et al., 2006).

2.3.3 Diferencas de Acao dos Acucares

2.3.3.1 Moduladores

Moduladores de acucar sao ingredientes que proporcionam um sabor mais doce aos
edulcorantes de elevada intensidade, aproximando-se do acucar, eliminando certas adstringéncias

(Sweetener R&D Academy, 2021).

Acontece que os edulcorantes de elevada intensidade possuem uma baixa solubilidade em
agua, migrando lentamente do alimento para o recetor, levando a uma percecao lenta da docura.
Sado também mais hidrofébicos, levando a uma maior aderéncia as proteinas hidrofébicas da boca

do consumidor, dando uma percecado mais forte do seu sabor (Sweetener R&D Academy, 2021).

2.3.3.2 Intensificadores

Os intensificadores tém vindo a ser utilizados como aditivos alimentares, sendo que a sua
principal funcado é a de aumentar a percecao de docura, uma vez que, se ligam a recetores de
sabor doce (T1Rs) na lingua e podem também ativar os recetores orais amargos (T2Rs) (Turner et

al., 2020).

2.3.3.3 Blogueadores

Existe uma forte investigacdo, por parte das empresas, para o desenvolvimento de
bloqueadores para remocdo dos defeitos de sabor de determinados alimentos/compostos.
Existem dois termos que se referem a modificacdo do sabor de um determinado produto. Um é o
de “mascarar” o sabor, que fornece um atributo de aroma e/ou sabor, diminuindo a percecédo do
consumidor a sabores indesejaveis. Para mascarar sabores indesejados, sao utilizados, por
exemplo, adocantes, acidos e sais. Quando se utiliza o termo “bloqueio”, os atributos de sabor
sao alterados quimicamente (Mittelheuser, 2018).
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2.4. Fermentado de leite: o iogurte

Um fermentado de leite € um produto latico obtido através da coagulacdo das proteinas do
leite. Esta fermentacdo permite o aumento de tempo de prateleira, bem como alteracdes

consideraveis na textura e sabor do produto em questao (Baglio, 2014).

Dentro dos produtos laticos fermentados, existe uma preferéncia, por parte do consumidor,
pelos iogurtes. Aquando do seu consumo, sdo ingeridas bactérias com propriedades probiéticas
que aumentam a acidez da flora intestinal, inibindo a proliferacdo de microrganismos menos

desejados, promovendo um melhor microbiota intestinal (Baglio, 2014).

No processo de producdo do iogurte, sao adicionadas ao leite, as bactérias laticas
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Strepfococcus salivarius subsp. thermophilus, de
forma a se produzir acido latico a partir da lactose do leite. Esta etapa faz com que ocorra um
aumento da acidez do leite e uma diminuicdo do seu pH, induzindo assim, a coagulacdo das

proteinas do leite, formando um gel ou coagulo (Baglio, 2014).

Para se obter um iogurte com a qualidade desejada, a selecdo das matérias-primas é
necessaria. O processo de producao inicia-se assim pela rececdo do leite, que & submetido a
tratamentos tecnoldgicos e logo apds, ao armazenamento, a frio, de um leite desnatado e nata

(Karam et al., 2013).

Segue-se a padronizacdo, com recurso a adicdo de outros ingredientes. A etapa referida,
permite que o leite adquira a quantidade requerida de gordura e outros solidos nao lipidos, de
forma a aumentar o seu conteudo de proteinas, promovendo a textura pretendida no iogurte final.

E nesta etapa que podem ser adicionados acticares e estabilizantes (Karam et al., 2013).

De seguida, da-se a homogeneizacdo, a pasteurizacdo e arrefecimento. Na primeira, ocorre
a reducao dos glébulos de gordura, bem como a mistura uniforme dos ingredientes, fornecendo
estabilidade do coagulo (Portelinha et al., 2013). Na pasteurizacdo, sado eliminados os
microrganismos presentes, dando-se, também o desnaturamento de enzimas e proteinas do soro
de leite, permitindo uma ligacao entre estas e as caseinas, melhorando a estabilidade do coagulo

(Karam et al., 2013).
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Apds um arrefecimento, da-se a inoculacdo das culturas starter Streptococcus thermophilus
(ST) e de Lactobacillus delbrueckiisubsp. bulgaricus (LDB), iniciando-se assim a fermentacao, que

tem como objetivo a transformacao da lactose em acido latico (Chandan et al., 2006).

A fermentacao pode ocorrer dentro de um tanque de fermentacao, onde sao adicionados os
restantes ingredientes, sendo depois embalado; ou pode ocorrer dentro da embalagem, onde séo
adicionados os aromas e/ou acucares, antes da inoculacdo. A fermentacdo termina quando se

atinge um pH perto de 4,5 (Portelinha et al., 2013).

Por fim, o iogurte ¢ armazenado a 5 °C, para que ndo ocorra crescimento microbiano (Karam

et al., 2013).

Na Figura 6 é possivel observar, de forma sucinta, o processamento acima explicado.

Leite Padronizagéo Homogeneizagao Pasteurizagdo Arrefecimento

) i Embalamento _
Armazenamento Arrefecimento Fermentacao &m copo Inoculagédo

Figura 6. Esquema sucinto do processamento do leite. Adaptado de: (Portelinha et al., 2013).

O iogurte pode ser solido, liquido ou batido. O primeiro é coagulado nas embalagens de venda
a retalho; o iogurte liquido ¢ liquefeito apds a sua coagulacdo e embalado posteriormente e o

iogurte batido é previamente coagulado e depois embalado (Tamime & Robinson, 2000).

2.5. As bactérias laticas

O iogurte é o produto obtido pela fermentacao latica através da acdo das bactérias laticas
Strepfococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. A bactéria S.
thermophilus € uma coccus, Gram-positiva, com cerca de 0,7 um a 0,9 um de diametro e pode
ser vista na Figura 7, a). Esta possui uma temperatura 6tima de crescimento entre os 40 °C e os
45 °C e um pH 6timo entre 6,0 e 6,5. Trata-se de um organismo aerobio e anaerdbio facultativo

(Harnett et al., 2011).

Durante a fermentacao, S. thermophilus cresce simbioticamente com a bactéria Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, de forma a produzirem acido latico e acetaldeido, sendo elas

responsaveis pelo sabor caracteristico do iogurte (Gobbetti & Calasso, 2014).
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Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus trata-se de uma bactérica também Gram-positiva,
homofermentativa aerdbica a anaerobica, que converte hexoses em acido latico pela via Emderr
Meyerhof. As suas células sao em forma de bastonete (0,5-0,8 um x 2,0-9,0 um) como se pode
verificar na Figura 7, b) (Narvhus & Abrahamsen, 2022), e a sua temperatura 6tima de crescimento

encontra-se entre 43 °C e 46 °C (Teixeira, 2014).

A temperatura a que o iogurte deve ser incubado situa-se nos 42 °C, sendo esta a
temperatura benéfica para o crescimento e metabolismo de ambas as bactérias laticas (Narvhus

& Abrahamsen, 2022).

Figura 7. Streptococcus thermophilus; b) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Fonte: (Narvhus &

Abrahamsen, 2022).

Existe, como referido, uma relacao de simbiose entre as duas bactérias laticas supracitadas.
S. thermophilus consegue diminuir o pH para os niveis que L. bulgaricus prefere, e, se diminuir
demasiado, é capaz de produzir urease, libertando NH,, fazendo o pH subir novamente. Por sua
vez, quando o teor de aminoacidos de S. thermophilus é escasso, devido a sua baixa capacidade
proteolitica, este beneficia das protéases que forem produzidas por L. bulgaricus (Narvhus &

Abrahamsen, 2022).

26



2.5.1. Fermentacao Latica

A fermentacdo ¢ um processo a partir do qual se obtém ATP (trifosfato de adenosina) que

armazena energia nas suas ligacdes quimicas — na auséncia de oxigénio através da glicolise (Soult,
2020).

No iogurte convencional, ambas as bactérias t€m como funcdo a producdo de acido latico,

exclusivamente, através da fermentacao da lactose. Na Figura 8, é visivel o processo homolatico
fermentativo.

Glicélise

2 NAD* COOH
|
2 NADH C=0

|
CH,

2 ADP

2 ATP

2 Acido Piravico

g 2 NADH + 2 H*
2 NAD*

COOH

|
CHOH

I
CH3

2 Acido Latico

Figura 8. Fermentacdo homolatica. Adaptado de: (Nobre, 2020).

A glicolise trata-se de um processo onde, a partir da glicose, se formam duas moléculas de
piruvato. Com este processo, sdo também geradas duas moléculas de ATP e duas moléculas de

NADH (dinucledtido de nicotinamida e adenina), como se pode verificar pela Figura acima.

Tratando-se de um processo anaerobio, é regenerado também NAD+ (NADH oxidado), que

permite que a glicolise continue a produzir ATP em condicdes baixas de oxigénio (Abdel-Rahman

etal., 2013).
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O NADH doa os seus eletrdes a mais as moléculas de piruvato formadas ao longo da glicélise,
formando-se NAD+, que fica novamente disponivel para a glicolise. Assim, o acido latico produzido

(Figura 9) é formado pela reducao do piruvato (Equacao 1) (Abdel-Rahman et al., 2013).

O

OH
OH

Figura 9. Acido Latico, C,0,H,. Adaptado de: (Wikipédia, 2017).

C3H;05 (piruvato) + NADH — C3Hy05 (acido latico) + NAD™ Eq. 1

Na fermentacdo homolatica, os aclcares sdo metabolizados, pela via glicolitica de £mbden-

Myerhof, em piruvato, que é depois convertido a lactato (National Center for Biotechnology, 2022).

Normalmente, os aclcares sao transportados por um sistema de acucar fosfotransferase,

fosforilando o acucar ao longo do seu transporte (National Center for Biotechnology, 2022).

Inicia-se pela fosforilagdo da glucose em [3-D-glucose-6-fosfato, enquanto a D-frutose é

fosforilada em B-D-frutofuranose-1-fosfato (National Center for Biotechnology, 2022).

0 segundo mecanismo, menos usual, trata-se do transporte dos aclcares através de uma

permease, caso estes nao sejam fosforilados (National Center for Biotechnology, 2022).

Assim, todos os agucares sao ativados em B-D-frutofuranose-1,6-bifosfato, através de varias
vias e dependendo da natureza do acutcar e da forma como este entra na célula (National Center

for Biotechnology, 2022).

A frutose intracelular, apos entrar através de uma permease, é fosforilada, primeiramente em
frutose-6-fosfato e, posteriormente, em frutose-1,6-bifosfato. Da mesma forma, a glucose
intracelular é fosforilada em glicose-6-fosfato, sendo depois isomerizada em frutose-6-fosfato e,

por fim, em frutose-1,6-bifosfato (National Center for Biotechnology, 2022).
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A frutose-6-fosfato e frutose-1-fosfato, que entram pelo sistema de aclcar fosfotransferase,
sao fosforilados em frutose-1,6-bifosfato e a glicose-6-fosfato é isomerizada em frutose-6-fosfato e,

por fim, fosforilada em frutose-1,6-bifosfato (National Center for Biotechnology, 2022).

O produto final que tém em comum, frutose-1,6-bifosfato, processa-se via £mbden-Meyerhiof,
que permite o uso metabdlico da glicose para gerar ATP, NADH e varios precursores biossintéticos,

tal como o piruvato, sendo o produto final o lactato (National Center for Biotechnology, 2022).

2.6. A dieta p/ant-based

0 termo plant-based (PB), apesar de ja ser utilizado ha varios anos, ainda ndo possui uma
definicao clara. Nao se trata, obrigatoriamente, de uma dieta vegetariana ou vegana. Assim, as
definicdes mais conhecidas passam por uma dieta a base de fruta, vegetais, cereais, nozes e

sementes (Colab4Food, 2022).

No entanto, esta dieta nao exclui os lacticinios, as carnes processadas e a de frango ou os
produtos animais, tais como os ovos e o mel. Ou seja, os alimentos de origem animal podem e
devem ser incluidos na dieta, em proporcdes preconizadas, tendo, por isso, um papel importante

na dieta plant-based (Colab4Food, 2022).

2.6.1. Sobremesa plant-basedtipo iogurte

Ao longo dos anos, tem aumentado o interesse pelas alternativas ao leite de vaca. Este
interesse esta diretamente ligado a necessidades éticas e a saude do consumidor no que concerne
a problemas relacionados com a elevada ingestao de colesterol, a intolerancia ou ma absorcao a
lactose e a alergia as proteinas do leite. Assim, surgiu o termo plant-based que tem sido explorado

de forma gradual (Montemurro et al., 2021).

Com o objetivo de se criar produtos similares ao iogurte convencional, surgiu o conceito de
sobremesa plant-based tipo iogurte, um produto vegetal, semelhante ao iogurte convencional em
termos de textura e propriedades sensoriais, com a capacidade de aumentar o tempo de prateleira
do produto (Montemurro et al.,, 2021). As sobremesas plant-based tipo iogurte existentes

atualmente no mercado sao feitas com recurso a bebidas vegetais.
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2.7. Analises fisico-quimicas

Para a caracterizacao das BTIL e comparacao com o iogurte convencional, é importante
caracterizar varios parametros. De seguida, vao ser apresentados, sucintamente, o fundamento

teorico das analises que foram realizadas ao produto final.

2.7.1. pH e Acidez Titulavel

A producao de acido lactico resulta no aumento da acidez e diminuicdo do pH do meio. A
acidificacao é responsavel pelo processo de coagulacao das proteinas, sendo 0 mecanismo chave

durante a fermentacao latica (De Brabandere & De Baerdemaeker, 1999).

Industrialmente, a medicao do pH é uma ferramenta de controlo do processo e é realizada
de forma descontinua, ja que as sondas de pH sdo sensiveis ao depdsito das proteinas. A sonda
de pH deve ser regularmente limpa e calibrada a cada fermentacdo (De Brabandere & De

Baerdemaeker, 1999).

Para determinar a concentracao de acido ou base € utilizado um método analitico intitulado
de titulacao acido-base, onde ocorre a neutralizacdo, com recurso a uma solucao padrao de acido
ou base, com concentracdo conhecida, que tem o nome de titulante. O titulante é adicionado a
solucao da substancia que esta a ser estudada, o analito. Neste tipo de titulacéo, o titulante pode

ser uma base ou acido fortes e o analito € um acido ou uma base, respetivamente (Key, 2021).

Quando o titulante e o analito estdo presentes em quantidades estequiométricas, da-se o
ponto de equivaléncia, ou seja, o ponto utilizado como referéncia que identifica o final da titulacao.
Normalmente, é utilizado um indicador para o identificar ou um pH alvo (Popping & Diaz-Amigo,

2014).

No que se refere ao indicador, o mais utilizado ¢ a fenolftaleina que permite a determinacao
da quantidade de titulante necessaria para neutralizar o acido. Esta permanece incolor quando
misturada inicialmente com a solucdo acida, mas adquire uma coloracao rosa aquando da
presenca de um meio alcalino - ponto de viragem do indicador utilizado. Normalmente é utilizado

hidréxido de sédio (NaOH) para neutralizar o acido (Popping & Diaz-Amigo, 2014).
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A acidez titulavel (TA) é expressa em graus Dornic ou em percentagem de acido lactico
(Popping & Diaz-Amigo, 2014). O calculo da percentagem de acido latico encontra-se representado
na Equacdo 2 e também no Anexo C - Equacao C.9 (Metrohm, n.d.). Sabe-se também que,

segundo Robinson (1994), 0,01 % de acido latico corresponde a 1 grau Dornic.

Volume (NaOH) gasto X MM (acido latico) X 0,1 y
Peso da amostra

% acido latico =

2.7.2. Viscosidade

A viscosidade é uma medida da resisténcia de um fluido ao fluxo que descreve o atrito

existente entre moléculas de um fluido em movimento (Princeton, 2022).

Quando um fluido possui uma elevada viscosidade, ou seja, um fluido que resiste ao
movimento, a sua composicao molecular confere um elevado atrito interno; por sua vez, um fluido

com baixa viscosidade possui uma composicdo molecular com uma alta fluidez (Princeton, 2022).

Nas sobremesas vegetais, a textura/viscosidade é um fator de elevada importancia, dado que
nao é utilizado leite cujo contém caseina que, ao longo da fermentacao, forma um coagulo. Um
método plant-based utilizado para superar a baixa viscosidade das sobremesas vegetais é a

utilizacao de espessantes.

2.7.3. Sinérese

Sinérese foi 0 nome dado pelo investigador Graham, em 1864. Este fendomeno foi descrito ja
nessa altura como sendo a quebra dos géis, apds ocorréncia de uma perturbacao ou com o passar

do tempo (Kunitz, 1928).

E o termo utilizado quando se descreve a separacéo do liquido da componente solida. Esta
trata-se de um limite superior da capacidade de retencao de liquidos nos alimentos, sendo também

utilizada na determinacao da atividade maxima de agua (Mizrahi, 2010).
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A nivel estrutural, a sinérese pode ocorrer devido ao encolhimento do gel, levando a
instabilidade estrutural ou a soro que pode ter sido expelido a partir da matriz. Pode também ser

indicador de que as proteinas sdo incapazes de reter moléculas hidrofilicas (Magenis et al., 2006).

No iogurte, € um dos fatores de maior interesse para determinar a qualidade do mesmo, uma
vez que, esta € uma caracteristica indesejavel na aparéncia do mesmo, ficando uma matriz de gel
visivel na superficie do iogurte. Em sobremesas plant-based tipo iogurte, o termo utilizado para

esta matriz nao é soro de leite, mas apenas soro (Magenis et al., 2006).

A utilizacdo de espessantes, com adicao de agua, imobilizando-a, ¢ também um método
utilizado para se ultrapassar a sinérese. Esta pode também ser evitada com a utilizacao de outros

estabilizantes (Magenis et al., 2006).

2.7.4. O Sistema CIELab

Existem varias formas de representar as cores, sendo que, para isso, existe o estudo da
colorimetria, ou seja, a medicdo da cor. A colorimetria permite a caracterizacao das cores através

de um sistema numeérico objetivo (Gilchrist & Nobbs, 2017).

A forma como o Homem percebe a cor é conduzida por trés fatores: a proveniéncia da luz,
as propriedades dticas do objeto em questado e a resposta do olho humano (Gilchrist & Nobbs,

2017).

Assim, foi possivel a criacao de representacées numeéricas de cor, tais como o RGB (Red,
Green e Blue), os valores tristimulares CIE (X, Y, Z), o espaco de cor L*C*h e o que vai ser utilizado
neste estudo, o0 método espaco de cores CIELAB, ou L*a*b*, entre outros métodos (Gilchrist &

Nobbs, 2017).

O cone do olho sao células que tém a capacidade de reconhecer as cores, sendo que estas
sao sensiveis a cor vermelha, verde e azul. Também, através de impulsos nervosos, enviados ao

cortex visual, sdo recebidos sinais a nivel da luminosidade (Gilchrist & Nobbs, 2017).
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Foi assim que, em 1976, o sistema CIELAB, representado pela Figura 10, se tornou popular

(Gilchrist & Nobbs, 2017).

L=100
(Branco)

Amarelo

+b/'/_

Vermelho
+a

Saturacao N

L=0
(Preto)

Figura 10. O diagrama de espaco de cores CIELAB. Adaptado de: (Ly et al., 2020).

O valor L* indica luminosidade e varia entre 100 (branco perfeito) e O (preto perfeito),

definindo uma dimensao para a luminosidade. O valor de a* e b* sdo as coordenadas de

cromaticidade, onde a* se refere as cores opostas vermelho-verde, com valores positivos para os

tons vermelhos e negativos para os verdes e b*, ao amarelo (valores positivos) — azul (valores

negativos). Na origem do plano é neutro ou acromatico e a distancia do eixo central representa a

saturacado da cor (Gilchrist & Nobbs, 2017).

O instrumento utilizado para a medicdo da cor é o colorimetro, que mede a luz refletida,

quantificando os dados espectrais de forma a determinar as coordenadas de cor do produto no

espaco de cor L*a*b*, apresentando a informacao em formato numérico (Gilchrist & Nobbs, 2017).
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2.8. Analise Sensorial

A analise sensorial de novos alimentos é de extrema importancia no possivel lancamento do
produto para o mercado. Trata-se de um estudo a varias variaveis, englobando a descricao do
produto, a medicdo e a interpretacao das caracteristicas do mesmo, que podem ser avaliadas
pelos 6rgaos sensoriais humanos. Assim, o ser humano serve como instrumento de medicao,

equiparado a outros aparelhos de laboratorio (Agroscope, 2022).

Existem 2 modelos de analise sensorial. A analise sensorial analitica, que visa a geracdo de
dados, o mais imparciais possivel, que sao depois utilizados como termo de comparacéao, com o0s
dados obtidos quimica ou fisicamente, realizada por profissionais treinados; e a analise sensorial
de componente afetiva, que se trata de uma analise mais pessoal e preferencial do consumidor
em relacdo a um determinado produto. Exemplos de analises destes dois modelos podem ser

observados na Figura 11 (Agroscope, 2022).

Preferéncia

Afetivos Hedénico

Aceitabilidade

Perfil de sabor

Perfil de textura

Qualitativo ‘ Descritivo }

Testes Sensoriais

QDA

Ranking

Quantitativo Categoria

Analiticos ) ‘ Escala }

Racio

Triangulo

Sensibilidade Duo-Trio

‘ Discriminativo }

Comparacao
emparelhada

Figura 11. Exemplos de analises sensoriais associadas aos modelos afetivos e analiticos. Adaptado de: (Rodrigues,

2021).
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A analise sensorial, trata-se da identificacdo, medicdo, analise, interpretacdo e/ou
aceitabilidade das propriedades de um novo produto, sendo estas percetiveis através dos cinco

sentidos: olfato, paladar, tato, visdo e audicdo (Rodrigues, 2021).

Esta responde as questdes de qualidade sob quatro categorias: discriminacao, descricao,
preferéncia e/ou aceitabilidade. A discriminacao é de elevada importancia no que se refere ao
controle e qualidade do produto, aos estudos sobre o tempo de vida do produto e a investigacao
de provaveis impurezas. A descricdo é importante no sentido do desenvolvimento do produto, de
forma a responder as necessidades do consumidor, sendo uma categoria em constante mudanca.
O teste de preferéncia é o teste que avalia o grau de preferéncia do consumidor, utilizando um
produto como comparacao. Por exemplo, € dado ao consumidor dois produtos idénticos, e ele
deve escolher, entre os dois, qual o seu preferido. Por sua vez, o teste de aceitabilidade investiga
0 grau de aceitacdo de um produto, por exemplo, através da escala hedonica (Rodrigues, 2021),

utilizada na Ficha de Avaliacdo Sensorial utilizada na presente dissertacéo.

A Analise Descritiva especifica, detalhadamente, os atributos sensoriais do produto. Para esta
analise, sdo requeridos avaliadores de Analise Descritiva de Perfil, que sdo pessoas selecionadas
e treinadas, onde sado estudadas as suas alergias, saude, interesses e motivacdes, bem como a

sua capacidade de detalhar, descrever e avaliar a acuidade sensorial (Rodrigues, 2021).

A Tragon Corporation desenvolveu a Analise Descritiva Quantitativa, QDA, uma marca
registada, que utiliza vocabulario acordado pelos membros do painel e padrdes de referéncia de
avaliacdo (Rodrigues, 2021). Nesta analise participam, por norma, 6 a 12 avaliadores, treinados
para avaliar o produto. Eles quantificam as caracteristicas sensoriais selecionadas e analisam os

resultados através de uma estatistica paramétrica (Agroscope, 2022).

Os métodos de Escala sdo métodos onde € utilizada uma escala, como o proprio nome indica.
Estes métodos dividem-se na Escala Ordinal, onde se especifica um atributo, como por exemplo,
a ordem decrescente de docura; a Escala Nominal, que se trata de uma escala descritiva, onde é
pedido a pessoa que avalia, que faca a selecdo de uma lista de descricdes. Por exemplo, “a cor

das bananas é: 1-verde, 2-amarela, 3-castanha, etc (Rodrigues, 2021).
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Ainda nos métodos de Escala pode ser referenciada também a Categoria, onde é encontrada
uma escala estruturada, que nao contenha uma unidade basica. Um exemplo desta escala pode

ser visto na Figura 12.

Figura 12. Escala Categoria. Adaptado de: (Rodrigues, 2021).

A escala acima referida ¢ utilizada, por exemplo, para definir se um determinado produto é
muito ou pouco doce, onde 1: nao é doce, 2: & ligeiramente doce, 3: € moderadamente doce, 4:
& muito doce, 5: é extremamente doce, e cabe ao provador definir o nimero que mais se adequa

a sua percecao.

Um exemplo de teste discriminativo, apresentado na Figura 11, é o teste do Triangulo, onde
em, por exemplo, trés amostras, deve-se escolher a que é mais diferente das outras duas; no Duo-
Trio, pode haver trés amostras, sendo uma utilizada como referéncia; e a comparacao
emparelhada consiste na apresentacdo de duas amostras e faz-se, por exemplo, a pergunta “qual

das duas amostras € mais acida?” (Rodrigues, 2021).
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3. Pesquisa e Planeamento para formulacao do produto

alimentar

A seguinte seccao refere-se a pesquisa bibliografica realizada de forma a planear e preparar

o trabalho pratico efetuado.

A seguir encontra-se toda a informacado necessaria para o processamento genérico das BTIL,

a formulacao do liquido base das mesmas e a motivacado pela escolha das proteinas selecionadas.

3.1 Processamento genérico de uma sobremesa p/ant-basedtipo iogurte

Nas sobremesas plant-based tipo iogurte, a procura da textura ideal representa o maior
desafio tecnoldgico, quer a nivel da viscosidade, quer da percecdo organolética. Esta tarefa é
dificultada também pelo consumidor moderno, que procura produtos com menos aditivos,

preferindo alternativas o mais naturais possiveis - Clean Label.

O termo Clean Labe/ surgiu devido a procura, por parte do consumidor, de uma nutricao
consciente, transparente e saudavel. Assim, este termo responde as necessidades do consumidor
moderno por alimentos “o mais naturais possiveis”, nao processados e sem a adicdo de aditivos

artificiais (Kerschbaumer, 2022).

Com isto, sdo varias as opcdes tecnologicas que tém sido estudadas, de forma que as
caracteristicas das sobremesas PB se assemelhem as do iogurte convencional. Assim, a adicao

de isolados de proteinas alternativas na formulacéo tém sido investigadas.

Na realizacdo da presente dissertacdo, contactaram-se diversos fornecedores, empresas
nacionais e multinacionais com o intuito de se obterem bactérias laticas em po. No entanto, nao
foi possivel a venda ou fornecimento da quantidade pretendida. Assim, foi necessaria a utilizacado
de iogurtes e sobremesas vegetais, os quais contém ST e LDB, como ingredientes base para

obtencao das culturas starter para as BTIL.
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O processo de producao genérico de uma sobremesa PB tipo iogurte, pode ser observado na

Figura 13, assim como algumas combinacdes que podem ser testadas.

O processo apresentado pela Figura é idéntico ao do iogurte convencional, mencionado na

seccao anterior.
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Figura 13. Processo de producéo genérico de uma sobremesa tipo iogurte plant-based. Adaptado de: (Montemurro

etal., 2021).
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3.2. Como substituir o leite de vaca nas BTIL

Sabe-se que o leite de vaca ¢ um alimento natural, sem quimicos ou aditivos adicionados
(Real et al., 2016). No entanto, para a producdo da BTIL, foi necessario substituir o leite utilizado

nos iogurtes convencionais.

Existem, atualmente, varios tipos de leite: de sabores, enriquecidos e reduzidos. Os primeiros,
como o préprio nome indica, possuem sabores diferentes, por exemplo, de morango ou chocolate.
Os leites enriquecidos sdo os leites aos quais se adicionam, por exemplo, fibras, minerais e
vitaminas. Os ultimos, os leites reduzidos, sao feitos especialmente para os individuos com certas

restricdes alimentares, como, por exemplo, intolerancia a lactose (Real et al., 2016).

A nivel nutricional, o leite € composto por hidratos de carbono, proteina, gordura, calcio,

potassio, fésforo, vitaminas A, B2 e B12 (Real et al., 2016).

Como todos os compostos tém uma funcionalidade muito especifica, que sdo determinantes
nas caracteristicas do iogurte tradicional, tentou-se proceder a sua substituicao por alternativas
nao-animal. Como hidrato de carbono, de forma a substituir a lactose (dissacarideo constituido
pelos monossacarideos glucose e galactose) presente no leite, utilizou-se a glucose; para substituir
a caseina e as proteinas do soro, proteinas presentes no leite, utilizaram-se os varios concentrados
de proteinas vegetais: concentrado de proteina de ervilha, concentrado de proteina de tremoco,

farinha de fava e proteina do fungo Aspergillus oryzae.

O teor de lipidos varia consoante seja leite gordo, meio gordo ou magro, sendo que o leite

possui naturalmente triacilglicerdis de cadeia curta e média (Real et al., 2016).

Segundo Hickisch et al., (2016), Montemurro et al., (2021), Canon et al., (2022) e Boukid et
al., (2021), o éleo de coco é uma boa alternativa para adicionar a emulsado. No entanto, este tem
de ser previamente aquecido e homogeneizado, aplicando uma tensdo de corte, de forma a
quebrar as moléculas do 6leo, sendo possivel a sua homogeneizacdo com agua (Gunetileke &

Laurentius, 1974).

Um outro o6leo de interesse a explorar, aprovado enquanto Nove/ Food, é o 6leo de colza que,
para além de antioxidante, apresenta ser um 6leo com uma composicao rica em vitamina E e

omega-3, fornecendo beneficios a saude do consumidor (Sachdev, 2021).
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Na fermentacdo latica dos iogurtes convencionais, a caseina, proteina presente no leite, é
suficiente para que um coagulo seja formado, no entanto, nas sobremesas plant-basedtipo iogurte,
onde nao sao utilizados, por exemplo, leite de soja ou bebida de améndoa, esse coagulo

dificilmente se forma (Chandan et al., 2006).

As alternativas ao iogurte sdo emulsdes de oleo-em-agua, sendo, para tal, necessaria a adicao
de espessantes e de ingredientes que fornecessem sabor a essa emulsdo (Boukid et al., 2021).
Como espessantes a utilizar no desenvolvimento da BTIL foram identificadas a goma xantana, o
agar, o amido de milho e a fécula de batata e para disfarcar o sabor caracteristico da proteina

utilizada, a baunilha e a canela.

Nas amostras realizadas, os trés ingredientes referidos (glucose, proteina e 6leo), foram
suficientes para a realizacdo de um liquido base vegetal para posterior fermentacdo com culturas
laticas. Um passo seguinte seria o enriquecimento deste com vitaminas, minerais, fontes de calcio,

entre outros.

3.3. Escolha das Proteinas

Foi com recurso ao estudo detalhado da Ficha Técnica de cada concentrado de proteina
fornecidos pela Universidade do Minho, bem como a analise da literatura, que sugeriram as
proteinas de interesse, utilizadas na formulacdo das BTIL. Na Tabela 1, encontram-se
apresentados os concentrados proteicos escolhidos para a realizacao das BTIL, bem como cada

empresa que os cedeu ao CEB.

Tabela 1. Concentrados proteicos utilizados nas formulagdes

Concentrado proteico Empresa
Pea protein 80 Aminola
Faba bean meal Aminola
Lupine protein Prolupin

Proteina de Aspergillus
Svampsson
oryzae
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De forma a agilizar o processo de desenvolvimento, estabeleceu-se uma formulacdo padrao
que ja tivesse fundamento tedrico e/ou experimental na bibliografia. Assim, e com recurso a sua

ficha técnica, foi decidido utilizar o concentrado de proteina de ervilha.

Os ingredientes proteicos utilizados nas outras trés formulacdes foram o concentrado proteico
de proteina de tremoco, o qual possui um elevado fundamento teérico sobre a utilizacdo em
sobremesas plant-basedtipo iogurte; a farinha de fava, que representa uma das leguminosas com
maior abundancia no norte de Portugal e é também considerada uma fonte promitente de
proteinas na dieta do Homem (Sharan et al., 2021) e o concentrado proteico do fungo Aspergillus
oryzae, que representa uma proteina novel Foi também testada a proteina de soja, apenas para

se tentar reproduzir as sobremesas vegetais da marca A/pro.

O isolado de proteina de ervilha é um concentrado de proteina com um perfil rico em
aminoacidos, sendo um excelente substituto & proteina de soja. E feito através das ervilhas verdes
ou amarelas, sendo que estas passam pelos processos de limpeza e descascamento. De seguida,
0 componente de amido é removido através de processos de filtracao, resultando numa proteina

a 81,8 %, em base seca (Aminola, 2022a).

A farinha de fava é composta essencialmente por amido e apresenta apenas 20 % de proteina.
Esta possui uma excelente capacidade de ligacdo devido ao seu teor em amilose. Apods descascado
e limpo, o feijao da fava passa pelo processo de moagem a seco, e, posteriormente, sdo separadas
a parte rica em proteinas da parte rica em amido, resultando numa farinha amarelada (Aminola,

2022b).

A proteina de tremoco isolada, da marca Pro/upin, contém cerca de 90 % de proteina na base
seca, possuindo uma forte capacidade de emulsdo e estabilidade. Em termos de sabor, esta
proteina nao é considerada como tendo um sabor e aroma fortes, sendo vantajosa a sua utilizacao

(European Circular Bioeconomy Fund, 2022).

O fungo Aspergillus oryzae, utilizado como fonte de proteina, da companhia Svampsson, ja
foi testado e aprovado para alimentacdo. Trata-se de uma Single-cell protein e representa uma
proteina rovel. Sendo uma nova fonte de proteina, é ainda escassa a informacdo sobre a mesma,
mas representa uma estratégia promissora de obtencado de fontes proteicas alternativas. Em

termos de base seca, este fungo representa 37 % de teor em proteina (Rousta et al., 2021).
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4. Materiais e Métodos para producao de uma BTIL p/ant-based

4.1. Materiais utilizados

Para a realizacdo da parte experimental da presente dissertacao, foi necessario o material
comum para a execucdo de um iogurte convencional: uma iogurteira, 14 frascos de vidro com
tampa, leite de vaca meio-gordo UHT, leite em po, e, como cultura starter, iogurtes naturais sem
acucar. Tratando-se de uma experiéncia a base de plantas, foi necessario também bebida de soja

e sobremesa de soja com as culturas laticas desejadas.

Na realizacao das varias amostras, quer de iogurte convencional, quer da BTIL, foi necessario
um conjunto de fontes de proteinas alternativas a animal: concentrado proteico de ervilha, tremoco

e soja, farinha de fava e o fungo Aspergillus oryzae.

Para todas as amostras, sendo que se tratavam de quantidades de ingredientes diferentes
em cada uma, foi necessaria uma balanca, espatulas, varetas de vidro, e, para a dissolucdo das

proteinas, uma manta de aquecimento com agitador e um agitador magnético.

Para a determinacéo da acidez titulavel foi necessaria uma bureta (Anexo D - Figura D.15),
uma solucao de NaOH, e o indicador de fenolftaleina (Anexo D - Figura D.16). Por sua vez, para
a determinacéo da quantidade de soro (sinérese), foram necessarios uma centrifuga e tubos 7fa/con

de 13 mL (Anexo D - Figura D.17), bem como uma pipeta.

Também foram precisos, para a filtracdo a vacuo, filtros de microfibras (Anexo D - Figura

D.18), um Funil de Buchner, um Kitassafo, uma mangueira e uma bomba de vacuo (Figura 14).

Figura 14. Sistema utilizado na filtracdo a vacuo.
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O equipamento utilizado, bem como as respetivas marcas, encontram-se apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2. Tipo e marca de material necessarios para as tarefas experimentais

Métodos

Fermentacao
Pesagem

Medicao do pH
Medicao COLAB/cor
Medicado da viscosidade
Sinérese

Peso Seco

Filtracao a vacuo

4.2. Metodologia

Material
logurteira
Balanca 1
Balanca 2
Medidor de pH
Colorimetro
Viscosimetro
Centrifuga
Forno
Bomba de vacuo

Filtros de microfibras

Marca
Severin
VWR
KERN
HANNA instruments
Konica Minolta Inc.
FungiLab
Hettich Zentrifugen
WTC binder

Whatman™

Todas as analises descritas na seguinte seccao foram realizadas no Centro de Engenharia

Bioldgica da Universidade do Minho, no Laboratoério de Industria e Processos (LIP) — Figura 15.

Figura 15. Laboratdrio utilizado na parte laboratorial - LIP.
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4.2.1. Analise a solubilidade da proteina através do peso seco

Apds as primeiras fermentacdes, das emulsdes éleo-em-agua (amostras 4 e 5, referidas nas
seccoes 4.2.3.1. e 4.2.3.2.), percebeu-se que, nem todas as proteinas dissolviam, dificultando a
fase da coagulacado da proteina. Assim, analisou-se a solubilidade do concentrado proteico de

ervilha e fungico.

Para isso, procedeu-se a uma homogeneizacdo, a 10 % (p/v), da proteina de ervilha.
Preparou-se a solucdo e manteve-se, numa amostra, o pH a 7 e noutra, o pH sem alteracao.
Prepararam-se 2 ensaios em duplicado: um a temperatura ambiente e outro a 50 °C, com
homogeneizacao, através de agitadores magnéticos, durante 4 horas, como se verifica na Figura
16. Logo apos, transferiu-se 3 mL (parte liquida), para um cadinho, o qual se pesou vazio e,

posteriormente, com a solucao referida.

TKA" C-NAG WS

Figura 16. Ensaios realizados em agitacéo, a temperatura ambiente (a)) e a 50 °C (b)).

Essa solucdo foi mantida a 105 °C, num forno, sendo que, de hora a hora, foi pesada, até o
peso se manter constante, constituindo assim, o peso seco, que corresponde a quantidade do

concentrado de proteina que solubilizou.

Para a proteina fungica, procedeu-se de igual forma, alterando apenas a quantidade de
proteina utilizada. Neste caso, procedeu-se a uma homogeneizacao, a 4 % (p/v). Seguiu-se depois

o procedimento descrito acima.
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4.2.2. Formulacao de iogurtes convencionais e sobremesas vegetais

Inicialmente, realizaram-se 3 amostras, duas de iogurte convencional e uma de sobremesa
vegetal. Nas amostras 1 e 2, foi estudado o comportamento dos iogurtes com a adicdo de glucose
e lactose. Na amostra 3, que se tratava de uma sobremesa vegetal com recurso a bebida e
sobremesa vegetal da marca Alpro, foram também testados diferentes tipos de espessante: amido

de milho, gelatina em po e fécula de batata.

Todos os ensaios foram realizados em duplicado.

4.2.2.1. Preparacao da amostra 1

Para a preparacao da amostra 1, pesou-se, para cada frasco, 1,7 g de leite em po.

A cada frasco, foram adicionados 83,0 mL de leite de vaca UHT, €, no ensaio 1B, foi também

adicionado 3,5 g de glucose.

4.2.2.2. Preparacao da amostra 2

Para a preparacao da amostra 2, adicionou-se, em cada frasco, 150,0 mL de leite de vaca
meio-gordo UHT. No ensaio B foram adicionadas 0,75 g de glucose e no ensaio C, foram

adicionadas 0,75 g de lactose.

4.2.2.3. Preparacao da amostra 3

Para a preparacao de uma sobremesa vegetal, recorreu-se a uma bebida e a uma sobremesa
de soja (como culturas starter) da marca Alpro (Anexo D, Figura D.14). Misturou-se 600,0 mL de

bebida de soja com 100,0 g de iogurte de soja. Dividiu-se a mistura em 4 frascos de vidro.

No ensaio B adicionou-se 3,0 g de amido de milho, no ensaio C, 3,0 g de gelatina em p6
incolor, e no ensaio D, 5,0 g de fécula de batata. Ao ensaio A nao se adicionou qualquer tipo de

espessante.
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Todas as amostras referidas (amostras 1 a 3) foram, de seguida, homogeneizadas com

recurso a uma vareta de vidro.

Na Tabela 3 é possivel ver o resumo dos ingredientes utilizados, bem como a quantidade dos

mesmos referentes as amostras 1, 2 e 3.

Tabela 3. Ingredientes utilizados nas amostras 1, 2 e 3

Ensaios

1A
1B
1C
1D
2A
2B
2C
3A
3B
3C
3D

Leite (mL)

82,8
82,8
82,8
82,8
150,0
150,0
150,0

Bebida
vegetal (mL)

150,0
150,0
150,0
150,0

Leite em pd
(8
1,7
1,7
1,7
1,7

Glucose (g) | Lactose (g) Amido de | Gelatinaem | Fécula de
; & Miho (g po (g) batata (g)

3,5

0,75

0,75
3,0
3,0
5,0

4.2.3. Formulacao e pré-tratamento do liquido base das BTIL

4.2.3.1. Preparacao da amostra 4

Para a preparacdo da amostra 4, pesou-se, para cada frasco, 4,0 g de proteina de ervilha.

Nos ensaios B e C, adicionou-se 2,0 g de glucose e 2,0 g lactose, respetivamente.

Ao ensaio A ndo se adicionou qualquer tipo de acucar.

4.2.3.2. Preparacao da amostra b

Foram preparados 3 ensaios para a amostra 5, ao qual, para cada um, se adicionou 6,5 g

de proteina de ervilha. No ensaio B utilizou-se 4,0 g de glucose e no ensaio C, 4,0 g de lactose.

Ao ensaio A ndo se adicionou qualquer tipo de acucar.
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4.2.3.3. Preparacao da amostra 6

A amostra 6 tratou-se da primeira experiéncia com trés concentrados proteicos diferentes
(soja, tremoco e fava). Foram testadas 6 formulacdes, uma adaptada aos ingredientes da bebida
de soja da marca Alpro, outra baseada em Hickisch et al. (2016), e as restantes, meramente a

titulo experimental.

No ensaio A, baseado na bebida de soja, foram adicionadas 4,5 g de proteina de soja, 4,0 g

de glucose monoidratada, 3,0 g de 6leo de colza e 0,1 g de sal convencional.

No ensaio B, baseado em Hickisch et al. (2016), adicionou-se 3,0 g de concentrado de

proteina de tremoco, 3,0 g de glucose monoidratada, 3,0 g de lactose e 7,0 g de 6leo de coco

No ensaio C foram misturados, 4,0 g de farinha de fava, 3,0 g de lactose e 3,0 g de dleo de

colza.
No ensaio D, foram dissolvidos, 5,0 g de farinha de fava e 4,0 g de glucose.
No ensaio E, 5,0 g de farinha de fava e 3,0 g de dleo de colza.

No ultimo ensaio, F, foram dissolvidas 5,0 g de farinha de fava, 2,0 g de lactose e 3,0 g de

oleo de coco.

4.2.3.4. Preparacao da amostra 7

No primeiro ensaio da amostra 7, adicionou-se 6,0 g de concentrado de proteina de tremoco,

6,0 g de glucose e 6,0 g de dleo de coco.

No segundo ensaio, B, juntou-se 6,0 g de farinha de fava, 3,0 g de glucose, 3,0 g de dleo de

colza e 1,0 g de goma xantana.

No ensaio C, foram misturados 5,0 g de farinha de fava, 4,0 g de glucose e 3,0 g de fécula

de batata.

Ao ultimo ensaio, D, foi adicionado 3,0 g de concentrado de proteina de tremoco, 6,0 g de

glucose, 6,0 g de 6leo de coco e 3,0 g de amido de milho
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4.2.3.5. Preparacao da amostra 8

Na amostra 8 foram realizados 2 ensaios, A e B.

No primeiro, A, testou-se 0 aumento da quantidade de concentrado proteico. Assim, juntou-
se 12,0 g de concentrado de proteina de tremoco, 8,0 g de glucose, 3,0 g de 6leo de colzae 1,0

g de aroma de baunilha.

No ensaio B, juntou-se 6,0 g de concentrado de proteina de tremoco, 8,0 g de glucose, 7,0 g

de éleo de coco, 0,5 g de agar-agar e 1,0 g de aroma a baunilha.

0 ensaio B, que continha agar-agar, foi previamente aquecido, de acordo com as indicacdes

presentes na embalagem do agar-agar.

4.2.3.6. Preparacao da amostra 9

No ensaio A da amostra 9, foram misturados 6,0 g de farinha de fava, 5,0 g de glucose, 3,0

g de dleo de colza, 0,7 g de agar-agar e 1,0 g de aroma de baunilha.

No ensaio B, foram adicionados 7,0 g de farinha de fava, 5,0 g de glucose, 7,5 g de dleo de

coco, 4,0 g de amido de milho e 1,0 g de aroma de baunilha.

Ambas as amostras, apds adicao de agua, foram aquecidas até 30 °C.

4.2.3.7. Preparacao da amostra 10 e 11

As amostras 10 e 11 foram preparadas nas mesmas quantidades, sendo que apenas se
alterou o tipo de proteina, que foi o concentrado de proteina de tremoco e a farinha de fava,
respetivamente. Para cada amostra, realizaram-se 2 ensaios, sendo que um era para analise fisica

e quimica e outro para analise sensorial.

Assim, adicionou-se 6,0 g de proteina, 6,5 g de 6leo de coco, 8,0 g de glucose, 4,0 g de

amido, 3,0 g de agave, 0,5 g de canelae 0,1 g de sal.
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4.2.3.8. Preparacao do concentrado de proteina para as amostras 12 e 13

Foi preparada uma solucdo 10 % (p/v) de proteina de ervilha e uma 3,3333 % (p/v) de

proteina fungica. Ambas as amostras foram homogeneizadas a 50 °C durante 2 h.

De seguida, de forma a utilizar apenas a quantidade de proteina que solubilizou, realizou-se

uma filtracdo a vacuo a cada amostra.

Apos a filtracao, retirou-se 120 mL da amostra de cada solubilizacdo de concentrado de
proteina para se realizar os procedimentos descritos em 4.2.3.9 e 4.2.3.10, para cada amostra.
Retirou-se também 3 mL da amostra da proteina de ervilha e 1 mL da proteina flingica de forma

a estudar-se a sua solubilizacao.

4.2.3.9. Preparacao da amostra 12

A preparacao descrita em 4.2.3.8, de concentrado proteico de ervilha, foram adicionados 6,5
g de o6leo de coco, 8,0 g de glucose, 4,0 g de amido, 2,5 g de agave, 0,5 g de canelae 0,1 g de

sal.

4.2.3.10. Preparacao da amostra 13

A preparacao descrita em 4.2.3.8, para o concentrado proteico flngico, foram adicionados 8

g de glucose, 6,5 g de dleo de coco e 4,0 g de amido.

As amostras 4 a 11, foi adicionada agua de modo a perfazer um volume de liquido base de

150 mL.

Todas as amostras (4 a 13) foram homogeneizadas com recurso a uma vareta de vidro, apos

adicao de todos os componentes.

Conforme referido na seccdo 3.2 da presente dissertacao, as amostras com 6leo de coco,
foram homogeneizadas, com recurso a aquecimento e agitacdo, antes de ser adicionada a

proteina.
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Na Tabela 4, encontra-se apresentado o resumo das formulacdes acima referidas (amostra 4 a 13).

Tabela 4. Ingredientes utilizados nas amostras 4 a 13

Proteina de ervilha

Proteina de ervilha

Proteina de soja

Proteina de tremoco

Farinha de fava

Proteina de tremoco
Farinha de fava
Farinha de fava

Proteina de tremogo

Proteina de tremoco

Farinha de fava

Proteina de tremogo
Farinha de fava
Proteina de ervilha

Proteina funigca

Ensaios

4A

4B

4C

5A

5B

5C

6A

6B

6C

6D
6E

6F

7A

7B

7C

7D

8A

8B

9A

9B
10A
11A
12A
13A

Proteina (g)

4,0
4,0
4,0
6,5
6,5
6,5
4,5
3,0
4,0
5,0
5,0
5,0
6,0
6,0
5,0
3,0
12,0
6,0
6,0
7,0
6,0
6,0
10 % (p/v)
3,3333 % (p/v)

Acucar

Glucose (g)

2,0

4,0

4,0
3,0

4,0

6,0
3,0
4,0
6,0
8,0
8,0
50
5,0
8,0
8,0
8,0
8,0

Lactose (g)

Hidrato de carbono
Oleo de coco |Oleo de colza

(@

7,0

3,0
6,0

6,0

7,0

7,5
6,5
6,5
6,5
6,5

(8

3,0

3,0

3,0

3,0

3,0

3,0

Amido de
Milho (g)

3,0

4,0
4,0
4,0
4,0
4,0

Espessante
Fécula de Goma
Batata (g) | Xantana (g)

1,0
3,0 -

Agar-agar (g) | Baunilha (g)

0,5
0,7

1,0
1,0
1,0
1,0

Sabor/Aroma

Canela (g)

0,5
0,5
0,5

Agave (g)

3,0
3,0
2,5

Sal (g)

0,1

0,1

0,1
0,1
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4.2.4. Fermentacao

Apds a dissolucdo de todos os componentes, foi adicionada a cultura starter.

Na Tabela 5, verifica-se a quantidade de iogurte/sobremesa/amostra utilizada, bem como a

sua fonte.

Tabela 5. Quantidade e fonte de cultura starfer utilizada para cada amostra

Amostra Quantidade (g) Fonte

1 15,5 logurte natural convencional sem acucar

2 22 Amostra 1, ensaio A

3 28,5 logurte natural convencional sem aclcar
A 20

4 B 30 Amostra 3, ensaio Ae B

C 40

5 25 Sobremesa da marca Alpro de soja

6 30 Amostra 3, ensaio D

7 38 Amostra 6, ensaio Be F

8 20 Amostra 7, ensaio D

9 20 Amostra 7, ensaio B

10 25 Amostra 8, ensaio B

11 25 Amostra 9, ensaio A

12 25 Sobremesa da marca Alpro de soja

13 25 Sobremesa da marca Alpro de soja

De seguida, mediu-se o pH e incubaram-se os frascos na iogurteira da marca Severin durante

18 h. Deu-se assim, o inicio da fermentacao. Mediu-se o pH apos cada fermentacéo.

Apds a medicdo do pH, o iogurte/sobremesa/BTIL foi armazenado a 5 °C durante 24 horas.
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4.2.5. Medicao da acidez titulavel

A medicao da acidez titulavel deu-se 24 horas apds o armazenamento das BTIL a 5 °C.

Antes de comecar a titulacdo, pesou-se 10 g de iogurte/sobremesa/BTIL, em duplicado, e

adicionaram-se trés gotas do indicador fenolftaleina.

Seguiu-se a titulacdo, que consistiu em adicionar uma solucdo basica de NaOH 0,1 M, com
recurso a uma bureta, até que o iogurte/sobremesa/BTIL mudasse de cor, passando de branco

para cor-de-rosa. Registou-se o volume da solucao utilizado em cada titulacéo.

A preparacéo das diluicdes de NaOH e fenolftaleina necessarias encontram-se no Anexo C -

Equacao C.1, Equacao C.2 (NaOH) e Equacao C.3 (fenolftaleina).

4.2.6. Medicao da viscosidade

A viscosidade foi medida através de viscosimetro da marca Fungilab Expert. Este foi colocado
numa mesa plana e, de seguida, foi ajustado o0 angulo e inclinacdo do mesmo, alinhando-o (Figura

17).

Figura 17. Angulo e inclinacdo do viscosimetro ajustados.
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Nos primeiros ensaios, foi necessario determinar o spindle (Figura 18) a utilizar. Para isso,
teve de se realizar ensaios, até que a percentagem de torque fosse superior a 15 %, conforme

descrito no manual de instrucdes do viscosimetro utilizado.

Figura 18. Spindles disponiveis no LIP, do R7 ao R2, da esquerda para a direita, respetivamente.

Depois de determinado o spindle, ligou-se o viscosimetro e esperou-se 10 minutos. Apos esse

tempo, os valores de temperatura, torque e viscosidade foram retirados, a 10 rpm e 20 rpm.

4.2.7. Analise a cor da bebida tipo iogurte liquido

Em primeiro lugar, calibrou-se o colorimetro da marca Aonica Minolta /nc. A 8203029, com

0 mesmo apontado para a caixa branca.

O colorimetro utilizado, bem como a sua caixa branca, podem ser vistos na Figura 19.

l"' B . B , =

No.20433076
CR-200/-300/-400/-40

2 onsERvER

Y x 5

93V-9 -3133  .3193
X

93.9 .3158

Yy
-3321

Figura 19. Colorimetro calibrado e respetiva caixa branca.
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Apos calibracao, envolveu-se o iogurte/sobremesa/BTIL, uniformizando a cor e colocou-se 0

colorimetro na extremidade aberta de cada frasco de vidro. Retirou-se os valores de L*, a* e b*.

4.2 .8. Determinacao da percentagem de sinérese

Pesaram-se os tubos de centrifugacéo (/a/con de 13 mL) e transferiu-se, para estes, 7 mL de

iogurte/sobremesa/BTIL homogeneizado, em duplicado, para cada amostra realizada.

Centrifugou-se as amostras, durante 5 minutos, com duas velocidades de centrifugacao
diferentes, 1000 rpm e 5000 rpm. De seguida, descartou-se o soro libertado, com auxilio de uma

pipeta, e pesaram-se 0s tubos novamente.

Anotou-se o peso dos tubos vazios, com o iogurte/sobremesa/BTIL e com o

iogurte/sobremesa/BTIL sem soro.
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5. Resultados e Discussao

Foram realizadas diversas analises as amostras obtidas de forma a estudar-se o seu

comportamento.

As analises foram realizadas para as diferentes amostras desenvolvidas, de 1 a 13 (com
excecao das amostras 4, 5, 6A e 6E). Registos das diferentes amostras podem ser encontradas

no Anexo D, Figura D.1 a D.13.

Para as amostras 4 e 5 observou-se separacado de fases, pelo que foi estudada a solubilizacado
do concentrado de proteina de ervilha, nao se efetuando outro tipo de analises a essas amostras.
Foi também realizado este estudo ao concentrado proteico fungico. Os resultados obtidos no

estudo a solubilizacao dos concentrados encontram-se na seccao 5.1.1.

As amostras 6A e 6E, mostraram-se também com separacao de fases. No caso da amostra
6A, esse facto pode dever-se a utilizacdo do concentrado de proteina de soja, cuja ndo se conhece
a sua composicao. Como a amostra 6A era apenas a titulo de experiéncia, para se reproduzir a
sobremesa vegetal da marca Alpro, nao se realizaram mais ensaios ou testes. No que concerne a
amostra 6E, apesar de conter farinha de fava, o 6leo utilizado foi o de colza. No ensaio 6C, cuja
formulacao era idéntica, a fermentacao resultou numa BTIL, talvez devido a adicdo de lactose, que
contribuiu para que a fermentacdo ocorresse, formando um coagulo, ao contrario da amostra 6E,

gue nao possuia nenhum tipo de acucar, ocorrendo a precipitacao do concentrado proteico.

No presente capitulo, nas seccdes 5.1.2 a 5.1.6, apresentam-se os resultados das analises
realizadas as amostras 6 a 13, uma vez que, visualmente, estas consistiram nas amostras mais

semelhantes a iogurtes liquidos.

Ainda assim, os resultados obtidos para as amostras 1, 2 e 3 sdo igualmente apresentados
no Anexo B - Tabela B.1 a Tabela B.4, dado que se tratam de iogurtes convencionais (amostras

1 e 2) e sobremesas vegetais (amostra 3).
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5.1. Apresentacao e discussao dos resultados obtidos

5.1.1. Solubilizacao da proteina de ervilha e proteina fungica

Foi realizado um estudo a solubilizacao da proteina de forma a perceber se, os concentrados
de proteina de ervilha e de proteina fungica, a diferentes condicdes de temperatura e pH,

solubilizariam mais facilmente.

As amostras Al e A2 sao aquelas que foram homogeneizadas a temperatura ambiente, sendo
qgue a amostra Al possuia um pH de 5,5 e a amostra A2 um pH mais neutro, de 7,23. Por sua
vez, as amostras B1 e B2 foram homogeneizadas a 50 °C, sendo que a primeira (B1) possuia um
pH neutro de 7,07 e a segunda (B2), um pH de 5,44. Os resultados obtidos para o concentrado

de proteina de ervilha, encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Percentagem de concentrado proteico de ervilha solubilizado

Percentagem de concentrado

Amostra . .
proteico solubilizado (%)

Al 0,4857

A2 0,7616

B1 0,6608

B2 1,2760

Observando a Tabela acima, facilmente se verifica que a amostra B2 foi a que melhor
solubilizou, mesmo que numa quantidade muito reduzida (1,2760 %, a pH de 5,44 e 50 °C).
Seguida pela amostra a temperatura ambiente com pH neutro, A2 (0,7616 %, a pH de 7,23 e

22,5 °C).

Os resultados obtidos ndo se mostraram claros, talvez devido a algum erro que tenha ocorrido
ao longo das 4 horas de solubilizacado, por exemplo, alguém, por engano, ter desligado um dos

homogeneizadores.

Para a proteina fungica, foram preparados dois ensaios em duplicado, ambos com pH neutro.
As amostras Al e A2, tinham um pH de 6,96, tendo sido homogeneizadas a 50 °C. As amostras

B1 e B2, com um pH de 7,05, foram homogeneizadas a temperatura ambiente, a 22,5 °C.
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Na Tabela 7, é possivel observar a percentagem de concentracdo do concentrado proteico

fungico solubilizado .

Tabela 7. Percentagem de concentrado proteico fungico solubilizado

Concentracao do concentrado

Ensaio proteico solubilizado (%)
Al 1,0906
o 1,4849
a1 3,4651
i 1,3534

Mais uma vez, os resultados obtidos sdo um pouco dispares, sendo que a amostra B1 foi a

que se mostrou com maior taxa de solubilizacao, seguida pela amostra A2.

Uma tentativa de melhorar os resultados obtidos passaria, por exemplo, por aumentar o
tempo de homogeneizacdo (12 horas ou 24 horas, por exemplo) ou a escolha de outro pH, uma
vez que, o pH escolhido podera ter sido muito perto do ponto isoelétrico da proteina e esta ter

precipitado em vez de solubilizado.

5.1.2. Medicao do pH e da Acidez Titulavel

O pH foi utilizado como indicador de fermentacao, uma vez que este tem tendéncia a diminuir
a medida que a fermentacao ocorre. A acidez titulavel esta associada ao metabolismo das
bactérias laticas cuja funcao é a de converter lactose em acido latico, diminuindo, por sua vez, o

pH do meio. Portanto, o pH e a acidez titulavel estdo relacionados diretamente.

A acidez titulavel, ou acidez total, mede a quantidade de acido presente num alimento. Neste
projeto em especifico, a acidez titulavel foi medida baseando-se apenas no acido latico, que é o

acido com maior relevancia na producado de iogurte (ou sobremesas fermentadas).
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Os valores de pH obtidos, antes e apos a fermentacao, bem como os valores de percentagem
de acido latico e acidez titulavel, em graus Dornic, encontram-se apresentados a seguir, na Tabela

8.

pH antes e depois de incubar, percentagem de acido latico e acidez titulavel em graus Dornic

pH antes de  pH depois de Acidez

Amostra incubar incubar % acido latico titulavel (°D)
B 5,67 4,14 0,5490 54,90
; C 4,98 4,17 0,4815 48,15
D 5,34 4,20 0,4995 49,95
F 5,30 4,30 0,5220 52,20
A 6,11 5,26 0,4185 41,85
, B 5,37 4,95 0,2970 29,70
C 4,95 4,71 0,4095 40,95
D 5,97 4,95 0,4725 47,25
. A 6,52 5,62 0,5850 58,50
B 6,55 5,51 0,5490 54,90
. A 6,34 5,15 0,6705 67,05
B 6,16 5,10 0,4185 41,85
10 A 6,30 4,91 0,7296 72,90
11 A 6,20 4,61 0,4410 44,10
12 A 5,86 4,60 0,4455 44,55
13 A 5,39 4,27 0,7200 72,00

Através da analise da Tabela acima apresentada, & possivel reparar que o pH, apds a
fermentacao da bebida, baixou, mesmo que, em alguns casos, tenha sido uma diferenca muito
reduzida. A diminuicdo de pH vai ao encontro do esperado dado que, na fermentacao latica, a

secrecdo do acido latico pelas bactérias causa uma diminuicdo do mesmo (Hetényi et al., 2011).

Para iogurtes convencionais, o valor ideal de pH seria 4,5, ou proximo (Tamime & Robinson,
2000). No entanto, e apesar dos valores obtidos ndo se encontrarem muito afastados desse ideal,
& normal que variem, dado que a sua composicao é feita através de diversas tentativas, com

recurso a proteinas alternativas e outros agentes espessantes e adocantes, sem leite.



Segundo a analise de Grasso et al., (2020), o pH das sobremesas plant-based varia entre
3,99 e 4,56. Seria de esperar que o pH das BTIL, fosse mais baixo do que o do iogurte
convencional analisado (pH = 4,40). Tal ndo aconteceu e, isso, pode derivar de varios fatores tais
como a quantidade de acido latico produzido, a quantidade de culturas adicionadas antes da
fermentacao, o pH de cada proteina utilizada, bem como o dos restantes componentes utilizados

nas diferentes formulacoes.

Analisando a Tabela 8, verifica-se que os valores de acidez, em percentagem de acido latico,
variam entre 0,2970 % e 0,7290 %. De acordo com Tamime & Robinson (2000), é desejavel que
a percentagem de acido latico varie entre 0,72 % e 1,17 %. No entanto, apenas duas amostras se

encontram dentro desta gama de valores (10A e 13A).
A acidez, tal como o pH, pode variar conforme as condicoes de trabalho e de armazenamento.

S&o varios os fatores que afetam a analise da acidez titulavel, como por exemplo, o facto de
que ainda nao existem muitos estudos as analises destas sobremesas vegetais, uma vez que as
comparacOes sdo ainda feitas com recurso aos valores dos iogurtes convencionais produzidos
através de leite. Outro fator relevante é a questdo da lactose: estas sobremesas vegetais sao
isentas de leite, portanto as bactérias laticas sao forcadas a concretizar a fermentacdo com recurso
a glucose, e nao a lactose. Também a auséncia do controlo de temperatura ao longo do processo

de refrigeracao, apos fermentacado, pode afetar a AT.

Esta analise é de extrema importancia, dado que influencia a qualidade do iogurte, e, neste
caso, das BTIL, sendo que ha autores que consideram que valores de acidez titulavel superiores
a 1,17 %, ja nao deviam ser aceites, sendo sinal de que ocorre pés-acidificacdo (Tamime &

Robinson, 2000).

59



5.1.3. Viscosidade

Sabe-se que a formacao de um coagulo, ou seja, a consisténcia de um iogurte é diretamente

proporcional a quantidade de proteina presente (Rani & Singh, 2012).

Até a amostra 7, nao se conseguiu determinar a viscosidade das BTIL, uma vez que, com
nenhum spindle disponivel, se obteve uma percentagem de torque superior a 15 %. A partir desta,
comecou-se a experimentar varios tipos de espessantes e o0 aumento da quantidade de proteina,

obtendo-se os resultados apresentados na Figura 20, construida com recurso a Tabela B.5 do

Anexo B.

Viscosidade (P) 180

160
140
120
100
80
60
40
20

0
6 7A 7B 7C 7D 8A 8B 9A 9B 10A 11A 12A 13
Amostras

10rpm =20 rpm

Figura 20. Viscosidade das amostras 6 a 13.

Os valores de viscosidade apresentados encontram-se na unidade poise (P), que se trata de
uma unidade de viscosidade dindmica no sistema CGS (centimetro—grama-segundo) de unidades

(Boardman, 2006).

Quando se analisou o iogurte convencional liquido, este nao apresentou valores de

viscosidade. Isto podera dever-se ao tipo de spindle disponivel (a percentagem de torque foi inferior
a 15 %).

A amostra 7B e 7D foram aquelas que lhes foi adicionada goma xantana e amido de milho,
respetivamente, dai ser possivel estudar a sua viscosidade, embora mais baixa em relacao as
amostras 8B a 13 (exceto 12A), dado que estas Ultimas sofreram um aumento da quantidade de

proteina, para se atingir a textura pretendida.

Os valores mais altos de viscosidade pertencem as amostras finais de viscosidade pretendida

(10Ae 11A a 20 rpm), que também sofreram um aumento da quantidade de amido de milho que,
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por sua vez, resultou num aumento de viscosidade, em relacdo a amostra 7D, ja os valores

intermédios pertencem as amostras onde se adicionou agar.

Existe alguma divergéncia nos valores de viscosidade a 10 rpm e 20 rpm, por exemplo, o
facto de néo se ter conseguido medir a viscosidade na amostra 9, a 10 rpm. Esse erro pode dever-
se a0 momento de limpeza do spindle, entre amostras, que apds se introduzir novamente no

viscosimetro, pode ter-se desviado do angulo do mesmo, o qual deve estar sempre ajustado.

5.1.4. A cor da BTIL

A cor do produto é uma das consideracdes mais importantes que levam a aceitabilidade por
parte do consumidor. Os valores obtidos, com recurso ao colorimetro, de L*, a* e b*, estdo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Valores do espaco de cor das diferentes amostras

Amostra L* a* b*
B 71,17 -1,33 8,24
C 77,78 -2,85 9,12
° D 77,16 -3,09 6,82
F 69,10 -1,02 7,58
A 84,49 0,09 8,66
B 79,46 -2,34 6,77
! C 81,58 2,14 5,33
D 84,12 -0,08 6,48
A 79,00 -1,70 18,98
s B 86,05 -1,12 14,29
A 83,98 2,44 12,20
? B 80,85 -1,72 7,54
10 A 76,20 3,37 14,54
11 A 74,89 3,41 13,08
12 A 70,65 2,16 12,49
13 A 65,89 0,37 15,92

Segundo Milovanovic et al. (2020), a cor dos iogurtes convencionais possui valores de L*
entre 86,2 e 84,8, valores de a* entre -1,1 e -0,0 e valores de b* entre 12,1 e 8,1.

61



Observando a Tabela 9, verifica-se que os valores obtidos se encontram muito proximos,
tendo em conta que todas as proteinas utilizadas possuiam uma cor amarelada. Dai o valor positivo
de b*, uma vez que os valores mais altos de b* aproximam-se a cor amarelada; no entanto, a
grande maioria dos valores obtidos encontram-se dentro da faixa de valores do iogurte

convencional.

Os valores de L* correspondem a luminosidade ou brilho. Na amostra 6, a justificacao
encontrada para que esses valores fossem ligeiramente mais baixos, podera ser o facto de que
nessas amostras ainda nao teriam sido adicionados espessantes, os quais fornecem uma maior

opacidade as BTIL.

Nas amostras 10, 11 e 12, nado so6 o valor de L* diminui ligeiramente, como também s&o as
Unicas amostras com a* positivo. Tal facto, podera ser justificado pela adicao de canela, como
forma de aroma e sabor para as amostras, dado que este ingrediente fornece um tom acastanhado

a emulsao.

A amostra 13, que se tratava da amostra com proteina fungica, a olho nu era apenas

ligeiramente mais escura, dai possuir um valor de L* mais baixo.
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5.1.5. Sinérese

Na Tabela 10 esta representada a percentagem de sinérese (PS) das amostras 6 (exceto 6A
e 6E) a 13, bem como a amostra de comparacao que se trata do iogurte convencional, da marca

Continente.

Tabela 10. Percentagem de sinérese a 1000 rpm e a 5000 rpm das amostras 6 a 13 e da amostra de comparacao

1000 rpm 5000 rpm
% Sinérese % Sinérese
Amostra Desvio Padrao Desvio Padrao
média média
6B 30,9 2,16 69,9 0,19
6C 48,0 2,87 70,4 2,84
6D 53,7 0,57 69,8 1,99
6F 38,4 0,36 72,9 0,17
7A 44.8 1,41 68,0 2,58
7B 13,8 0,13 61,7 2,39
7C 40,8 2,96 69,9 3,32
7D 33,5 1,52 61,0 0,97
8A 41,1 0,48 36,7 0,73
8B 50,0 1,79 39,1 1,30
9A 2,7 2,09 39,2 0,00
9B 13,3 1,89 42,5 0,53
10A 37,4 0,60 52,3 0,35
11A 22,8 2,11 42,8 0,93
12A 30,4 1,79 50,9 0,42
13A 15,6 1,27 55,9 0,33
Amostra de
i 50,0 2,72 66,0 0,91
comparacao

Ao observar a Tabela acima, verifica-se que, quanto maior a velocidade de rotacdo, maior a

quantidade de soro libertada, o que vai ao encontro do esperado, sendo que, quanto maior a
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velocidade de rotacado, maior a forca centrifuga associada, provocando assim uma maior colisdo

entre as moléculas presentes, com uma consequente separacao de fases (Donmez et al., 2017).

O exemplo das amostras 6 e 7A, em todos 0s ensaios, mostram ser as que possuem maiores
quantidades de soro liberto (6B, 6C, 6D, 6D e 7A a 30,9 %, 48,0 %, 53,7 %, 38,4 % e 44,8 %, a
1000 rpm e 69,9 %, 70,4 %, 69,8 %, 72,9 % e 68,0 %, a 5000 rpm, respetivamente). Nessas
amostras, ainda nenhum espessante tinha sido testado, havendo uma maior quantidade de

componentes liquidos e, por sua vez, uma maior quantidade de soro liberto.

Quando se comecou a testar os diferentes espessantes, a partir da amostra 7, varios foram
0s comportamentos a nivel da viscosidade é claro, mas também a nivel da sinérese, o que faz
sentido, uma vez que, o tipo de goma ou farinha utilizados influenciam a formacao do gel e a

coesao das moléculas (Kunitz, 1928).

Na Tabela 11 estad apresentada a forma como variou a percentagem de sinérese, conforme

o tipo de espessante e proteina utilizados.

Percentagem de sinérese de acordo com o tipo de espessante e de proteina utilizado

Espessante Tipo de % de sinérese % de sinérese
Amostra
utilizado proteina a 1000 rpm a 5000 rpm
Goma Xantana Fava 7 B 13,8 61,7
Fécula de Batata Fava 7 C 40,8 69,9
Tremoco 8 B 50,0 39,1
Agar-agar
Fava 9 A 2,7 39,2
Tremoco 7 D 33,5 61,0
Fava 9 B 13,3 42,5
Amido de Milho
Tremoco 10 A 37,4 52,3
Fava 11 A 22,8 42,8

Examinando a Tabela acima, facilmente se verifica que a percentagem de sinérese da farinha
de fava, principalmente a 1000 rpm, ¢ muito inferior a de tremoco. Como referido na seccao 3.3
da dissertacao, intitulado por “Escolha das Proteinas”, o concentrado de proteina de fava utilizada,
trata-se, na realidade de um amido de feijdo fava. A libertacdo mais reduzida de soro vai ao
encontro do esperado, dado que esta proteina possui um alto teor em amilose, cuja possuli

excelentes propriedades de ligacdo entre as moléculas (Aminola, 2022b). Assim, pode-se



considerar que as amostras com farinha de fava, reagem como se a sua composicdo incluisse

dois tipos de espessantes: a farinha em si e o espessante utilizado.

No que toca aos espessantes utilizados, comecando pela goma xantana, esta levou a uma
baixa percentagem de sinérese. Segundo Arocas et al., (2009), esta goma é conhecida pela sua
capacidade de controlar a sinérese, melhorando a estabilidade do produto a que é adicionada. E
também muito utilizada para uma melhor retencdo de agua e menor firmeza. Assim, a goma
xantana é muito utilizada devido a sua alta viscosidade e a sua capacidade de reducao da

separacao de fases (Norton et al., 2011).

De acordo com o estudo feito por Mohamed et al., (2022), a fécula de batata foi dos amidos
que, nesse estudo, apresentou menor percentagem de sinérese numa mistura binaria de amido
com gomas, 0 que vai contra os resultados obtidos experimentalmente com a amostra 7C. Mesmo
tendo sido utilizada a farinha de fava, a amostra com fécula de batata apresentou uma elevada
percentagem de sinérese, muito proxima dos limites superiores obtidos. Isto pode ter ocorrido
devido, por exemplo, a ma dissolucao dos componentes, a falta de um maior aguecimento durante
a mistura ou também a nao utilizacao de 6leo nessa amostra, em relacdo as outras, cujo poderia
ser um bom ponto de ligacdo dos componentes. E de notar que essa amostra possuia graos de
farinha muito finos, mas visiveis a olho nu, evidenciando uma possivel falha na juncado dos

ingredientes.

O agar ¢é feito a partir dos polissacarideos agarose e agaropectina, cujo ultimo pode conter
grupos sulfato, facto esse que faz com que, quanto maior for a pressao osmotica do agar, menor
0 seu grau de sinérese. A amostra 8B foi adicionado 0,55 g de agar e a amostra 9A, 0,70 g, sendo
que esta ultima, é também a amostra com farinha de fava que diminui por si s6 a sinérese. Assim,
os valores obtidos na utilizacdo desta goma, vao ao encontro do esperado, uma vez que, uma
maior quantidade de agar adicionado, corresponde a uma menor libertacdo de soro (Mizrahi,

2010).

A amilopectina é uma molécula abundante nos amidos. Com o passar do tempo, a agua que
¢ absorvida pela amilopectina, aquando da emulsédo, comeca a ser libertada, ocorrendo assim a
sinérese (WordPress, 2006). Como se pode observar na Tabela 11, as amostras com amido de
milho possuem uma percentagem de sinérese moderada, quando comparadas com a amostra da

fécula de batata e de agar-agar.
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Em todos os iogurtes convencionais, uma pequena quantidade de soro de leite € visivel a olho
nu. Por isso, pode-se considerar que a presenca de soro nao é totalmente indesejada, por parte
do consumidor. Assim, pondera-se que as amostras com amido de milho, que apesar de
mostrarem uma quantidade razoavel de percentagem de sinérese, sao as que apresentavam uma
textura mais idéntica a do iogurte, uma vez que o agar-agar e a goma xantana se assemelhavam

mais a uma textura tipo pudim e a fécula de batata, apresentava uma textura muito farinhada.

5.1.6. Avaliacao sensorial

Nos paises onde existe uma elevada abundancia de alimentos, o consumidor tem direito ao
poder de escolha entre esses alimentos. Essa escolha vai ao encontro dos seus desejos,
sustentando-se de forma consciente ou inconsciente, nas propriedades apresentadas pelos

alimentos: cor, sabor, aroma, textura, entre outros (Rodrigues, 2021).

A avaliacéo sensorial as BTIL foi realizada através da Ficha de Analise Sensorial, presente no

Anexo E da atual dissertacao.

Cada amostra foi apresentada a 10 provadores nao treinados de diferentes areas, sendo que,

foram sempre as mesmas pessoas a provar/responder nas 6 provas realizadas.

Nao se realizou um estudo mais alargado dado que as provas foram realizadas ainda num
periodo pos-pandémico, ndo sendo possivel a juncdo de muitas pessoas. Adicionalmente, o
equipamento disponivel para a producao das BTIL ndo permitia a execucao de mais do que 1 L

de produto, aproximadamente, por fermentacao.

Cada amostra que foi dada a experimentar, encontrava-se descrita por um codigo de 3 digitos
aleatorios de forma a nao influenciar o consumidor. Foram realizadas seis provas e, na Tabela 12,

é possivel verificar a que codigo corresponde cada amostra.

Tabela 12. Codigo utilizado para cada amostra a qual foi realizada a andlise sensorial

Amostra 7A /D 8B 9B 10A 11A
Cadigo 234 590 344 845 948 464
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A primeira questao feita ao consumidor foi “Gosta de iogurtes liquidos?”.

Resposta a P1 Resposta a P2 Resposta a P3
2
I |
=Sim =Nao - Indiferente =Sim =Nao = Indiferente Sim = Nao = Indiferente

Figura 21. Resposta dos consumidores a pergunta 1 (Resposta a P1), 2 (Resposta a P2) e 3 (Resposta a P3) da

Ficha de Analise Sensorial.

Como se pode verificar na Figura 21 — Resposta a P1, seis pessoas responderam que sim,
duas responderam que nao e outras duas, que lhes era indiferente. Pode-se concluir que, apesar

de ser um estudo muito reduzido, a maioria das pessoas inquiridas gosta de iogurtes liquidos.

Ainda em analise a Figura 21, respondendo a pergunta 2: “Gosta de bebidas vegetais?”, a
opinido de cada pessoa variou um pouco, sendo que 5 pessoas disseram que era indiferente, 4
pessoas disseram que sim, e apenas 1 disse que nao gosta de bebidas vegetais, sendo um aspeto
positivo, uma vez que apenas 10 % dos consumidores do presente estudo nao aprecia bebidas
vegetais e as BTIL sao feitas a base de proteinas vegetais, tentando, com elas, realizar uma bebida

vegetal que, apds fermentacao, seja considerada “tipo iogurte”.

Respondendo & pergunta 3: “E uma pessoa preocupada com o consumo de proteinas
animal?”, em analise a Figura 21 - Resposta a P3, 5 pessoas responderam que sim, 4 pessoas

disseram que era indiferente e apenas uma disse que nao.

Pode-se concluir que, apesar de ser um estudo muito reduzido, a maioria das pessoas podera

ser apreciadora deste tipo de bebidas fermentadas.
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A pergunta 4 questionou os consumidores sobre qual a sua frequéncia de consumo de iogurte

liquido. As respostas estao apresentadas na Figura 22.

Resposta a P4

= Menos de 1 vez por semana 3 vezes por semana = Todos os dias

Figura 22. Resposta dos consumidores a pergunta 4 da Ficha de Analise Sensorial.

Verifica-se que 40 % das pessoas inquiridas consomem iogurte liquido menos de uma vez por

semana, 40 %, pelo menos 3 vezes por semana e 20 % todos os dias.

Através de uma escala hedénica de 8 pontos, que pode ser verificada na Ficha de Analise
Sensorial presente no Anexo E, inquiriu-se os consumidores acerca da experiéncia global de cada

BTIL, o seu sabor e o0 seu aroma.

As médias dos resultados obtidos através da escala hedonica, para as 6 amostras realizadas,

encontram-se na Figura 23.

234
590
=344
845
%948
I 464

Experiéncia Global Sabor Aroma

Escala
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o

o
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w

N

—

0

Figura 23. Resposta dos consumidores as perguntas 5 (experiéncia global), 7 (sabor) e 8 (aroma).
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Com a analise a Figura anterior, facilmente se verifica que as amostras 234, 590, 344 e 845
nao foram apreciadas. O que vai ao encontro do previsto, uma vez que essas, também em estudo
a analise sensorial, a textura e a docura, ndo obtiveram uma boa classificacdo, como se pode
verificar no Anexo B, Tabela B.9, sendo consideradas muito ou pouco espessas, e muito pouco
doces ou pouco doces. Assim, a partir deste ponto, apenas vao ser apresentadas as analises feitas
a textura, cor e docura das duas ultimas amostras (948 e 464), dado que obtiveram, na escala
hedonica, nos trés atributos acima apresentados, um valor superior a 6, revelando serem as

amostras para as quais os consumidores demonstraram maior aceitabilidade.

Nas perguntas 6.1, 6.2 e 6.3, foi utilizada a escala JAR (Just About Righd, a qual mede a
adequacao do nivel de um atributo especifico e sdo usadas para determinar os niveis étimos de
atributos nos produtos, sendo o ponto central da escala o nivel ideal para o atributo em analise.
Por exemplo, na pergunta 6.1 a escala é: muito pouco espesso — pouco espesso — espessura ideal

— esSpesso — muito espesso.

Assim, para a amostra 948, na Figura 24, estdo apresentadas as respostas dos consumidores
inquiridos.
% 100
90
80
70
60
50
40
30

20
10

Espessura  Corideal Escuro  Dogura ideal Doce Muito doce
ideal

Figura 24. Resposta dos consumidores as perguntas 6.1, 6.2 e 6.3 da Ficha de Andlise Sensorial - amostra 948.

Fazendo uma anadlise a Figura acima, verifica-se que 100 % dos consumidores considerou
que esta amostra possuia a espessura ideal e 80 %, a cor ideal. No que se refere a docura, houve
uma certa disparidade de opinides. Este parametro, que se encontra dentro do sabor e aroma, €
sempre alvo de discussao, uma vez que, é dos mais subjetivos, dependendo da percecédo e

preferéncia de cada individuo e também de fatores culturais (Rodrigues, 2021).
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Na Figura 25 estao apresentadas as respostas as perguntas 6.1, 6.2 e 6.3 dos consumidores

inquiridos relativos a amostra 464.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

%

Espesso Espessura Corideal Escuro Doce Dogura ideal
ideal

Figura 25. Resposta dos consumidores as perguntas 6.1, 6.2 e 6.3 da Ficha de Andlise Sensorial - amostra 464.

A textura sdo as sensacdes obtidas, neste caso, pela lingua, palato e dentes (Rodrigues,
2021). Para esta amostra (amostra 464), ja ndo houve tanta concordancia no que se refere a

textura.

Na amostra 464, 60 % dos inquiridos consideraram a amostra espessa e apenas 40 % a
consideraram na espessura ideal. Tais resultados vao ao encontro do expectavel, dado que para
ambas as amostras (948 e 464) foi utilizada a mesma quantidade de amido de milho. No entanto,
esta ultima, trata-se da amostra que contém a farinha de fava que, como ja foi discutido nas
seccoes acima da presente dissertacdo, se trata de um amido do feijao da fava, alterando, por

isso, a textura da amostra.

No que se refere a cor, 90 % dos inquiridos consideram que a BTIL possuia a cor ideal e
apenas 10 % a considerou escura. A estas duas ultimas amostras foi-lhes adicionada canela, o
que interfere com a cor do produto final. Talvez por isso, em ambas as analises, existe 10 %

(amostra 464) a 20 % (amostra 948) de inquiridos a referir-se 8 amostra como sendo escura.

Quanto a docura, 80 % considerou a amostra 464 como tendo a “docura ideal”. O facto de
possuir mais quantidade de amido (milho e fava), podera ajudar a disfarcar a docura “a mais”,
considerada na amostra 948, dado que ambas as amostras possuiam a mesma quantidade de

glucose.

70



Poder-se-a dizer que a glucose, nao sO serviu como arranque para as bactérias laticas
iniciarem a fermentacdo, mas também “mascararam” o sabor forte da proteina, em todas as
amostras experimentadas, diminuindo essa percecao indesejavel ao consumidor, sendo por isso,

considerada um acucar com funcdo bloqueadora.

Analisando a pergunta 9, que pergunta ao consumidor se tornaria, ou ndo, o produto
experimentado, parte da sua alimentacao, obtiveram-se as respostas apresentadas na Figura 26,

para a amostra 948.

" Nao Esporadicamente Frequentemente Sim

Figura 26. Resposta dos consumidores a pergunta 9 da Ficha de Andlise Sensorial — amostra 948.

Através da Figura, verifica-se que trés pessoas tornariam esta BTIL apenas esporadicamente
parte da sua alimentacédo habitual e também trés pessoas a tornariam, respondendo que sim a
pergunta. Duas pessoas responderam que a tornariam frequentemente e outras duas pessoas,

que nao a tornaria.

E de notar que as duas pessoas que responderam “ndo”, adicionaram um comentario na
questdo 10 da Ficha de Analise Sensorial, afirmando que ndo gostam ou nao apreciam o

sabor/aroma a canela.
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Na Figura 27 encontra-se a resposta a pergunta 9 da Ficha de Analise Sensorial para a

amostra 464.

= Nao = Esporadicamente = Frequentemente Sim

Figura 27. Resposta dos consumidores a pergunta 9 da Ficha de Andlise Sensorial — amostra 464.

Cinco inquiridos tornariam esporadicamente o produto da amostra 464, parte da sua
alimentacao, dois frequentemente e um tornaria. Novamente, os mesmos dois inquiridos referidos
acima, nao o tornariam parte da sua alimentacao, dado que nao apreciam canela. Foi feito um
terceiro comentario & amostra 464, cujo referiu que se tratava de uma amostra muito “farinhada”.
Esta justificacdo também vai ao encontro do que se referiu acima, na discussao da Figura 25,

sobre se tratar de dois amidos.

Pode-se concluir entdo que a amostra 948 foi a que mais sucesso apresentou nestas
experiéncias ao longo de um més e meio, sendo que, caso houvesse mais tempo, esta seria a

amostra a aperfeicoar e a fazer mais tipos de analises.
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6. Conclusoes

Com o término do estagio curricular e da escrita da presente dissertacao, é possivel concluir
que todos os objetivos foram alcancados, bem como a realizacdo dos milestones e deliverables

propostos inicialmente.

Sendo que o estagio foi, maioritariamente, em escritorio, pode-se concluir que, ter um
fundamento tedrico bem assente e estudado, &€ meio caminho andado para o sucesso laboratorial.
A nivel tedrico, conseguiu-se organizar cerca de 130 novos alimentos contidos na Lista da Unido,
em trés categorias: produtos mais saudaveis, clean /abel e proteinas alternativas, sendo esta
Ultima, estudada com mais afinco. Foi também possivel fazer uma investigacado mais alargada

sobre iogurtes e sobremesas vegetais, desde a sua formulacdo até ao seu embalamento.

As BTIL realizadas laboratorialmente, foram sujeitas a diversas analises: medicao de pH,
determinacdo da acidez titulavel, da viscosidade, da sinérese e da cor. Por fim, foi praticada uma

analise sensorial, realizada por um painel sensorial nao treinado.

Todo o produto foi alvo de mudanca ao longo do tempo, sendo que a amostra 10A, que
continha concentrado de proteina de tremoco e amido de milho, ja era considerada agradavel, a
nivel organolético, para alguns provadores. Esta também ja possuia a textura ideal, a cor quase
ideal, tendo em conta que os concentrados proteicos utilizados possuiam uma cor amarelada, e a

docura e aromas ideais.

Pode-se concluir que, apesar de poder ser ainda alvo de melhoria, o principal objetivo foi
alcancado com sucesso! Deu-se a criacdo de um novo produto alimentar saudavel com recurso a

proteinas e fontes de acucar alternativas.

Todo o projeto contribuiu para o meu desenvolvimento pessoal, social e profissional,
mostrando ser uma mais-valia a possibilidade de trabalhar numa empresa como a MC e num
centro de investigacao tao distinto como o CEB. E sem duvida um prazer dizer que beneficiei da
oportunidade de trabalhar nestes dois locais, que tanto me ensinaram, quer a trabalhar em equipa,

quer a “desenrascar” a engenheiro.

Enquanto houver recursos, a industria alimentar encontrar-se-d sempre em estado de

aprendizagem e mudanca.
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6.1. Sugestao de trabalho futuro

S&o varias as sugestoes de trabalho futuro que podem ser tomadas, de forma a melhorar as

BTIL.

Quanto a sua producao, poder-se-do realizar mais ensaios, tentando acertar a 100 % nas
caracteristicas sensoriais desejadas. Seria também de interesse fazer algumas amostras com fruta

ou frutos secos, diferenciando o tipo de sabor/aroma oferecido ao consumidor.

A realizacao de inquéritos sobre as preferéncias do consumidor seria também importante

para definir os proximos ingredientes a ser utilizados.

Para melhor se controlar as condicdes de fermentacao, seria interessante a utilizacdo de

bactérias laticas liofilizadas.

Seria relevante determinar, nas BTIL realizadas, a quantidade real de proteina solubilizada,
por exemplo, com recurso ao meétodo de Ajeldhal, segundo a Norma Portuguesa NP 1986-1991,
e, com base nos resultados obtidos, tentar melhorar a quantidade de proteina solubilizada, dado

que, em alguns casos, apenas o amido podera ter sido solubilizado.

Outras anadlises que poderiam ser realizadas sdo a determinacdo da matéria gorda pelo
método de Gerber, segundo a Norma Portuguesa NP 469-1983, a contagem de microrganismos,
segundo a Norma Portuguesa NP 1864-1987, a determinacdo da humidade, do teor de soélidos
totais, do teor de cinzas e do teor em lipidos e a determinacao dos hidratos de carbono e dos

solidos soluveis.

Um outro estudo a analisar seria a verificacdo da estabilidade das BTIL, com o passar do

tempo, de forma a perceber o tempo de prateleira do produto final.

Numa fase final, seria também vantajoso alargar a analise sensorial realizada, de forma a
fazer um estudo de mercado das BTIL, podendo-se depois determinar a viabilidade econdmica

conforme os interesses da populacao portuguesa.
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Anexos

Anexo A — Mapeamento Novel/ Foods

Nas Figuras a seguir, esta representado um exemplo do mapeamento feito da Lista da Unido, que foi posteriormente organizado em trés categorias. Numa

primeira etapa, reuniu-se toda a informacao sobre todos os ingredientes/alimentos contidos na Lista (Figura A.1), dividindo-a em trés categorias: produtos mais

saudaveis (Figura A.2), Clean Labe/ (Figura A.3) e proteinas alternativas (Figura A.4).

Forma de obtengdo

Bibliografia Bibliografia

Novo Alimento Autorizado Para que serve?

Odcido

0 acido N-acetilneuraminico é um &cido N-acilneuraminico onde o grupo N-acil é especificado como acetil. Tem um

L bi.nlm.nih, LA i "
papel como antioxidante, um EC 3.2. 1.18 (exo-alfa-sialidase) inibidor, um metabdlito bacteriano, um metabdlito 1d celulares.
humano e um metabdlito de rato. e e
formando dcidos sidlicos.
a
- U o o . food. d icula3 s food
Composicao fendlica, vitamina C e actividade antioxidante, emulsionante " y " . L y
_—— ‘embalado. teor df
valor j4 baixo para um material resultante que é de cerca de 10 % a
13 % quando embalado.
NaOCl e Polissorbato 20. oo . y
ga-rep inha 5 folutil .
o extract ; P 12657¢: s
Antioxidante. p tandfonii 10.4081/i125.2009.52.6" industrial A. D90D113720AC21A295D7C
obtidasno final foram
dAccess=true N ¥ 100633
residuo slido descartado.
A L-Alanil-L-glutamina também é empregada como fonte de proteina na alimentacdo especial como a alimentacdo A " ) i - bnlmnihgou/17720844/
parentérica, j& que parece reduzir as complicagdes infeciosas e a tolerancia a glicose em pacientes em estado [ para produgdo eficiente de L-alanil-L-glutamina ; Produgdo https://link. i 1186/51 3692

critico; Isso reduz a translocagdo bacteriana, o risco de infec¢do, danos inflamatdrios induzidos por infecgdo e - coli recom 7308
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artigo: p Preparation Edibl v M.+ artigo: Development Prospect and Preparation Technology of Edible

Fonte de 6mega-3. " N il " y
Ol From Microalgae comestivel, o atano, b Ol From Microalgae

portant

Figura A. 1. Exemplo de uma parte do mapeamento geral dos alimentos contidos na Lista da Unido.
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Legislagdo Novel Foods

Literatura

Condigdes em que o novo alimento pode ser utilizado

icacdes de aplicacd
B " N Requisitos especificos de . Usabilidade/interesse do N 5 Apli perante a
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extrair Sleo demicroalgasdecélulas  edulcorantes)
quebradas éa extragio com solvente  garrag o cereais 500mg/100g Adesignagao do novo alimento a utilizar
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cloroférmio, metano, utros  Bebidasndoalcod bebidas ® P
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n éneros alimentici
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natas
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mentede Allanblackia»

Produtos mais saudaveis

Gordura
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bebidas

Bebidas ndo alcodlicas; bebidas licteas;

produtos de queijo, 600 mg/100
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Cereais para pequeno-almogo

Produtos de panificago (pies, piezinhos
‘ebolachas e biscoitos adicionados de
edulcorantes)

Barras nutritivas/barras de cereais

Suplementosalimentares, tal como
definidos na Diretiva 2002/46/CE

600mg/100g
360 mg/100 ml
500mg/100g

200mg/100g

500 mg/100g

3000 mg/dia para a populaio em geral
450 mg/dia paramulheres gravidase
lactantes

(krill Antirtico) com acetona. As proteinas 5
ko Em
Hitragso. Aacet especificos,
erbs . 0608/2013 osprodutos se destinam queo contenham deve ser «extratolipi-
dico do crustaceo krill-do-antdrtico (Eu-
de evaporagdo subsequentes.; Sleo obtido (
phausia superba)y
superba (Kril et  tal

Regulamento (UE)n.0 609/2013 e
substitutos de refeig3o para controlo do
peso
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ealimentos para bebés destinadosa
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em conformidade com os requisitos do
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200 mg/100 ml
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PUFA de cadeia longa n-3. 0 Sleo deKrill
também contém antioxidantes como
astaxantina evitaminas AeE

Figura A. 2. Exemplo de uma parte da folha Excel com os produtos mais saudaveis.
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Legislagdo Novel Foods

Literatura

Responde a tematica Sub-tema(s) Novo alimento autorizado Obtencgdo

0 é4cido neuraminico ¢ um
componente importante das cadeias
de polissacarideos nas glicoproteinas
e glicolipidios das membranas
celulares. Este composto de nove
carbonos ¢ formado pelo amino-
agiicar manosamina e dcido pirivico;
geralmente o N & acilado, formando
acidos sidlicos.

Clean label Antioxidante Acido N-acetil-D-neuraminico

CondigBes em que o novo alimento pode ser utilizado
Categoria especificada de

Niveis méximos

alimentos

Férmulas para lactentes e formulas de
transigdo, tal como definidas no
Regula- mento (UE) n.o 609/2013

0,05 g/! de férmula reconstituida

Alimentos transformados a base de
cereais e alimentos para bebés
destinados a lactentes e criangas.
pequenas, tal como definidos no
Regulamento (UE) n.o 609/2013

0,05 g/kg para alimentos sélidos

Em conformidade com as
necessidades nutricionais especificas
dos lactentes e criangas pequenas a
que os produtos se destinam mas, em
qualquer caso, ndo su- periores aos
niveis maximos especifica- dos no
quadro relativamente & categoria
correspondente aos produtos

Alimentos destinados a fins medicinais
especificos para lactentes e criangas
pe- quenas, tal como definidos no
Regula- mento (UE) n.0 609/2013

Substitutos integrais da dieta para
controlo do peso, tal como definidos
no Regulamento (UE) n.0 609/2013

0,2g/1 (bebidas) 1,7 g/kg (barras)

Alimentos que ostentam mencBes
sobre a auséncia ou a presenca
reduzida de gld- ten em conformidade

1,25
com os requisitos do Regulamento de ehhe
Execugdo (UE) n.o 828/2014 da
Comissdo
Produtos a base de leite pasteurizados

terilizados (incluind
e esterilizados (incluindo 0058/

ultrapasteuriza- dos — UHT) nio
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Produtos 2 base de leite fermentados

ndo aromatizados, tratados
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0,05 g/1 (bebidas) 0,4 g/kg (sélidos|

produtos licteos fer- mentados e/l )04 g/kg ( )

aromatizados, incluindo os produtos
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Sucedaneos de produtos licteos, in-

cluindo branqueadores para bebidas 00 8/! (Pebidas) 0.25 g/kg (sslidos)

Barras de cereais 058/ke
Edulcorantes de mesa 838/ke
Beh\‘dasé base de fruta e de produtos 0,05 g/l
horticolas

Bebidas aromatizadas 0058/1
Café especial, chd, infusdes de plantas

e de frutos, ct ia; extratos de cha,

de in-fusdes de plantas e de frutos e 02¢/ke

de chicé- ria; preparacdes a base de
cha, plantas, frutos e cereais para
infusdes

300 mg/dia para a populagao em
geral com mais de 10 anos
55 mg/dia para lactentes

130 mg/dia para criangas pequenas

Suplementos alimentares, tal como
tiva 2002/46/CE

definidos na

250 mg/dia para criangas entre os 3

05 10 anos

Requisitos especificos de

. Outros requisitos
rotulagem adicionais

Protegdo de Dados

Ses de aplicacs

Usabilidade/interesse do

N - (alinhado com categorias
novo ingrediente

aprovadas)

perante a
literatura

A designagdo do novo alimento a
utilizar na rotulagem dos géneros
alimenticios que o contenham deve
ser «acido N-ace- til-D-neuraminico».
s suplementos alimentares que
conte- nham 4cido N-acetil-D-
neura
mengdo que indique que o
suplemento alimentar ndo deve ser
ministrado a lactentes, criancas.
pequenas e criangas com menos de 10
anos caso consuman, no mesmo
periodo de vinte e quatro horas, leite
materno ou outros alimentos com
adigdo de acido N-acetil- -D-
neuraminico.

Outros requisitos

inico de- vem ostentar uma

Antioxidante e inibidor

Figura A. 3. Exemplo de uma parte da folha Excel com os produtos Clean Label.

87




Legislacao Novel Foods Literatura
CondigBes em que o novo alimento pode ser utilizado Implicagdes de aplicagdo
& P " - Requisitos especificos de Usabilidade/interesse do acdes perante a
Responde a temética Sub-tema(s) Novo alimento autorizado Obtengdo Categoria especificada de - . Outros requisitos Protegéo de Dados (alinhado com categorias
. Niveis méximos rotulagem adicionais novo ingrediente literatura
alimentos aprovadas)
Suplementosalimentares, tal como defindos
na Diretiva 2002/46/CE
Produgdo fermentativa de Lalanil-L-
glutamina por uma cepa de Escherichia ol
geneticamente modificada expressando L-
aminocido alfadigase; Engenharia metabolica
de Escherichia coli para produgo eficiente de
L 3 i fonte de proteina na alimentag3o especial
Proteina Alternati -Alanil-L-glutamin
roteina Alterativa AaniH-glutamina L-Alanil-L-glutamina por E. colirecombinante _ especifcos, tal como definidos no — — — como aalimentagio parentérica
sidoe 9/2013, exceto ali-
siyangensis; Produsdo de -alanil- glutemina _ peauenas
pela reciclagem deE. coli expressando -
aminodcido éster aciltransferase
De acordo com a utilizagdo narmal nos
PaeCL Extrato de folha de Aloe macroclada Baker 5“‘:""""“‘22‘0“2"/‘::;;“ talcomo definidos o rmentos alimentares do gel seme- hante _ . _
napiretva derivado de Aloe vera () Burm.
'“"""’IS“’;"“"""‘"‘E‘““ ‘Z""‘é"“d Adesignago do novo alimento a utilizar na
fermentagao fingica em estado slido rotulagem dos géneros alimenticios que o Rica fonte de proteina e tambem é usado
Proteina Alternativa Extrato de soja preta fermentada : o microors 2002 16/ 45e/dia contenham deve ser cextrato de oja preta _ como ngrediente aromatizado para corinhr.
bactérias) seguido de salga e maturasao (pos- fermentadas ou sextrato de Poricoemproteinas
s sojafermentadan
fermentagao)
Formulas para lactentes  formulas de
mento (UE)n.0 609/2013 (prontasa be- ber)
Alimentos lcteos destinados acriangas
200 mg/10
pequenas prontosacomer/beber) #1008
Alimentos 3 base de cereais
670 mg/100
transformados(sdlidos) w100
Alimentosdesinados s medicnals Dependendo das necessidades do indivi-duo,
Ocorrenaturalmentenollitedevaca; Li¢  Pecificos, tal como definidos no até3 g/dia ‘Adesignagao do novo alimento autilzar na
proteina Alternat Sicoprotet Lactoferina uma das principais proteinas do soro do eite  ReEUIAMEnto (UE)n.0609/2013 fotulagem dos géneros alimenticios queo
roteina Alternativa \coproteina actoferrinabovin humano e também é relativamente abundante contenham deve ser «lactoferrina de leite de — "EP025339561
no colostro bovino. Bebidas icteas 200mg/100¢ vaca European Patent Office”
Wisturas em p6 para bebidaslicteas (prontasa S30mgio0s
Bebidas 3 base deeite fermentado (in-cluindo
bebidas 3 base de ogurte) soms/100g
Bebidasn3o alcodlicas 120mg/100g
Produtos  base de ogurte 80mg/100g
Produtos  base de queijo 2000mg/100g
Gelados 130mg/100¢
Bolos e produtos de pastelaria 1000 mg/100g
Rebugados 750mg/100g
‘Gomas de mascar 3000mg/100g

Figura A. 4. Exemplo de uma parte da folha Excel com as proteinas alternativas.

Anexado a presente dissertacao, seguem-se as Folhas Excel completas, acima referidas, intituladas por “Mapeamento_Novel_Foods_Joana_Soares”.
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Anexo B — Tabelas e graficos auxiliares
Na Tabela B.1 encontra-se representado o pH antes e depois de incubar, bem como a
percentagem de acido latico e a acidez titulavel para as amostras 1, 2 e 3.

Tabela B. 1. pH antes e depois de incubar, bem como a percentagem de acido latico e a acidez titulavel para as

amostras 1, 2 e 3

Amostra pH antes de pH depois de % acido Acidez
incubar incubar latico titulavel (°D)
A 5,96 4,58
1 B 5,94 4,35
C 59 4,38
A 5,81 4,59 0,945 94,5
2 B 5,92 4,53 0,8775 87,75
C 5,92 4,59 0,837 83,7
A 7,65 5,97 0,612 61,2
B 7,05 6,04 0,504 50,4
3 C 6,78 5,74 0,72 72
D 6,23 5,68 0,8145 81,45

A viscosidade das amostras 1, 2 e 3 encontram-se representadas na Tabela B.2.

Tabela B. 2. Viscosidade das amostras 1, 2 e 3

10 rpm
Amostra Viscosidade (P) + Desvio Padrao
1 AB,CeD
A 18,10 0,14
2 B 17,80 0,71
C 19,67 1,57
A 13,3
3 B 11,1
C 54,4
D 19,4
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A cor das amostras 1, 2 e 3 encontram-se representadas na Tabela B.3.

Tabela B. 3. Cor das amostras 1, 2 e 3

Amostra L* a* b*
A 82,48 -1,12 10,41
B 82,28 -11 10,41

: C 81,77 -1,24 9,81
D 83,31 -1,72 9,38

A 65,28 -2,22 6,11

2 B 89,18 -2,59 7,61
C 81,14 2,10 6,88
A 86,49 -4,03 17,42
3 B 79,21 3,84 16,54
C 71,05 2,82 14,00
D 76,49 -3,14 14,25

A sinérese das amostras 1, 2 e 3 encontra-se representada na Tabela B.4, bem como o

desvio-padrao associado.

Tabela B. 4. Sinérese das amostras 1, 2 e 3

500 rpm 1000 rpm 5000 rpm
o o o
Sine'/:ese Desvio Sine'/:ese Desvio Sine'/:ese Desvio
média Padrao média Padrao média Padrao
B 38 2,40
C 3,8 2,51
: D 59 2,52
F 5,0 2,56
A 8,78 1,04 61,14 1,92
2 B 6,42 0,67 56,43 2,98
C 8,69 1,96 57,98 0,88
A 16,4 2,02 55,1 0,71
B 59 2,72 56,4 0,00
: C 6,4 1,36 24,1 3,89
D 7,4 2,58 55,9 1,75



Na Tabela B.5 pode-se observar a tabela utilizada para construcao do grafico da Figura 20,

sobre a viscosidade das BTIL.

Tabela B. 5. Viscosidade apresentada pelo viscosimetro das amostras 6 a 13

Amostra Viscosidade a 10 rpm (P) Viscosidade a 20 rpm (P)

6

A

B 26,7 12
7

C

D 25,4 11,2
8 B 120,5 70,8

A 76,6
9

B 46,3
10 A 76,6 63,6
11 A 46,3 65,1
13 A 43,4 25,5

Na Tabela B.6, encontra-se a analise as perguntas 1, 2 e 3 da Ficha de Avaliacdo Sensorial,
gue serviu de apoio a construcdo da Figura 21 da presente dissertacdo. Cada valor apresentado

corresponde ao numero de pessoas que respondeu “sim”, “nao” ou “indiferente”.

Tabela B. 6. Resposta as perguntas 1, 2 e 3

Pergunta 1 Pergunta 2 Pergunta 3
Sim 6 4 5
Nao 2 1 1
Indiferente 2 5 4
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Na Tabela B.7 é apresentado o numero de pessoas que respondeu “Menos de 1 vez por
semana”, “1 vez por semana”, “2 vezes por semana”, “3 vezes por semana” e “todos os dias”,

a pergunta 4. A Figura 22 da presente dissertacdo foi construida com base na Tabela abaixo.

Tabela B. 7. Resposta a pergunta 4

Pergunta 4
Menos de 1 vez por semana 4
1 vez por semana 0
2 vezes por semana 0
3 vezes por semana 4
Todos os dias 2

Para apresentar as respostas das perguntas 5, 7 e 8, na Figura 23 da dissertacao, que se
tratava de uma escala hedonica, procedeu-se ao calculo da média desta escala, obtendo-se a

Tabela B.8.

Tabela B. 8. Resposta as perguntas 5, 7 e 8

Cédigo n® 234 590 344 845 948 464
Pergunta 5 2 2,7 43 6 7 6,3
Pergunta 7 15 1,4 2,6 3,5 6,8 6

Pergunta 8 3,1 3,1 6,3 6 6,9 6,3
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Para as perguntas 6.1, 6.2 e 6.3, contou-se 0 numero de pessoas que assinalaram cada

resposta, passando esse valor para percentagem.

Na Tabela B.9, esta representada a resposta as perguntas 6.1 e 6.3, das amostras com os
seguintes codigos: 234, 590, 344 e 845. A Tabela representa o nimero de provadores que
consideraram as amostras desde muito pouco espesso a muito espesso e muito pouco doce a

docura ideal.

Tabela B. 9. Resposta as perguntas 6.1 e 6.3 das amostras 234, 590, 344 e 845

Codigo n® 234 590 344 845
Muito espesso 0 0 9 0
Espesso 0 0 1 0
Espessura ideal 0 3 0 10
Pouco espesso 5 7 0 0
ope s o o o
Docura ideal 0 2 2 6
Pouco doce 6 5 7 4
Muito pouco doce 4 3 1 0

Apenas se estudou a analise as amostras que se mostraram mais vidveis para consumo
(amostra 10 e 11). Os valores obtidos, que ajudaram na construcao dos graficos da Figura 24 e

da Figura 25, podem ser vistos na Tabela B.10.

Tabela B. 10. Resposta as perguntas 6.1, 6.2 e 6.3 para as amostras 948 e 464

Codigo n® 948 Codigo n® 464
Espessura certa 100 Espesso 60
Cor certa 80 Espessura certa 40
Escuro 20 Cor certa 90
Docura certa 40 Escuro 10
Doce 30 Doce 20

Muito doce 30 Docura certa 80



Por fim, sobre a pergunta 9, voltou-se a contar o numero de pessoas que responderam “ndo”,
“esporadicamente”, “frequentemente” e “sim”, obtendo-se os resultados apresentados na Tabela

B.11. As Figuras 26 e 27 foram construidas com base na Tabela abaixo.

Tabela B. 11. Resposta a pergunta 9

Caodigo n* 948 464
Nao 2 2
Esporadicamente 3 5
Frequentemente 2 2
Sim 3 1



Anexo C — Exemplos de calculo

Para a parte laboratorial foram realizadas diversas analises. No presente Anexo, vdo ser
apresentados os exemplos de calculo, que foram necessarios realizar para a discussdo dos

resultados.

Foram realizados calculos para a solubilizacdo da proteina, para a preparacao de NaOH e da

fenolftaleina, para a acidez titulavel e para a sinérese.

No exemplo de calculo da solubilizacdo da proteina, vai ser utilizada a solubilizacao de

proteina de ervilha 10 % (p/v), amostra Al, presente na Folha 2 do Excel referido no Anexo F.

Para os exemplos de calculo da acidez titulavel e sinérese, vai ser utilizada a Amostra 10,

ensaio A.

.  Preparacéo da solucdo de NaOH 0,1 M

Para a preparacéo das diluicdes de NaOH 0,1 M foi necessario recorrer a equacdes simples de

concentracao.

Para um volume total de 250 mL de solucdo (V) e uma concentracao de 0,1 mol/L (C),

determinou-se primeiramente, o nimero de moles da solucdo (n), com recurso a Equacao C.1.

c (mol) _n (mol)

moly  n (mol)
L V(L) )

< 0,100 ( L)0250Mm)

mol Equacdo C.1
& 1 (mol) = 0,100 (T) x 0,250 (L) & quac

< n = 0,025 mol
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De forma a determinar a massa (m) em gramas, necessaria para a solucao, sabendo que a

massa molar do NaOH é de 39,997 g/mol, recorreu-se a equacao C.2.

g
m (g) = n (mol) X MM (@) o
& m (g) = 0,0250 (mol) x 39,997 (%) o Equacio C.2

& m = 1,000 g de NaOH
Onde C é a concentracdo desejada, n € o numero de moles e V, o volume da solucéo.

Nota: procedeu-se ao mesmo calculo para a preparacdo de solucdo de NaOH 0,5 M, onde

apenas se alterou o valor da concentracdo de 0,1 mol/L para 0,5 mol/L.

.  Preparacéo da solucdo de fenolftaleina

A preparacdo da fenolftaleina, baseada na literatura, foi preparada a 1 % (p/v) — 1 g de
fenolftaleina para 100 mL de solucéo. Assim, com recurso a Equacado C.3, calculou-se a massa

necessaria de fenolftaleina para 250 mL de solucao em etanol absoluto PA, da marca Panreac.

_ 250 (mL) x 1(g)
m (8) = —60 mD)

© m = 2,5 g de fenolftaleina Equacao C.3

«  Solubilizacado da proteina: calculo da percentagem de peso seco

0 célculo da percentagem de peso seco fez-se com recurso a massa do cadinho, apds secagem
no forno e confirmacéo de peso constante (19,2066 g), a massa do cadinho vazio (19,1926 g) e

a massa do cadinho com 3 mL de solucéo (22,0750 g).

Assim, com recurso a Equacao C.4., calculou-se a percentagem de peso seco da amostra.

% de peso seco = o x 100 &
19,2066 — 19,1926 ~
& % de peso seco = 100 < Equacéo C.4

22,0750 — 19,1926

< Peso seco = 0,4857 %
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Onde A - massa do cadinho, apds secagem no forno e confirmacao de peso constante; B -

massa do cadinho vazio; C - massa do cadinho com 3 mL de solucao.

o Acidez Titulavel: calculo da percentagem de acido latico

A acidez titulavel foi determinada com recurso as preparacdes de NaOH 0,1 M e de
fenolftaleina. A titulacdo da-se até ao ponto de viragem, onde a solucdo de BTIL se torna rosa

(Anexo D, Figura D.16). A percentagem de acido latico é dada pela Equacéo C.5.

0 volume de NaOH gasto até ao ponto de viragem de fenolftaleina é de 8,10 mL = 0,0081 L;
a massa molar do acido latico é de 90,08 g/mol; o peso da amostra ¢ 10,00 ge 0,1 é o fator de

correcdo do NaOH 0,1 N.

Volume (NaOH) gasto X MM (4cido latico) x 0,1000 y

10 &
Peso da amostra

% acido latico =

0,0081 x 90,08 x 0,1000 =
< % 4cido latico = 1000 x 100 & Equacao C.5

S % acido latico = 0,7296 %

o Acidez Titulavel: calculo da acidez titulavel em graus Dornic

Sabe-se que 0,01 % de acido latico corresponde a 1 grau Dornic. Assim, para se obter a acidez
titulavel em graus Dornic, recorreu-se a essa relacao, e através da Equacado C.6, obteve-se o

resultado.

_ % Aacido latico
B 0,01

=4

0,7296 Equacao C.6
S AT = 0.01 S

< AT =7296°D
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. Sinérese: calculo da massa de soro

Para o exemplo de calculo da massa de soro vai-se utilizar a amostra 10A, a 1000 rpm.

Calculou-se, primeiramente, através da Equacdo C.7, a massa de BTIL no tubo quando foram
adicionados 7 mL de BTIL. Para este calculo foram necessarias a massa do tubo vazio (6,90 g) e

a massa do tubo com 7 mL de BTIL (14,2 g).

Massade BTIL=F—-E &
& Massa BTIL = 14,20 — 6,90 Equacéo C.7

< MassaBTIL=F=730g

Com recurso a massa do tubo vazio (6,90 g), a massa de BTIL (7,30 g) e & massa do tubo
apods centrifugacdo, com a remocao do soro (11,50 g), calculou-se a massa de soro, como se

verifica pela Equacéao C.8.

Massadesoro = (E+F) -G &

& Massa de soro = (6,90 + 7,30) — 11,50 & Equacao C.8

& Massade soro =2,70g

Onde E é a massa de tubo vazio, F a massa do tubo com BTIL e G a massa do tubo apds

centrifugacdo, com a remocado do soro.
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.  Sinérese: célculo da percentagem de sinérese

Através da divisdo da massa de soro, calculada acima, pela massa do tubo com BTIL antes da

centrifugacéo (F), multiplicando-se por 100, obtém-se a percentagem de sinérese, como se pode

confirmar pela Equacéo C.9.

o, massa de soro
% de sinérese = F X100

)

7,30

< 9% de sinérese = X 100 &

< 9% de sinérese = 37,00 %

Equacao C.9

Este calculo foi efetuado para todas as amostras realizadas a 1000 e 5000 rpm.
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Anexo D - Fotografias tiradas as formulacoes experimentadas

A primeira amostra realizada, de iogurte convencional, pode ser verificada na Figura D.1.

Figura D. 1. Amostra 1.

A amostra 2 encontra-se na Figura D.2.

Figura D. 2. Amostra 2.
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Na Figura D.3. é possivel verificar a amostra 5, cuja se trata de uma sobremesa feita a base

de leite de soja e sobremesa de soja, ambas da marca Alpro.

Figura D. 3. Amostra 3.

A amostra 4, que pode ser vista na Figura D.4., mostrou-se invalida, sendo que nao se fizeram

analises 8 mesma, sem ser a medicdo do pH.

Figura D. 4. Amostra 4.
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A amostra 5, pela falta de solubilidade da proteina, mostrou-se também invalida. Esta esta

representada na Figura D.5.

Figura D. 5. Amostra 5.
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A amostra 6, tratou-se de 6 diferentes tipos de receita. Na Figura D.6., é possivel observar

que as amostras A e E, ndo formaram o leite, nem coagularam ao ponto de ser uma bebida tipo

iogurte, como as restantes.

Figura D. 6. Amostra 6.
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A amostra 7 encontra-se na Figura D.7. Os ensaios A e D foram os primeiros a ser

experimentados.

Figura D. 7. Amostra 7.

As amostras 8 e 9 encontram-se apresentadas na Figura D.8 e Figura D.9, respetivamente.

Foi feita a analise sensorial aos ensaios B de cada amostra.

Figura D. 8. Amostra 8. Figura D. 9. Amostra 9.

As ultimas amostras realizadas, 10, 11, 12 e 13 estao apresentadas a seguir, nas Figuras

D.10, D.11, D.12 e D.13.

Figura D. 10. Amostra 10.
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Figura D. 12. Amostra 12.

Figura D. 13. Amostra 13.
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Na Figura D.14 encontra-se a bebida e sobremesa de soja utilizados na amostra 5.

Figura D. 14. Bebida e sobremesa de soja utilizados na amostra 5.

Na Figura D.15 verifica-se o sistema utilizado para analise & acidez titulavel.

Figura D. 15. Sistema utilizado na acidez titulavel.
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Na Figura D.16 esta apresentada o ponto de viragem de fenolftaleina de uma das amostras.

Figura D. 16. Ponto de viragem de fenolftaleina.

A centrifuga e os tubos falcon de 13 mL, utilizados na analise da sinérese, encontram-se

apresentados na Figura D.17.

Figura D. 17. Centrifuga (a)) e tubo falcon de 13 mL (b)).
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Os filtros de microfibras utilizados na filtracao a vacuo encontram-se apresentados na Figura

D.18.

GE Healthcare
Life Sciences
_Whatman™

GLASS MICROFIBER FILTERS
GF/C™

Diameter 47 mm
100 Circles

CAT No. 1822-047

Figura D. 18. Caixa dos filtros utilizados na filtragdo a vacuo.
Na Figura D.19 é possivel observar os cadinhos utilizados para a proteina fungica, apdés uma hora

de secagem.

Figura D. 19. Cadinhos, apds uma hora de secagem, da proteina fungica.
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Anexo E - Ficha de Analise Sensorial

MC X

® Sonae

\
</

Analise Sensorial a Bebida tipo logurte Liquido

Desenvolvido por: Joana Soares

Amostra n°:
Sexo: [ Feminino [ Masculino
Idade:

Ocupagao:

1 - Gosta de iogurtes liquidos?

O Sim [0 Nao O Indiferente

2 - Gosta de bebidas vegetais?

O Sim [0 Nao O Indiferente

3 - E uma pessoa preocupada com o consumo de proteinas animal?

[ Sim [ Nao [ Indiferente

4 - Qual a sua frequéncia de consumo de iogurte liquido?
[J Menos de 1 vez por semana
[ 1 vez por semana
[ 2 vezes por semana
[ 3 vezes por semana

[ Todos os dias

5 — Sobre a amostra analisada, classifique a sua experiéncia global:

01 02 O3 0O4 0O5 0Oe6 O7 O8

Desgostei extremamente Gostei extremamente

Nota: para a realizagao da Pergunta 5, ver classificacao da escala na pagina a seguir.

Figura E. 1. Pagina 1 da Ficha de Analise Sensorial realizada.
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MC

® Sonae

6 — Sobre as seguintes caracteristicas, qual a sua opiniao?

6.1 - Textura: 6.2 - Intensidade da cor: 6.3 - Dogura:

[J Muito pouco espesso [ Muito escuro [J Muito pouco doce
[ Pouco espesso [ Escuro [ Pouco doce

[ Na espessura ideal [ A cor ideal [ Na dogura ideal
[ Espesso [ Claro [ Doce

[ Muito espesso [ Muito claro [ Muito doce

7 - Defina a sua opinido sobre o sabor do produto que experimentou.

01 O2 O3 0O4 0O5 Oe6 0O7 0O8

Desgostei extremamente Gostei extremamente

8 - Defina a sua opinido sobre o aroma do produto que experimentou.
01 O2 O3 0O4 O5 Oe6 O7 0O8
Desgostei extremamente Gostei extremamente
9 - Qual sua opiniao sobre se tornaria, ou nao, o produto, parte da sua alimentacao habitual.
O Sim [ Esporadicamente

[0 Nao [ Frequentemente

Nota: para as perguntas 5, 7 e 8 considere:

1  Desgostei extremamente 2 Desgostei 3 Desgostei moderadamente 4 Desgostei ligeiramente

5  Gostei ligeiramente 6  Gostei moderadamente 7  Gostei 8  Gostei extremamente

10 - Comentarios:

Obrigada pela sua participacao!

Figura E. 2. Pagina 2 da Ficha de Analise Sensorial realizada.
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Anexo F — Excel utilizado para os calculos realizados

Anexado a presente dissertacdo seguem-se as Folhas Excel intituladas de
“Excel_Dissertacao_Joana_Soares”, utilizadas para a analise e discussdo dos resultados obtidos

laboratorialmente.

111



