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Resumo

O acucar, sacarose, € um produto de consumo basico quer pelas suas propriedades como
adocante quer como agente estruturante com diversas fun¢gbes nos produtos alimentares.
Devido a sua importancia na alimentacdo mundial, tem-se vindo a desenvolver produtos
alternativos que concedem na mesma um sabor doce aos alimentos, mas sem o seu poder
calorico. Este trabalho teve como objetivo desenvolver um novo produto com poder
edulcorante, 4 base de subprodutos da industria do arroz da regido do Sado, com
propriedades mais interessantes que outros adogantes no mercado, utilizando técnicas de
producdo de amazake.

A otimizacao do processo de producdo comecou com a procura da melhor temperatura para
a atividade amilolitica e proteolitica, tendo-se obtido melhores resultados aos 45° e 50 °C. A
segunda fase foi a otimizacao da fermentacdo ou hidrolise do amido, onde se utilizou uma
proporgcédo de 5,6 % de koji no amazake, de modo a ndo obter caracteristicas sensoriais
indesejadas. As amostras a 50 °C ficaram mais secas e, através da espectrofotometria
UV/Visivel, obteve-se para a concentracdo de acucares o resultado de 144,4 mg/g ap6s 15,5
horas a 45 °C.

Para o processo de secagem, disp6s-se 0 amazake em tiras nos tabuleiros do desidratador e
realizou-se uma secagem a 68 °C durante, aproximadamente, 2h30m, tendo em consideragéo
que o tempo de secagem pode alterar dependendo da amostra e deve de ser bastante

controlado.

O RRS é constituido por 41,5 g de Hidratos de carbono, que consistem em 64 % de glucose,
21,5 % de maltose e 14,5 % de maltotriose, com um a, de 0,339, logo ndo ha risco de
desenvolvimento microbiano. O produto apresenta um sabor caracteristico ndo muito doce e
nao dissolve completamente, ndo sendo muito bom para utilizar em bebidas, mas apresentou

uma capacidade como espessante, comprovada por um teste TPA.

Palavras-chave: adocante; arroz; Aspergillus oryzae; amazake.



Abstract

Sugar, or sucrose, is an important commodity in most food products and, due to its importance
in the world, alternative sweeteners have been developed in order to grant the same sweet
taste but without the its caloric intake. Therefore, the objective of this paper is to develop a
product with better properties than other sweeteners already in the market and to take

advantage of a sub product of rice crops from the Sado region.

The first step was to select the best temperature for amylolytic and proteolytic activity, and the
best results were obtained at 45° and 50 °C. The second phase was the optimization of
fermentation, or starch hydrolysis, where a proportion of 5,6 % of koji in the amazake was
used, so as not to get undesired sensory characteristics. At 50 °C the samples appeared drier
and, through UV/Visible spectrophotometry, we yielded 144,4 mg/g of carbohydrates, after
15,5 hours, at 45 °C.

For the drying process, the amazake was laid in stripes on the dehydrator’s trays and it was
dried at 68 °C for, approximately, 2h30m, keeping in mind that the drying time could alter

depending on the sample and should be thoroughly controlled.

The RRS is comprised of around 41,5 g of carbohydrates, of which 64 % are glucose, 21,5 %
is maltose and 14,5 % is maltotriose. It also has a ay of 0,339, and so there isn’t a risk of
microorganism growth. This product also exhibits a characteristic taste, isn’t very sweet and
doesn’t dissolve completely, so it shouldn’t be applied in beverages. It displayed, however, a

thickening quality, confirmed with a TPA test.

Key words: sweetener; rice; Aspergillus oryzae; amazake.
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1. Introducéo e Objetivos

O agucar é um produto que tem uma grande importadncia na sociedade. Ha vérios séculos
atras, o acucar era utilizado na India como um tempero e medicamento. No entanto, ele ndo
era facilmente adquirido e, como alternativa, adocicavam os alimentos com mel. Este passou
a ser comercializado pelos gregos, apés a sua descoberta por Alexandre, o Grande, e
posteriormente pelos romanos, mas era apenas comercializado em pequenas quantidades
(Januario, 2014).

O refinamento do aclcar comegou com 0s persas, de modo a melhorar 0 seu estoque,
transporte e comércio sem que ele fermentasse. A conquista da Pérsia pelos arabes em 650
d.C. expandiu o acucar pelo seu império e iniciou o cultivo da cana-de-aclcar em mais
regides, iniciando a producao de agucar sélido ao longo do Mediterraneo (Januério, 2014).
Durante centenas de anos, o0 acgucar foi considerado um produto gastrondmico e medicinal de
luxo, sendo uma especiaria extremamente rara e valiosa. No século XII, o cultivo estendeu-
se as regifes da Grécia, do Sul de Itdlia e do Sul de Franca. No entanto a sua producdo
continuava a ser muito reduzida, sendo que 0s orientais continuavam a ser 0s maiores

fornecedores de acucar (Sidul, s.d.).

No inicio do século XV, introduziu-se o cultivo da cana-de-aclUcar na Madeira, permitindo a
Portugal vender agucar ao resto da Europa. Depois, com a passagem do cabo da Boa
Esperanca, 0s portugueses passaram a viajar para a india com bastante regularidade,

tornando-os 0s maiores negociantes de agucar (Sidul, s.d.).

A producao de cana-de-acUcar na América do Sul comecou com a chegada de Cristévao
Colombo a América, em 1493, sendo que levava consigo alguns exemplares de cana-de-
acucar provenientes das Canarias. Com a descoberta do Brasil, em 1500, os portugueses
decidiram, também, apostar na instalacdo de plantacdes de grandes dimensdes, aumentando,

assim, a sua producdo de acUcar (Sidul, s.d.).

Atualmente, o aclcar consumido é extraido, ndo s6 da cana-de-agucar, mas da beterraba. O
cultivo da beterraba em grande escala comegou no inicio do século XIX, quando uma guerra

maritima entre a Franca e Inglaterra impediu a importacdo do aclcar da cana (Fraia, 2015).

A beterraba sacarina que se cultiva na Europa € também conhecida como beterraba branca
e é uma planta de crescimento rapido e bem-adaptada ao clima temperado. Esta é da mesma
espécie que a beterraba vermelha e é resultante de um lento processo de sele¢cdo. Ao longo

do tempo, as variedades sacarinas tornaram-se mais claras e doces (Fraia, 2015).

O acucar é, entdo, um edulcorante natural, constituido essencialmente por sacarose, sendo

gue, o termo “agucar” esta associado a sacarose. Este tem um elevado poder edulcorante



(sabor doce), um elevado valor energético (valor calérico), um elevado poder de conservacao,
uma elevada solubilidade em 4gua, apresenta uma capacidade estruturante, sendo que, ajuda
no processo de gelificacdo, conferindo estrutura e volume ao produto, e atua como um
humectante, ou seja, estabelece ligacdes com as moléculas de agua no alimento, reduzindo,
assim, a atividade da 4gua (aw) neste, aumentando o seu tempo de conservacao (Januério,
2014).

Hoje em dia, h4 uma necessidade de encontrar um adocante que tenha um elevado poder
edulcorante, mas com baixo valor energético. Assim, originaram os adogantes sintéticos,
como a sacarina, o acessulfame k e o ciclomato, entre outros, e os adocantes naturais, como
o0 esteviosido (obtido da Stevia rebaudiana), a glicirrizina (obtido do alcacuz), etc. Estes nédo
sdo metabolizados pelo organismo, logo séo ndo caldricos. Tem-se, também, como alternativa
a frutose, que é um monossacarideo constituinte da sacarose e apresenta um poder
edulcorante superior a sacarose, podendo ser utilizado em pequenas quantidades e tem um
baixo indice glicémico, e o sorbitol, que € um polialcool higroscépico, que nao promove caries,
por outro lado, quando ingerido em excesso, tem um efeito laxativo. Muitos destes adogantes
s6 tém a capacidade de adocar os alimentos, sendo que, para certos produtos ha uma
necessidade de adicionar estruturantes para se obter a textura desejada (Weihrauch et al.,
2004; Januério, 2014).

Este trabalho baseia-se, portanto, no desenvolvimento de um adocante que apresente
propriedades mais saudaveis que 0s outros adogantes ja disponiveis no mercado e o estudo
da sua aplicabilidade em diferentes matrizes alimentares. Tem-se, ainda, como objetivo
valorizar os subprodutos das culturas arrozeiras da regido do Sado, tendo em consideragao
que o River Rice Sugar ® (RRS) vai ser produzido a partir da trinca de arroz carolino, tipico

dessa regido.

A ideia originou de um outro produto ja existente no Japdo ha varios séculos, o amazake. Este
€ uma bebida doce, ndo alcodlica, produzida a partir da fermentacdo de uma mistura de arroz
cozido com arroz koji. Por sua vez, o arroz koji € obtido através do desenvolvimento do fungo

Aspergillus oryzae em arroz cozido a vapor (Oguro, 2017).

O processo de producdo do RRS vai ser parecido ao do amazake, sendo que se vai
acrescentar um processo de secagem e moagem, de modo a obter um produto com um aspeto

parecido ao acucar.



2. Enquadramento Tedrico

2.1. Novas tendéncias de consumo: sustentabilidade e inovacgéao

A industrializacao foi importante para o aumento da producéo alimentar de modo a responder
as necessidades do aumento da populagdo, no entanto neste sistema existe um grande
desperdicio e € muito prejudicial ao ser humano. O facil acesso aos produtos alimentares
favoreceu o desperdicio de comida néo ingerida, considerando que uma parte da populagéo
passa fome, s6 uma pequena percentagem dos subprodutos resultantes do processamento
industrial é reutilizada e uso de pesticidas e fertilizantes sintéticos que podem contaminar o
solo e as aguas. Este é um sistema linear, onde uma propor¢cdo muito alta de produtos
alimentares flui para as cidades onde sao processados ou consumidos, criando residuos
organicos sob a forma de alimentos descartados, subprodutos ou esgoto (Ellen Macarthur

Foundation).

Nos ultimos anos, tem havido uma alteracao na tendéncia alimentar da populagéo, sendo que,
h&a um aumento da preferéncia do consumo de proteina a base de plantas, que alimentos de
producado orgéanica e/ou local, de alimentos cultivados com maior regeneracéo, o que pode
ser indicativo de tendéncias globais de longo prazo. Também tem havido um grande
desenvolvimento na tecnologia e inovagéo, originando alternativos aos produtos alimentares
atuais. Estas novas tendéncias abrem a hip6tese de estabelecer um sistema alimentar

circular, que é um sistema mais sustentavel (Rosendo, 2018).

A economia circular é um conceito estratégico que assenta na redugdo, reutilizacao,
recuperacao e reciclagem de materiais e energia, substituindo o conceito de fim-de-vida da

economia linear (Rosendo, 2018).

Uma economia alimentar circular tem como objetivo recriar os sistemas naturais de
regeneracgao, para que ndo existam residuos, indo estes ser matéria-prima para outro ciclo,
livres de pesticidas ou outros contaminantes quimicos. Os seus principios séo, entdo, acabar
com os desperdicios e a poluicdo, reutilizar e reciclar e evitar o0 uso de recursos néao
renovaveis. Para tal teria de se produzir os alimentos de maneira regenerativa e se possivel
mais local, utilizar o maximo possivel dos produtos alimentares e conceber e comercializar

produtos alimentares mais saudaveis (Ellen Macarthur Foundation).



2.2. Arroz Carolino

s

O arroz € um alimento extremamente importante, sendo que a e,

maioria da populagdo mundial o consome. O arroz carolino provém
da planta Oryza sativa L. (subespécie Japoénica). Esta é uma
plantacdo anual, realizada em sistema de monocultura, recorrendo
atécnica de alagamento constante dos campos cultivados (DGADR,
s.d.).

Esta planta pode ser cultivada em quase todos os solos, desde

-

Figura 1 - Colheita do arroz
(Carreiro, 2008).

arenosos a argilosos, desde que esta tenha agua suficiente para o
seu desenvolvimento. Assim, ela consegue-se sustentar em terras e

aguas salgadas e tolera grandes variacfes de pH (entre 4,5 e 8,7) (DGADR, s.d.).

De maneira a obter o arroz que compramos, este, apds a colheita tem de passar por uma
secagem, pelo descasque e pelo processo de branqueamento, onde se elimina, por abraséo,
0 pericarpo até se obter o branco desejado. De seguida realiza-se o polimento, onde sdo
removidas as particulas de farinha agarradas ao grao. Por fim, da-se a separacao dos graos
de arroz inteiros dos graos partidos, denominados de trinca de arroz, e d4a-se uma ultima
selecdo onde s&o retirados os grdos de arroz que ndo apresentam a tonalidade certa.

Ocorrem, ainda, processos de lavagem antes da secagem e do descasque (DGADR, s.d.).

O arroz é maioritariamente constituido por amido, com uma concentragdo a volta de 80%,
fornecendo, também, proteinas, vitaminas, minerais e um baixo teor de lipidos, por volta de
1%. As concentrac¢des dos varios constituintes vao ser influenciados pela variedade de arroz,
pelas variacdes ambientais e o seu processamento. Os seus componentes também néo estéo
uniformemente distribuidos pelo grédo, ou seja, 0 amido concentra-se principalmente no centro
e as camadas mais externas tém uma maior concentracdo de proteinas, lipidos, fibras,

minerais e vitaminas (Walter et al., 2008).

Tabela 1 - Caracteristicas Quimicas do Arroz Carolino (DGADR, s.d.).

Parametros Valores Meédios (%5 %)
Gordura (%) 09-1.3

Proteina (%) 52-6.8

Hidratos de Carbono (%) 77.1-82,3

Valor energético (Kcal / 100g) 346.5 - 350.1




2.3. Compostos adocantes

2.3.1. Sacarose
Os hidratos de carbono, também conhecidos como glucidos ou “agucares”, sdo moléculas
constituidas por atomos de carbono, oxigénio e hidrogénio e podem formar desde

monossacaridos a polissacaridos (Tomasik, 2004).

O acucar utilizado na cozinha é, essencialmente, sacarose. Este € um oligossacéarido ou,
neste caso, um dissacéarido, constituido por uma molécula de glucose e outra de frutose
(Nabors, 2012).

O acucar é produzido da cana-de-agucar ou da beterraba sacarina, através de um processo
de cristalizacdo dos acUcares que estas contém naturalmente, e os maiores produtores de
cana-de-agucar sdo o Brasil, a India e a China e os de beterraba sacarina a Russia a Franga
e a Alemanha. A producédo do Brasil de cana-de-aclUcar é de 758 548 292 toneladas e a
producao na Russia de beterraba sacarina de 51 933 913 toneladas. Portugal também é um
produtor de agucar, mas apenas produz cerca de 5000 toneladas de cana-de-agucar e 16 000
toneladas de beterraba sacarina, muito pouco comparando com a produgdo mundial (FAO,
2017).

Atualmente existem varios substitutos ao agucar convencional, inclusive agucar de coco, no
entanto, estes tém um preco comercial muito elevado comparativamente com o agucar
(Tabela 2). Tem é de se ter em conta, também, que devido ao elevado poder edulcorante de
alguns dos adogantes comparativamente com a sacarose, a quantidade utilizada desse
adocante vai ser inferior a necessaria se se utilizasse sacarose, por exemplo, uma colher de

acucar é equivalente a 24 mg de aspartame (Nabors, 2012).

Tabela 2 - Preco de diversos adocantes presentes no mercado (Continente; Celeiro).

Preco (€/kg)

Aclcar Branco 0,69
Aspartame 6,61
Aspartame e Acessulfame k 22,11
Ciclomato e Sacarina 15,92
Stevia 17,50

Frutose 4,59

Xilitol 25,60

Acucar de Coco 9,95

2.3.1.1. Papel desempenhado nos alimentos e bebidas
O aclcar, para além de ser um nutriente energético, também confere propriedades

caracteristicas como sabor, textura, estabilidade e volume, quando presente nos alimentos.



Quando esta cristalizado, o acucar ndo apresenta nem odor, nem cor e € um adogante muito
versétil (SRAS).

O acucar tem, entdo, Varios usos na industria alimentar, para além de adocar, ele é
humectante e funciona como um conservante, prevenindo o crescimento de microrganismos,
€ a base da fermentacao, por exemplo para a confecdo de pao, € um agente estruturante, isto
€, ajuda a criar matrizes mais estaveis, € um intensificador de sabor. O grau de cristalizacao,
a humidade e o tamanho dos cristais sao os fatores que véo controlar o efeito do aclcar na

textura dos alimentos (SRAS).

Os Acucares com a acao de calor podem sofrer transformacgdes, a caramelizacdo e a reacao
de Maillard, onde ocorre a formacdo de compostos volateis e polimeros complexos de cor
acastanhada. Para se dar a rea¢do de Maillard, € necessario haver proteinas presentes. Estas
reacdes vao conferir uma cor acastanhada e alterar o sabor, 0 que pode ser o pretendido

como, por exemplo, na producéo de cerveja ou de café (Tomasik, 2004).

2.3.1.2. Importancia para a saude
Os hidratos de carbono sédo degradados no nosso organismo através das amilases, que sédo
produzidas pelas glandulas salivares e pelo pancreas, elas vao hidrolisar os polissacaridos

em moléculas simples, que vao fornecer energia ao nosso corpo (More et al., 2012).

Apesar do aclcar ser necessario para 0 corpo humano, 0 Seu consumo em excesso €
prejudicial. Ao ingerir mais acgicar que 0 NOSSO COrpo precisa, este tem de encontrar outra
coisa para fazer com essa energia extra, ou seja, armazena-la como massa gorda,
promovendo a obesidade. O seu consumo também favorece o aparecimento de caries
(Nabors, 2012).

Em Portugal, mais metade da populacdo apresenta excesso de peso e perto de um milhdo de
adultos sofre de obesidade. O excesso de peso leva ao aumento do risco de doencas
cardiovasculares, hipertenséo arterial, dislipidemia e diabetes tipo 2 (Fundac¢édo Portuguesa
de Cardiologia; INE).

A Diabetes ocorre quando o pancreas nao € capaz de produzir insulina em quantidade
suficiente ou quando o organismo € resistente ao seu desempenho. A insulina € uma hormona
produzida pelo pancreas, responsavel por ajudar a glucose a passar do sangue para o interior
das células, a sua falta no nosso organismo vai resultar em excesso de glucose no sangue.
Este excesso vai fazer com que o organismo entre em hiperglicemia, ou seja, a glucose
acumula-se no sangue, deteriorando progressivamente 0s vasos sanguineos. Esta
deterioracdo torna mais frequente as doencas cardiovasculares, como a angina de peito, o
enfarte agudo do miocardio e a morte cardiaca subita em doentes diabéticos (Fundacéo

Portuguesa de Cardiologia).



Existem dois tipos de diabetes, tipo 1 e tipo 2. A diabetes tipo 2 é mais comum e esta
associada ao excesso de peso e obesidade, nesta o0 pancreas é capaz de produzir insulina,
mas um estilo de vida pouco saudavel tornaram a insulina ineficaz. A Diabetes tipo 2 tem
vindo a aumentado em todo o mundo e é mais comum em pessoas com mais de 40 anos,
mas devido a obesidade, € cada vez mais frequente entre os jovens (Fundac¢do Portuguesa

de Cardiologia).

2.3.2. Edulcorantes Naturais e Sintéticos

Os adocantes sao de grande interesse e tém vindo a ser investigados ha varios anos com o
objetivo de encontrar 0 mais parecido com o adocante perfeito que se conseguir. Este deve
de ser, pelo menos, tdo doce como a sacarose e com um sabor semelhante, incolor, inodoro
e ndo téxico ou carcinogénico, deve ser solivel em agua, estavel em diferentes condigbes de
pH e de temperatura e ter uma longa shelf life, também deve de ser facilmente produzido,
armazenado e transportado e ter um preco competitivo com a sacarose ou outros adocantes
comparaveis. Contudo, obter todas estas caracteristicas perfeitas é impossivel (Nabors,
2012).

O uso de adocantes oferece op¢des de produtos alimentares que ajudam a controlar as
calorias ingeridas ou na manutencéo do peso, também, no manejo dos diabetes e/ou caries,
a melhorar a aceitacao de certos produtos farmacéuticos e cosméticos e podem ser utilizados

como alternativa em caso de escassez de agucar (Nabors, 2012).

Nenhum adocante é perfeito para qualquer produto e ter uma variedade por onde escolher
permite que os fabricantes usem o ingrediente ou combinacdo de ingredientes mais adequado
a um certo produto. A maioria dos adogantes sdo nao caloricos, pois ndo sdo metabolizados
pelo corpo humano e ndo promovem caries ou influenciam a secre¢éo de insulina, logo séo

adequados ao consumo por diabéticos. Entre estes estéo:

O acessulfame de potéssio (acessulfame k), ele dissolve-se bem em agua e torna as solugées
neutras, é 200 vezes mais doce que a sacarose, mas em solu¢des aquosas tem um sabor um
pouco amargo, bebidas com acessulfame k podem ser pasteurizadas, esterilizadas e UHT

sem haver perdas e instabilidade (Nabors, 2012).

O aspartame € ligeiramente solUvel em agua e alcool e dependendo se € utilizado em sélidos
ou liquidos ele apresenta um poder edulcorante entre 160 a 220 vezes maior que a sacarose,
em condicdes secas é bastante estavel, mas é afetado por temperaturas muito elevadas, este
também realca outros sabores nos produtos, como, por exemplo, o sabor 4cido das frutas nas

pastilhas elasticas, podendo prolonga-lo até quatro vezes mais (Nabors, 2012).

O aspartame-acessulfame origina da unido de uma molécula de aspartame e outra de

acessulfame k, esta mistura oferece uma maior estabilidade do sabor doce e uma maior shelf



life, tem uma rapida dissolucao e é 350 vezes mais doce que a sacarose, tem, também, uma
higroscopicidade praticamente nula, mesmo quando exposto a uma humidade relativa muito
alta (Nabors, 2012).

O ciclomato tem uma boa solubilidade e é 30 vezes mais doce que a sacarose, no entanto,
com o aumento da sua concentracdo a intensidade do doce tende a diminuir e a ganhar um
sabor amargo que perdura. Ele tem uma estabilidade excelente a qualquer gama de
temperatura e de pH e na presenca de luz, oxigénio e outros quimicos. O ciclomato é
frequentemente utilizado em conjunto com a sacarina, sendo que, o poder edulcorante é maior
do que seria de esperar e o0 sabor residual indesejado é minimizado. Doses muito grandes de
ciclomato podem causar diarreias, mas o seu uso é limitado devido a toxicidade do metabolito

do ciclomato, a ciclohexilamina (Nabors, 2012).

A sacarina é instavel quando aquecida e na sua forma &cida é insolavel, sendo que, esta é
normalmente usada na sua forma de sal de sddio ou sal de célcio. A sacarina tem um poder
edulcorante 300 vezes maior que o da sacarose, mas também tem um sabor residual
desagradavel que aumenta com o aumento da sua concentracdo. A sacarina €, entdo, muito
utilizada com outros adocantes, principalmente com o ciclomato e o aspartame (Nabors,
2012).

A stevia pode ser constituida por diferentes glicosideos, apesar de que, dos dez compostos
identificados, tenta-se evitar extratos com maioritariamente esteviosido, para extratos com
primariamente rebaudiosido A. O rebaudiosido A é mais estavel que o esteviosido e tem um
poder edulcorante superior, entre 200 a 300, que o esteviosido, entre 150 a 250 vezes superior

a sacarose, e o esteviosido apresenta, também, um sabor mais amargo (Nabors, 2012).

O sorbitol e o xilitol séo adogantes alternativos também caléricos, mas a um nivel muito inferior
ao da sacarose. Eles sao polidis, cujo consumo elevado pode ter um efeito laxativo. O sorbitol
€ higroscépico, logo € utlizado como um humectante e é processado no corpo
maioritariamente como frutose, ou seja, pode ser consentido para diabéticos, no entanto é
menos doce que a sacarose. O xilitol por outro lado tem 0 mesmo nivel de dogura da sacarose,
ndo € um bom substrato para a placa bacteriana nos dentes, logo ajuda a evitar caries, e inibe
0 crescimento e a fermentacdo das leveduras, por isso, ndo pode ser usada em produtos

dependentes de leveduras (Nabors, 2012).

2.4. Amido

O amido constitui a maior reserva de alimento das plantas e € armazenado dentro dos
plastideos, na forma de granulos insoliveis em agua. A forma, tamanho e propriedades dos

granulos de amido sédo extremamente variadas e vao depender da sua origem. O amido em



geral pode ser dividido em dois polimeros: amilose, formada essencialmente por polimeros

lineares, e a amilopectina, uma mistura de varios polimeros ramificados (Banks et al., 1975).
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Figura 2 - Estruturas priméria e secundaria da amilose (a) e da amilopectina (b) (Blanshard et al., 1979).

O amido €, entdo, constituido por dois polissacaridos:

A amilose, cujo as moléculas tém, maioritariamente, uma estrutura linear com ligagbes

glicosidicas a-1,4, sem ramificacdes, com cerca de 200-1000 residuos de glucose. Esta é

instavel em solucBes aquosas, sendo que tem uma tendéncia para precipitar. A maioria dos

amidos estudados contém a volta de 15-25 % de amilose (Blanshard et al., 1979).

A amilopectina, que é constituida por véarias cadeias de glucose
com ligacbes a-1,4, interligadas com ligagBes glicosidicas a-1,6,
formando uma estrutura ramificada. Estas moléculas sé&o
bastante grandes, apresentando entre 2000 e 20 000 residuos de
glucose. A amilopectina é estavel em solugBes aquosas e a sua
forma, propriedades e degradagdo enzimatica vao ser
determinadas pelas diferentes

(Blanshard et al., 1979).

ramificagbes da molécula

Existem varias enzimas que atuam sobre estas ligacdes, de maior
importancia temos a a-amilase que catalisa a hidrolise do amido,
esta atua nas ligagfes glicosidicas a-1,4, exceto nas ligacdes do
final das cadeias e quando estdo perto de ligacbes a-1,6. Esta
enzima origina maioritariamente maltose e, em menores
guantidades, glucose e maltotriose, origina também, a partir da
amilopectina, a-dextrina. As a-amilases conseguem hidrolisar
parte dos granulos de amido, criando buracos na estrutura, e

eventualmente solubiliza-los (Blanshard et al., 1979).

Para completar a hidrolise atuam, ainda, as B-amilases que
funcionam nas ligacdes a-1,4 e tendem a parar antes das ligacées

a-1,6, originando a-dextrinas. Para fragmentar os oligossacaridos
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Figura 3 - estrutura molecular da
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dextrina (Wikipedia).

(a-dextrina) existem as a-glucosidases, B-glucosidases e as glucoamilases, que atua nas



ligagdes glicosidicas a-1,4, libertando as glucoses nas pontas das moléculas (Blanshard et
al., 1979).

Na industria alimentar os amidos mais utilizados séo de origem do milho e da batata, seguidos

do trigo, arroz e mandioca.

2.5. Amazake

O amazake, cujo nome significa sake doce, € uma bebida de origem Japonesa, doce e
cremosa, que pode ser servida quente ou fria, e é produzido a partir de arroz fermentado. Esta
bebida j& existe ha varios anos, remetendo ao periodo Kofun (300-538 AD), e é hoje ainda
muito popular (Chen, 2018).

Existem dois tipos de amazake, um é produzido através das borras do sake, isto €, é feito com
as borras que ficam da producédo do sake, sendo que, as borras sdo dissolvidas em agua
guente com adicdo de acgucar e no final vai ter um teor alcodlico de 8 %. A outra hipétese,
explorada neste projeto, € a producdo com arroz koji, onde se utiliza arroz, agua e arroz koji,

originando uma bebida nao alcodlica (Chen, 2018).

O arroz koji ou so6 koji é obtido através do desenvolvimento do fungo Aspergillus oryzae em
arroz cozido a vapor e pode depois ser adicionado a outras matérias-primas, por exemplo soja
ou arroz, de modo a obter produtos fermentados: molho de soja e miso (soja) e amazake e
sake (arroz) (Chen, 2018).

O amazake feito com koji tem mais valor nutricional que o feito com as borras do sake,
incluindo nutrientes como vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, acido folico, acido ferulico,
glutamina, fibras e grandes quantidades de glucose. Ele é considerado um probiotico, que
tem como beneficios anti fadiga, fortalecer o sistema imunitério, ajudar na digestéo e na flora

intestinal e € bom para a pele (Chen, 2018).

2.5.1. Aspergillus oryzae
O género Aspergillus é um dos grandes fungos na deterioracdo alimentar, sendo que faz
concorréncia com as espécies de Penicillium e Fusarium. Apesar de Aspergillus néo ter tanta
variedade de espécies como Penicillium, este tem vantagem devido a sua capacidade de se
multiplicar, ou no minimo tolerar, altas temperaturas e/ou reduzida atividade da agua. Este
também se desenvolve mais depressa e, apesar de demorar mais tempo para esporular,

produz esporos mais resistentes a luz e a compostos quimicos (Pitt et al., 2009).
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Aspergillus  sdo, entdo, fungos multicelulares,
caracterizados, em termos gerais, pela formacdo de
conidiéforos com grandes e pesados estipes e apicios,
denominados de vesiculas. As vesiculas sao, por norma,
mais ou menos esféricas, podendo, em algumas espécies,
ser alongadas. As vesiculas suportam fialides, podendo

ou nao também ter métulas, de onde saem os conidios.

Neste trabalho utilizou-se a espécie Aspergillus oryzae
Figura 4 - Aspergillus oryzae tHzaa ot Que é extremamente parecida com Aspergillus flavus, ao
al., 2013). gue se acredita que esta € uma forma domesticada da A.
flavus, no entanto, ao contrario de A. flavus, A. oryzae nado produz aflatoxinas, e foi obtido
apos séculos de uso na producao dos varios produtos fermentados. As colonias de A. oryzae
possuem tanto fialides como métulas e apresentam o conidio com uma cor branca, que fica
amarelada com o continuo desenvolvimento, ficando depois verde e por fim um verde
acastanhado. A tua temperatura ideal de crescimento € entre 32° - 36 °C (Barbesgaard et al.,

1992; Pitt et al., 2009).

Aspergillus oryzae constitui a base de muitos dos alimentos
fermentados na Asia, como o molho de soja e 0 miso, que se obtém
da fermentacdo da soja, e o sake e 0 amazake, que se obtém da
fermentagéo do arroz. Estes produtos sdo produzidos utilizando Koji

(rice koji ou tane koji) que é, basicamente, A. oryzae criado em arroz

cozido, contendo as enzimas necessarias para a hidrélise do amido e

Figura 5 - koji apés 3 dias
da proteina (Bamforth, 2005; Pitt et al., 2009). de desenvolvimento.

Sabe-se que Aspergillus oryzae possui uma grande variedade de enzimas hidroliticas e uma
forte capacidade de degradar diversos compostos, sendo que, o papel mais importante do koji

€ a hidrdlise de compostos de alto polimero, como o amido, a proteina e a celulose.

Duas das enzimas mais estudadas, produzidas pelo A. oryzae, sdo a a-amilase e a
glucoamilase, pois sdo essenciais a produgdo do amazake. Como a a-amilase € uma das
enzimas mais importantes para a fermentacao, A. oryzae evoluiu para ter trés copias de
genes, isto deve-se a selecdo de estirpes com elevada atividade amilolitica para preparacao
de koji a centenas de anos. A. oryzae tem dois tipos de glucoamilases, uma que é proeminente
expressa em meios de cultura liquido (glaA) e outra expressa em cultura sélida (glaB), isto
sugere que A. oryzae provavelmente contém genes especificamente expressos sob condicbes
de cultura de estado sélido, como por exemplo, os genes que codificam tirosinase, protease
acida, hidrofobina. O pH do meio de cultura também representa um importante fator no

desenvolvimento das enzimas. Outras enzimas de importancia séo a protease 4cida, protease
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neutra Il e protease alcalina, proteinase, que tém o papel de degradar a proteina (Hata et al.,
1998; Kitamoto, 2002; Machida et al., 2008).

2.5.2. Processos de producéo de amazake

2.5.2.1. Kaoji
O primeiro passo para a produgédo de amazake € a producao de koji.
Este processo comega com a lavagem do arroz e deixar a demolhar
durante 24 horas. De seguida, ocorre a cozedura do arroz por vapor

(entre a 30-60 minutos), deixando, depois, arrefecer. O arroz €,

Figjura 6 - Preparacdo do
) ) ) ) koji em tabuleiros (South
de modo a formar uma camada fina e uniforme e vai ser mantido River Miso Company).

entdo, inoculado com Aspergillus oryzae e arrumado num tabuleiro

numa sala a, aproximadamente, 32 °C, onde fica até estar pronto.

Durante este passo o koji é remexido, de modo a libertar o diéxido de carbono, dispersar o
calor e o vapor de agua, originado do metabolismo do fungo, e uniformizar a temperatura. Por
volta de 2 dias apds a inoculacdo, o koji jA esta pronto a ser utilizado (South River Miso

Company).

2.5.2.2. Hidrdlise enzimética do amido
Para produzir amazake comecga-se por lavar o arroz e cozé-lo
em &gua, durante, aproximadamente, 15 minutos. Depois de
cozido, adiciona-se agua até arrefecer para uma temperatura
entre 50 °C e 60 °C, pois se a temperatura for muito alta diminui-

se a viabilidade do fungo e das enzimas e se for muito baixa,

hidrolisa demais, tornando a bebida azeda. Por fim, mistura-se

Figura 7 - Mistura de koji no arroz
para producdo de amazake (Chen,

horas. E necessario ir mexendo e controlar a temperatura do 2018).

o koji no arroz e deixa-se a essa temperatura, durante 8 a 10

preparado até estar pronto e, posteriormente, deixar arrefecer. O amazake deve de ser

mantido ou no frigorifico (maximo 1 semana) ou no congelador (méximo 1 més) (Chen, 2018).

O gosto doce desta bebida provém do seu alto teor em glucose, que origina da hidrélise do
amido. Esta hidrélise ocorre devido a presenca do koji, que fornece as enzimas necessarias
a fragmentacdo do amido, sendo as mais importantes as a-amilases, as B-amilases e as

glucoamilases (Blanshard et al., 1979).

2.6. Propriedades Fisico-quimicas dos Alimentos

2.6.1. Perfil Nutricional
2.6.1.1. Cinza

A cinza de um alimento é o residuo inorganico que permanece apés a queima da matéria

organica, usando temperaturas a volta dos 550-570 °C. Ela é constituida principalmente por
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macronutrientes, normalmente presentes em grandes quantidades, como o potassio (K), o
sédio (Na), o célcio (Ca) ou o fésforo (P), micronutrientes, geralmente presentes em pequenas
guantidades nos alimentos, como o ferro (Fe), o cobre (Cu), o zinco (Zn), o manganés (Mn),
entre outros, e elementos vestigiais. Alguns elementos vestigiais sdo necessarios ao
organismo, mas muitos deles sao prejudiciais a salde, como o crémio (Cr), o cobalto (Co) e
o cadmio (Cd). A cinza é o ponto de partida para a anélise de minerais especificos que sao

analisados tanto para fins nutricionais como para seguranca. (Zenebon et al., 2008).

2.6.1.2. Lipidos
Os lipidos sdo compostos organicos que contém ;

acidos essenciais ao organismo e atuam como Saida de dgua o

de resfriamento

transportadores de vitaminas lipossoluveis. Estes
Tubo Condensador —= )
sdo insollveis em agua, mas sdo sollveis em ._flﬂ“ada,deagm
e resfniamento
.. , Dedal de papel
solventes organicos, como por exemplo éter e S— d”mexmdo\

—s Tubo condutor

acetona (Zenebon et al., 2008). N ¢

parede do dedal de vapos
Os lipidos sdo normalmente determinados por Siffio +
métodos de extracdo com solventes, sendo um
dos métodos mais usuais a extracdo continua
— Balio

com um extrator Soxhlet, seguida por uma
evaporacdo ou destilagdo para remover o R i
solvente empregado. O processo comega COm a Figura 8 - Esquema de um sistema de extragio
colocacdo da amostra (envolta num filtro de papel) Soxhlet (Costa et al., 2017).
no aparelho, de seguida, o solvente é colocado dentro do baldo de destilagdo com uma
guantidade superior a da amostra. Depois, o0 baldo com o solvente é aquecido e o refluxo é
proporcionado a partir do condensador, com o vapor a subir o frasco e a condensar na parte
central do Soxhlet. A amostra absorve o solvente aos poucos e vai-se dissolvendo com o seu
aquecimento e as particulas sélidas da substancia sdo extraidas pelo tubo lateral do

reservatdrio de vidro (Zenebon et al., 2008).

2.6.1.3. Proteinas
As proteinas sao polimeros de aminoacidos com funcdes bioldgicas e fisioldgicas especificas
nos organismos, tal como, biocatalizadores, estruturais, hormonais, de transporte, fonte de
carbono e energia, entre outros. As proteinas tém a capacidade de interagir com a 4gua, 0s
lipidos e outros componentes, e podem alterar a textura e propriedades reoldgicas dos

alimentos (Zenebon et al., 2008).

As proteinas sdo determinadas através da determinacdo do nitrogénio, normalmente pelo
método Kjeldahl. Este divide-se em trés fases, a digestdo, a destilacao e a titulacdo. Durante

a digestdo a matéria organica existente na amostra é decomposta por acido sulfirico e um
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catalisador e o nitrogénio é transformado em sal amoniacal. Na destilacao utiliza-se o
hidroxido de sodio para libertar o amoniaco do sal amoniacal da amostra, 0 amoniaco vai,
depois, reagir com um acido adicionado (normalmente é utilizado um acido fraco como o 4cido
bdrico) e voltam a formar uma solugéo de sal amoniacal. Por fim realiza-se a titulagéo, onde
se determina a quantidade de nitrogénio presente na solucao titulando-a com um &cido forte,

como o 4cido cloridrico (Zenebon et al., 2008).

O método Kjeldahl permite-nos calcular a quantidade de nitrogénio total numa amostra, para
calcular a quantidade de proteina tem de se ter em consideragéo o tipo de proteina presente
na amostra e a sua percentagem em nitrogénio, assim, para o célculo da proteina é necessario
um fator de converséo. Existe um fator universal de 6,25 que € utilizado quando ndo existem

outros fatores mais adequados para o produto a ser analisado (Zenebon et al., 2008).

2.6.1.4. Hidratos de Carbono
Os hidratos de carbono, sdo moléculas constituidas simples ou complexas, podendo formar
desde monossacaridos a polissacaridos. Existem varios métodos para a determinacao do
contetido de uma amostra em glucidos, sendo que estes se baseiam nas propriedades fisicas
das suas solucfes ou no poder redutor dos glicidos mais simples (obtendo-se de compostos

mais complexos por hidrélise) (Zenebon et al., 2008).

Os métodos utilizados neste trabalho foram 0 método DNS, que é um método rapido e pratico
na determinacao de acUcares redutores e baseia-se na reducéo do acido 3,5-Dinitrosalicilico
(DNS) pelos acucares e o HPLC (cromatografia liquida de alta resolucdo), que permite a
identificacdo e quantificacdo de compostos dissolvidos numa amostra liquida (Sequeira,
2012). O DNS é utilizado em conjunto com uma solucédo de tartarato de sédio e potassio, que

vai prevenir a oxidac&o do acido (Santos et al., 2017).

2.6.2. Atividade da 4gua (aw)

Uma propriedade importante para a previsdo do comportamento microbiano num alimento é
a atividade da agua (aw), este nado vai ser igual a quantidade de agua no produto, sendo que
um produto com elevada percentagem em agua pode ter tanto um a. elevado como baixo.
Esta vai, entdo, depender dos efeitos coligativos das substancias dissolvidas na solugéo, por
exemplo quanto maior a concentracdo do sal ou do acgucar, menor a atividade da 4gua. Vai
depender, também, dos efeitos capilares, onde a pressao do vapor de agua € menor que a da
agua pura devido a mudancas nas ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de agua. Por
fim, depende das interacdes superficiais da agua com os compostos nao dissolvidos, como
por exemplo o amido ou as proteinas. A atividade da agua €, também, dependente da
temperatura, pois esta vai alterar as interacdes das moléculas da agua com outras moléculas
(Fontana, 2001).
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A atividade da agua é definida pela razdo entre fugacidade da agua, ou tendéncia da agua
para escapar do sistema (f), pela fugacidade da agua pura (fo). Na maioria das condi¢cbes a
fugacidade é proxima da pressao de vapor (f = P), logo a atividade de agua é definida pela
razao entre a pressao do vapor de agua num material (P) com a pressao de vapor de agua

pura (Pog) a mesma temperatura, ou seja, aw=f/ fo = P / Po (Fontana, 2001).

A humidade relativa do ar € dada pela razéo entre a pressdo de vapor do ar e a pressao do
vapor de saturacédo, assim, quando o vapor e a temperatura estédo equilibrados a atividade da
agua vai ser igual a humidade relativa do ar (ERH) em redor da amostra numa camara selada,
calculada pela seguinte equagéo: a, = ERH / 100 (Fontana, 2001).

O ay varia entre 0 e 1, considerando que o 1
corresponde a agua pura e 0 a um alimento sem
qualquer agua livre, o que na pratica ndo é
possivel. Pela Figura 9 pode-se ver que um
produto € microbiologicamente estavel para
valores de ay inferiores ou iguais a 0,6, visto que

ndo se verifica crescimento microbiano, e para

Intensity of reaction, growth —

valores inferiores ou iguais a 0,3 é estavel a nivel

enzimatico, no entanto as reacdes de oxidagéo

T T

T
0.6

0.4
Water activity ——

lipidica aumentam para valores muito baixos
_ o o (Fontana, 2001; FSAI, 2019).
Figura 9 — Reagbes quimicas e bioquimicas e

crescimento microbiano em fungcédo da atividade o ; .

da agua (Lewandowski et al., 2018). Controlar a atividade da agua dos alimentos
permite prever quais 0s microrganismos que poderdo vir a ser um problema, manter a
estabilidade quimica dos alimentos, minimizar as reagfes de escurecimento ndo enzimaticas
e as reagOes espontaneas de oxidacgao lipidica, prolongar a atividade das enzimas e vitaminas
e otimizar as propriedades fisicas dos alimentos, tal como a textura e a shelf life (Fontana,

2001; FSAI, 2019).

2.6.3. Avaliacao das propriedades dos alimentos

2.6.3.1. Avaliacéo da Textura
Os cinco principais fatores de qualidade dos alimentos s&o aparéncia, aroma, sabor, nutricao
e textura, esta € caracterizada como a resposta dos sentidos tateis aos estimulos fisicos que
resultam do contacto entre o corpo e a comida. Na industria alimentar a andlise destes fatores
€ extremamente importante, sendo que, ja se desenvolveu uma variedade de métodos para
medir as diferentes propriedades sensoriais e texturais exibidas pelos véarios alimentos
(Bourne, 2002).
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Neste trabalho vamos falar de TPA (Texture Profile Analysis), também denominado de teste
de duas dentadas, onde ocorrem duas perfuracfes, penetracdo ou compressao, no alimento
com um tempo de espera entre elas. Com este teste vai-se obter uma curva com forca vs.
tempo, parecida a representada na Figura 5Figura 10 (Bourne, 2002).
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Figura 10 - Exemplo de uma curva obtida de um teste TPA realizada ao queijo
cheddar (Texture Technologies).

Desta curva podemos obter varias informacgdes. O ponto A € o inicio da primeira penetracao
ou compressao e o0 ponto B é o inicio da segunda. A forca maxima do primeiro pico obtido
indica a dureza, em alguns casos é a forca necesséria para partir a amostra, também pode
estar associada a firmeza, que € a forca méaxima registada no grafico. Na Figura 10 esta
representado, no primeiro pico, uma primeira quebra antes da forgca maxima, que representa
a fracturabilidade. A razéo entre o trabalho realizado na segunda penetragdo com o trabalho
realizado na primeira penetragdo (A-/A:) € definido como coesividade. A area de forca
negativa na primeira penetracao (Asz) representa o trabalho necessario para afastar a sonda
da amostra, denominado de adesividade. Por fim, a altura que o alimento recuperou entre a
primeira e a segunda penetracdo (intervalo de tempo entre o ponto B e C, sendo que C é o

segundo em que se da o segundo pico) é definida como elasticidade (Bourne, 2002).

2.6.3.2. Andlise sensorial
A analise sensorial é uma técnica que se baseia em provas de teste onde certos individuos
avaliam produtos alimentares de acordo com as suas propriedades sensoriais ou
organoléticas. Estes testes sdo utilizados no desenvolvimento de novos produtos ou no
controlo da qualidade, sendo que, sd&o obtidos dados que depois sao tratados
estatisticamente, permitindo-nos perceber quais as suas caracteristicas percetiveis, se um
produto difere de outro, se sdo muito diferentes, quais as consequéncias de uma modificacédo

Nno processo ou se gostam do produto (Noronha, 2003).

Existem trés tipos de testes sensoriais, testes discriminativos, que indicam se existe ou nao

diferencas entre as amostras analisadas, testes descritivos, onde se obtém uma descricdo em

16



termos de grandeza sensorial de uma ou mais caracteristicas do produto, e testes heddnicos
ou afetivas, onde o provador indica a sua opinido subjetiva sobre o produto, estes sdo

utilizados no desenvolvimento de produtos e na avaliacao do potencial de mercado (Noronha,
2003).
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3. Desenvolvimento Experimental

3.1. Microrganismos e materias primas

Para este trabalho foi utilizado Aspergillus oryzae CBS 819.72. O fungo foi rotineiramente
cultivado em placas meio YPD (Yeast Extract—Peptone—Dextrose) e incubado a 28 °C até
crescimento visivel com esporulagao abundante e utilizado para a producgéo de koji usado na

hidrolise do amido do arroz e trinca.

Em relagdo a matéria prima foi utilizado trinca de arroz carolino fornecido pela empresa Sollo

e proveniente da regido de Alcécer do Sal.

3.2. Producéo de RRS

3.2.1. Preparacédo da matéria prima
As matérias primas (arroz carolino e trinca de arroz carolino) sofreram diferentes

processamentos consoante se destinavam a producédo de koji ou a producéo de amazake.

Se eram destinados a producao de koji, hidratou-se a matéria prima durante 24 horas em
agua desmineralizada, numa proporcédo de 3 partes de agua para 1 de matéria prima seca.
Apb6s hidratacdo fez-se um tratamento térmico, ou seja, deu-se uma cozedura a vapor,
utilizando um robd de cozinha (Bimby, Vorwerk), durante 30 minutos, em por¢6es de 500 g de
arroz hidratado. Ap6s cozedura a matéria prima foi guardada em sacos de plastico e

conservada a -20 °C até ser utilizado.

O arroz carolino destinado a producdo de amazake procedeu-se ao mesmo procedimento
descrito anteriormente, com a diferenca de que o periodo de tratamento foi de 1 hora e 30

minutos.

No caso da trinca de arroz carolino usada na producéo de hidrolisado (amazake), apds a
hidratagéo, esta foi sujeita a uma cozedura por imersdo em agua, durante 10 minutos, a 100
°C, utilizando o cesto do equipamento. Apos o tratamento térmico, drenou-se 0 excesso de

agua, guardou-se em sacos e foi conservada a -20 °C até ser necessario.

3.2.2. Producéao de koji
O kaoiji foi produzido a partir de arroz carolino ou trinca, processados de acordo com 0 processo
descrito em 3.2.1.. A matéria prima foi, depois, disposta em tabuleiros perfurados, sobre uma

gaze dupla, obtendo-se uma altura de 2,5 a 3 cm.

A partir de uma placa inoculada com Aspergillus oryzae, preparou-se uma suspensao de
fungo em agua desmineralizada estéril, de forma a obter 107 esporos/ml. Esta suspenséao foi

pulverizada na matéria prima de forma a garantir um inoculo inicial de 10° esporos/g de arroz.
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A matéria prima foi coberta com uma gaze dupla e incubada a temperatura ambiente, em
sistema aberto, até esporulacdo visivel e abundante (entre 2 e 3 dias). Durante a incubacéo
a camada de arroz foi periodicamente misturada, de forma a garantir o crescimento
homogéneo do fungo e libertar vapor e calor resultantes do metabolismo do mesmo, para

garantir uma boa distribuicdo de temperatura.
O koji foi guardado em sacos de plastico e conservado a -20 °C até ser utilizado.

3.2.3. Hidrdlise enzimatica (producao de amazake)
Para a producdo de hidrolisado de arroz ou amazake, inoculou-se o arroz ou trinca,
preparados de acordo com o processo descrito em 3.2.1., com 5,6 % de koji (g koji / g arroz).
Homogeneizou-se a mistura e colocou-se em tinas de vidro (cristalizadores de vidro) e
incubou-se em estufa durante um periodo de tempo predeterminado, em sistema fechado. Ao
longo do tempo de incubacdo foram recolhidas amostras periodicamente, com
aproximadamente 1,5 — 2 g e foram conservadas no frio até serem analisadas, usando os
procedimentos descritos em 3.3.1. (quantificacdo do amido soltvel) e 3.3.2.1. (Quantificacdo

dos agucares redutores).

A producgdo otimizada e utilizada nos estudos subsequentes, corresponde as seguintes

condicbes:

e 5,6 % de koji /arroz;
e Temperatura de 45 °C;

e Tempo de incubacgdo de 15 horas.

3.2.4. Desidratacao e Moagem
Apobs a hidrélise adicionou-se 100 mL de agua desmineralizada por cada 1100 mL de amazake
produzido a partir de arroz ou adicionou-se 50 mL de agua no caso de hidrolisados produzidos

a partir de trinca, de forma a obter uma estrutura mais fluida e pastosa.

O hidrolisado foi triturado utilizando um robd de cozinha (Bimby, Vorwerk) e passou-se a
mistura num crivo de metal, de modo a remover as partes nao trituradas e a obter uma pasta

homogénea.

De seguida espalharam-se camadas finas da pasta em folhas antiaderentes, sobre os
tabuleiros do desidratador (Excalibur 3900), pré-aquecido a 68 °C e deixou-se a desidratar
durante um periodo de tempo entre 2 e 5 horas. Repetiu-se 0 mesmo processo, mas no forno,

pré-aquecido a 135 °C e deixou-se entre 20 e 40 minutos.

Apbés a desidratacdo, as tiras com as caracteristicas desejaveis (cor, sabor e teor de agua)

foram trituradas num moinho (FRITSCH Pulverisette 14) obtendo duas amostras finais do
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River Rice Sugar ®, uma amostra é de adogante com um diametro de 0,5 mm e a outra de

adocante com um diametro de 2 mm.

3.3. Andlises fisico-quimicas

3.3.1. Quantificacdo do amido
A determinacdo da concentracdo de amido das amostras foi realizada com base no método
lodo/lodeto de potéssio, utilizando uma reta de calibragéo previamente preparada utilizando

0 mesmo método e solugdes de amido com concentra¢des conhecidas.

O método baseou-se na preparacdo de 10 mL de uma solucédo de amido, adicionou-se 10 uL
da solugéo de iodo/iodeto de potédssio 0,01 M e procedeu-se a leitura de absorvancia num

espectrofotémetro UV-VIS (Ultrospec 2100 pro) a 610 nm.

Construiu-se uma reta de calibragdo para uma gama de concentracao entre 0 e 50 mg/mL de
amido (Anexo 7.2), tendo sido utilizada para quantificar a concentracdo de amido nas
amostras retiradas ao longo do projeto. Esta andlise foi realizada em duplicado, sendo que o

resultado final corresponde & média das repetigdes.

3.3.2. Quantificacdo dos acgUcares redutores

3.3.2.1. Método DNS
A quantificacdo dos acgUcares redutores nas amostras foi realizada pelo método DNS, com
base numa reta de calibragéo com diferentes concentra¢tes de maltose, entre 0 e 2000 pg/mL

(Anexo 7.3).

Recolheram-se 2 mL de solucdo a quantificar e adicionou-se 1 mL de solu¢do corante
(tartarato de sédio e potassio 2,65 M, acido 3,5-Dinitrosalicilico 96 mM em NaOH 2M). De
seguida, incubou-se as amostras a analisar 15 minutos a 100 °C, arrefeceu-se em gelo,
adicionou-se 9 mL de agua desmineralizada e leu-se a absorvancia num espectrofotometro
UV-VIS (Ultrospec 2100 pro) a 540 nm.

Esta analise foi realizada em duplicado, sendo que o resultado final corresponde a média das

repeticdes.

3.3.2.2. Analise por HPLC
A quantificac@o mais precisa e discriminativa dos aclcares das amostras de RRS foi realizada
por HPLC (cromatografia liquida de elevada eficiéncia), utilizando uma bomba Waters 515,
um injetor Waters U6K, um detetor de indice de refracdo Waters 2414, uma coluna polyspher
CACC (6 mm), H2SO4de 5 mM como eluente, um fluxo de 0,50 mL/min, uma temperatura do
forno de 50 °C, um volume de amostra injetado de 10,0 uL e um tempo de corrida de 30

minutos.
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Utilizou-se uma solucdo de H,SO,de 5 mM previamente desgaseificada e filtrada, com um

filtro de 0,02 ym de didmetro do poro.

Prepararam-se retas de calibracdo com solucdes de concentracdo conhecidas de glucose
(entre 1 g/L e 20 g/L), maltose (entre 1 g/L e 60 g/L) e maltotriose (entre 1 g/L e 20 g/L) e
construiu-se os respetivos graficos (area vs. concentragéo (g/L)) (Anexo 7.4). Assim, vamos

obter a concentracdo dos diferentes compostos através da area dos picos obtidos no HPLC.

No caso das amostras de RRS analisadas, estas foram previamente tratadas. Diluiu-se 1 g
de cada amostra em 10 mL de agua Milli-Q, agitou-se no vortex durante 1 minuto, transferiu-
se 1,5 mL para um tubo eppendorf e centrifugou-se durante 10 minutos, a 15294*g. Depaois,
recolheu-se 1 mL do sobrenadante para outro tubo eppendorf e adicionou-se 30 uL de acido
perclérico (70 %). De seguida, colocou-se o tubo em gelo durante 30 minutos. Voltou-se a
centrifugar o tubo durante 10 min, a 15294*g. Por fim, retirou-se 750 uL do sobrenadante para
outro tubo eppendorf e filtrou-se a amostra, utilizando filtros de 0,22 um, para um tubo e
manteve-se no frigorifico para depois se realizar o HPLC. Esta andlise foi realizada em

duplicado, sendo que o resultado final corresponde a média das repeticdes.

3.3.3. Quantificac&o da proteina

3.3.3.1. Quantificacao de proteina soltvel: Método de Bradford
A proteina soluvel foi determinada utilizando o método de Bradford. Resumidamente,
adicionou-se um volume igual de amostra e de reagente de Bradford (Sigma) e realizou-se a

leitura da absorvancia a 595 nm num espectrofotémetro (Ultrospec 2100 pro).

Construiu-se uma reta de calibracao utilizando solu¢des padrdo de caseina, entre 0 e 20

Mg/mL (Anexo 7.1), sujeitas ao mesmo procedimento.

Esta analise foi realizada em duplicado, sendo que o resultado final corresponde a média das

repeticoes.

3.3.3.2. Quantificacao de proteina total: Método Kjeldahl
Para determinar a composicao nutricional do RRS em proteina utilizou-se o método Kjeldahl

descrito na 1ISO 20483:2006 que se baseia em trés etapas: digestao, destilacdo e titulacdo.

Primeiro pesou-se cerca de 5 g de amostra (com uma precisdo de 0,001 g) e colocou-se num
baldo Kjeldahl. Depois adicionou-se 25 mL de &cido sulfurico e duas pastilhas catalisadoras
ao baldo com a amostra e a um baldo vazio (branco) e misturou-se até toda a amostra estar
em contacto com o acido. De seguida, aqueceu-se a unidade de digestao até a temperatura
420+10 °C, colocou-se os baldes de Kjeldahl e deixou-se a digerir entre duas horas a duas

horas e meia.
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Apbs a digestéo, deixou-se arrefecer os baldes e colocou-se nos bales Kjeldahl 4 gotas de
fenolftaleina 0,1 % e 4 gotas do indicador colorimétrico em baldes Erlenmeyer. De seguida,
colocou-se o tubo e o Erlenmeyer nas suas respetivas posi¢cdes na unidade de destilacédo
Kjeldahl (UDK 159) e destilou-se com as seguintes condi¢6es de teste: 50 mL de 4gua, 30 mL

de acido bdrico e 80 mL de hidroxido de sédio, durante 3 minutos.

Por fim, titulou-se a solug¢édo que ficou no Erlenmeyer com acido cloridrico 0,1 M até esta
alterar a sua cor verde para cor de rosa. Para calcular a quantidade de proteina utilizou-se a
seguinte equacéo:

(V-Vp)*0,14 .

% de Proteina= M

Onde M representa a massa pesada para a amostra, V é o volume de acido cloridrico utilizado
para a titulacdo da amostra, V, € o0 volume de acido cloridrico gasto na titulagdo do branco,
0,14 é o equivalente-grama para o nitrogénio e F representa o fator de conversao utilizado, o

fator universal é de 6,25, mas neste trabalho utilizou-se o fator para o arroz de 5,95.

Efetuou-se o ensaio em triplicado, sendo que o resultado final corresponde a média das

repeticbes, tendo em consideragéo os respetivos desvios padrdes e 0s erros associados.

3.3.4. Quantificacado dos lipidos
Para a analise das gorduras foi utilizada a norma portuguesa NP4168 de 1991. Esta analise

foi realizada em triplicado.

Primeiro pesou-se num baldo Erlenmeyer cerca de 4 g de amostra. Depois adicionou-se 10
mL de Etanol (95 %) e homogeneizou-se, de seguida adicionou-se 8 mL de acido férmico e
12 mL &cido cloridrico (70 %) e voltou-se a homogeneizar. Instalou-se um condensador no
Erlenmeyer e aqueceu-se o baldo para uma temperatura de 75 °C, durante 30 minutos. No

final, deixou-se arrefecer o Erlenmeyer.

ApOs estar arrefecido, filtrou-se o conteudo do baldo. O filtro, que reteve a amostra, foi limpo
com agua destilada, de modo a que o pH ficasse, aproximadamente, 7. Este foi, depois,
colocado numa estufa a secar e, de seguida, foi colocado num balédo (previamente pesado).
Adicionou-se ao baldo, com o filtro, 250 mL do solvente (hexano) e este foi colocado no
extrator Soxhlet durante 4 horas. Por ultimo, deixou-se arrefecer o baldo e evaporou-se o

solvente e, finalmente, pesou-se o baldo.

O calculo da percentagem de gordura baseou-se na seguinte equacao:

B-P
Gordura (%) =100 * -
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Onde, A equivale & massa da amostra, B representa a massa do baldo e P é a massa final do

baldo com a gordura.

3.3.5. Quantificagcdo das cinzas
Para analise das cinzas colocou-se uma capsula na mufla a 550 °C, durante 10 horas, para
eliminar possiveis impurezas e, apds retirar a capsula da mufla, deixou-se arrefecer até a

temperatura ambiente num exsicador e pesou-se, de modo a obter a tara da capsula.

De seguida, pesou-se, aproximadamente, 1 g de amostra e colocou-se na capsula. Colocou-
se a capsula com a amostra na mufla, previamente aquecida até 550 °C, e incubou-se até a
amostra apresentar uma cor branca ou ligeiramente acinzentada. Retirou-se da mufla e

colocou-se num exsicador, deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente e pesou-se.

O valor de percentagem de cinzas (peso/peso de amostra) foi calculado com base na
expressao:

100*C

Cinza (%)= 5

Onde P equivale a massa da amostra antes de se colocar na mufla (massa da capsula com a
amostra antes da mufla — massa da capsula) e C equivale a massa das cinzas (massa da

capsula com amostra apés a mufla — massa da capsula).

Efetuou-se o ensaio em triplicado, sendo que o resultado final corresponde a média das

repeticdes, tendo em consideragéo os respetivos desvios padrdes e 0s erros associados.

3.3.6. Determinacao da atividade de agua
De modo a obter o ay do RRS foi utilizado um aparelho medidor de aw (HygroLab, Rotronic).
Para tal colocou-se um pouco da amostra num recipiente, o suficiente para cobrir o fundo do

recipiente, e apés, aproximadamente, 5 minutos obteve-se o valor.

Esta analise foi realizada em duplicado, sendo que o resultado final corresponde a média das

repeticdes, tendo em consideragéo os respetivos desvios padrdes e os erros associados.

3.4. Analise de atividade enzimatica

3.4.1. Obtencéo de extrato enzimatico
Preparou-se um extrato enzimatico para estudar a atividade proteolitica e amilolitica das

enzimas do fungo, de modo a determinar a temperatura ideal para a producdo de amazake.

Para tal, ap6s um crescimento em placa durante 3 dias, transferiu-se a cultura de Aspergillus
oryzae da placa para um meio liquido de cultura YP com amido (Yeast Extract—Peptone),
tendo sido mantidos numa estufa com agitacdo a uma temperatura de 28 °C, durante 6 dias.

Devido ao seu grande crescimento foi necessario refrescar o fungo.

23



No fim separou-se o sobrenadante do fungo através de processos de centrifugacédo a 18500*
g, durante 15 minutos e de filtracdo usando uma membrana de 47 mm. Sendo que as analises
para calcular a atividade proteolitica e amilolitica foram realizadas utilizando as enzimas

presentes no sobrenadante.

3.4.2. Atividade proteolitica
Preparam-se diluicbes do sobrenadante, entre 1:10, 1:50, 1:100 e 1:1000, que foram depois
testadas sobre uma solugéo de caseina de concentragdo conhecida (100 pg/mL), a fim de
determinar a capacidade proteolitica das enzimas extracelulares produzidas por Aspergillus
oryzae. Para tal, termoslizaram-se as amostras do sobrenadante diluidas (1,8 mL), adicionou-
se a solucdo de caseina (0,2 mL) e incubou-se & mesma temperatura, retirando amostras ao

tempo 0, 2, 5 e 10 minutos.
As amostras retiradas foram analisadas pelo método de Bradford, descrito em 3.3.3.1.

3.4.3. Atividade amilolitica
Para se estudar a atividade amilolitica do sobrenadante, foi necessario fazer dois testes, um
para saber a concentracdo de amido sollvel presente nas amostras e outro para a

concentracao de acucares redutores.
Preparam-se diluicbes do sobrenadante, entre 1:10, 1:50, 1:100 e 1:1000.

Incubou-se as amostras do sobrenadante a uma temperatura predefinida, adicionou-se a
solucdo de amido 1 % numa proporgédo de 1:9 (1 mL de solugdo de amido para 9 mL de
amostra) e incubou-se a mesma temperatura, retirando amostras ao tempo 0, 2, 5 e 10

minutos.

As amostras retiradas foram analisadas pelos métodos descritos em 3.3.1. (quantificacéo do

amido) e 3.3.2.1. (quantificagdo dos agucares redutores).

3.5. Desenvolvimento de produtos/aplicacdes

De forma a estudar possiveis aplicacées para o0 RRS, como substituto do acucar testaram-se

as seguintes aplicacdes:

3.5.1. Adocante de solucédo aquosa
Primeiro, adicionou-se 1 g de RRS (0,5 mm) em 30 mL de agua fria, misturou-se durante 10

segundos, deixou-se repousar e observou-se.

Depois, experimentou-se dissolver 1 g de cada uma das granulometrias de RRS (0,5 mm e 2
mm) em café sollvel (Pingo Doce) a 90 °C. Para tal, preparou-se o café, dissolvendo 2 g de

café em p6 em 120 mL de agua a 100 °C e repetiu-se o procedimento descrito anteriormente.
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3.5.2. Adocante em iogurte
Adicionou-se 5 g de RRS (0,5 mm) a 60 g de um iogurte natural (Pingo Doce) e comparou-se

o resultado com uma amostra do mesmo iogurte com 5 g de sacarose.

3.5.3. Adocante em pudins e geleias
Preparou-se um pudim instantaneo (Mandarim) utilizando 1,2 g do preparado, 15 g de RRS
(0,5 mm) e 125 mL de leite, de acordo com as indicacBes. Comparou-se com um pudim

preparado da mesma forma, mas usando sacarose.

Também se preparou uma geleia de frutas silvestres, fervendo 114 g de frutas silvestres
congeladas (Pingo Doce) com 25 g de RRS, até se obter uma consisténcia de geleia.

Comparou-se com outra geleia preparada da mesma forma, mas com sacarose.

3.5.4. Adocante em bolachas
Preparam-se bolachas, misturando-se 27 g de farinha, 12 g de RRS, 8 g de agua, 7 g de
margarina e 0,5 g de fermento. Comparou-se com outras bolachas preparadas da mesma

forma, mas com sacarose.

3.6. Analise Sensorial

3.6.1. Perfil de textura
A analise de textura foi realizada com o auxilio de um texturémetro (Stable Micro Systems —

Texture Analyser; TA — XT plus), com uma célula de carga de 5 kg.

Ambas as analises foram efetuadas com testes TPA de penetracdo e utilizou-se uma sonda
de aluminio com 2 mm de didmetro, uma velocidade de penetragdo de 1 mm/s, profundidade

de 3 mm e uma temperatura ambiente de 205 °C.

Obteve-se uma curva com a for¢a vs. tempo (a forca é expressa em N e o tempo em s), a
partir do qual se pode obter a firmeza (expressa em N), a adesividade (expressa em N.s) e a
coesividade (adimensional), que se obtém calculando a razdo do trabalho realizado na

segunda penetracdo (A) pelo trabalho realizado na primeira penetragao (A1).

Em cada teste realizaram-se 3 repeti¢cdes, assim sendo, os resultados obtidos correspondem

a média destas repeti¢coes, tendo em conta os respetivos desvios padréo e erros associados.

3.6.2. Provas afetivas
Esta analise teve como objetivo perceber se os produtos produzidos com este adocante

seriam do agrado dos provadores, de modo a avaliar o seu potencial de mercado.

Foi realizado uma prova afetiva de aceitagdo ao iogurte com RRS, ao pudim mandarim com

acucar e ao com RRS e as bolachas com agucar e RRS. O painel de provadores foi constituido
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por 26 pessoas, com idades entre 0s 20 e 0s 64 anos, sendo que a faixa etaria predominante

€ entre 0s 20 e os 30 anos (Anexo 7.5).

3.7. Tratamento estatistico

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa Microsoft Excel.

A analise de variancia (ANOVA) foi efetuada para o nivel de significancia de 5 % (a=0,05) de
maneira a saber se as médias dos valores obtidos para as diferentes amostras deferem
significativamente. Isto verifica-se sempre que o valor de p é inferior ao nivel de significancia

(0,05) ou se o valor de F € superior ao valor do F critico.

3.8. Avaliacao do custo e rendimento de producéao

O célculo dos custos foi realizado, tendo em consideracdo as quantidades e os custos das
matérias primas utilizadas, o preco para o consumo de energia nas industrias e 0 consumo

energético dos equipamentos utilizados no laboratorio.

O calculo do custo de utilizagdo dos varios equipamentos para a producao de Koji e de RRS
foi realizada calculando a energia gasta pelos diversos aparelhos (Energia = Poténcia * Tempo
de utilizacdo) e multiplicando a energia elétrica consumida pelo pre¢co do seu consumo para
as industrias. Como os valores neste trabalho sdo para a utilizacdo de 500 g de trinca,
dividiram-se os valores obtidos no célculo por 0,5 kg, de modo a obter um custo para a
producao de RRS por kg de trinca (€/kg). Para a estufa, dado a sua dimensado maior, nao foi

necessario considerar por kg de trinca.
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4. Resultados e Discusséao,

4.1. Otimizacao do processo de producao do RRS

Numa primeira abordagem a produgéo de RRS foi necessario estudar a atividade enzimatica
do fungo e otimizar as condi¢des de tempo e temperatura ideais para a hidrélise do amido e

0 processo de desidratacéo.

4.1.1. Otimizacdo da variavel temperatura em relacdo a atividade
enzimatica

De modo a determinar qual a temperatura mais adequada para o processo de hidrélise do

amido do arroz, efetuaram-se testes preliminares com sobrenadantes obtidos apés o cultivo

de Aspergillus oryzae.

Para tal, determinou-se a quantidade de proteina soluvel presente nas amostras diluidas, de
forma a garantir que o valor obtido se encontrava nos valores da reta de calibracdo (Anexo

7.1), tendo-se obtido os resultados na Tabela 3.

Tabela 3 - Concentracdo de proteina presente no sobrenadante obtido do Aspergillus oryzae, com diferentes
diluicdes.

Proteina (ug/ml) Médi?ugalrrr?lt)eina)
Amostra (1:10) 17,92 | 18,54 18,23
Amostra (1:50) 13,62 | 13,10 13,36
Amostra (1:100) 1,34 4,68 3,01
Amostra (1:1000) | 0,00 0,00 0,00

Em relacdo ao amido e aos acucares redutores, necessarios para a determinacédo da atividade
amilolitica, procedeu-se da mesma forma, de modo a garantir que os valores obtidos se

encontravam dentro dos valores das respetivas retas de calibragéo (Anexo 7.2 e Anexo 7.3).

A partir da andlise dos valores apresentados na Tabela 3, foi possivel concluir que a diluicdo
1:50 do sobrenadante foi a mais adequada aos estudos da atividade amilolitica e proteolitica
da Aspergillus oryzae, e corresponde a uma concentragao de proteina soltvel de 13,36 ug de

proteina / ml de sobrenadante.

Apés a realizagdo destes ensaios, realizaram-se testes para a determinagdo da temperatura
de hidrélise de amido e de proteina. Para tal, testaram-se para a diluicdo 1:50 do
sobrenadante, diferentes temperaturas entre os 30 °C e os 50 °C, determinando a
concentracao de amido e de acucares redutores ao fim de um curto intervalo de tempo, de
forma a obter valores 0 mais aproximados da atividade enzimatica maxima. Os resultados

obtidos encontram-se na Tabela 4.
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Na Tabela 4Erro! Autorreferéncia de marcador invalida., observa-se uma maior descida
da concentracdo de amido nas temperaturas de 45 °C e 50 °C, sendo que, apds 5 minutos, a
concentracao passa de 22,89 mg/mL para 6,55 mg/mL e 6,10 mg/mL, respetivamente.
Enquanto para as temperaturas de 30 °C e 37 °C tém-se, respetivamente, uma concentracao

de 13,46 mg/mL e 9.95 mg/mL. O mesmo se continua a observar apds 10 minutos.

Tabela 4 - Concentracéo de amido e de glucose presentes na solugdo com o sobrenadante com uma diluicdo de
1:50, obtidas nos varios tempos e temperaturas da analise e a respetiva atividade da amilase calculada.

concentracdo | Concentracao .
T;rg;:). T(emrrilrp]))o de amidg de glucoge :r;'i\fc'ﬁ?ﬁ;
(mg/ml) (mg/ml)

- 0 22,89 0,00 -
30 2 10,17 29,26 0,48
5 13,46 35,12 0,14
2 10,50 28,46 0,46
37 5 9,95 26,54 0,19
10 8,80 32,94 0,11
5 6,55 24,99 0,24
45 10 3,73 24,40 0,14
15 4,11 26,48 0,09
5 6,10 34,96 0,25
50 10 4,86 38,86 0,13
15 5,04 37,42 0,09

Quanto a atividade proteolitica, observou-se que ndo existem grandes diferencas entre os
resultados a 45 °C e 50 °C, ap6s 10 minutos, sendo que se pode concluir que ha uma baixa

atividade proteolitica (Tabela 5).

Tabela 5 - Concentracao de proteina na solugéo as varias temperaturas, apos 2, 5 e 10 minutos.

Temperatura| Tempo | Concentracao de

(°C) (min) | Proteina (ug/ml)
Branco - 0 0,00
- 0 17,18
2 20,11
Amostra 45 > 19.76
1:50 10 19,06
2 17,88
50 5 18,32
10 19,02

Pode-se, entdo, concluir que as temperaturas ideais para a producéo do hidrolisado de arroz
sé@o os 45 °C e os 50 °C, uma vez que para estas temperaturas se obteve uma elevada
atividade amilolitica sem que esta seja acompanhada por atividade proteolitica significativa.
Estes resultados vao ao encontro dos resultados obtidos para a caracterizacao da a-amilase

de A. oryzae (Chang et al., 1995; More et al., 2012), que oferece como temperatura ideal para
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a a-amilase os 45 °C, mas difere dos resultados obtidos para a caracterizacdo da
glucoamilase (Nagashima et al., 1995; Hata et al., 1997), que refere os 60 °C - 65 °C como
temperatura 6tima. Chang et al. (1995) refere, ainda, que a 50 °C se observa alguma hidrolise
da proteina e que a temperatura 6tima vai depender de outros fatores como o tempo de

hidrolise e o pH.

4.1.2. Otimizacéo das condi¢cdes de hidrélise do arroz
ApOs estabelecer a temperatura étima de incubacéo entre 45 °C e 50 °C, realizaram-se testes

para otimizar as condi¢des de hidrolise do amido do arroz carolino.

O primeiro parametro testado foi novamente a temperatura, para confirmar que a gama
escolhida correspondia a temperatura adequada para a producdo de amazake. Outro
parametro a otimizar foi o tempo de incubacéo. Desta forma, realizaram-se hidrélises de arroz
cozido a vapor (ver 3.2.3.) nas duas temperaturas, 45 °C e 50 °C e determinou-se a

concentracdo de glucose final ao fim de 5 h, 6 h e 15 h (Tabela 6).

Atendendo aos resultados obtidos foi possivel verificar que a temperatura de 45 °C permitiu
obter maiores teores de glucose e também se verificou que a concentracdo de glucose
aumenta progressivamente até as 15 h (144,41 mg/g as 15 horas em comparacdo com 59
mg/g apo6s 5 h de incubacgéo a 45 °C). O menor valor de glucose a 50 °C reflete uma possivel

degradacao proteica ja referida por More et al. (2012).

Tabela 6 - Concentracdo de glucose nos amazakes produzidos com arroz cozido durante 1h30 a 45 °C e a 50 °C,
apos 5, 6 e 15,5 horas. No ambito da otimizacéo da fermentagéo.

45 °C . s

5h 6 h 15h 5h 6h 15h

Concentracéo de

glucose (mglg) | °%00 | 8043 | 14441 | 31,10 | 46,90 | 130,88

Desta forma estabeleceu-se para 0s ensaios seguintes a temperatura de 45 °C, dado que néao
sO permitiu obter maiores teores de glucose como é uma temperatura mais baixa logo vai

implicar menores gastos energéticos.

Apbs 0s ensaios com o arroz, realizaram-se ensaios de otimizacéo utilizando a trinca de arroz

carolino cozido a vapor e submerso (ver 3.2.1.), a uma temperatura de 45 °C.

Na producgdo de amazake com a trinca, observou-se uma descida na concentracéo de agucar
comparativamente ao teor obtido com o arroz carolino inteiro, tendo-se obtido uma média de
53 mg/g de acucar com a trinca (Tabela 7) contra os 144 mg/g (Tabela 6). Estes resultados
nao eram esperados, sendo que, previa-se que o menor tamanho e o maior grau de quebra

levariam a uma maior disponibilidade do amido para as enzimas e consequentemente num
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maior grau de hidrélise e concentracdo de glucose, tal como se observa no estudo feito por
Aderemi et al. (2008).

Tabela 7 - Concentracéo de glucose nos amazakes produzidos com trinca cozida durante 1h30, a 45 °C. No ambito
da otimizag&o da fermentacao.

A Tempo |Concentracao de| Médiada
mostra ~
(h) glucose (mg/g) |concentracao

Am_trinca 1

(1h30) 15 34,22
Am_trinca_2

(1h30) 15 64,38 52,99
Am_trinca 3

(1h30) 15 78,38
Am_trinca 5

(1h30) 15 34,99

Dado este resultado, fez-se um outro ensaio em que foi utilizado trinca cozida por imerséo em
agua durante 10 e 20 minutos, recolhendo-se amostras ao longo do tempo de incubacéo a 45
°C (Figura 11).

250.00 Trinca cozida 10 min
. 20000 °
B
£ 8
— 15000 e
AT
o
ul
£ 100.00 y=9.3715x+10.242
bt R2=0.9821
5
©  50.00 ®e®
e
@
000 @
0 5 10 15 20
Tempo (h)

Figura 11 - Concentracdo de glucose nos amazakes produzidos
com trinca cozida durante 10 minutos, a 45 °C. No ambito da
otimizag&o da fermentacéo.

Os resultados obtidos permitiram observar um aumento linear da concentracdo de glucose ao
longo do tempo de incubacgdo. No caso do ensaio a trinca de arroz cozida durante 20 minutos
verificou-se que o amazake apresentava uma concentracdo de glucose mais elevada desde
o inicio até ao final da incubacao, no entanto, ao final de 15 horas, este apresentava um travo

azedo e a fungo, provavelmente resultante de metabolitos produzidos durante a hidrélise.
Estabeleceu-se, assim, as seguintes condi¢des finais:

e Temperatura: 45 °C;
e Trinca de arroz cozida por imersdo em agua, durante 10 minutos;

e Tempo de incubagédo: 15 h.
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4.1.3. Otimizacéo da desidratacéao
Uma vez que se pretende obter um produto seco, de modo a ser mais facil de conservar e

manipular, realizou-se um passo de secagem que foi também necessario otimizar.

Este processo consiste na remocdo da humidade, sendo que, o desenvolvimento de
microrganismos ficard inibido e retarda a oxidacéo enzimética e lipica. Por outro lado, este
processo provoca alteracbes nas propriedades sensoriais e nutricionais dos alimentos,
resultando na perda de alguns compostos aromaticos e vitaminas (Harrison et al., 2000;
Rahman, 2007).

Foram testadas, para o amazake produzido a partir de arroz e de trinca, duas condi¢bes de
temperatura: uma maior temperatura (forno elétrico a 135 °C) e uma menor temperatura
(desidratador a 68 °C), e diferentes tempos de desidratacdo. Os resultados para o amazake

de arroz estdo apresentados na Figura 12 e na Figura 13.

Forno (135 °C)
20 minutos 30 minutos 40 minutos

Figura 12 — Secagem realizada no forno, a uma temperatura de 135 °C, durante 20, 30 e 40 minutos.

Desidratador (68 °C)
4 horas 5 horas

v 4

Figura 13 - Secagem realizada no desidratador, a uma temperatura de 68 °C, durante 4 e 5 horas.



No caso do amazake desidratado no forno observou-se que as tiras
colocadas no forno ndo secavam por completo, ficando um pouco
humidas e aos 40 minutos eles ficavam, ndo s6, himidas como,
também, demasiado queimadas (Figura 12). Uma vez que o objetivo S
era obter um produto seco, com uma shelf life longa, sem
desenvolvimento microbiano e, também, como o produto final é

moido, as amostras tém de apresentar baixa humidade para que
Figura 14 - Tira de RRS, feita
a partir de amazake de trinca,

processo, razdo pela qual se optou pelo desidratador e n&o pelo gﬁzigratada a 68 °C, durante
m.

nao caramelizem no moinho, devido as altas temperaturas do

forno.

No caso do amazake desidratado no desidratador, ap6s 3 horas as amostras ainda estavam
hamidas, em certas partes. Apos 4 horas todas as tiras apresentavam uma boa coloragéo e
secura, mas algumas ainda estavam hdmidas. Por fim, apos 5 horas, elas estavam secas,

mas queimadas (Figura 13).

Com a utilizacdo da trinca cozida em agua, o tempo de desidratacdo baixou para uma média

de 2 horas e meia de secagem (Figura 14).

4.2. Caracterizacdo do RRS

4.2.1. Perfil Nutricional
Uma vez que se pretende obter um produto destinado ao consumo humano foi necessario

determinar o perfil nutricional do RRS (Tabela 8).

Pela Tabela 8 verifica-se que o RRS apresentou uma elevada percentagem de acguUcares,
sendo que a glucose é o aclcar com maior concentragdo, seguido da maltose e da
maltotriose. Este resultado reflete a acdo das enzimas produzidas por Aspergillus oryzae e as
condicdes de incubacao, uma vez que o fungo produz a-amilase, que corta aleatoriamente na
cadeia do amido originando glucose, maltose e maltotriose, e glucoamilase que origina

glucose.

Tabela 8 - Perfil nutricional do RRS.

Informacgéo nutricional (g/100 g de RRS)

Hidratos de Carbono 41,5
Glucose 64 %
Maltose 21,5%

Maltotriose 14,5 %
Proteinas 6,75
Gorduras 1,47

Cinzas 0,34
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A Tabela 8 apresenta apenas cerca de 50 % da composi¢édo nutricional do RRS e prevé-se
gue os restantes 50 % sejam maioritariamente fibras, devido ao elevado poder estruturante
do RRS, e, em menor quantidade, vitaminas, pois observou-se no grafico obtido do HPLC a
presenca de outros compostos, que ndo foi possivel identificar, mas propde-se que o acido
kojico seja um deles, pois este € bastante reportado como um dos metabolitos secundérios
do Aspergillus oryzae (Barbesgaard et al., 1992; Blumenthal, 2004).

Outra propriedade a ser analisada foi a atividade da agua, onde um produto alimentar é
considerado estavel a nivel microbiol6gico se o seu ay for inferior ou igual a 0,6, como para o
RRS se obteve um a, de 0,339, conclui-se, entdo, que nao ha probabilidade de

desenvolvimento microbiano (Fontana, 2001).

Comparando com o agucar de coco (Trinidad et al., 2015), que € composto por 1,1 g de
proteina, 0,1 g de gordura, 2,2 g de cinza e 94,5 g de Hidratos de carbono, onde foram
identificados a sacarose, a frutose, a glucose e a manose, predominando a sacarose (= 80%),
podemos observar que o RRS tem uma constituicdo muito diferente, a quantidade de hidratos
de carbono é quase metade da do acucar de coco, com diferentes glucidos, e apresenta

maiores quantidades de proteina e de gordura.

4.2.2. Avaliacao das aplicagdes do RRS
4.2.2.1. Perfil de textura

Quando se realizaram os ensaios sobre a aplicacdo do RRS com geleias e pudim instantaneo,
verificou-se que havia uma alteragdo da textura do alimento, ficando mais espesso nos
produtos com incorporacdo de RRS, o que poderia constituir uma vantagem para a sua
utilizac@o. Desta forma, considerou-se fazer uma analise de textura, obtendo-se gréficos de
forca (N) em funcdo do tempo (s), a partir destes graficos calcularam-se os parametros

adesividade, firmeza e coesividade (Figura 15).

Pelos valores obtidos para a firmeza podemos concluir que € necessario aplicar uma forca
maior para “mastigar” a geleia com acgucar (1,099 N) do que a geleia com RRS (0,754 N), ou
seja, esta tem uma textura mais rigida. O mesmo se verifica no pudim, sendo necessario uma

forca de 1,053 N para o pudim com agucar e 0,616 N para o pudim com RRS.

Relativamente a adesividade, a geleia e o pudim com RRS apresentam o maior valor, 1,503
N.s e 1,246 N.s respetivamente, isto significa que, € preciso realizar mais trabalho para retirar

a sonda da amostra.

A coesividade é um parametro relacionado com as forgcas exercidas pelas ligagbes da
estrutura dos alimentos, assim, quanto mais coesas forem estas ligacdes, maior serd o valor

de coesividade. Pelos resultados obtidos, os produtos com RRS apresentam uma maior
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coesividade (0,498 para a geleia e 0,376 para o pudim) que os produtos com agucar (0,281

para a geleia e 0,245 para o pudim).

Em relacdo ao pudim, estas caracteristicas sdo boas, considerando que, sensorialmente,
apresentam uma textura mais cremosa e mais proxima da textura dos pudins caseiros, como
se pode comprovar com o estudo realizado por Qasem et al. (2017), onde o pudim de controlo
obteve 0.611 N de firmeza, 1,90 N.s de adesividade e 0,91 de coesividade.
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Figura 15 - Resultados do teste de TPA para a geleia, com sacarose e com RRS, e para o pudim, com sacarose e
com RRS. (Barras com letras diferentes sao significativamente diferentes segundo a ANOVA a um nivel de
significancia de 5% (Anexo 1)).



4.2.2.2. Andlise sensorial
Uma vez que o objetivo final do RRS é o de constituir um edulcorante natural que pudesse vir
a ser usado em substituicdo do acgucar testou-se a capacidade de dissolu¢do do RRS. Para

tal utilizaram-se duas solucdes: agua e café instantaneo.

Dissolvendo 1 g de RRS (0,5 mm) em 30 ml de 4gua com agitacdo e deixou-se repousar.
Observou-se que este ndo dissolve por completo, obtendo-se uma solugéo turva de cor
amarelada e, apds algum tempo de repouso, mantém a cor amarelada e obtém-se um
depdsito no fundo (Figura 18). Testou-se, depois, em café sollivel e obteve-se uma alteracao
significativa da cor do café, de preto para castanho (Figura 18), o seu sabor também foi
alterado, ganhando o sabor caracteristico do RRS, que se deve a caramelizacao dos aglcares
durante a desidratagdo. Quanto & granulometria do produto, observa-se que ambos tém um
depoésito residual, mas o0 RRS de 2 mm forma depdsito mais depressa, provavelmente devido

ao tamanho das patrticulas.

Figura 18 - 1 g de RRS Figura 18 - Solucéo de agua com 1 g de RRS ap0s repousar.
dissolvido em agua.

Figura 18 - Solugéo controlo de café soltvel (a esquerda), café com RRS de 0,5 mm
(no centro) e café com RRS de 2 mm (a direita).

Para além de dissolugdo em solu¢des aquosas testaram-se outras aplicagbes como iogurte
natural (Figura 19), geleia de fruta (Figura 20) e uma formulacdo em pudim instantaneo (Figura

20), comparando com as mesmas solu¢cbes mas utilizando sacarose.
Em nenhum dos casos o grau de dogura atingiu niveis idénticos aos obtidos com a sacarose.

Tal como aconteceu com o café e a 4gua, quando se adicionou 0 RRS ao iogurte natural, este
ganhou um tom beje e também aquiriu o sabor do RRS (Figura 19). Também se observou que

nao era muito doce.



Figura 19 - logurte de controlo com aglcar (a esquerda) e iogurte com
RRS (a direita).

Produziu-se uma geleia de frutos vermelhos com RRS e comparou-se a outra formulada com
acucar branco e verificou-se que a sua cor modificou bastante, tendo ficado com um tom
vermelho um pouco palido (Figura 20). Em relacdo ao seu sabor, a geleia com RRS

permaneceu bastante amarga.

No caso do pudim com RRS, também houve uma alteragédo da cor, tendo este ficado mais
escuro e com um tom acastanhado (Figura 20). Quanto ao sabor, neste destacava-se o sabor

caracteristico do RRS e néo ficou com um sabor muito doce.

Figura 20 - Na primeira imagem esta a geleia com RRS (esquerda) e a geleia com acucar (direita).

Na segunda imagem tém-se o pudim confecionado com aguUcar (esquerda) e o pudim com RRS
(direita).

Estes resultados vao ao encontro do esperado, sendo que o RRS s6 apresenta cerca de 40
% de acUcares e que todos eles apresentam menor poder edulcorante que a sacarose e a
hipotese de se utilizar maior percentagem de RRS foi descontada devido ao acentuado sabor

e aroma a fungo.

Para além destes produtos aplicou-se, também, o RRS numa formulacao de bolachas doces.
Esta ultima aplicacao foi de todas aquela em que o uso do RRS teve maior sucesso, isto pode
dever-se ao facto de que apesar do RRS néo as tornar muito doces, as bolachas ndo tém na
sua composicdo compostos que vao dar o gosto amargo, como por exemplo o iogurte natural

e a geleia de frutas.



Para além dos testes realizados com o texturémetro, realizou-se uma prova afetiva para o
pudim, o iogurte e as bolachas com RRS, onde se procurou avaliar o grau de aceitacdo por

parte do consumidor.

Em relacdo aos pudins (Figura 21), pode-se observar que mais de 80 % dos provadores
considerou a textura dos pudins com RRS agradavel, o que demonstra preferéncia pela
textura mais parecida a dos pudins caseiros. Como, também, jA se tinha constatado
anteriormente, este produto é considerado pouco doce por 50 % dos individuos e 25 % achou

“moderado”.

Para a apreciacao global obteve-se, também, 50 % que considera o produto agradavel e 25
% é-lhe “indiferente”, com os restantes 25 % a considerarem-no desagradavel. A aceitacao
do produto pode ser uma correlacdo entre a textura e o facto deste pudim ser menos doce
gue o pudim convencional. Por outro lado, o pudim tem o sabor caracteristico do RRS que
nao é muito apreciado, o que pode ser a razdo de apenas 37,5 % afirmar que “provavelmente

compraria”, sendo que, 29,2 % nao sabe e 29,2 % respondeu na negativa.

Textura Sensacdo doce

Muio agradave Agradave ndferente Desagradave! Muto Muio pouco Pouco Moderado Muiko Mutissmo

Apreciacao global Intencdo de compra

N&o seise Provavelmente D

Muto agradave Agradave ndferente Desagradavel Muto

compraria ndo compra @

desagradave

Figura 21 - Resultados do teste afetivo aos pudins com RRS para: Textura, Sensagéo doce, Apreciacao global
e Inteng&o de compra.
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Na Figura 22 pode-se observar que a textura das bolachas, também, foi considerada
agradavel pela maioria dos provadores (76,9 %), por outro lado a sensacdo doce foi,
maioritariamente, considerada como “moderado” (53,8 %), com 34,6 % a achar as bolachas
pouco doces. Isto demonstra que o0 RRS tem um menor poder edulcorante que a sacarose,
sendo necessario adicionar mais RRS na formulagéo dos produtos para que o doce seja mais

percetivel.

Apesar da pouca sensacdo doce, a maioria considerou o produto agradavel (61,5 %), com

apenas 11,5 % a considera-lo desagradavel. A intensdo de compra também € bastante

Textura Sensacao doce
{0% 60%
60% 50%
50% 105
40%
40%
30%
30%
20%
20% e
o . - - = -
0% 0% ||
Muto agradave! Agradavel Indferente Desagradavel Muto Mutio pouco Pouco Moderado Muto Mutissmo
desagradavel
Apreciacao global Intencdo de compra
60%
45%
50% >
40%
40% 35%
30%
30% 25%
20% 20%
15%
10% 10%
> =
0% 0%
Mutoagradavel — Agradavel Indferente Desagradavel Muzo Decertezaque  Provavelmente N3 seise Provavelmente De certezaque
desagradavel compraria compraria compraria ndocompra@ naocompra@

Figura 22 - Resultados do teste afetivo as bolachas com RRS para: Textura, Sensacgéo doce, Apreciagdo global e
Inteng&o de compra.

positiva, com 43,2 % que “provavelmente comprariam” e 30,8 % que nao sabem.



Como se pode ver na Figura 23, a resposta a textura do iogurte foi positiva, tendo 84,6 % o
considerado agradavel, a apreciacdo global também foi bastante positiva, com 65,4 % a
considerar o iogurte agradavel e 34,6 % ponderam que “provavelmente comprariam”. Em
contrapartida, nenhum provador considerou o iogurte doce, sendo que, apenas 7,7 % achou
a sensagao doce “moderada”, isto pode dever-se ao facto de o RRS ter um baixo poder

edulcorante e ao facto de o iogurte natural ser muito 4cido.

Com estes resultados aos trés produtos alimentares, pode-se concluir que apesar do RRS ter
menor poder edulcorante que a sacarose e a sua capacidade estruturante é bastante
apreciada e que a apreciacao global vai depender se o produto é doce, ou seja, se é preferivel

produtos mais ou menos doces.

Textura Sensacdo doce
BO% 60%
T0%
50%
60%
50% A%
0% 30%
30%
20% 20%
0% 10%
0%
Muio agradavel  Agradavel Ind¥erente Desagradavel Muio 0%
desagradavel Muito pouco Pouco Moderado Muio Muiissmo
Apreciagdo global Intengdo de compra
T0% A0%
60% 35% [ ]
50% 30% | |
0% s | | [
20%
w0% e I
15%
20% RS B B
105 ml B B OE OB
o il I BB B =B O
Muito agradavel  Agradavel Ind¥erente Desagradavel Muito Decetezaque  Provavelmernte NEo =i s Provavelmente Decertezaque
desagradavel compraria compraria compraria n3ocomprara ndocompraria

Figura 23 - Resultados do teste afetivo ao iogurte com RRS para: Textura, Sensacao doce, Apreciacdo global e
Intenc&o de compra.

4.3. Analise de custos e rendimento do processo de producéo de RRS

Ao longo do processo ocorrem varias perdas. Na maioria das etapas estas perdas
correspondem a perda de agua, nomeadamente no passo da fermentacao e da desidratacao,
havendo uma perda de, aproximadamente, 10 % e 35 % respetivamente. Estas perdas séo

positivas pois o0 que se pretende no final € um produto desidratado.

Em termos de processos, o maior desperdicio que ocorre é na filtracdo, onde é removido

cerca de 26 % da massa do produto, este desaproveitamento é necessario para se obter um
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produto uniforme, sem pedacos de trinca que ndo se conseguiu triturar. O rendimento do

processo todo vai ser a volta de 60 % face a matéria inicial (Figura 24).

69 g de koji
500gde _ | |cozedura —» 1240gde Fermentat;ao|—h 1116 g de
trnnca crua - trinca

amazake 50 mL
l' de agua

3029 P 863 g de Trituracéo
de RRS " Desidratagdio] «— amazake = | e Filtragao

:

303 g detrinca

Figura 24 - Fluxograma do processo de producao de RRS.

Quanto aos custos de producdo do RRS, os maiores gastos foram na eletricidade,
considerando que a matéria-prima consiste na trinca, que podera ter um custo de 0,66 €/kg
(Continente), mas neste caso ndo tem qualquer custo, e do fungo Aspergillus oryzae CBS
819.72 que custa 170 € pelo indculo (Westerdijk Fungal Biodiversity Institute), mas este € s6

um custo inicial, pois pode-se produzir mais a partir da cultura inicial.

Considerou-se para calcular o custo de produgéo tanto do koji como do RRS o valor de 0,1408
€/kW (EDP) e construiu-se o seguinte quadro:
Tabela 9 - Célculo do custo de utilizacdo dos varios equipamentos utilizados na producdo do Koji e do RRS. (o

primeiro valor apresentado para a Bimby equivale a cozedura do arroz para o koji € o segundo valor a cozedura
do arroz para o amazake.)

Equinamento Poténcia | Tempo de Energia Custo
quip (kW) | trabalho (h) | (kW*h) | (€lkg)
) 1,5 1,00 1,50 0,211
Bimby
1,5 0,33 0,50 0,070
Estufa 0,45 15,50 6,98 0,982
Desidratador 0,6 6,00 3,60 0,507
Moinho 2,5 0,20 0,50 0,070

O custo de producao de koji apenas tem o custo da cozedura da trinca logo custa a volta de
0,211 €/kg.

O custo de producado do RRS a partir de 1 kg de trinca vai, entéo, ser o custo de producéo do
koji necessario (5,6 %), mais o0 custo da cozedura da trinca e o custo de funcionamento da
estufa, do desidratador e do moinho, o que vai dar um valor de, aproximadamente, 1,66 € /
0,6 kg RRS, ou seja, 2,77 €/kg de RRS.
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Este valor obtido nédo é real pois refere-se a producao de RRS numa escala muito pequena
(1 kg de trinca), com equipamentos que ndo tém grande capacidade, ou seja, se se

aumentasse a produc¢ao, diminuiria o custo e ndo esta a contar com o valor da méo de obra.

Comparando com outros adogantes no mercado, como por exemplo a stevia (17,50 €/kg), a
frutose (4,59 €/kg), o acucar de coco (9,95 €/kg) e o aspartame (6,61 €/kg), o RRS tem um
valor obtido muito inferior com vantagens adicionais, sendo que, € produzido a partir de um

desperdicio da industria do arroz.
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5. Conclusdes e perspetivas futuras

A realizacdo deste projeto possibilitou o desenvolvimento e otimizacdo do processo de
producéo de um adocante a partir da trinca de arroz, originando, assim, uma alternativa para

0 reaproveitamento deste subproduto das culturas arrozeiras.

Com este projeto pode-se concluir que o processo de producdo do RRS é bastante simples,
sem haver necessidade de refinacdo. Este processo baseia-se, entdo, na producdo de koji e
de amazake. O koji € produzido num ambiente aberto a temperatura ambiente e demora entre
3 a 4 dias, no entanto, 1 kg de koji pode produzir a volta de 4,4 kg de RRS. Quanto ao
amazake, este passa por um processo de fermentacdo, que dura a cerca de 15 horas, numa

estufa a 45 °C, e um processo de desidratacdo de 2 horas e meia, num desidratador a 68 °C.

Conclui-se também que o seu custo de producéo é relativamente reduzido, considerando que
se gasta 0,211 € por cada kg de koji e 2,77 € por cada kg de RRS. Devido as caracteristicas
deste produto, ele ndo compete com a sacarose, mas sim com outros ado¢antes no mercado,

como, por exemplo, o aglcar de coco.

O produto tem algumas desvantagens, nomeadamente, o seu baixo poder edulcorante, o facto
gue néo dissolver completamente e a presenca do seu sabor caracteristico nos alimentos,
que pode ser uma vantagem dependendo dos gostos do consumidor. E tem como vantagem
a valorizacdo da trinca, o seu baixo teor em gorduras (1,47 %), a sua composicdo em

proteinas (6,75 %) e a sua aptiddo como espessante.

Por fim, tem-se, ainda, o valor acrescido da producdo de koji, que é necesséario para a
producdo do RRS, mas pode, também, ser de interesse pois tem um baixo custo de producéo
e estd no mercado a rondar um valor desde 25 €/kg (Kensho Mediterranean sake) a 60 €/kg

(Kawashimaya).

Para finalizar o projeto ainda falta fazer uma analise mais completa ao perfil nutricional,
analisando os micronutrientes constituintes do RRS, o seu indice glicémico e falta definir o

processo a nivel industrial, ajustando os respetivos custos associados.
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7. Anexos

7.1. Reta de calibracdo da proteina soluvel

Para a realizacdo da curva de calibragéo, preparou-se uma solu¢cdo-méae de caseina com uma

concentracdo de 100 pg/ml. A partir desta solucdo prepararam-se, em duplicado, solugbes

com as concentragdes indicadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Quantidades necessarias dos reagentes para as diferentes concentragdes de caseina.

Concentragéo (pg/ml)

Reagentes
Solucéo de caseina - 20 pL 50puL | 100 pL | 200pL 300 pL 400 pL | 500 pL
Agua Milli-Q 2000 yL 1980 pL 1950 L 1900 pL 1800 uL 1700 pL 1600 pL 1500 pL

Depois retiraram-se 500 pL de cada solugdo para cuvetes e juntou-se mais 500 pL do

reagente de Bradford e, por fim, fez-se a leitura das solu¢des no espectrofotdmetro com um

comprimento de onda de 595 nm e construiu-se um gréafico da concentracdo em funcao da

absorvancia, do qual se obteve uma curva com a equagao:

y = 0,0114x - 0,0013 e um R? de 0,998 (Figura 25Figura 25 - Curva de calibracdo para

determinar a concentracdo de proteina.).
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Figura 25 - Curva de calibragé@o para determinar a concentracédo de proteina.
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7.2. Reta de calibracdo do amido

Para a realizacdo da curva de calibracéo, preparou-se uma solucdo-méae de amido com uma
concentracao de 1% (w/v) e uma solugdo de iodo 0,01 M. A partir destas solu¢des prepararam-

se, em duplicado, solu¢des com as concentrac¢des indicadas na Tabela 11Tabela 10.

Tabela 11 - Quantidades necessarias dos reagentes para as diferentes concentra¢des de amido.

= Concentracdo (mg/ml)
eagente

Solucdo deamido | 0,5ml 1 ml 2ml 3ml 5ml 7ml 10 ml -
Agua Milli-Q 95m  9ml 8 ml 7 ml 5ml 3ml - 10 ml
Solucdo deiodo  10pL 10pL 10pL 210pL 10pL  20pL 210pL  10uL
B s | 2 | = [0 |5 |40 ] s
Solucdodeamido  15ml 2ml  25ml 3ml 35ml | 4ml 5ml
Agua Milli-Q 85m 8ml 75m 7ml 65m 6ml 5ml
Solugdo deiodo | 10pL 10puL 20pL  20pL 20pL 210pL  210pL

Por fim fez-se a leitura das solu¢des no espectrofotbmetro com um comprimento de onda de
610 nm e construiu-se dois graficos de concentracdo em funcéo da absorvéancia, dos quais se
obteve duas curvas com as equacgdes: y = 0,0333x + 0,0158 e um R? de 0,9906 e
y =0,0122x + 0,2373 e um R? de 0,9802 (Figura 26).
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0.400 Amido 0.800 .
0350 e ‘
0300 0.700 0.
7 T et
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§ 0200 o y P
o e -
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< 0100 Pt
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Figura 26 - Curvas de calibracdo para determinar a concentracdo do amido. A primeira curva (esquerda) compreende
concentragdes entre 0 e 10 mg/mL e a segunda curva (direita) abrange concentracdes entre 15 e 50 mg/mL.



7.3. Reta de calibracéo dos acgucares redutores pelo método DNS

Para a realizacéo da curva de calibracéo, preparou-se uma solucdo-méae de maltose com uma
concentracao de 0,2 % (w/v) e uma solugdo corante (tartarato de sédio e potassio 2.65 M e
acido 3,5-Dinitrosalicilico 96 mM). A partir destas solucdes prepararam-se, em duplicado,

solu¢des com as concentragdes indicadas na Tabela 12Tabela 11Tabela 10.

Tabela 12 - Quantidades necessarias dos reagentes para as diferentes concentragdes de maltose.

Concentracdo (mg/ml)

Reagente

Solucdo de maltose 0,05ml 02ml 04ml 06ml|08ml | 1ml 2ml -
Agua Milli-Q 1.95ml 1,8ml 16ml 14ml 12ml 1ml - 2 ml
Solucéao corante 1ml 1ml 1ml 1ml Im 1Iml 1ml 1ml

De seguida, incubou-se as solugfes a analisar 15 minutos a 100 °C, arrefeceu-se em gelo,
adicionou-se 9 mL de agua desmineralizada e leu-se a absorvancia num espectrofotometro
com um comprimento de onda de 540 nm e construiu-se um grafico da concentracdo em

funcdo da absorvancia, do qual se obteve uma curva com a equacao:

y = 0,0005x + 0,0172 e um R? de 0,9917 (Figura 27).
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Figura 27 - Curva de calibracédo para determinar a concentracédo de aglcares redutores.



7.4. Retas de calibracao da glucose, maltose e maltotriose por HPLC
7.4.1. Reta de calibracdo da glucose

Tabela 13 - Area dos picos e respetivos tempos de retencéo para as varias concentracdes de glucose, obtidos
na anélise HPLC.

Concentracdo Retention

(g/L) Time Area
1 1 10.385 99709362
2 14.077 10882523
2 1 10.363 84422715
2 10.35 92112125
5 1 10.367 86020208
2 14.109 46873234
10 1 10.403 101541656
2 14.147 110301031
15 1 10.296 71412127
2 14,122 126216200
20 1 10.361 92009346
2 14.157 199344388
Tabela 15 - Razdo entre a area 1 e 2 obtidas no Tabela 14 - Concentragoes de glucose e
HPLC, para a glucose. respetivas razdes entre a area 1 e 2.
[ area: 1 area: 2 Razdo [glucose] razdo
1 99709362 10882523| 0.109142439 0 0
2 88267420| 17313865.5] 0.196130486 1{0.109142439
5 86020208 46873234| 0.544909564 2| 0.196130486
10 | 101541656 110301031 1.086263858 5| 0.544909564
15 71412127 126216200| 1.767433702 10| 1.086263858
20 92009346 199344388 2.166566731 15| 1.767433702
20| 2.166566731
3
25 .
y=0.1116x-0.0065 .-
R*=0.9967 -
0 5 10 15 20

-0.5

Figura 28 - Curva de calibragdo para determinar a concentragéo de glucose.
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7.4.2. Reta de calibracdo da maltose

Tabela 16 - Area dos picos e respetivos tempos de retencdo para as varias concentracdes de maltose, obtidos
na andlise HPLC.

Tabela 18 - Razédo entre a area 1 e 2 obtidas no HPLC,

para a maltose.

Maltose
Concentragao Retention
. Area
(g/L) Time

1 1 10.35' 99943895

2|  12.36[9749038.5

5 1 10.415|101284927

2 12.409| 49592240

10 1 10.43| 119539281

2 12.427)| 135059861

20 1 10.425|109854781

2 12.483| 266565735

40 1 10.338| 85859647

2 12.428|430427130

60 1 10.389| 89701801

2 12.538| 636248830

Tabela 17 - Concentragfes de maltose e

respetivas razdes entre a area 1 e 2.

10

1 area: 1 area: 2 Razdo [maltose] razao
1 99943895 9749038.5| 0.097545113 0 0
5 101284927 49592240| 0.489630999 1| 0.097545113
10 119539281 135059861| 1.129836652 5[ 0.489630999
20 109854781 266565735| 2.426528300 10| 1.129836652
40 85859647 430427130 5.013148144 20| 2.426528300
60 89701801 636248830| 7.092932616 40| 5.013148144
60| 7.092932616
8
. y =0.1209x-0.0272 4"
R? =0.9984
6
5
o 1
Y
& 3

20 30 40 50 60 70
Concentracdo (g/L)

Figura 29 - Curva de calibragdo para determinar a concentragdo de maltose.
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7.4.3. Reta de calibracdo da maltotriose

Tabela 19 - Area dos picos e respetivos tempos de retencéo para as varias concentracdes de maltotriose, obtidos
na anélise HPLC.

Maltotriose
Concentragao Retention
. Area
(g/L) Time
1 1 10.051 51418479
2 10.903 10741828
2 1 10.034 74461116
2 10.89 16962415
5 1 10.137 63257273
2 11.268 34042506
10 1 10.138 72394506
2 11.391 94717619
15 1 10.119 66575569
2 11.409| 131758776
20 1 10.143 70916597
2 11.418| 137635926.5

Tabela 20 - Concentracdes de maltotriose e
respetivas razdes entre a area 1 e 2.

Tabela 21 - Razédo entre a area 1 e 2 obtidas no HPLC, para
a maltotriose.

1 area: 2 area: 1 razdo [maltotriose] razdo
1 10741828 51418479| 0.208909875 0 0
2 16962415 74461116| 0.22780232 1] 0.208909875
5 34042506 63257273| 0.538159557 2 0.22780232
10 94717619 72394506| 1.308353689 5[ 0.538159557
15 131758776 66575569 1.979085992 10| 1.308353689
20 137635926.5 70916597| 1.940814031 15| 1.979085992
20( 1.942343515
3
25
2
[=]
" 15
o y=0.1074x+0.0731
R? =0.952
1
05
0
0 5 10 15 20 25
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Figura 30 - Curva de calibracdo para determinar a concentracdo de

maltotriose.




7.5. Ficha de andlise sensorial prova afetiva

Mome:

Idade: Profissac:

Aspeto

I Muito agradavel

LI Agradavel

1 Indiferante

| Desagradawvel

[ Muito desagradawel

Cor

[ Muito agradawvel

L1 Agradavel

1 Indiferante

[ Desagradavel

[ Muito desagradawel

Aroma

[ Muito agradawvel

[ Agradavel

1 Indiferente

[ Desagradavel

[ Muito desagradavel

Sabor

[ Muito agradawvel

[ Agradavel

U Indiferente

| Desagradavel

] Muito desagradavel

Sensagdo doce

0 Muito pouco
[ Pouco

1 Moderado
[ Muito

L Muitissima

Tempo de permanéncia do
sabor ma boca

) Muio pouco
[ Pouco

U Moderado
1 Muito

1 Muitissimo

Textura

[ Muito agradawvel

[ Agradavel

U Indiferente

| Desagradavel

[ Muito desagradavel

Analise sensorial pudins - Teste afetivo de aceitagido

Codige:

Apreciagao global

[ Muito agradawvel

L1 Agradavel

U Indiferants

| Desagradavel

] Muito desagradavel

Intengao de compra

[ De perteza que comprara

U Provawvelmente compraria

(] Mao =ei se compraria

[ Provavelmante ndoc compraria
[ De carteza que n3o compraria

Observagoes:

55



Mome: Idade: Profissdo:
Aspeto Sensacdo doce

O Muito agradavel O Muito pouco

O Agradavel O Pouco

O Indiferente O Moderado

O Desagradavel O Muito

O Muito desagradavel O Muitissimo

Cor

O Muito agradavel

O Agradavel

O Indiferente

O Desagradavel

O Muito desagradavel

Aroma

O Muito agradavel

O Agradavel

O Indiferente

O Desagradavel

O Muito desagradavel

Sabor

O Muito agradavel

O Agradavel

O Indiferente

O Desagradavel

O Muito desagradavel

Cwal das amosiras prefere: 7 2A4

Tempo de permanéncia do
sabor na boca

O Muite pouco
O Pouco

O Moderado
T Muite

I Muitissime

Textura

O Muito agradavel

O Agradavel

O Indiferente

O Desagradavel

O Muito desagradavel

O 4CH

Andlize sensgorial pudins - Teste afetivo de aceitagao

Caodigo:

Apreciagio global

O Muito agradavel

O Agradavel

O Indiferente

O Desagradavel

O Muito desagradavel

Intengao de compra

O De certeza que compraria

O Provavelmente compraria

O Nao sei s& compraria

O Provavelmente nao compraria
O De certera que ndo compraria

Observagoes:

56



Marne: Idade Profissao:
Aspeto Sensagdo doce

O Muito E}lgradével [ Muito pouco

O Agradavel O Pouco

O Indiferante O Moderado

O Desagradavel O Muifo

J Muitz desagradawel
Cor

O Muito agradavel

O Agradaval

O Indiferente

[ Desagradavel

O Muito desagradawvel

Aroma

O Muitz agradsvel

O Agradével

O Indifer=nte

[ Desagradavel

J Muitz desagradawel

Sabor

O Muito agradavel

O Agradével

O Indiferante

[ Desagradavel

O Muito desagradavel

O Muifissima

Intensidade do sabor a iogurte

O Muifo pouco

O Pouco

O Moderado

O Muito

O Muifissimao

Tempo de permanéncia do
sabor na boca

O Muifo pouco
O Pouco

O Moderado
O Muito

O Muitizsimo

Textura

O Muito agradawsl

O Agradével

O Indifer=nte

O Desagradavel

O Muito dessgradavel

Analise sensorial iogurte - Teste afetivo de aceitagao

Codigo:

Apreciagao global

O Muito agradével

O Agradavsl

O Indifersnte

[ Desagradsvel

O Muito desagradavel

Intengdo de compra

[ D carteza quse comprana

[ Provewelments compraria

] Mao sei se compraria

O Provavelments ndo compraria
[ D certeza que ndo comprara

Observagdes:

57



Morme: Ideda: Profisséo:
Aspeto Sensagdo doce

O Muito agradével O Muito pouco

O Agradéwvel O Pouco

O Indiferente O Moderado

[ Desagradavel J Muite

[ Muitz desagradavel O Muitissimo

Cor

J Muitz agradsyvel

O Agradével

O Indifersnte

[ Desagradavel

O Muito desagradavel

Aroma

O Muito agradsavel

O Agradavel

O Indifersnte

[ Desagradavel

O Muito desagradavel

Sabor

O Muite agradavsl

O Agradsvel

O Indifersnte

[ Desagradavel

O Muito desagradavel

Tempo de permanéncia do
sabor na boca

O Muifo pouco
O Pouco

O Moderado
O Muito

O Muitissimao

Textura

O Muitz agradsvel

O Agradével

O Indiferante

[ Desagradavel

O Muito desagradavel

Analise sensorial bolachas - Teste afetivo de aceitagao

Cadigo:

Apreciagao global

O Muito agradavsl

O Agradavel

O Indiferente

O Desagradavel

O Muifo desagradavel

Intengdo de compra

[ De certeza que comprana
O Provewelments comprarnia
] Mo sei se compraria

O Provavelments ndo compr

ania

[ D= certeza que ndc comprans

Observagies:

58



Mome:

Idade: Profissdo:

Aspeto

O Muito agradavel

O Agradavel

—J Indiferente

O Desagradével

O Muito desagradavel

Cor

2 Muito agradavel

O Agradavel

—J Indiferente

O Desagradével

O Muito desagradavel

Aroma

2 Muito agradavel

O Agradavel

—J Indiferente

O Desagradével

O Muito desagradavel

Sabor

2 Muito agradavel

O Agradavel

—J Indiferente

O Desagradével

O Muito desagradavel

Sensagéo doce

1 Muito pouco
—J Pouco

—J Moderado
—J Muito

O Muitissimo

Tempo de permanéncia do
sabor na boca

1 Muito pouco
—J Pouco

—J Moderado
—J Muito

O Muitissimo

Textura

O Muito agradavel

O Agradavel

—J Indiferente

1 Desagradavel

O Muito desagradavel

(Qual das amostras prefere: O 3RT T 9T5

Analise sensorial bolachas - Teste afetivo de aceitagio

Codigo:

Apreciagdo global

O Muito agradavel

O Agradavel

—J Indiferente

O Desagradével

O Muito desagradavel

Intengdo de compra

1 De certeza que compraria

1 Provavelmente compraria

1 M&o sei se compraria

J Provavelmante néo compraria
O De certeza que ndo compraria

Observagdes:

59



