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RESUMO

A industria alimentar, ¢ um dos setores de atividade econdmica mais importante a nivel
mundial, sendo responsavel pelo desenvolvimento de produtos alimentares que tem
impacto direto na qualidade da saude dos consumidores. As crescentes preocupagdes por
parte da sociedade na procura de um estilo de vida mais saudével, o qual esta intimamente
ligado a uma alimentagdo saudavel, tem direcionado a industria alimentar para o
desenvolvimento de alimentos nutricionalmente mais equilibrados, sendo necessario para
1Ss0 o recurso a novos ingredientes alimentares e/ou formulagdes. Além disso, a ameaga
a sustentabilidade, tem levado ao reaproveitamento dos recursos naturais para gerar
produtos de valor acrescentado.

Esta dissertagdo de mestrado teve como objetivo principal desenvolver novas
formulagdes de produtos de panificagdo utilizando dgua mineral natural termal (AMN
termal) e engarrafada (AMN engarrafada) em alternativa a d4gua de consumo humano
(ACH), procurando-se desta forma avaliar o potencial das diferentes aguas nas
propriedades nutricionais e fisico-quimicas do pao.

Para isso, foram avaliados o perfil nutricional, pH, atividade de dgua, perfil de acidos
gordos, composi¢do em minerais e textura das formulacdes de pao, além do estudo de
viabilidade da levedura Sacharomyces cerevisiae na massa apds o processo fermentativo.
A utilizagdo das AMN termal e engarrafada como ingrediente alimentar permitiu
desenvolver formulagdes de pdo com caracteristicas nutricionais e fisico-quimicas
relevantes, destacando-se sobretudo o aumento no teor total de minerais e dos parametros
de textura como elasticidade, coesividade e resiliéncia. Além disso, as AMN termal e
engarrafada ndo tiveram influéncia na viabilidade da levedura Sacharomyces cerevisiae.
O desenvolvimento de produtos inovadores e de valor acrescentado como o pao, pode ser
alcancado recorrendo a um simples recurso natural como as AMN termal e engarrafada

provenientes da regido do Alto Tamega.

Palavras-Chave: Agua mineral natural; pao; composi¢ao nutricional, minerais, inovagao

de produto






ABSTRACT

The food industry, one of the most important sectors of economic activity worldwide, is
responsible for the development of food products that have a direct impact on the quality
of consumers' health. The growing concerns of society in the search for a healthier
lifestyle, which is closely linked to healthy eating, has directed the food industry to the
development of more nutritionally balanced foods, requiring the use of new food
ingredients and/or formulations. In addition, the threat to sustainability has led to the reuse
of natural resources to generate value-added products.

The main objective of this dissertation was to develop new formulations of bakery
products using thermal natural mineral water (thermal AMN) and bottled natural mineral
water (bottled AMN) as an alternative to drinking water (drinking water), in order to
evaluate the potential of different waters in the nutritional and physicochemical properties
of bread.

To this, the nutritional profile, pH, water activity, fatty acid profile, mineral composition
and texture of the bread formulations were evaluated, as well as the viability study of the
yeast Sacharomyces cerevisiae in the dough after the fermentation process.

The use of thermal and bottled AMN as food ingredient allowed the development of bread
formulations with relevant nutritional and physicochemical characteristics, especially the
increase in total mineral content and texture parameters such as elasticity, cohesiveness
and resilience. Furthermore, thermal and bottled AMN had no influence on the viability
of the yeast Sacharomyces cerevisiae.

The development of added value and innovative products as the bread can be reached
through a simple natural resource as the thermal and bottled AMN proceeding from Alto

Tamega region.

Keywords: natural mineral waters; bread; centesimal composition; minerals;

development of new products
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1. INTRODUCAO

Atualmente muitos estudos tém vindo a ser desenvolvidos na area da biotecnologia
alimentar, com o objetivo de encontrar novas fontes de alimentos, ou enriquecer produtos
jé existentes. O setor alimentar exerce um grande impacto na economia a nivel mundial.
Segundo Data e Trends (2021) a industria de alimentos e de bebidas na Unido Europeia
emprega cerca de 4,5 milhdes de pessoas, gerando um volume de negodcios de
aproximadamente 1,1 trilides de euros e 222 mil milhdes de euros em valor acrescentado,
sendo considerada a industria que mais contribui para a economia europeia. O
desenvolvimento de novos produtos na industria alimentar nos tltimos anos tornou-se um
foco na maioria das empresas como consequéncia das constantes mudangas do mercado,
do aumento da concorréncia entre as empresas e¢ da crescente necessidade de
disponibilizar produtos com melhor qualidade a baixo custo. Para além destes fatores,
cada vez mais, a induastria alimentar sofre pressdo para fornecer alimentos saudaveis e
que sejam capazes de atender as necessidades nutricionais diarias dos consumidores.
Consequentemente, verifica-se o surgimento de novos produtos e/ou ingredientes
alimentares, que melhorem as caracteristicas nutricionais, funcionais e organolépticas dos
mais diversos produtos (Dyshlyuk et al., 2017; Mirhosseini et al., 2015). As aguas
minerais naturais (AMN) termais e engarrafadas, sdo dguas ricas em oligoelementos
possuindo grande potencial para o desenvolvimento de novos produtos alimentares. Para
compreender o valor que estas aguas podem agregar no desenvolvimento de novos
produtos, € uma vez que possuem na sua composicao os oligoelementos essenciais na
formulag¢do de pao, foi objetivo deste trabalho desenvolver formula¢des de pao biju
utilizando as AMN (termal e engarrafada) enquanto produto enriquecedor nutritivo e

saudavel.

1.1. CLASSIFICACAO DAS AGUAS MINERAIS NATURAIS

Segundo o Decreto-Lei n° 236/98 e a OEC021 (2017), existem varios tipos de agua, as
quais se denominam por: aguas de consumo humano, 4guas minerais naturais, de nascente
e termais, dguas naturais doces, aguas naturais salinas, aguas de processo e aguas de
piscina. Define-se como 4gua mineral natural (AMN), denominada também por “adgua

termal” ou “mineromedicinal”’, uma &gua bacteriologicamente pura, de origem
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subterranea, proveniente de uma nascente explorada através de uma ou vdrias
emergéncias naturais ou perfuradas, com particularidades fisico-quimicas estaveis e com
quantidade de minerais constante. As AMN nao podem ser sujeitas a qualquer tipo de
tratamento que altere as suas propriedades fisico-quimicas e o seu hidrogenoma (Diretiva
2009/54/CE, 2009). O critério de classificagdo das AMN baseia-se em parametros
organoléticos (cheiro, sabor, cor e turvagdo) e parametros fisico-quimicos (pH,
temperatura, dureza, concentragdo molecular, radioatividade e mineralizacdo total).
Relativamente ao grau de mineralizagdo das AMN, estas apresentam uma grande
amplitude de valores de mineralizacao totais (soma dos anides, catides e silica) variando
entre valores inferiores a 50 mg/L e superiores a 1500 mg/L (Teixeira, 2007). Tendo em
conta os sais minerais dissolvidos (anides e catides) as AMN podem ser classificadas em:

Bicarbonatadas - presenca de bicarbonato superior a 600 mg/L;

Célcicas - presenca de calcio superior a 150 mg/L;

Cloretadas - presenca de cloreto superior a 200 mg/L;

Ferruginosas - presenca de ferro igual ou superior a 1 mg/L;

Fluoretadas - presenca de fluoreto igual ou superior a 1 mg/L;

Gasocarbonicas — presenga de anidrido carbonico superior a 250 mg/L;

Hipossodicas - presenca de sodio inferior a 20 mg/L;

Magnesianas - presenga de magnésio superior a 50 mg/L;

Silicatadas - presenca de silica livre igual ou superior a 10 mg/L

Sédicas - quantidade de sodio € superior a 200 mg/L;

Sulfatadas - quantidade de sulfato ¢ superior a 200 mg/L;

Sulfareas - quantidade de enxoftre ¢ igual ou superior a I mg/L. (APIAM, 2017,

Teixeira, 2007).

Apos serem analisadas, estudadas, filtradas, protegidas e submetidas a processos de
engarrafamento junto das nascentes, em unidades industriais praticantes de elevados
principios higiénicos, as AMN revelaram inimeras vantagens € um crescente interesse

para adequé-las ao consumo humano (APIAM, 2017).
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1.2. BENEFICIOS DAS AGUAS MINERAIS NATURAIS

Pela grande diversidade em sais minerais que apresentam na sua composi¢ao, as AMN
assumem um papel fundamental no organismo pela sua capacidade em mediar
reagdes bioquimicas tanto no interior quanto entre as células do organismo. Dependendo
dos sais minerais mais abundantes que apresentem na sua composi¢ao, as AMN vao
apresentar diferentes propriedades biologicas. As aguas oligominerais ou pouco
mineralizadas (valores de mineralizagao total entre 50 e 500 mg/L) sdo reconhecidas pelo
seu efeito diurético, sendo indicadas na litiase urindria e na gota, uma vez que provocam
um aumento do didmetro das vias urinarias facilitando a libertacdo do acido urico
(Petraccia et al., 2006; Benessere, 2022). As aguas sulfireas sdo muito utilizadas no
tratamento de patologias dermatoldgicas, musculo-esqueléticas e respiratorias (El-
Seweidy et al., 2011). Apresentam propriedades anti-seborreicas, queratoplésticas e
antisséticas (Ghersetich, 2001; Salami, 2008; Constantino, 2006). As dguas sulfatadas sdo
utilizadas principalmente = em doengas urindrias, gastrointestinais e endocrino-
metabolicas (Petraccia, 2006; ATP, 2021). Apresentam potencial na estimulacdo da
motilidade intestinal, tém um efeito osmotico e facilitam a libertagdo de colecistocinina,
devido a agdo do sulfato nas células endocrinas do intestino proximal (Petraccia et al.,
2006; Benessere, 2016). Relativamente as aguas gasocarbdnicas, sdo usadas
principalmente em banhos e em hidropinia, exercendo a sua acdo nos sistemas
cardiovascular, respiratorio e digestivo (Petraccia et al., 2006). Os banhos em éaguas
gasocarbOnicas diminuem a resisténcia vascular periférica pois provocam a vasodilatagao
do leito capilar e sdo uteis no tratamento de vasculopatias periféricas. Sao ainda usadas
frequentemente em técnicas de inalagdo uma vez que o didxido de carbono (CO») presente
nestas dguas provoca acidose e consequentemente estimulagdo do centro respiratorio,
levando a que haja um aumento da amplitude dos movimentos respiratéorios, permitindo
obter uma melhoria das trocas gasosas e um aumento da oxigenacgao (Petraccia et al.,
2006; Benessere, 2022). Em hidropinia sdo usadas no tratamento de patologias
gastrointestinais, uma vez que estimulam a secre¢do e a motilidade do sistema digestivo
(Petraccia et al., 2006; Schoppen et al., 2004). As dguas bicarbonatadas sdo utilizadas em
patologias do foro gastrico, hepatobiliar e urinario (Petraccia et al., 2006; Benessere,
2022). Sao conhecidas por melhorarem as fun¢des motoras e secretoras gastricas,

favorecem a secrecdo e acdo das enzimas pancreaticas e do suco biliar (Bertoni et al.,
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2002; Albertini et al.,2007). Estas dguas possuem também propriedades diuréticas,
reduzindo a uricemia, sendo frequentemente usadas durante o exercicio fisico, uma vez
que repdem fluidos e eletrolitos (Petraccia et al., 2006). As aguas cloretadas sodicas sao
indicadas na terapia de doencas do aparelho gastrointestinal, como coélicas, obstipacao e
doenga do coélon irritdvel. A sua acdo colerética, aumenta secrecdo do suco biliar para o
duodeno (Petraccia et al., 2006; ATP, 2021). As aguas ricas em calcio sao indicadas
quando as necessidades neste mineral aumentam (criangas, gravidez, menopausa,
envelhecimento, osteoporose), enquanto as aguas magnesianas sdo indicadas em
patologias ginecoldgicas, como por exemplo na sindrome pré-menstrual, climatério e
osteoporose pds-menopausa (Petraccia et al., 2006).

Os sais minerais presentes nas AMN assumem um papel importante na manutengdo do
bom funcionamento do organismo. Da diversidade de minerais presentes nestas aguas o
calcio assume um papel importante no desenvolvimento 6sseo, na regulacio da contragdo
muscular e atividade do miocardio, coagulagdo do sangue, transmissdao de impulsos
nervosos e na regulagdo da permeabilidade celular. O sddio auxilia a absor¢ao de glicose,
atua no sistema cardiorrespiratorio e na regulacdo dos fluidos corporais, além de ser
fundamental para o funcionamento do sistema nervoso. O potdssio tem um papel
essencial nas atividades musculares e miocardicas, excitabilidade neuromuscular,
equilibrio 4cido-base, retengcdo de agua e pressdo osmotica. O silicio ¢ importante na
formagdo dos ossos e na saude das articulagdes, aumenta a quantidade de colagénio no
corpo, auxilia o sistema imunitario, acelera o processo de cicatrizagdo e restauragcdo das
mucosas, inibe a acdo toxica do aluminio e combate a aterosclerose. O magnésio ¢
fundamental nos batimentos cardiacos, protegendo o coracdo do stress cardiaco, ajuda a
controlar a pressao arterial, auxilia na absor¢ao dos nutrientes, regula os niveis de agucar
no sangue, previne doengas mentais e melhora a produgdo de colageno. O zinco ¢é
conhecido por melhorar a atividade cerebral e cardiovascular, combate o envelhecimento,
previne o surgimento de doencas degenerativas e doengas cronicas, aumenta a imunidade,
auxilia na recuperagdo das fibras musculares facilitando o ganho de massa muscular, ativa
o metabolismo e previne o cancro da prostata (ACINAM, 2016). O iodo participa na
formacgdo das hormonas da tiroide, além de prevenir problemas como cancro, diabetes,
infertilidade e aumento da pressdo arterial. O selénio tem um grande poder antioxidante
e previne doengas como o cancro, Alzheimer e doengas cardiovasculares, melhora o

funcionamento da tiroide e ajuda na perda de peso. O fluor evita a perda de minerais nos
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dentes e impede o seu desgaste causado pelas bactérias formadoras de caries. O manganés
¢ responsavel no organismo humano por ativar diversas enzimas presentes em varios
processos fisioldgicos (Carvalho, 2013). O fésforo fornece de energia ao corpo, fazendo
parte das membranas celulares e do DNA. Por ultimo o ferro, um mineral de extrema
importancia uma vez que participa no transporte de oxigénio para o sangue e na respiragao

celular (Cozzolino, 1997).

1.3. CARACTERISTICAS DA AGUA DAS TERMAS DE CHAVES E DA AGUA
DAS PEDRAS SALGADAS

As Termas de Chaves tém uma tradicdo milenar e a sua funda¢do remonta a época
romana, quando o Imperador Titus Flavius Vespasianus fundou a cidade de Aquae
Flaviae, devido a existéncia de dgua quente que brotava de forma natural e espontanea.
Integradas no centro urbano da cidade, nas margens do rio Tamega, as Termas de Chaves
apresentam um variado conjunto de respostas médico-termais, assim como de tratamentos
Spa, que tém por base a dgua termal de Chaves, aproveitando as suas propriedades
terapéuticas (Pereira, 2021; DGEG, 2019). A 4gua das Termas de Chaves tem uma
composi¢ao unica na Peninsula Ibérica, sendo caracterizada como bicarbonatada sodica,
mesomineralizada e gasocarbonica. Naturalmente quente, com uma temperatura de
emergéncia de cerca de 76 °C (Tabela 1.3.1.), ¢ considerada uma 4gua hipertermal e rica
em minerais, sobretudo em sodio, silica, fluoreto e hidrogenocarbonato. De acordo com
o Despacho conjunto, publicado no Didrio da Republica, 2.? série, de 23 de maio de 1989,
e o Didrio da Republica, 2.* série, N.° 56, de 19 de marco de 2008, estas aguas estdo
indicadas no tratamento de doencas reumaticas, musculo-esqueléticas, do aparelho
digestivo e doengas do aparelho respiratorio.

Por outro lado, numa pequena vila, localizada no concelho de Vila Pouca de Aguiar, na
regido norte de Portugal, conhecida por Pedras Salgadas, as caracteristicas impares das
aguas la existentes foram cedo descobertas pelos seus habitantes que as utilizavam
constantemente no alivio de patologias que surgiam no dia a dia. No séc. XIX, a dgua das
Pedras Salgadas ultrapassava fronteiras das suas fontes comegando a despertar interesse
de todos aqueles que sofriam de disturbios do aparelho digestivo. Para além do seu uso
no termalismo, ¢ um icone e um simbolo de 4gua mineral natural gasocarbdnica, com gas

100% natural e fresca, integrando um grupo muito restrito ja que apenas 0,5% das AMN
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no mundo partilham esta caracteristica. A dgua ¢ parcialmente captada no Parque de
Pedras Salgadas, um dos parques termais mais emblematicos de Portugal (Acciaiuoli,
1941). Na Tabela 1.3.1. est4 representada a composi¢ao quimica da dgua das Termas de

Chaves e das Pedras Salgadas.

Tabela 1.3.1. Caracteristicas das dguas minerais naturais das Termas de Chaves e das
Pedras Salgadas (Termas de Portugal, 2022).

AMN AMN
Termas de Chaves Pedras Salgadas
Temperatura 76 °C 18 °C
pH (a 20°C) 6,80 6,10
Condutividade Elétrica (a 20°C) 2320 uS/cm 2601 puS/cm
Alcalinidade (em mg/L CaCO3) 1161,0 1897,1
Mineralizaciao Total 2174 mg/L 2807 mg/L
Bicarbonato (HCO53) 1415 mg/L 1983 mg/L
Cloreto (CI) 35 mg/L 30 mg/L

1.4. 0 VALOR NUTRITIVO DO PAO

O pao ¢ dos alimentos mais antigos na historia da humanidade mesmo nao se conhecendo
qual o periodo exato da historia em que surgiu. Apesar da sua antiguidade, foi no século
XIX que Pasteur desvendou os fendmenos da fermentacdo e até aos dias de hoje o pao
ocupa uma posicdo incontornavel na maioria das culturas do planeta (Offrede, 2015;
Jacob et al., 2007; Kourkouta, 2017). A Portaria n® 52/2015 define pao como “o produto
obtido da amassadura, fermentacdo e cozedura, em condi¢oes adequadas, das farinhas
de trigo, centeio, triticale ou milho, estremes ou de mistura, de acordo com os tipos
legalmente estabelecidos, agua potavel e fermento ou levedura, sendo ainda possivel a
utilizagdo de sal e de outros ingredientes, incluindo aditivos, bem como auxiliares
tecnologicos, nas condi¢oes legalmente fixadas”. Os ingredientes basicos no fabrico de
pao sdo a farinha de cereais, a 4gua, a levedura e o sal (Martim, 2004; Sluimer, 2005),
apresentando cada uma delas caracteristicas especificas na panificagdo. Relativamente as

farinhas, podem ser utilizados diferentes tipos (centeio, milho, etc.), porém, a farinha de
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trigo apresenta vantagens em relagdo as outras quando se trata da produgdo de pao, uma
vez que a sua composi¢cdo em proteinas faz com que se forme uma rede capaz de reter os
gases que se formam durante o processo de fermentacao (Atwell e Finnie, 2016). Por
outro lado, a agua ¢ um ingrediente fundamental na formacdo da massa, uma vez que
hidrata as proteinas da farinha fazendo com que ocorra a formagao do gliten, que por sua
vez ¢ responsavel por fornecer um meio adequado para que ocorra a fermentagdo
(Martinbianco, 2013). A quantidade de agua utilizada na formulacdo contribui para a
consisténcia da massa, sendo que uma baixa quantidade de 4gua produz uma massa mais
seca ¢ um miolo mais macio, enquanto agua em excesso garante uma massa mais
extensivel, um pao com alvéolos irregulares e com uma textura mais semelhante a
borracha (DiMuzio, 2010; Cauvian, 2003; Calvel et al., 2001). O sal ¢ um dos
ingredientes bésicos no fabrico de pao. O sal ¢ adicionado para conferir sabor,
desempenhando por outro lado fungdes bactericidas, diminuindo a atividade da agua e
promovendo a sua conservacdo (Stear, 1990; Belz et al., 2012). Sendo um agente
oxidante, o sal oxida os carotendides presentes na farinha, tornando o miolo do pao mais
branco (Ponte, 1971). Pela sua acdo no potencial de oxidacao-redugdo interfere
diretamente na forca do gliten, melhorando as caracteristicas de viscoelasticidade da
massa. O sal aumenta igualmente a for¢a idnica, reagindo com as cargas expostas do
glaten e diminuindo a repulsdo eletronica, o que favorece a interacdo entre cadeias,
fazendo com que o gluten precipite. As fibras de gluten ficam menos extensiveis devido
as forcas de atracdo electrostaticas que ocorrem na rede desenvolvida com sal,
proporcionando uma rede mais rigida e resistente a fermentacdo (Kasard et al, 1971).
Normalmente, a percentagem de sal utilizada no fabrico de pdo varia entre 1,5% a 2,0%
(base 100% farinha) (Ponte, 1971). Por ultimo, mas ndo menos importante, a levedura ¢
o agente na formulacao do pao responsavel pela fermentacdo, etapa determinante na
textura e caracteristicas organolépticas do pao. No setor de panificacdo, a levedura mais
usada € a Sacharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), um microrganismo unicelular que se

reproduz de forma assexuada por gemulacdo Figura 1.1.1.
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Figura 1.1.1. Leveduras de S. cerevisiae em suspensao (Ampliagao 400x;
fonte: Rodrigues, 2019)

A S. cerevisiae ¢ responsavel pela metabolizagdo dos aglicares presentes na massa para
obtencdo de energia produzindo CO: e etanol (DiMuzio, 2010). O CO; produzido
contribui para a expansao da massa (Piekarski, 2009) conferindo ao pao uma estrutura
porosa, leve e volumosa (Cauvain e Young, 2007), e por sua vez, o etanol produzido ¢é
eliminado durante a cozedura.

Do ponto de vista cultural o pao integra-se nos hébitos alimentares da populacdo em geral
e da portuguesa em particular (Cipriano, 2009). A nivel nutricional, a qualidade do pao
depende da taxa de extragdo da farinha, dos cereais escolhidos e do tipo de processamento
utilizado. Ha evidéncias cientificas que sugerem que o pao € um alimento funcional uma
vez que pode atuar nos lipidos sanguineos, na pressdo arterial, no indice glicémico, no
metabolismo da glicose e na sensibilidade a insulina (Sancho, 2005). Além disso, ¢
considerado um alimento saciante e com baixos teores de gordura. O pao de trigo ¢ o mais
consumido pela populagdo portuguesa e ¢ vulgarmente conhecido por “pao branco". Este
tipo de pao, segundo os dados disponiveis no Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo
Jorge (INSA), por cada 100 g fornece 289 Kcal, 57,3 g de hidratos de carbono (dos quais
55,2 g se encontram sob a forma de amido), 8,4 g de proteinas e 3,8 g de fibra alimentar

(INSA, 2006). A industria de panificagdo possui um papel fundamental no
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desenvolvimento das condi¢des econdmicas de um pais, assim como na saude da
populagdo (Macrae et al., 2016). Além de ser um excelente fornecedor de energia para o
desempenho das tarefas didrias, o pao, pela sua versatilidade e multiplicidade de
variedades e formatos, pode ser incluido nas refei¢des do dia de diversas maneiras. Apesar
da grande e diversificada oferta de pao, este setor continua a ter espago para inovar e
apresentar variedades que correspondem as expectativas do consumidor tanto em sabor

como no seu valor nutricional.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como principais objetivos:

1. Desenvolver novas formulagdes de produtos de panificagdo através do uso de

AMN termal e engarrafada;

2. Avaliar a composi¢do nutricional e fisico-quimica das novas formulagdes

desenvolvidas comparativamente a formulagao tradicional;

3. Avaliar os efeitos da AMN termal ¢ engarrafada na viabilidade da levedura S.

cerevisiae usada no processo de fermentagao da massa do pao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. TIPO DE ESTUDO

Realizou-se um estudo experimental, no qual foram desenvolvidas e analisadas diferentes
formulagdes de pao biju: pao biju usando ACH, pao biju com AMN termal e pao biju
com AMN engarrafada. Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério Colaborativo
AquaValor, em Chaves, em colaboracdo com Centro de Investigagdo de Montanha
(CIMO) do Instituto Politécnico de Braganca, em Braganca. As amostras de dgua foram
fornecidas pelas empresas Termas de Chaves ¢ VMPS - Aguas e Turismo, S.A., ¢ a

confe¢do do pao foi efetuada na empresa Mister Doce, Lda.

3.2. PREPARACAO DO PAO COM ACH E AMN TERMAL E ENGARRAFADA

A producdo de pao baseia-se na mistura da farinha com 4gua, sal e levedura (Belitz et al.,
2009. O processo de produgdo de pao passa por varias fases, nomeadamente: pesagem e
mistura dos ingredientes, modelagem, fermentagao e cozimento. Neste trabalho, todos os
ingredientes, incluindo a dgua, foram pesados. Para fazer 2,5 kg de massa pesaram-se
2,250 kg de farinha Tipo 45, 250 g de farinha Tipo 70, 125 g de Baviera, 25 g Grampan
especial, 2 kg de dgua, 45 g de sal (NaCl), 75 g de fermento (S. cerevisiae) e 75 g de
azeite. Inicialmente, numa amassadeira em espiral (modelo AEF012, Ferneto)
misturaram-se o sal e as farinhas durante 3 minutos (min) na rotagao I. Apos este tempo
adicionaram-se 1,5 kg de dgua por mais 3 min. Aos 6 min, a rotacdo foi alterada para a
posi¢do II durante 6 min. 2 min apds mudar para a rotacao II adicionou-se lentamente o
azeite, e 6 min depois, adicionou-se lentamente a restante 4gua, deixando a bater durante
mais 6 min. Aos 12 min foi adicionado o fermento e deixou-se durante mais 6 min a bater
na rotacdo II. Apos terminar este tempo, a massa ficou a repousar para levedar durante
aproximadamente 40 min. Terminado este passo, a massa foi dividida em 2 partes de
aproximadamente 2,750 Kg, em que cada uma originou 30 paes de aproximadamente 90g.
Apos este passo, as massas foram moduladas ficando em repouso a uma temperatura de
+ 30 °C durante 30 min. No final deste tempo os paes foram colocados numa estufa

durante 10 min a uma temperatura de 41 °C e 77% de humidade. Finalmente, o pao foi

33



colocado a cozer, durante 13 min, onde a temperatura de cima foi de + 233 °C e a de baixo
+ 212 °C. Neste estudo, foram desenvolvidos trés tipos de formulagdes de pao: 1) pao
com agua de consumo humano, 2) pado com agua mineral natural termal (termas de
Chaves) e 3) pao com agua mineral natural engarrafada (Pedras Salgadas). Assim, foram
objeto de estudo os seguintes paes: biju com dgua de consumo humano (BAC), biju com
agua mineral natural termal (BAT), biju com agua mineral natural termal sem adig¢ao de
sal (BAT-ss), biju com 4gua mineral natural engarrafada (BAE) e biju com 4gua mineral
natural engarrafada sem adicdo de sal (BAE-ss). Todos os paes foram feitos nas
instalacdes da padaria Mister Doce, em Chaves, Vila Real, Portugal, tendo sido apenas
feita um unico ensaio para cada formulagdo. Todas as amostras foram analisadas em

triplicado.

3.3. AVALIACAO DA VIABILIDADE DA LEVEDURA S. CEREVISIAE NA
MASSA DO PAO POR CITOMETRIA DE FLUXO NAS DIFERENTES
FORMULACOES

Para avaliar o efeito das AMN termal e engarrafada na viabilidade de S. cerevisiae durante
o processo de fermentacdo da massa através de citometria de fluxo, foram pesadas 15 g
de cada tipo de massa ap0s a fermentagdo mas antes da cozedura (BAC - massa com agua
de consumo humano; BAT - massa com AMN termal; BAE - massa com AMN
engarrafada; BAT-ss - massa com AMN termal sem adi¢do de sal; BAE-ss - massa com
AMN engarrafada sem adi¢do de sal) num saco BagFilter (Interscience), sendo feita uma
diluicao 1/10 com agua peptonada tamponada. Cada saco com a respetiva amostra de
massa diluida foi colocado no BagMixer (Interscience), sendo selecionada a velocidade
maxima (nivel 4) durante 3 min para processar a amostra. De seguida, recolheu-se 1 mL
de amostra processada para um tubo Eppendorf de 1,5 mL e centrifugou-se a 3000 g
durante 1 min, para sedimentar detritos de massa eventualmente recolhidos. Apos a
centrifugacdo, pipetaram-se 200 puL do sobrenadante obtido para um novo tubo Eppendorf
de 1,5 mL, voltou a centrifugar-se a 3000 g durante 1 min, sendo o pellet ressuspendido
em 500 pL de solugdo de TWEEN 20 a 0.01% (v/v)/PBS 1x. Por fim, foram adicionados
5 uL de Laranja de Tiazole (TO) e 5 puL de lodeto de Propidio (PI) ao conteudo de cada
tubo, sendo de seguida incubados a temperatura ambiente durante 5 min no escuro. Apos

a incubacao, o contetdo dos tubos foi analisado por citometria de fluxo. De modo a obter
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resultados uniformes e de facil comparagao, foram adquiridos 10 puL do contetido total de

cada tubo, previamente homogeneizado.

34. CARACTERIZACAO NUTRICIONAL E FiSICO-QUIMICA DAS
DIFERENTES FORMULACOES

3.4.1. PERFIL NUTRICIONAL

O perfil nutricional (proteinas, gorduras, humidade e cinzas) foi determinado de acordo
com a metodologia oficial da AOAC, 17* Ed. (AOAC, 2016) . O teor de humidade foi
determinado seguindo o método AOAC 925.09, no qual 2 g de amostra foram colocadas
num forno durante 5 h até se obter um peso constante a 100 °C. O célculo da humidade
foi efetuado pela diferenca entre a massa inicial e final. O teor de proteinas (N x 5,8) foi
calculado com base no método Macro-Kjedahl, seguindo o método AOAC 920.87,
usando um fator de conversdo de 5,8. Cerca de 0,5 g de amostra foram digeridas
em K>SO04/CuSOs4 (catalisador) e acido sulfirico a 150 °C durante 3 h. De seguida,
realizou-se uma destilacdo e titulagdo alcalina integrada constante num destilador
Kjeldahl (modelo Pro-Nitro-A, JP Selecta, Barcelona). As proteinas brutas foram
expressas em g/100 g de peso fresco (PF). O teor em gorduras foi determinado pelo
método AOAC 920.85 através de uma extragdo em Soxhlet de um peso conhecido de
amostras em po (2 g) com éter de petroleo. O teor em gorduras foi expresso em g/100 g
de PF. O teor de cinzas foi determinado pelo método AOAC 923.03, que consiste na
queima da matéria organica a altas temperaturas. O teor de cinzas foi determinado por
incineracao de 0,5 g de amostra na mufla a uma temperatura de 550 = 15 °C, e o teor foi
expresso em g/100 g de PF. Os hidratos de carbono foram calculados por diferenca,
enquanto que a energia total foi determinada com base no Regulamento (UE) n.

1169/2011 do Parlamento Europeu e do Conselho:

Energia (Kcal)=4 x [proteina (g)+hidratos de carbono (g)]+ 9 x [gordura (g)]

3.4.2. DETERMINACAO DE SAL (NaCl)

A concentragdo de NaCl foi determinada através da multiplicagdo da concentragdo do
catido Na', obtida por espetrometria de absor¢do atdomica por chama, por um fator de

2,542.
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3.4.3. ANALISE DE ACUCARES LIVRES

Os agticares livres foram determinados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) acoplada a um detetor de indice de refracao (RI). O procedimento seguido foi
previamente descrito por Carocho et al., (2015), utilizando a melezitose como padrao
interno. O equipamento ¢ composto por uma bomba (Knauer, Smartline system 1000,
Berlim, Alemanha), um sistema desgaseificador (Smartline manager 5000) e um
amostrador automatico (AS-2057 Jasco, Easton, MD, EUA), acoplado a um detetor de
indice de refragdao (RI) (Knauer Smartline 2300, Berlim, Alemanha). 1 g de amostra foi
misturada com melezitose (utilizada como padrao interno, 25mg/mL) e extraida com 40
mL de etanol:agua (80/20 v/v) num banho a 80 °C (Julabo, SW22; Seelbach, Alemanha),
durante 1,5 h, com agita¢do de 15 em 15 min. Subsequentemente, o sobrenadante obtido
foi centrifugado (K240OR, Centurion, West Sussex, UK) a 400 rpm durante 10 min e
transferido para um baldo de vidro para evaporar a fragdo de etanol utilizando o
evaporador rotativo (Biichi R-210, Flawil, Suica) (60 °C, pressao reduzida). A fase aquosa
foi lavada 3 vezes com éter dietilico (10 mL) e posteriormente evaporada. Ao residuo
seco obtido adicionou-se dgua até perfazer um volume final de 5 mL e filtrado 1,5 mL
através de um filtro de nylon de poro 0,2 um (Whatman) para um vial, para posterior
andlise do perfil de acucar no sistema HPLC. Os agucares foram identificados
comparando os tempos de retengdo dos picos com os padrdes comerciais € os dados foram
analisados através do software Clarity 2.4 (DataApex, Praga, Republica Checa). A
quantificagdo foi baseada na resposta do sinal RI de cada padrao, baseando-se no método
do padrdo interno (melezitose) e utilizando as curvas de calibracdo dos padrdes. Os

resultados foram expressos em g/100 g peso fresco.

3.4.4. ANALISE INDIVIDUAL DE ACIDOS GORDOS

Os acidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa. O equipamento consiste
num cromatografo de gas (GC) (DANI 1000, Contone, Sui¢a) acoplado a um injetor de
gas split/splitless e um detetor de ionizagdo de chama (FID) (Barros et al., 2010). A
identificacdo foi feita comparando os tempos relativos de retencao dos ésteres metilicos
de acidos gordos das amostras (FAME) com os padrdes comerciais. A quantificagao foi

obtida através do CSW 1.7 (DataApex 1.7, Praga, Republica Checa). Os é4cidos gordos
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foram determinados por cromatografia gasosa com deteccdo de ionizagdo por chama
(GC-FID)/coluna capilar como previamente descrito por Barros et al., 2008, e apos o
seguinte procedimento de transesterificagdo: os acidos gordos (obtidos apds extragdao de
Soxhlet) foram metilados com 5 ml de metanol:acido sulfurico:tolueno 2:1:1 (v:v),
durante pelo menos 12 h num banho a 50 °C e 160 rpm; depois, foram adicionados 3 ml
de agua desionizada para obter a separacao de fases. As FAMEs foram recuperadas com
3 ml de éter dietilico por agitagdo num vortex, e a fase superior foi passada por uma
microcoluna de sulfato de sodio anidro, a fim de eliminar a 4gua; a amostra foi recuperada
num frasco de Teflon, e antes da inje¢do a amostra foi filtrada com um filtro de nylon de

0,2 um (Millipore).

3.4.5. pH

O pH foi medido usando um medidor digital de pH calibrado (HI 99161, Hanna
Instruments, Woonsocket, RI, EUA). A medicdo do pH foi realizada em trés pontos

diferentes para cada pao fresco.
3.4.6. ATIVIDADE DA AGUA

A atividade da 4gua (aw) indica o estado da energia da 4gua num sistema, o qual € a fragao
do teor de humidade total que € livre e, portanto, estd disponivel para o crescimento de
microrganismos e para varias reagdes quimicas que afetam a estabilidade de um alimento.
O valor da atividade da agua permite medir a qualidade do produto com rapidez,
facilidade e precisdo. A determinacdo deste parametro foi feita usando o

equipamento Aqualab S4TE (Lab-Ferrer).

3.4.7. PERFIL EM MINERAIS E METAIS

Os minerais e metais foram determinados por Espectrometria de Absor¢ao Atomica
(EAA) usando o espectrometro Série iCE™ 3000 da Thermo Scientific™. O potassio
(K), sodio (Na), zinco (Zn), magnésio (Mg) e litio (Li) foram determinados por EAA
usando atomizag¢dao por chama, enquanto o aluminio (Al), arsénio (As), cadmio (Cd),
cobre (Cu), cromio (Cr), chumbo (Pb), ferro (Fe), manganés (Mn), niquel (Ni) e selénio

(Se) foram detetados por EAA através da atomizacao eletrotérmica em forno de grafite.
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Para determinacdo dos minerais e metais, 500mg de amostra foram pesadas e digeridas
em 9 mL de 4cido nitrico:4&cido cloridrico (1:3) durante 4h a 105°C num digestor Kjeldahl
com bloco de aquecimento da VELP Scientifica DKL12. Apos o arrefecimento, as
amostras foram filtradas e o volume aferido com 4gua ultra pura para um volume final de
50 mL. Para os diferentes elementos foi feita uma curva de calibragdo, e a concentragao
de cada elemento nas amostras foi feita em triplicado e determinada através da respetiva

curva de calibragdo. Os resultados foram expressos em g/100g de PF.

3.5. ANALISE DE PARAMETROS FiSICOS

3.5.1. TEXTURA

Para compreender os efeitos que as diferentes matrizes usadas na produgdo de pao podem
ter na textura apresentada pelo alimento procedeu-se a anélise deste parametro utilizando
um texturometro 74.XT Plus (Stable Micro Systems, Vienna Court, Godalming, UK)
com uma célula de carga de 30 Kg. Foi usada uma "Andlise de perfil de textura", isto &,
uma andlise que imita a mastigagdo humana fazendo duas compressdes no mesmo
alimento, conseguindo extrair varios parametros através do uso de macros em parametros
fundamentais. Desta forma, foi possivel analisar a dureza, coesividade, resiliéncia,
elasticidade, gomosidade e mastigabilidade. Usando um cilindro metalico de 35 mm
(P/35) como sonda, realizaram-se alguns testes de velocidade, 5 mm/s, 3 mm/s e 10 mm/s,
e uma tensdo de deformag¢do do pdo com uma forga de 25% em 10 g para a anélise. Na
analise destes parametros, as amostras de pao foram colocadas inteiras no equipamento e
o processo foi feito repetindo 3 vezes para cada amostra. Os resultados foram analisados

usando o programa Exponent.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Neste estudo todos os ensaios realizados foram lidos em triplicado e todos os dados estao
expressos em média + desvio padrao. Todos os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e a um teste de gama multipla (teste de Tukey), utilizando o software
IBM SPSS 27.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). As diferencas entre os valores médios

foram consideradas significativamente diferentes para p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cereais fazem parte de uma dieta equilibrada, fornecem nutrientes de todos os grupos
da roda dos alimentos, contém proteinas e elevados teores de amido que sao os principais
responsaveis pelo fornecimento de energia (Gellynck et al., 2009). Além disso, o pdo ¢
uma fonte de outros nutrientes importantes, como fibras, vitaminas do complexo B e
minerais (Isserliyska et al., 2001). A composi¢ao nutricional do pao depende, entre outros

fatores, do tipo de farinha e da agua usada no seu fabrico.

4.1. CARACTERIZACAO QUIMICA DAS DIFERENTES AGUAS UTILIZADAS
NO FABRICO DO PAO

Na Tabela 4.1.1. ¢ apresentada a composi¢cdo quimica da dgua de consumo humano
(ACH), da 4agua mineral natural termal (AMN termal) e da 4gua mineral natural
engarrafada (AMN engarrafada) que foi utilizada no desenvolvimento das diferentes

formulacdes de pao.
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Tabela 4.1.1. Composicao quimica da d4gua de consumo humano (ACH) e da d4gua mineral natural
(AMN) Termal e Engarrafada (mg/L).

COMPOSICAO QUIMICA ACH AMN Termal AMN Engarrafada
Cilcio (Ca?) 9,8 23 102
Magnésio (Mg?") <1,0 5,0 24
Silica (SiOz) - 70 62
Nitrato (NO3) <20 <0,30 <025
Sodio (Na*) 2,8 511 577
Potassio (K*) - 56 28
Litio (Li") - 2,3 1,9
Ferro (Fe?") <0,05 0,23 <0,01
Manganés (Mn) <0,015 0,05 0,20
Chumbo (Pb) < 0,003 < 0,003 < 0,003
Cadmio (Cd) < 0,0005 <0,0004 < 0,0004
Aluminio (Al) 0,032 <0,003 0,021
Cobre (Cu) <0,020 <0,002 < 0,002
Croémio (Cr) <0,002 <0,001 0,0022
Niquel (Ni) <0,005 <0,005 <0,005
Selénio (Se) < 0,0005 <0,0004 <0,0004
Arsénio (As) < 0,00059 0,119 0,0011
Zinco (Zn) - <0,05 0,0028

De uma forma geral, a composi¢do quimica variou de acordo com as diferentes matrizes
de 4gua, verificando-se que a AMN termal e AMN engarrafada apresentaram os teores
mais altos para a maioria dos minerais estudados.

O teor em cdlcio variou entre 9,8 e 102 mg/L, para a ACH e AMN engarrafada,
respetivamente. A AMN engarrafada apresentou igualmente teores superiores de
magnésio (24 mg/L), soédio (577 mg/L), manganés (0,20 mg/L), cromio (0,0022 mg/L) e
zinco (0,0028 mg/L) comparativamente 8 ACH e AMN termal.

Por outro lado, a AMN termal apresentou comparativamente a ACH e AMN engarrafada,
maiores teores em silica (70 mg/L), potéssio (56 mg/L), litio (2,3 mg/L), ferro (0,23 mg/L)

e arsénio (0,119 mg/L). Do ponto de vista da seguranca para a saide do consumidor ¢
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fundamental que as diferentes matrizes de dguas sejam seguras para serem consumidas,
podendo desta forma serem passiveis de serem utilizadas como ingrediente em
formulacdes alimentares, como as apresentadas neste estudo.

Relativamente a ACH, os valores de concentragdo para os parametros descritos na Tabela
4.1.1. encontram-se de acordo com a legislagdo aplicavel em vigor, isto ¢, de acordo com
o Decreto-Lein.° 152/2017 de 7 de dezembro, o qual estabelece o Valor Paramétrico (VP)
ou Valor Maximo Recomendado (VMR) para os parametros referidos. No caso das AMN,
a legislacdo aplicavel em vigor € o Despacho n.° 14413/2016, no qual apenas constam os
limites de quantificacdo (LQ), ndo sendo feito nenhuma referéncia ao VP ou VMR. No
entanto, de acordo com o ambito do Codex Alimentarius, “Standard for Natural Mineral
Waters, CXS 108-1981, Adopted in 1981. Revised in 1997, 2008. Amended in 2001, 2011,
2019, o qual se aplica a todas as dguas minerais naturais engarrafadas disponiveis a
venda para consumo, mas ndo se aplicando as aguas minerais naturais vendidas ou
utilizadas para outros fins, as AMN engarrafadas ndo devem conter mais do que as
seguintes quantidades: nitrato (50 mg/L), manganés (0,4 mg/L), chumbo (0,01 mg/L),
cadmio (0,003 mg/L), cobre (1 mg/L), cromio (0,05 mg/L), niquel (0,02 mg/L), selénio
(0,01 mg/L), arsénio (0,01 mg/L).

4.2 FORMULACOES COM SAL
4.2.1 PERFIL NUTRICIONAL

Na Tabela 4.2.1. encontram-se representados os resultados obtidos referentes ao perfil
nutricional das diferentes formulagdes de pao produzidos neste trabalho, nomeadamente

BAC, BAE e BAT.

Tabela 4.2.1. Perfil nutricional das diferentes formulag¢des de pdo desenvolvidos (g/100 g PF).
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BAC BAE BAT

Humidade 26,51 +1,54? 30,64 £2,26° 29,07 £2,662

Sal 1,028 + 0,004 * 1,155+ 0,004 ¢ 1,123+ 0,001 °
Proteinas 7,74 +£0,14 2 6,96 +£0,182 7,60+ 0,502
Lipidos 1,51 +£0,04° 1,44+0,12¢ 1,90 £0,08"°
Cinzas 1,97 £0,16 ® 1,80 +0,11° 2,10+ 0,04°¢
Hidratos de carbono* 62,27+1,57? 59,17+2,00 @ 59,33 +2,23¢%
Acucares (maltose) 5,08 +0,39° 5,37+0,27°2 6,22+0,13°

Valor energético** 293,64 £ 6,552 277,44 +£9,122 284,80 + 10,38 2

Os valores estdo representados por média + desvio padrdo em triplicado. PF: Peso fresco. Letras minusculas diferentes na mesma
linha, indicam amostras com diferencas estatisticamente significativas num nivel de confianga de 95 % (p<0.05). * Calculado por
diferenca. ** Kcal/100 g PF. BAC: biju agua consumo; BAE: Biju 4gua engarrafada; BAT: biju agua termal.

Relativamente ao valor energético os valores obtidos nas diferentes formulacdes de pao
desenvolvidas variaram entre 277,44 e 293,64 Kcal/100g PF, resultados estes que
corroboraram os dados da tabela da composic¢ao dos alimentos do INSA (2006), onde pao
de trigo apresenta um valor caldrico de 289 Kcal/100g. Num trabalho realizado por
Carocho e pelos seus colaboradores (2020), foram avaliados os parametros fisico-
quimicos de diferentes tipos de pao (pao multicereais, pao de trigo Baviera, pao integral,
pao centeio e pao de aveia) verificando-se que os perfis de cada formulacdo foram
bastante distintos. No presente estudo também foi possivel verificar que os resultados dos
parametros fisico-quimicos das diferentes formulagdes variaram entre si, onde o pao
confecionado com AMN engarrafada (BAE) foi o que apresentou menor valor energético
(277,44 Kcal/100g), apesar de ndo se ter verificado diferengas estatisticamente
significativas.

Relativamente ao teor de sal, foi possivel verificar diferengas estatisticamente
significativas nas formula¢des de BAT (1,123 g/100g PF) e de BAE (1,155 g/100g PF)
com aumento significativo relativamente ao BAC (1,028 g/100g PF). Este aumento
verificado esta diretamente relacionado com a maior quantidade do ido de sddio (Na*)

presente em ambas as AMN (termal e engarrafada). Apesar do aumento observado, os
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valores de NaCl para as formulacdes de BAT e BAE encontram-se dentro dos limites
estipulados pela Lei n.° 75/2009, que estabelece como teor maximo permitido para o
conteudo de sal no pao, apos confecionado, 1,4 g de NaCl por 100 g de pao.

No que respeita & composicao nutricional, a formulacdo BAT apresentou diferencas
estatisticamente significativas relativamente ao BAC no teor de lipidos, cinzas e agtcares.
As diferencas observadas para o teor de lipidos (1,51 g/100g PF (BAC), 1,90 g/100g
(BAT)), podem estar relacionadas com as reagdes de hidrdlise que ocorrem durante o
processo de panificagdo ou até mesmo pela atividade das lipases naturalmente presentes
na farinha (Miguel et al., 2013). Por outro lado, o aumento significativo verificado no que
respeita ao teor de cinzas no BAT (2,10 g/100g PF) esta diretamente relacionado com a
maior quantidade de minerais presentes neste tipo de d4gua. Relativamente aos teores de
acucares, o aumento significativo observado no BAT (6,22 g/100g PF) e uma vez que ndo
¢ adicionado qualquer tipo de agucar nestas formulagdes, pode estar relacionado com a
atividade da enzima amilase presente na farinha de trigo, uma vez que na presenga de
agua estas enzimas sdo responsaveis por converter o amido do trigo em outro agucar
fermentavel, como a maltose (Vitti, 2001).

No que respeita ao teor de proteinas, os valores obtidos neste estudo situaram-se entre os
6,96 ¢ 7,74 g/100g PF, resultados que corroboram os valores obtidos por Carocho et al.,
(2020), onde o conteudo proteico quantificado foi de 7,28 g/100g. Relativamente ao teor
em cinzas Carocho e os seus colaboradores (2020) obtiveram valores de 0,97 g/100g,
porém os resultados obtidos neste estudo revelaram teores de cinzas mais elevados
situando-se entre valores de 1,80 e 2,10 g/100g PF.

Em relagdo aos hidratos de carbono os resultados obtidos neste trabalho situaram-se entre
0s 59,17 e os 62,27 g/100g PF, enquanto que, no estudo realizado por Carocho et al.,
(2020), o valor obtido foi de 50,0 g/100g PF (pao Bavaria).

Por outro lado, Altamirano-Fortoul e Rosell (2011), estudaram as altera¢des fisico-
quimicas de diferentes paes cozidos apds o armazenamento e congelagdo da massa. Os
resultados obtidos pelos autores em relacdao ao valor proteico e aos hidratos de carbono
foi muito préximo dos resultados obtidos neste estudo, com valores de 7,05 g/100g e 62,5

2/100g, respetivamente.
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4.2.2. pH E ATIVIDADE DA AGUA (ay)

Os valores de pH obtidos nas diferentes formulagdes de pao desenvolvidas estdo

representados na Tabela 4.2.2. os quais se situaram entre 5,69 ¢ 6,18.

Tabela 4.2.2. pH e atividade de agua (aw) das diferentes formulacdes de
pao desenvolvidos.

Amostra BAC BAE BAT
pH 5,69+0,052 6,12+0,14° 6,18+ 0,02°
aw 0,88+0,012 0,90+0,032 0,87+0,012

Os valores representam média + desvio padrao em triplicado. Letras mintisculas diferentes na mesma
linha, indicam amostras com diferencgas estatisticamente significativas num nivel de confianga de 95
% (p<0.05). BAC: biju 4gua consumo; BAE: Biju dgua engarrafada; BAT: biju dgua termal.

Segundo Calaveras (2004), os valores de pH que se encontrem compreendidos entre 5 e
6, sdo valores que promovem no pao um 6timo desempenho da fermentagdo e uma
produgdo maxima de CO,. Apesar das variagdes entre as diferentes formulagdes, com um
aumento de pH nas duas formulagdes com AMN, foi possivel constatar que os valores de
pH obtidos neste estudo para todas as formulagdes estao dentro do intervalo que promove
no pao um 6timo desempenho da fermentacao e producao de CO,. No estudo realizado
por Ferreira (2019), o valor de pH obtido foi de pH de 5,38, um valor mais baixo
comparativamente a este estudo. A dgua nos alimentos pode encontrar-se sob a forma de
ligagdes de moléculas ou sob a forma livre (Ferreira, 2019). A agua que se encontra livre
nos alimentos ¢ determinada e representa a atividade da agua (aw). A aw ¢ medida numa
escala entre 0 e 1, sendo que 0 ¢ inexistente e 1 significa agua pura, e estd diretamente
relacionada com o desenvolvimento microbiano nos alimentos. Segundo Carrascosa e
Cornejo (1989), a maioria dos microrganismos, incluindo as bactérias patogénicas,
desenvolvem-se rapidamente a niveis de aw entre 0,98 € 0,99. Observando os resultados
obtidos para as trés formulacdes desenvolvidas os valores de aw situaram-se entre 0,87 e
0,90. Ferreira (2019), no seu estudo obteve um valor de aw de apenas 0,85, estando o seu
resultado de acordo com os valores obtidos neste trabalho. Apesar da inexisténcia de
diferencas estatisticamente significativas entre a quantidade de agua livre nos alimentos
e as diferentes formulacdes, pode constatar-se que o pao com menor quantidade de agua

livre no alimento foi o biju feito com AMN termal, com um valor de ay igual a 0,87.
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4.2.3. ACIDOS GORDOS

Na Tabela 4.2.3. esta representado o perfil individual de &cidos gordos analisados nas

diferentes formulac¢des de pao desenvolvidas, estando expressos em g/100g PF.

Tabela 4.2.3. Perfil individual de acidos gordos e total em &cidos gordos saturados (AGS),
monoinsaturados (AGMI) e polinsaturados (AGPI) das diferentes formulagdes de pao
desenvolvidas (g/100 g PF).

Amostra BAC BAE BAT
Cl14:0 0,0016 +0,0001 * 0,0019+ 0,0002* 0,0026 = 0,0003 °
C16:0 0,2065 +0,0101* 0,2105 +0,0024* 0,2905 + 0,0225°
Cl6:1 0,0050 + 0,0002* 0,0057 + 0,00052 0,0068 + 0,0004 °
C18:0 0,0660 + 0,0009° 0,0626 +0,0014* 0,0797 £ 0,0016°

C18:1n9¢c 0,4161 +£0,0139° 0,3743 +0,0055% 0,5055 +0,0024°¢

C18:2n6¢ 0,7159 + 0,0055° 0,6915 +0,00582 0,8979 £ 0,0139°¢

C18:3n3 0,0756 + 0,0008° 0,0692 +0,0029* 0,0933 +0,0031°¢
C20:0 0,0067 + 0,0008 * 0,0059 + 0,0001 * 0,0077 = 0,0001°®
C20:1 0,0062 + 0,0007 2 0,0055 +0,0005* 0,0069 + 0,0008 *
C22:0 0,0116 +0,0007 0,0079 +0,0002* 0,0095 + 0,0006°
AGS 0,2925 + 0,0091 * 0,2888 + 0,0025* 0,3901 =+ 0,0208°
AGMI 0,4274 £ 0,0145° 0,3856 + 0,0057 * 0,5192 + 0,0028 ¢
AGPI 0,7915 £+ 0,0062° 0,7607 + 0,0073 * 0,9912 + 0,0163 ¢

Os valores representam média + desvio padrao em triplicado. PF: Peso Fresco. Letras minusculas diferentes na mesma linha, indicam
amostras com diferengas estatisticamente significativas num nivel de confianga de 95 % (p<0.05). BAC: biju 4gua consumo; BAE:
Biju agua engarrafada; BAT: biju agua termal.

Relativamente aos dacidos gordos individuais, apenas os mais abundantes foram
considerados. Embora se tenha verificado um maior nimero no global de 4cidos gordos
saturados (AGS) em todas as formulagdes de pao, curiosamente os acidos gordos
polinsaturados (AGPI) foram aqueles que apresentaram quantidades mais elevadas,
podendo afirmar-se que estes paes podem ser uma op¢ao saudavel em termos de consumo
AGPI. Individualmente, o acido linoleico (C18:2n6¢c) foi o AGPI que revelou o maior
teor em todas as formulagdes desenvolvidas, enquanto o maior teor de AGS identificado
foi o acido palmitico (C16:0). No geral, a formulagdo que apresentou as diferencas

estatisticamente significativas mais elevadas em relacdo ao BAC (SFA: 0,2925 g/100g
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PF; AGMI: 0,4274 g/100g PF; AGPI: 0,7915 g/100g PF) foi o BAT com valores de SFA:
0,3901g/100g PF, AGMI: 0,5192 g/100g PF ¢ AGPI: 0,9912 g/100g PF), que por sua vez
foi também a formulagdo que apresentou no seu perfil individual de acidos gordos os
maiores teores.

No estudo realizado por Carocho et al., (2020), os autores avaliaram o perfil em acidos
gordos de diferentes paes (pao multicereais, pao de trigo Baviera, pao integral, pao
centeio e pao de aveia). No seu estudo Carocho et al., (2020), identificou e comparou
diferentes AGS, AGMI e AGPIs ¢ os seus resultados corroboram os obtidos neste estudo,
uma vez que foi possivel evidenciar que o acido linoleico foi o AGPI mais abundante em
todas as formulagdes de pao desenvolvidas, enquanto o AGS mais abundante foi o acido
palmitico. Devido a dificuldade de encontrar trabalhos de investigacdo com 4gua termal
na area da panificag¢do os dados deste estudo ndo sdo passiveis de comparacdo com os da

literatura, o que justifica a relevancia dos dados aqui obtidos.

4.2.4. MINERAIS

Considerando o pao como alimento basico para milhdes de pessoas, a ingestdo didria de
muitos nutrientes como os minerais depende do consumo de pao, tornando importante
conhecer a quantidade de cada elemento presente neste alimento. Na Tabela 4.2.4.
encontram-se representados os valores da concentragdo obtidos nas diferentes

formulagdes de pao desenvolvidas neste trabalho.

46



Tabela 4.2.4. Composi¢do em microminerais (Fe, Zn, Cu, Mn e Se), em macrominerais (K, Na e
Mg) e metais (Al, Cd, Ni, Cr e Pb) presentes nas diferentes formula¢des de pao desenvolvidas

(mg/100g PF).
BAC BAE BAT
K] 104,8243 + 0,0755 @ 128,1134 + 0,5628° 117,2335+£0,9644°
[Na] 404,4938 +1,7082* 454,4748 +1,7389°¢ 441,6273 £0,4821°
[Mg] 26,0882 +0,17552 30,8296 + 0,0298 ° 31,2446 +0,1262°¢
[Fe] 5,6779 +0,0581 ¢ 5,8061 = 0,2196 ® 6,1239 + 0,0442°
[Zn] 0,7048 + 0,0065° 0,6739 + 0,0027* 0,7838 + 0,0020 ¢
[As] 0,0021 +0,0001 * 0,0026 + 0,0002° 0,0058 + 0,0002 ©
[Cr] 0,0129 + 0,0004 ° 0,0102 + 0,0008* 0,0348 £ 0,0005°¢
[Cu] 0,0769 +0,0013* 0,1655 +0,0024°¢ 0,1544 £ 0,0015°
[Mn] 0,1571 +£0,0140% 0,4664 + 0,0283° 0,4616 + 0,0070°
[Ni] 0,0543 + 0,0024* 0,1181+0,0013° 0,2001 £ 0,0026°
[Al] 0,2651 £0,0163° 0,2349 +0,0023 0,3104 + 0,0006°
[Pb] ND 0,0011 £ 0,0000* 0,0125 + 0,0005°
[Cd] ND ND ND
[Se] ND ND ND
Total 543,1658 = 1,6057* 621,4393 +1,2142°¢ 599,4273 +0,6431°

Os valores representam média + desvio padrdo em triplicado. PF: Peso Fresco. ND.: ndo detetado. Letras minusculas diferentes na
mesma linha, indicam amostras com diferencas estatisticamente significativas num nivel de confianca de 95 % (p<0.05). BAC: biju
agua consumo; BAE: Biju agua engarrafada; BAT: biju agua termal.

Pela andlise da tabela os minerais mais abundantes como esperado foram os
macrominerais, sendo o potassio (K), o sédio (Na) e o magnésio (Mg) em todas as
formulagdes desenvolvidas. O K ¢ um mineral essencial no corpo humano, sendo a sua
ingestio necessaria para assegurar as fungdes celulares normais. E um eletrolito
importante € o seu consumo reduz a pressao arterial. O valor didrio recomendado de
ingestdo (VDR) de K ¢ de 3500 mg/dia, sendo que a ingestao de K abaixo deste nivel esta
relacionada com maior risco de ocorréncia de acidentes vasculares cerebrais (EFSA,
2016). Em termos de concentragdo de K, os resultados obtidos nas diferentes formulagdes
demonstraram um aumento significativo deste mineral no BAE (128.1134 mg/100g PF)

e no BAT (117.2335 mg/100g PF) comparativamente com o BAC (104,8243 mg/100g
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PF). Num trabalho desenvolvido por Ozbeck e Aakman (2016) os valores de K
determinados para diferentes tipos de pao situaram-se entre valores 176 e 353 mg/100g,
valores que se revelaram superiores aos obtidos neste estudo. Por outro lado, no estudo
desenvolvido por Carocho et al., 2020 o teor de K determinado para o pao de trigo Baviera
foi de 25 mg/100g, um valor 5 vezes inferior ao obtido neste estudo. Em outro trabalho,
Filha et al., (2015), avaliou as concentragcdes de macrominerais € microminerais em
vegetais e paes, determinando concentragdes de K no pao de sal, pao de centeio e pao
integral de 651, 260 e 301,4 g/100g, respetivamente, concentragdes superiores as obtidas
neste estudo. Outro estudo publicado baseado na avaliacdo de elementos minerais em
paes frescos e em paes pré-cozidos, obteve valores de concentracao de K que se situaram
entre 184 e 475 mg/100g, sendo igualmente valores de concentracdo mais elevadas que
neste estudo (Ziota-Frankowska et al., 2021).

O sédio tem uma importancia muito grande na saide humana. O seu consumo em excesso
esta diretamente relacionado com hipertensao arterial, problemas coronarios e doengas
cardiovasculares. Considerando as necessidades didrias e os perigos do consumo
excessivo de sal, a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA)
estabeleceu uma ingestdo adequada de 2,3 g/dia de Na (Alderman, 2000; EFSA,
2006). Considerando os paes analisados neste trabalho, os teores de Na obtidos situaram-
se entre os 404,4938 e 454,4748 mg/100g de PF, valores que se encontram dentro da
gama estipulada no VDR. No estudo realizado por Ziota-Frankowska et al., (2021) o teor
de Na nas amostras de pao analisadas foi determinado na faixa de 457 a 877 mg/100g,
sendo valores superiores aos obtidos neste estudo. Considerando o estudo desenvolvido
por Carocho et al., (2020), os autores verificaram que nenhuma das formulag¢des continha
mais de 40 mg Na/100g, teores muito inferiores aos obtidos neste estudo.

O magnésio € outro mineral importante para o corpo humano, sendo um cofator de mais
de 600 enzimas, além de desempenhar um papel importante na estabilizacdo de
nucleotideos. A ingestdo adequada de Mg foi definida pela EFSA em 350 mg/dia para
homens e 300 mg/dia para mulheres (Curry e Yu, 2018 , EFSA, 2015, Sun et al.,
2019). Relativamente aos paes desenvolvidos neste trabalho, os teores de magnésio
obtidos para as diferentes formulacdes foram de 26,0882 mg/100g (BAC), 30,8296
mg/100g (BAE) e 31,2446 mg/100g (BAT), verificando-se que BAT revelou um aumento
significativo da quantidade de Mg relativamente ao BAC. Em estudos realizados por

Carocho et al., (2020) e Ziota-Frankowska et al., (2021) o teor de Mg presente nas
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amostras de pao avaliadas variou entre 24 e 142 mg/100g e 28 e 56 g/100g,
respetivamente, valores que compreendem os obtidos neste estudo, no entanto o valor
obtido no trabalho de Carocho et al., (2020) o pao de trigo Bavaria foi superior ao obtido
neste estudo, com um valor de 32 mg Mg/100g.

O teor em microminerais, nomeadamente ferro (F), zinco (Zn), cobre (Cu), manganés
(Mn) e selénio (Se), foi determinado. O Fe € um mineral de extrema importancia uma vez
que ele participa na sintese de hemoglobina, transporte de oxigénio para o sangue € ¢ um
cofator enzimatico (Abbaspour et al., 2014). A ingestdo diaria recomendada de ferro ¢ de
8 a 10 mg/dia, de acordo com a EFSA (2006), porém de acordo com a Dietary Reference
Intakes (DRI) apresenta um valor maximo de ingestdo (UL) para o ferro de 45 mg
(Padovani et al., 2006). Os teores de ferro presentes nas formula¢des desenvolvidas neste
trabalho variaram entre 5,6779 mg/100g (BAC), 5,8061 mg/100g (BAE) e 6,1239
mg/100g (BAT). No trabalho desenvolvido por Ziota-Frankowska et al., (2021) o teor de
Fe nas amostras testadas variou entre 0,742 e 3,92 mg/100g, enquanto que Carocho et al.,
(2020) doseou teores de Fe que variaram entre 1,25 e 1,7 mg/100g, valores muito
inferiores aos obtidos neste estudo. Por outro lado, no trabalho desenvolvido por Filha et
al. (2015), os valores de concentragdo de Fe para todos os paes foram muito préximos
dos obtidos neste estudo, variando entre 6,05 ¢ 6,75 mg/100g de Fe.

O zinco é um oligoelemento essencial para o ser humano. E vital para muitas fungdes
biologicas e desempenha um papel importante no funcionamento normal de mais de 300
enzimas no corpo humano Nriagu, (2018). E especialmente importante durante a
gravidez, nos cuidados de pele e na resisténcia imunitaria. Porém, niveis elevados de Zn
estdo associados a disturbios gastrointestinais. O Zn tem um VDR diferenciado, estando
dividido entre os géneros; os homens tém um valor de ingestdo de 9,5 mg/dia, enquanto
as mulheres ndo devem consumir acima de 7 mg/dia. Os teores de Zn obtidos neste estudo
variaram entre 0,7048 e 0,7838 mg/100g PF, sendo o BAT a formulagdo que apresentou
maiores teores neste elemento, com um valor de 0,7838 mg/100g PF. No estudo
desenvolvido por Carocho et al., (2020), os teores de Zn obtidos para as diferentes
formulacdes variaram entre 1,08 e 2,0 mg/100g, valores que se revelaram superiores aos
obtidos neste estudo. Ziota-Frankowska et al., (2021) obtiveram teores de Zn nas suas
amostras de pao que variaram entre 0,594 e 1,512 mg/100g. Magomya et al., (2013) e

Dawood Al-Kamil, (2011) também estudaram os teores de Zn em formulagdes de pao e
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obtiveram teores compreendidos entre 0,024 ¢ 0,211 mg/100g e 0,296 e 0,460 mg/100g,
respetivamente, valores inferiores aos aqui obtidos.

O arsénio ¢ extremamente toxico. A ingestdo de grandes quantidades de As leva a
sintomas gastrointestinais, perturbacdes graves do sistema cardiovascular e do sistema
nervoso central (Feysi et al., 2017) . Segundo a FAO/WHO (1999) o nivel méximo
admissivel de As nos alimentos ¢ de 100 pg/kg, correspondendo a 0,010 mg/100g. O teor
de As permitido no pao ¢ de 0,02 mg/Kg (Ziota-Frankowska et al., 2021). Os resultados
obtidos mostraram que a concentracao de As encontrada nos paes foi de 0,0021 mg/100g
(BAC), 0,0026 mg/100g (BAE) e 0,0058 mg/100g (BAT), revelando que os niveis de As
detetados nas diferentes formulagdes se encontra dentro dos niveis admissiveis. Um
estudo efetuado por Feyzi et al., (2017) revelou teores baixos de As nas amostras de pao
analisadas com valores 0,00125 mg/100g em todas as amostras. Por outro lado, Ziota-
Frankowska et al., (2021) determinou teores de As nas suas amostras compreendidos
entre 0,00029 e 0,001622 mg/100g, sendo que o valor mais elevado de As foi detetado
num pao sem gliten embalado hermeticamente.

A ingestdo adequada de cromio varia entre homens e mulheres, sendo recomendada uma
dose de 35 pg/dia e 25 pg/dia, respetivamente (Padovani et al., 2006). Concentragdes de
0,0129 mg/100g, 0,0102 mg/100g e 0,0348 mg/100g, foram os resultados obtidas neste
estudo para as formulacdes de BAC, BAE e BAT, respetivamente. Os teores de Cr
determinados nos estudos feitos por Ziota-Frankowska et al., (2021) e Woldetsadik et al.,
(2020), foram superiores aos obtidos neste estudo com valores compreendidos entre 0,377
e 2,661 mg/100g e 0,037 ¢ 0,051 mg/100g, respetivamente.

O cobre esta presente em varios alimentos e desempenha fungdes importantes na
manuten¢do de um corpo saudavel. O Cu também ¢ conhecido por desempenhar um papel
na sintese da hemoglobina e nas reacdes redox (Abbaspour et al., 2014 , Askwith e
Kaplan, 1998). Possui agdes anti-inflamatorias ajudando a reduzir os sintomas da artrite,
e ¢ um elemento essencial para o crescimento (Feyzi et al., 2017). Para este mineral, os
teores obtidos neste estudo foram de 0,0769 mg/100g (BAC), 0,1655 mg/100g (BAE) e
0,1544 mg/100g (BAT), estando estes resultados dentro dos limites, uma vez que a UL
recomendada ¢ de 10 mg/dia de Cu (Padovani et al., 2006). Os resultados obtidos da
concentragdo de Cu nos estudos realizados por Carocho et al., (2020), Feysi et al., (2017),

Magomya et al., (2013) e Ziota-Frankowska et al., (2021) variaram entre 0,38 e 0,67
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mg/100g, 0,1975 e 0,3250 mg/100g, 0,013 e 0,066 mg/100g e 0,093 e 0,385 mg/100g,
respetivamente, sendo no geral valores mais elevados comparativamente a este estudo.
O manganés ¢ um micronutriente essencial em diversas funcdes metabolicas do
organismo, nomeadamente das metaloenzimas, embora o consumo excessivo cause
toxicidade, especialmente neurotoxicidade. O limite superior ndo foi definido pela EFSA,
embora o valor estabelecido de ingestao adequada seja de 3 mg/dia para adultos. O grao
¢ conhecido por possuir grandes quantidades de Mn, chegando, em alguns casos, a atingir
teores de 10 mg/kg, sendo desta forma importante produzir paes com baixos teores de Mn
(EFSA, 2006; EFSA, 2013; Rollin, 2011). A concentracdo de Mn presente nas
formulacdes desenvolvidas neste trabalho foram de 0,1571 mg/100g no BAC, de 0,4664
mg/100g no BAE e de 0,4616 mg/100g no BAT. Comparando estes resultados com os
obtidos no trabalho desenvolvido por Carocho et al., (2020), verificou-se que o pao de
trigo Bavaria apresentou um valor muito semelhante para o teor de Mn (490 g/100g),
enquanto que Ziota-Frankowska et al., (2021) e Ozbek e Akman, (2016), obtiveram
valores mais elevados na analise das suas amostras, com valores compreendidos entre
0,280 ¢ 1,583 mg/100g e 0,493 e 3,28 mg/100g, respetivamente.

O niquel ¢ um elemento que pode ser util como ativador de alguns sistemas enzimaticos
(Underwood, 1977). No entanto, se as concentracdes de Ni excederem os limites
admissiveis, podem criar efeitos toxicos no ser humano. O valor de UL para o Ni ¢ de 1
mg/dia (Padovani et al., 2006). Os teores de Ni obtidos neste estudo foram de 0,0543
mg/100g no BAC, 0,1181 mg/100g no BAE e 0,2001 mg/100g no BAT, verificando-se
que estes valores estdo dentro dos limites recomendados. Feysi ef al., (2017) e Ziota-
Frankowska et al., (2021) determinaram no seu estudo um intervalo para a concentracao
de Ni compreendido entre 0,000625 e 0,002125 mg/100g e 0,001 e 0,041 mg/100g
respetivamente, evidenciando valores inferiores da concentragdo de Ni aos obtidos neste
estudo.

Dada a persisténcia do aluminio no corpo, o painel da EFSA considerou apropriado
estabelecer uma dose semanal toleravel (TWI — tolerable weekly intake) em vez de uma
dose didria toleravel, estabelecendo um valor de 1 mg/kg de peso corporal/semana
(EFSA, 2008). Os teores de Al obtidos foram de 0,2651 mg/100g (BAC), 0,2349 mg/100g
(BAE) e 0,3104 mg/100g (BAT). Ziota-Frankowska et al., (2021) quantificou no
intervalo de 0,206 e 0,656 mg/100g os teores de Al presentes nas suas amostras de pao,

sendo o valor mais baixo quantificado no pao de trigo fresco. Teores mais elevados de Al
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em relacdo a este estudo foram determinados por Woldetsadik et al., (2020), com
concentragdes compreendidas entre 24,9 e 34,4 mg/100g.

A exposi¢do a curto prazo a niveis elevados de chumbo pode causar danos cerebrais,
paralisia, anemia e sintomas gastrointestinais. Por outro lado, a exposi¢do a longo prazo
a este metal pode causar danos nos rins, sistemas reprodutivo e imunitério, além de causar
efeitos negativos no sistema nervoso (FSAI 2009). O teor de chumbo nos alimentos
corresponde ao intervalo de 0,02 a 0,25 mg/100g (FAO/WHO, 2007; CAC, 2003). Neste
trabalho, apenas as formulacdes de BAE e BAT apresentaram teores de Pb, com valores
de 0,0011 e 0,0125 mg/100g, respetivamente. Os resultados obtidos demonstraram teores
de Pb inferiores ao valor mais baixo recomendado de ingestao de Pb, resultados que nao
colocam de nenhuma forma a satide do consumidor. Ziota-Frankowska et al., (2021),
Magomya et al., (2013) e Feysi et al., (2017), reportaram niveis de Pb nos intervalos de
2,951 a 9,862 mg/100g, 0,034 a 0,313 mg/100g e 0,04719 a 0,1025 mg/100g
respetivamente, sendo que estes autores obtiveram teores de Pb mais elevados que os
obtidos neste estudo.

O principal efeito toxico do caddmio € a sua toxicidade para o rim, embora se tenha
constatado que esta associado a tumores pulmonares e alteracdes do esqueleto (Martin e
Griswold, 2009; Alimentarius, 1994). Limite admissivel para Cd nos alimentos ¢ de 50
ng/kg (FSAIL 2009). Neste estudo ndo foi detetada presenca de Cd nas formulagdes
desenvolvidas neste estudo. No entanto, Feysi ef al., (2017) detetaram teores médios de
Cd nas amostras de pao que variaram entre de 6,25 a 19 ug/Kg, revelando concentragdes
de Cd inferiores ao limite admissivel. Magomya et al., (2013), relataram que o nivel de
Cd nas amostras de pao analisadas variou entre 130 e 980 pug/Kg, porém constataram que
8 das 15 amostras analisadas no seu estudo tinham concentragdo de Cd superior ao
maximo admissivel.

O selénio apresenta um UL de 400 pg/dia (Padovani et al., 2006). Neste estudo, nao foi
detetada a presenga de Se nas formulagdes de pao desenvolvidas. No entanto no estudo
efetuado por Ziota-Frankowska et al., (2021), os autores detetaram em todas as amostras
analisadas teores de Se que variaram entre 4,83 e 53,08 pg/kg.

O Pb so6 foi detetado nas formulagdes de BAE e BAT, e, ndo foi possivel detetar os
elementos de Cd e Se para nenhuma das formula¢des. Em relacdo as maiores diferengas
estatisticamente significativas para todos os elementos analisados em relagdo ao controlo,

verificou-se que a formulagdo BAT foi aquela que demonstrou os maiores teores para
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todos os minerais, facto este explicado pela matriz de agua utilizada nesta formulagao ser
aquela que apresenta os maiores teores em minerais na sua composicao

Uma vez que o pao ¢ um dos alimentos mais consumidos e que a ingestao diaria de muitos
nutrientes e minerais dependem deste, transformar-lo num produto nutricionalmente
mais rico recorrendo a um produto natural, disponivel e endégeno como a AMN termal e
engarrafada e acrescenta valor.

Fazendo uma andlise a tabela “Tolerable Upper Intake Level” que indica o maior nivel
de ingestdo continuado de um nutriente que nao coloque em risco a saide do consumidor,
das duas formulagdes de pdo desenvolvidas neste trabalho com AMN termal e
engarrafada concluimos que tendo em conta que cada biju contém 50 g, podem ser
consumidos até oito unidades (aproximadamente 350 g) sem que as formulacdes

ultrapassem os VDR e ndo coloquem em perigo a saude do consumidor.

4.2.5. TEXTURA

A textura estd relacionada com uma série de propriedades fisicas presentes nos elementos
estruturais dos alimentos, que sdo quantificadas por meio de andlises sensoriais ou
instrumentais. Na Tabela 4.2.5. sdo apresentados os resultados para a analise de textura
(dureza, a elasticidade, coesividade, gomosidade, mastigabilidade e resiliéncia) obtidos

das diferentes formulagdes de pao desenvolvidas.
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Tabela 4.2.5. Parimetros de textura das diferentes formulagdes de péao

desenvolvidas.
BAC BAE BAT
Dureza (g) 11701,2 + 171,4° 8068,3 £822,32 116243 +1187,8"

Elasticidade (%) 0,592 +0,012°? 0,712+ 0,062° 0,788 + 0,044 °
Coesividade (%) 0,386 +0,016° 0,518 +£0,056° 0,654 +0,014¢
Gomosidade (%) 45229 +£252,32 4273,0+52,62 64753 +210,3°
Mastigabilidade (%) 2706,1 +161,1° 3084,4 +185,0 @ 4386,6 + 589,6°
Resiliéncia (%) 0,138 0,009 0,171 £ 0,004 ° 0,235+ 0,006 ¢

Os valores representam média + desvio padrdo em triplicado. Letras mintusculas diferentes na mesma linha, indicam
amostras com diferengas estatisticamente significativas num nivel de confianca de 95 % (p<0.05). BAC: biju agua
consumo; BAE: Biju dgua engarrafada; BAT: biju agua termal.

Pela analise dos resultados obtidos foi possivel verificar que a utilizagdo de diferentes
matrizes de dgua influenciou as propriedades texturais do produto final. A dureza ¢ o
atributo mais importante para determinar a aceitabilidade do consumidor de produtos
alimentares (L1, et al., 2020; Li et al., 2016; Tao et al., 2019, 2020), sendo definida como
a forga que os dentes exercem sobre o alimento e ¢ medida em gramas (Di Monaco et al.,
2008).

Analisando a tabela, verificou-se que os valores do parametro dureza obtidos para a
formulagao de BAT (11624,3 g) ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas
do BAC (11701,2 g), enquanto que a formulacdo de BAE apresentou um valor para o
parametro da dureza muito inferior ao BAC, com um valor de 8068,3 g. O facto do BAE
apresentar esta diferenca na dureza pode estar relacionado com o aumento significativo
da capacidade de retengdo de ar (Wang et al., 2021), uma vez que se trata de uma agua
gasocarbonica. Para além disso e segundo Young (2012), a dureza pode estar relacionada
com a humidade apresentada pelo alimento, ou seja, quanto mais alta for a sua humidade,
menor serd a sua dureza, o que estd em concordancia com o resultado obtido na
formulacdo BAE, uma vez que das trés formulagdes desenvolvidas foi aquela que
apresentou maior teor de humidade (30,64 g/100g de PF) (Young, 2012). No estudo
desenvolvido por Carocho et al., (2020), dos cinco paes desenvolvidos utilizando os

diferentes tipos de farinha, os autores concluiram que o pao centeio era mais duro, com
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uma dureza calculada de 2594 g, seguido do trigo Bavaria (1952 g) e do multicereal (1247
g), enquanto o pao de aveia e o pao integral apresentaram valores de dureza muito
semelhantes, com valores de 633 e 513 g, respetivamente. Os valores de dureza obtidos
por estes autores foram muito inferiores aos obtidos neste estudo.

Outro parametro da textura importante, e que revelou diferencas estatisticamente
significativas entre as formulacdes BAE e BAT relativamente a formulacao BAC foi o
parametro de elasticidade. A elasticidade ¢ definida como a velocidade com a qual o
material deformado volta ao seu estado inicial apos remogao da forga (Faber et al., 2017 ).
Neste estudo o valor obtido para este parametro foi de 0,712 % para a formulacdo BAE e
0,788 % para formulagdo BAT valores que foram superiores ao BAC (0,592 %). Outros
estudos (Carocho et al., 2020; Bawa et al., 2020) apresentaram valores de elasticidade
semelhantes ao obtido neste estudo (0,976 % e 0,750 %). Os valores da elasticidade
obtidos por Bawa et al., (2020), foram valores muito proximos aos obtidos neste estudo
para a formulagao de BAE ¢ BAT.

A coesividade ¢ considerada como o grau de resisténcia de um alimento ao sofrer uma
segunda deformacdo em relacdo a resisténcia na primeira deformagao, sendo expressa em
percentagem. Neste parametro todos as formulagdes apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre si, com valores de 0,386% (BAC), 0,518% (BAE),
0,654% (BAT), sendo o BAT o que apresentou maior percentagem de coesdo
relacionando-se com a dureza apresentada nesta formulagdo. Os resultados obtidos por
Bawa et al., (2020), para este parametro corroboram os resultados obtidos neste trabalho,
com um valor de coesividade para o pao controlo de 0,34%. Por outro lado, os valores
obtidos por Carocho et al., (2020) para o pao de trigo Baviera foram mais elevados,
apresentando um valor de coesividade de 0,84%, aproximando-se mais do valor obtido
neste estudo para o BAT.

A gomosidade ¢ a forca necessaria para realizar a mastigacao de um alimento semissolido
até ao ponto de deglutinagdo. Por outro lado, a mastigabilidade ¢ geralmente definida
como a energia necessaria para mastigar os alimentos solidos até a degluticao. Tanto a
gomosidade como a mastigabilidade sdo parametros secundarios resultantes da dureza,
coesividade e elasticidade (Chandra e Shamasundar, 2015). No que respeita aos
parametros gomosidade e mastigabilidade, a formulacdo BAT apresentou valores
significativamente superiores ao BAC com percentagens de 6475,3%; 4522,9% e

4386,6%; 2706,1%, respetivamente. Estes valores sdo superiores aos valores obtidos no
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estudo realizado por Carocho et al., (2020) no qual obteve uma percentagem de 1640%
para este parametro.

A resiliéncia ¢ semelhante a elasticidade, embora mega tanto a velocidade quanto as
forcas envolvidas na recuperagdo de um alimento quando uma for¢a deformante é
removida, sendo também medida em percentagem (Chandra e Shamasundar, 2015).Para
este parametro, todas as formulagdes apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre si, com valores entre 0,138% (BAC), 0,171% (BAE) € 0,235% (BAT).
A resiliéncia que simula como uma fatia de pdo mantém a sua altura inicial foi
significativamente maior na formulagao de BAT (0,235%), ou seja, no pao desenvolvido
com AMN termal. Os resultados obtidos no estudo desenvolvido por Bawa et al., (2020),
estdo de acordo com o resultado obtido para o BAC (0,138%), com um valor de 0,120%
no pao desenvolvido com 0% de p6 de grilo, ou seja, o controlo. Por outro lado, os valores
obtidos para este pardmetro no pao de trigo Bavaria no estudo desenvolvido por Carocho
et al., (2020), revelaram ser muito superiores ao BAC, uma vez que o valor obtido pelos
autores correspondeu a 0,374%. Os resultados deste estudo evidenciaram que alto valor
no parametro dureza estd intimamente ligado a altos valores de textura para resiliéncia,

mastigabilidade, elasticidade e coesividade.

4.3. RELACAO DAS FORMULACOES DE PAO COM E SEM SAL

O sal ¢ um ingrediente muito usado na industria dos alimentos processados, importante
para o sabor e qualidade dos mesmos. No entanto, as crescentes preocupacdes a nivel
mundial com a satide dos consumidores, dado que a ingestao excessiva de sal se encontra
associado a doengas cardiovasculares, tem sensibilizado e desafiado a industria para o
desenvolvimento de produtos alimentares com baixo teor em sal (Sun ef al., 2021). Neste
sentido, varios produtos tém sido langcados no mercado com diferentes alegacdes
nutricionais que vao desde «baixo teor de sodio/sal», «muito baixo teor de sodio/sal»,
«sem sodio ou sem sal», «sem adi¢do de sodio/sal», os quais aportam, deste modo,
beneficios para a satide do consumidor (Regulamento (EU) n® 1047/2012 e Regulamento
(CE) n°® 1924/2006). Uma vez que nos primeiros ensaios realizados se verificou um
aumento significativo do teor de sal nas formulagdes desenvolvidas com as AMN, foi,
desta forma, objetivo deste estudo desenvolver novamente as formulacdes iniciais mas

sem que se adicionasse sal, ou seja, a receita tradicional retirou-se o sal, com a finalidade

56



de perceber o comportamento das caracteristicas destas formula¢des em que ndo houve

qualquer adi¢ao de sal.

4.3.1. PERFIL NUTRICIONAL

Na Tabela 4.3.1. encontram-se representados os valores médios da composicao
nutricional obtidos para as diferentes formulagdes de pao desenvolvidas com agua de
consumo humano (BAC), com 4gua mineral natural engarrafada (BAE) e com agua

mineral natural termal (BAT) com e sem adicao de sal.

Tabela 4.3.1. Composi¢ao nutricional das diferentes formulagdes de pao desenvolvidas com e
sem sal (g/100 g PF).

BAC BAE-ss BAE BAT-ss BAT
Humidade 26,51 +1,54%  3034+285° 30,64 +2,26% 31,54+ 0,68 2 29,07 +2,66°
Sal 1,028 0,004  0,194=0,014®  1,155+0,004¢  0246+0,001°> 1,123 +0,001 ¢
Proteinas 774+0,14° 74240370 6,96+0,18% 727 0,262 7,60+0,50 ¢
Lipidos 1,51 40,049 1,470,022 1.44+0,12° 149 +0,10° 1,90 + 0,08
Cinzas 1,97+0,16¢ 0,71+0,02¢ 1,80+ 0,11 ¢ 1,07+0,12° 2,10+ 0,04 ¢
Hidratosde ) 7, | 570 Goo8+2440 59,17+2,00 58,63 +0,48° 5933+ 2232
carbono*
Agucares 5,080 39° 225+032° 537+027" 5,17+0,01° 6,22+0,13°
(maltose)
Valor
1o 293.64+655° 283,15+ 1148°%  277.44+912°%  277.00+£224° 284,80+ 1038®
energético**

Os valores representam média + desvio padrdo em triplicado. PF: Peso Fresco. Letras mintsculas diferentes na mesma linha, indicam
amostras com diferenga estatistica significativa em um nivel de confianga de 95 % (p<0.05). * Calculado por diferenga. ** Kcal/100 g
peso fresco. BAC: biju d4gua consumo; BAE-ss: Biju dgua engarrafada sem adigdo de sal; BAE: Biju agua engarrafada; BAT-ss: biju agua
termal sem adi¢@o de sal; BAT: biju agua termal.

Comparando as formulagdes BAT com BAT sem sal (BAT-ss) e BAE com BAE sem sal
(BAE-ss), nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas em termos de
humidade, teor de proteinas, hidratos de carbono e valor energético. Em sentido contrario,

verificaram-se diferencas significativas entre as formulac¢des acima referidas, no que diz
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respeito aos teores de cinzas, maltose e sal, apresentando as formulagdes com sal os

maiores teores.

4.3.2. pH E ATIVIDADE DE AGUA (a,)

Os valores de pH e atividade de agua (aw) das formula¢des de pao desenvolvidas neste

estudo BAC, BAE-ss, BAE, BAT-ss e BAT encontram-se representados na Tabela 4.3.2.

Tabela 4.3.2. pH e atividade de 4gua (a.) das diferentes formulacdes desenvolvidas com
e sem sal.

BAC BAE-ss BAE BAT-ss BAT

pH 5,69+0,05° 6,45+£0,06¢ 6,12+£0,14° 6,34+£0,02¢¢ 6,18 +0,02 %

aw 0,88+ 0,01% 0,89+0,01* 090=+0,03* 0,89+0,00* 0,87+0,01°

Os valores representam média + desvio padrao em triplicado. Letras mintsculas diferentes na mesma linha, indicam
amostras com diferenga estatistica significativa em um nivel de confianga de 95 % (p<0.05). BAC: biju agua consumo;
BAE-ss: Biju agua engarrafada sem adicéo de sal; BAE: Biju agua engarrafada; BAT-ss: biju d4gua termal sem adi¢do
de sal; BAT: biju 4gua termal.

Pela analise da tabela, verificou-se que nao houve diferencas estatisticamente
significativas entre as formulagdes em termos de atividade de dgua, no entanto, as
amostras sem sal (BAE-ss e BAT-ss) apresentaram valores de pH superiores as
formulacoes BAE e BAT respetivamente, sendo que as diferengas apenas foram

significativas entre as formulagdes BAE e BAE-ss.

4.3.3. ACIDOS GORDOS

Na Tabela 4.3.3. estdo representados os resultados obtidos para o perfil individual de
acidos gordos e total de acidos gordos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) e

polinsaturados (AGPI) das formulacdes BAC, BAE-ss, BAE, BAT-ss e BAT.
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Tabela 4.3.3. Perfil individual de acidos gordos e total de acidos gordos saturados (AGS),
monoinsaturados (AGMI) e polinsaturados (AGPI) das diferentes formulagdes de pao
desenvolvidas com e sem sal (g/100 g PF).

BAC BAE-ss BAE BAT-ss BAT

C14:0 0,0016 & 0,0001%  0,0020 +0,0001® 0,0019+ 0,0002 0,0015 + 0,0000 # 0,0026 + 0,0003 ©
C16:0 0,2065 £0,0101*  0,2257 +0,0120* 0,2105 +£0,0024* 0,1958 £ 10,0029 0,2905 +0,0225°
Cleé:1 0,0050 +0,0002%  0,0062 +0,0000"  0,0057 = 0,0005 @ 0,0051 +0,0003 2 0,0068 + 0,0004 ©
C18:0 0,0660 = 0,0009®  0,0623 = 0,0023 * 0,0626 +0,0014 2 0,0673 = 0,0012° 0,0797 £ 0,0016 ¢
C18:1n9¢  0,4161 £0,0139®>  0,3821 £ 0,0062 0,3743 +0,0055% 0,4015 +0,0237 % 0,5055 +0,0024 ¢
C18:2n6¢c  0,7159 +0,0055*  0,6974 £ 0,0069 * 0,6915 +0,0058 2 0,7172+0,01772 0,8979 £0,0139°
C18:3n3 0,0756 £ 0,0008*  0,0707 + 0,0024 2 0,0692 +0,0029 2 0,0755 +0,00232 0,0933 £0,0031°
C20:0 0,0067 £ 0,0008*  0,0055 + 0,0006* 0,0059 + 0,0001 0,0076 +0,0001 © 0,0077 +0,0001 ©
C20:1 0,0062 £0,0007*  0,0055 +0,0004 * 0,0055 +0,0005 2 0,0067 +0,0003 2 0,0069 + 0,0008 2
C22:0 0,0116 +0,0007¢  0,0076 = 0,0009 * 0,0079 + 0,0002 0,0105 +0,0010¢  0,0095 + 0,0006
AGS 0,2925 £0,0091*  0,3031 +0,0096* 0,2888 +0,0025 2 0,2827 +0,0048 2 0,3901 £ 0,0208®
AGMI 0,4274 £0,0145°  0,3939 = 0,0065 *® 0,3856 +0,0057* 0,4133 +£0,0238 % 0,5192 +0,0028 ¢
AGPI 0,7915 £0,0062*  0,7680 +0,0077 2 0,7607 £ 0,0073 2 0,7927 +0,01992 0,9912 +0,0163"

Os valores representam média + desvio padrdo em triplicado PF: Peso fresco. Letras minusculas diferentes na mesma linha, indicam
amostras com diferenga estatistica significativa em um nivel de confianga de 95 % (p<0.05). BAC: biju dgua consumo; BAE-ss: Biju
agua engarrafada sem adicao de sal; BAE: Biju agua engarrafada; BAT-ss: biju a4gua termal sem adi¢do de sal; BAT: biju agua termal.

Comparando as formulacbes BAE e BAE-ss, ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas na concentracdo de acidos gordos individuais nem nas
concentragoes totais de AGS, AGMI e AGPI. Em sentido aposto, as formulagdoes BAT e
BAT-ss apresentaram concentragdes significativamente diferentes entre si, nos teores
totais de AGS, AGMI e AGPI (0,3901 e 0,2827 g/100g, 0,5192 e 0,4133 g/100g, 0,9912
e 0,7927 g/100g, respetivamente), com a formulagao sem adi¢do de sal a apresentar os

valores mais baixos.

4.3.4. MINERAIS

A concentragdo total em minerais determinados nas diferentes nas formulagdes de pao

desenvolvidas encontram-se representados na Tabela 4.3.4.
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Tabela 4.3.4. Composicdo em microminerais (Fe, Zn, Cu, Mn e Se), em macrominerais (K, Na e Mg) e
metais (Al, Cd, Ni, Cr e Pb) presentes nas diferentes formulagdes de pdo desenvolvidas com e sem sal
(mg/100 g PF).

BAC BAE-ss BAE BAT-ss BAT

K] 104,8243 £0,07552  115,9676 £0,9834°¢  128,1134+£0,5628¢  112,2199 £0,4634>  117,2335+0,9644°
[Na] 404,4938 +1,7082 ¢ 76,2417 £5,33512  454,4748 £1,7389 ¢ 96,8620 £0,2139%  441,6273 £0,48214
[Mg] 26,0882 +0,17552 29,4796 +0,0385° 30,8296 +0,0298°¢ 31,6088 +0,0694 ¢ 31,2446 +0,12624
[Fe] 5,6779 +0,0581 ¢ 3,5451 +0,1872* 5,8061 +£0,2196 < 4,1309 +£0,1090° 6,1239 £ 0,0442 4
[Zn] 0,7048 £ 0,0065 ° 0,6719 £ 0,0165? 0,6739 +0,0027 2 1,2824 +£0,01474 0,7838 +0,0020 ¢
[As] 0,0021 +0,0001 ® 0,0018 +0,0001 2 0,0026 + 0,0002 © 0,0014 = 0,0002 2 0,0058 £ 0,0002 4
[Cr] 0,0129 +0,0004 © 0,0199 + 0,0006 ¢ 0,0102 +0,0008® 0,0078 £0,00152 0,0348 +0,0005 ©
[Cu] 0,0769 +£0,0013 2 0,0949 + 0,0004 ® 0,1655 +0,0024 © 0,0997 £+ 0,0005 © 0,1544 +0,00154
[Mn] 0,1571 +£0,01402 0,5495 +0,0010° 0,4664 +0,0283° 0,5348 +0,0077 ¢ 0,4616 = 0,0070®
[Ni] 0,0543 +0,0024 2 0,2146 £0,0149°¢ 0,1181 £0,0013° 0,1101 £0,0012° 0,2001 £+ 0,0026 ©
[Al] 0,2651 £ 0,0163 2 0,2468 +0,02572 0,2349 +0,0023 0,3119 £ 0,0057° 0,3104 £ 0,0006®
[Pb] ND 0,0263 = 0,0001 4 0,0011 +0,0000? 0,0047 +0,0005° 0,0125 £+ 0,0005 ©
[Cd] ND ND ND ND ND

[Se] ND ND ND ND ND
Total 543,1658 +1,6057¢  227,9517 £4,4151%  621,4393 £1,2142¢  248,1370 £ 0,6254>  599,4273 + 0,6431 ¢

Os valores representam média + desvio padrdo em triplicado. PF: Peso Fresco. ND: ndo detetado. Letras minusculas diferentes na mesma linha,
indicam amostras com diferenga estatistica significativa em um nivel de confianga de 95 % (p<0.05). BAC: biju agua consumo; BAE-ss: Biju
agua engarrafada sem adigdo de sal; BAE: Biju agua engarrafada; BAT-ss: biju dgua termal sem adi¢@o de sal; BAT: biju agua termal.

Pela analise da tabela, foi possivel observar as formula¢des de BAE e BAT apresentaram
valores significativamente de minerais totais superiores quando comparadas com a BAE-
ss e BAT-ss, respetivamente. O valor obtido para o BAE foi de 621,4393 mg/100 g e para
0 BAE-ss de 227,9517 mg/100 g, enquanto o BAT apresentou um teor de 599,4273
mg/100 g e 0 BAT-ss um teor de 248,1370 mg/100 g. Esta discrepancia de concentragdes
no total de minerais entre as formulagdes com e sem adicao de sal parece estar diretamente
relacionada com os menores teores Na nas formulagdes sem adigdo de sal, pois a
concentracdo de Na variou entre 76,2417 e 96,8620 mg/100 g (BAE-ss ¢ BAT-ss,
respetivamente), enquanto as formulagdes com sal BAE (454,4748 mg/100 g) e BAT

(441,6273 mg/100 g) apresentaram valores significativamente superiores de Na.
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Outro aspeto relevante neste estudo, ¢ a possibilidade de utilizar a alegagdo nutricional
«sem adi¢ao de sddio/sal» nas formulagdes sem sal, uma vez que esta ¢ definida como: o
produto ndo contiver sodio/sal adicionado nem qualquer outro ingrediente que contenha
sodio/sal adicionado e o produto ndo contiver mais de 0,12 g de sodio, ou o valor
equivalente de sal, por 100 g ou por 100 ml (Regulamento (EU) n° 1047/2012 e
Regulamento (CE) n°® 1924/2006). Neste sentido, atendendo ao facto de ambas as
formulacdes sem adi¢ao de sal apresentarem valores de Na inferiores a 0,12 g/100g

(BAE-ss: 0,076 g/100g e BAT-ss: 0,096 g/100g) esta premissa ¢ cumprida.

4.3.5. TEXTURA

Na Tabela 4.3.5. encontram-se os resultados obtidos relativamente aos parametros da
textura diferentes nas formulagdes de pao desenvolvidas BAC, BAE-ss, BAE, BAT-ss ¢
BAT.

Tabela 4.3.5. Parametros de textura das diferentes formulagdes de pao desenvolvidas com e sem sal.

BAC

BAE-ss

BAE

BAT-ss

BAT

Dureza (g)

11701,2 £ 171,4°

11847,9 + 299,1
b

8068,3 +822,32

8269,1 £1023,42

116243 +£1187,8"

Elasticidade (%)

0,592 £0,012®

0,549 + 0,024 2

0,712 £ 0,062 <

0,676 £ 0,036

0,788 + 0,044 ¢

Coesividade (%)

0,386 +£0,016*

0,325+0,011*

0,518 £0,056°

0,547 £0,029°

0,654 £0,014°¢

Gomosidade (%)  4522,0+2523%  39574+3346°  42730+52,6°  2480,6+143,1° 64753 +2103¢

Mas“g(f,‘/b;hdade 2706,1 £ 161,1%  2889.9+2184% 30844+ 1850 ®  3577.5+2069% 43866+ 589,6¢
0

Resiliéncia (%) 0,138£0,009°  0,165+0,011° 0,171 £0,004> 0,163 =0,004" 0,235 + 0,006 ¢

Os valores representam média + desvio padrdo em triplicado. Letras minusculas diferentes na mesma linha, indicam amostras com diferenca estatistica
significativa em um nivel de confianga de 95 % (p<0.05). BAC: biju agua consumo; BAE-ss: Biju agua engarrafada sem adi¢do de sal; BAE: Biju agua
engarrafada; BAT-ss: biju agua termal sem adi¢éo de sal; BAT: biju dgua termal.
Nas formulagdes BAE e BAE-ss verificaram-se diferencgas significativas nos parametros
dureza, elasticidade e coesividade, sendo que no caso da dureza o BAE apresentou um

valor superior (11847,9 g). Em relacao as formulagdes BAT e BAT-ss, esta ultima

apresentou valores significativamente inferiores para os parametros dureza (8269,1 g),
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elasticidade (0,676 %), coesividade (0,547 %), gomosidade (2480,6 %) e resiliéncia
(0,163 %).

4.4. AVALIACAO DO EFEITO DAS AMN (TERMAL E ENGARRAFADA) NA
VIABILIDADE DA LEVEDURA S. CEREVISIAE POR CITOMETRIA DE
FLUXO

O efeito das AMN (termal e engarrafada), na viabilidade da levedura S. cerevisiae foi
avaliado através da técnica de citometria de fluxo. Neste estudo, diferentes tipos de massa
de pao desenvolvidas com ACH, AMN termal ou AMN engarrafada, com ou sem adi¢do
de sal, foram analisadas. Tendo em conta as caracteristicas fisico-quimicas proprias de
cada 4gua, especulou-se acerca da sua influéncia na capacidade de fermentacdo de S.
cerevisiae aquando da levedacao das massas de pao estudadas. Deste modo, e depois de
terminado o processo de fermentacdo, uma porcao de cada tipo de massa foi processada
em agua peptonada tamponada, sendo de seguida recolhida uma amostra da solucao
obtida para posterior analise no citometro de fluxo. Para se proceder a analise da
viabilidade de células de S. cerevisiae nos diferentes tipo de massa, aquelas foram
marcadas com dois compostos que emitem fluorescéncia, nomeadamente o laranja de
tiazole, que marca todas as células, e o iodeto de propidio, que marca apenas as células

mortas ou danificadas.
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Figura 4.4.1. Resultados de citometria de fluxo obtidos para a analise da viabilidade de S. cerevisiae apds o processo
de fermentagdo BAC - massa com agua de consumo humano (ACH); BAT - massa com AMN termal; BAE - massa
com AMN engarrafada; BAT-ss - massa com AMN termal sem adi¢do de sal; BAE-ss - massa com AMN engarrafada
sem adi¢do de sal. As células de S. cerevisiae mortas ou danificadas estdo marcadas a laranja e as células de S. cerevisiae
viaveis estdo marcadas a verde.

Depois de analisados os graficos obtidos por citometria de fluxo, onde foram analisadas
as amostras dos diferentes tipos de massas de pao, verificou-se que a viabilidade das
c€lulas de S. cerevisiae, isto €, o nimero de células vivas, foi semelhante nos cinco tipos
de massa de pao estudadas (Fig. 4.4.1 e 4.4.2). Na massa de pao produzida com ACH,
74% das células de S. cerevisiae encontravam-se viaveis (Fig. 4.4.2); j4 na massa de pao
produzida com AMN termal e AMN termal sem adi¢do de sal, 76% e 73% das células de
S. cerevisiae estavam vivas, respetivamente (Fig. 4.4.2.). Finalmente, na massa de pao
produzida com AMN engarrafada com e sem adi¢do de sal, observou-se que 65% e 68%

das células de S. cerevisiae se encontravam vivas, respetivamente (Fig. 4.4.2).
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Figura 4.4.2. Efeito das AMN termal e engarrafada, na viabilidade de S. cerevisiae durante o processo de fermentagio
de diferentes massas de pdo. Legenda: BAC - massa com agua de consumo humano (ACH); BAT - massa com AMN
termal; BAE - massa com AMN engarrafada; BAT-ss - massa com AMN termal sem adi¢do de sal; BAE-ss - massa
com AMN engarrafada sem adicéo de sal.

Normalmente, a 4gua usada na producdo de pao ¢ ACH. Neste estudo, a ACH usada para
a producdo de BAC ¢ proveniente do sistema municipal de abastecimento de Chaves,
apresentando algumas caracteristicas semelhantes as AMN usadas para a producdo de
BAT e BAE. Por exemplo, os valores de pH determinados para as AMN termal e
engarrafadas estudadas encontram-se entre valores de 6,80 e 6,10 (Tabela 1.3.1.). J4 o
valor de pH para a ACH usada foi de 6,92 (valor obtido no Laboratdrio de Caracterizagao
de Aguas — LCA, AquaValor, dados ndo apresentados). Segundo estudos realizados por
Pena et al.,(2015), para S. cerevisiae atingir o seu crescimento 6timo, o pH do meio onde
se encontra devera estar entre 4 e 7, concluindo-se que neste caso o pH das diferentes
aguas usadas ndo terd influenciado o processo de fermentagdo S.cerevisiae, tendo em
conta que ndo ha diferencas significativas na viabilidade desta levedura nas diferentes
formulagdes de pao desenvolvidas (Fig. 4.4.2).

No que diz respeito a composi¢do quimica das diferentes matrizes utilizadas neste estudo,
a concentracao de nitratos ¢ bastante reduzida em todas elas, sendo inferior a 2,0 mg/L na
ACH, inferior a 0,30 mg/L. na AMN termal, e inferior a 0,25 mg/L na AMN engarrafada
(Tabela 4.1.1). Tendo em conta que a presenca de nitratos como fonte de azoto ¢ essencial
para o crescimento de S. cerevisiae, Mendes-Ferreira et al., (2004) estudaram o efeito de
concentragdes crescentes deste composto (16,5 a 805 mg/L) na multiplicagdo daquela

levedura, concluindo que concentragdes mais elevadas de azoto levam a producdes mais
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altas de biomassa. Contudo, 0o mesmo nao se verificou neste estudo provavelmente devido
as minimas diferengas observadas entre as concentragdes de nitratos presentes nas aguas
testadas, bem como aos reduzidos niveis das mesmas. Ja as concentragdoes de K e Na
presentes nas aguas testadas apresentam algumas diferengas quando comparadas entre si.
No caso do K, este esta presente nas concentragdes de 56 e 28 mg/L na AMN termal e
engarrafada, respetivamente, sendo indetetavel na ACH. Relativamente ao Na, a ACH
apresenta uma concentracdo de 2,8 mg/L, a AMN termal de 511 mg/L, e a AMN
engarrafada de 577 mg/L. Num estudo realizado por Casey et al., (2013), verificou-se que
a presenca de K e Na no meio de cultura resultou na diminui¢do do crescimento de S.
cerevisiae. No entanto, ¢ no que diz respeito aos tipos de pao desenvolvidos neste
trabalho, parece que as diferengas observadas nas composicdes quimicas das aguas usadas

nao tiveram efeito na viabilidade de S. cerevisiae (Fig. 4.4.2).
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5. CONCLUSAO

Esta dissertacdo de mestrado teve como objetivo principal desenvolver novas
formulagdes de produtos de panificagdo utilizando dgua mineral natural termal (AMN
termal) e engarrafada (AMN engarrafada) em alternativa a dgua de consumo humano
(ACH), procurando-se desta forma avaliar o potencial das diferentes aguas nas
propriedades nutricionais e fisico-quimicas do pao.

A utilizagdo das AMN termal e engarrafada como ingrediente alimentar permitiu
desenvolver formula¢des de pao nutricionalmente equilibradas, mantendo intactas as
propriedades texturais do mesmo. Neste sentido, destaca-se uma ligeira diminui¢ao do
valor energético do produto final nas formulac¢des de pao biju com dgua mineral natural
termal (BAT) e engarrafada (BAE) bem como um incremento significativo no que diz
respeito ao teor total de minerais e parametros de textura (elasticidade, coesividade e
resiliéncia) de ambas as formulagdes comparativamente a formulagdo tradicional (BAC).
Além disso, as AMN termal e engarrafada, demonstraram nao afetar a viabilidade de S.
cerevisiae durante o processo fermentativo da massa de pdo, sendo deste modo uma
alternativa & ACH no que diz respeito a producao de pao, sem que o passo essencial de
fermenta¢do da massa seja afetado. No entanto, e uma vez que o estudo de viabilidade
apenas foi efetuado no final do processo fermentativo, futuramente sera pertinente para o
setor da panificacdo, avaliar a influéncia das AMN termal e engarrafada nos varios
estagios de desenvolvimento da S. cerevisiae durante todo periodo do processo
fermentativo.

Outro aspeto igualmente relevante neste estudo, que resulta da ndo adi¢do de sal durante
o fabrico de pao (pao biju com dgua mineral natural termal e engarrafada sem adicdo de
sal (BAT-ss e BAE-ss, respetivamente), € o facto de a retirada deste ingrediente ndo afetar
a qualidade do produto final, sendo assim, uma op¢ao mais saudavel para o consumidor.
Este ¢ um ponto fulcral e que servira certamente de base para novos estudos, que passardo
pela retirada total ou parcial de sal, podendo este ser compensado pela natureza das AMN
usadas neste estudo (sodicas), as quais ddo a perce¢dao de um sabor salgado ao produto
final. Posteriormente, por forma a avaliar a aceitabilidade do produto por parte do
consumidor serda necessaria uma avaliacdo sensorial das formula¢des desenvolvidas,

recorrendo para isso a um painel de provadores devidamente treinado.
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Por fim, podemos concluir que com a utilizagdo de recursos enddgenos como as AMN
termal e engarrafada, que na atualidade tem grande relevancia no mercado portugués e
até mundial, podem ser a base para o desenvolvimento de produtos inovadores e de valor

acrescentado como o pao.
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