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Resumo

O consumo de produtos alimentares de origem vegetal em substituicdo de produtos lacteos
tem vindo a aumentar, quer por razdes médicas devido a intolerancia a lactose e as alergias as
proteinas do leite, quer pela adog¢ao de estilos de vida em que dietas alternativas ou
vegetarianas/vegans sao praticadas por questoes relacionadas com a satde e sustentabilidade.
Neste contexto, este trabalho dividiu-se em duas partes: i) caraterizagdo microbioldgica,
quimica e bioldgica de bebida de améndoa e de dois coprodutos derivados do processamento
da améndoa, nomeadamente o residuo resultante do fabrico da bebida de améndoa e o soro
resultante da producdo de “queijo” de améndoa tipo fresco; e ii) formulagdo, producdo e
caraterizagdo (microbiologica, quimica e bioldgica) de bebidas fermentadas a base de soro e
de bebida de améndoa por Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 e Streptococcus
thermophilus e de cremes para barrar a base de residuo de améndoa com e sem incorporagao
de B. animalis subsp. lactis BB-12.

A caracteriza¢do microbioldgica da bebida e dos coprodutos revelou alguma heterogeneidade
nos numeros de células vidveis dos diferentes grupos microbioldgicos analisados. Em termos
de composicao foi o residuo de améndoa que apresentou maior teor de agucares totais,
proteina total e de acidos gordos totais. A atividade inibidora da a-glucosidase oscilou entre
10-30 % para a bebida e os coprodutos derivados da améndoa. A hidrdlise do residuo de
améndoa com Viscozyme L permitiu um incremento da capacidade de captura do radical
ABTS™" de 21 vezes relativamente a do residuo per si, sendo igualmente 5 vezes superior a da
bebida e do soro de améndoa. Todas as matrizes de améndoa evidenciaram atividade
prebidtica, porém o soro, o residuo na concentracao de 4 % (m/v) e o residuo hidrolisado na
concentragdo de 2 % (m/v), revelaram ser as melhores fontes de carbono alternativas para o
crescimento de B. animalis subsp. lactis BB-12. A fermentacdo das bebidas (soro e bebida de
améndoa 1:1) com B. animalis subsp. lactis BB-12 e S. thermophilus decorreu durante 3,5 e
4,5 h, até se atingir um pH final de 4,5. A fermentagdo potenciou (9-17 vezes) o aumento da
concentra¢do de proteina total, ndo afetando a capacidade de captura do radical ABTS™ face
as matérias-primas de origem. O creme para barrar pasteurizado (CP) para além de ser
composto pelos acidos gordos presentes na améndoa, também apresentou teores significativos
de acido laurico e miristico. Os cremes CP e o creme pasteurizado com probiodtico (CPP)
foram bem aceites pelos provadores, no que diz respeito a intengdo de compra e a intensidade
dos atributos organoléticos.

Palavras-chave: coprodutos de améndoa, propriedades bioldgicas, bebida probidtica, creme

para barrar, analise sensorial; qualidade nutricional e microbioldgica.
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Abstract

The consumption of plant food products as a substitute for dairy products has been increasing,
both for medical reasons due to lactose intolerance and allergies to milk proteins, or due to the
adoption of lifestyles where alternative or vegetarian/vegan diets are practiced due to
concerns about health and sustainability issues. In this context, this work was divided in two
parts: 1) microbiological, chemical and biological characterization of almond milk and two co-
products derived from the processing of the almond, namely the residue resulting from the
manufacture of the almond milk and the serum resulting from the production of fresh-type
almond cheese-like product; i1) formulation, production and characterization (microbiological,
chemical and biological) of fermented beverages based on serum and almond milk with
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 and Streptococcus thermophilus and almond
residue spread creams with and without incorporation of B. animalis subsp. lactis BB-12.

The microbiological characterization of the almond milk and the co-products revealed some
heterogeneity among the viable cell numbers of the different microbial groups analyzed. In
terms of characterization, it was the almond residue that presented the highest total sugars,
total protein and total fatty acids content. The a-glucosidase inhibitory activity ranged from
10-30 % for the almond milk and almond-derived co-products. The hydrolysis of the almond
residue with viscozyme L enabled a 21-fold increase in the ability to capture the ABTS™
radical against the residue per se and was 5 times higher than that of the almond milk and the
serum. All the almond matrices showed prebiotic activity, but the serum, the residue at the
concentration of 4 % (w/v) and the hydrolyzed residue at the concentration of 2 % (w/v),
proved to be the best alternative carbon sources for the growth of B. animalis subsp. lactis
BB-12. The fermentation of the beverages (serum and almond milk 1:1) with B. animalis
subsp. lactis BB-12 and S. thermophilus occurred during 3.5 and 4.5 h until a final pH of 4.5
was reached. The fermentation potentiated an increase (9-17 times) in the total protein
concentration, without affecting the capturing capacity of the ABTS"" radical compared to the
raw materials. The pasteurized spread cream (CP), besides the characteristic fatty acids
present in almonds, also had a high concentration of lauric and myristic acids. The CP cream
and the pasteurized probiotic cream (CPP) were well accepted by the tasters in terms of

purchase intent and intensity of organoleptic attributes.

Keywords: almond processing co-products, biological properties, probiotic almond milk,

spread cream, nutritional and microbiological quality, sensory analysis.
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1. Introducao

Os produtos alimentares de origem vegetal estao a tornar-se cada vez mais populares entre os
consumidores e 0 mercado associado esta a expandir-se rapidamente. Este tipo de alimentos
tem vindo a ser impulsionado pela urgéncia em dar resposta as necessidades alimentares da
crescente populacdo mundial, sendo que as fontes de alimentos sustentaveis e nutritivas estao
a tornar-se uma preocupacdo cada vez maior, tanto para as empresas como para 0s
consumidores. Esta tendéncia baseia-se em varios fatores, como a mudanca de estilo de vida,
o interesse por dietas alternativas e a crescente consciencializacdo sobre a producdo
sustentavel de alimentos, especialmente no que toca as proteinas (Jeske et al., 2017). Também
um numero crescente de consumidores tem vindo a optar por substitutos do leite de origem
vegetal (SLOVs) por razdes fisiologicas que incluem intolerancia a lactose, alergia ao leite de
vaca, hipercolesterolémia e fenilcetonuria, por ado¢ao de uma dieta vegetariana ou vegan ou
por preocupagdes relacionadas com a potencial presenca de hormonas de crescimento ou de
residuos de antibioticos no leite de vaca. Além disso, em paises onde o leite de mamifero ¢

escasso e caro, os SLOVs resultam numa opgao mais acessivel (Mékinen et al., 2016).

Um estudo do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) mostrou uma
diminui¢do progressiva no consumo per capita de leite de vaca, ao mesmo tempo que houve
uma proliferagdo de bebidas de origem vegetal a serem comercializadas (Stewart et al., 2013).
Sabe-se que as vendas de leite de vaca diminuiram 7 % em 2015, estimando-se que reduzam
mais 11 % até 2020 (Zegler J., 2013). Se esta tendéncia se mantiver, ¢ importante
compreender como estas bebidas alternativas se posicionam em relagdo ao leite de vaca, ndo
apenas no que diz respeito a sua composi¢do nutricional, mas também no que diz respeito a

biodisponibilidade de nutrientes (Singhal et al., 2017).

1.1. Substitutos do leite de origem vegetal (SLOVs)
Tecnologicamente, os SLOVs sdo suspensdes de material vegetal dissolvido e desintegrado
em agua. S3o fabricados através da extracdo aquosa de material vegetal que d4 origem a um
liquido rico em nutrientes e que sera a base da bebida de origem vegetal. Os SLOVs podem
ter origem em extratos aquosos de leguminosas, sementes, cereais ou pseudocereais e frutos
oleaginosos como nozes ou améndoas que se assemelham em termos de aparéncia ao leite de
vaca (Mékinen et al., 2016; Sethi et al., 2016). Para tal, tradicionalmente a fonte vegetal ¢
inicialmente moida em suspensdo aquosa, sendo depois filtrada para remover as particulas
mais grosseiras (Médkinen et al., 2016). Embora existam inumeras variagdes do processo, o
esbogo geral do processo moderno em escala industrial é essencialmente 0 mesmo: o material
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vegetal ¢ previamente suspenso em agua para extracdo do liquido nutritivo ou
alternativamente, a matéria-prima ¢ previamente moida e, ¢ a farinha que ¢ depois
humedecida em agua. A etapa de extracdo ¢ muito importante, j& que vai afetar em grande
medida a composicdo do produto final (Midkinen et al., 2016). O residuo resultante da
moagem pode ser separado por filtragdo ou decanta¢dao. Dependendo do tipo de bebida que se
pretende obter, a padronizacdo e/ou adicdo de outros ingredientes, como aglcar, Oleo,
aromatizantes e estabilizantes, pode ocorrer, seguida de homogeneizagdo e pasteurizagao ou
tratamento por alta temperatura (UHT), para melhorar a suspensao e estabilidade microbiana
(Diarra et al, 2005). Possiveis pré-tratamentos das matérias-primas também podem ser
aplicados, como o descasque e branqueamento (Debruyne, 2006). Hoje em dia existe uma
vasta gama de bebidas alternativas disponiveis no mercado, como por exemplo, as bebidas de
aveia, de soja, de amendoim, de arroz, de sésamo, de améndoa e de coco. A bebida de soja
continua a ser o SLOV mais consumido, tendo registado em 2017 39 % das vendas globais de
produtos alternativos ao leite. No entanto, a sua participa¢do no mercado encontra-se a
diminuir face a outras alternativas existentes no mercado (RaboBank, 2018). No que diz
respeito a bebida de améndoa, esta previsto uma taxa de crescimento de 15,45 % do mercado
global de bebida de améndoa entre 2016 e 2020 (Global Almond Milk Market Report 2016-
2020).

A bebida de améndoa possui um alto valor nutricional aliado a uma composi¢do equilibrada
em proteinas, gorduras (Jenkins et al., 2002), fibras, vitaminas e minerais (Spiller e Miller,
2003) que tem contribuido para o aumento da sua popularidade. Em comparacdo com outras
bebidas alternativas, a bebida de améndoa é naturalmente uma boa fonte de vitaminas,
especialmente de vitamina E, que ndo pode ser sintetizada pelo organismo necessitando de ser
fornecida através de dieta ou de suplementos (Vanga e Raghavan, 2017). O perfil nutricional
de 7 marcas de bebidas de améndoa encontra-se descrito na Tabela 1.1. As bebidas de
améndoa contempladas no estudo de Vanga e Raghavan, (2017), parecem apresentar grande
heterogeneidade entre si, no que diz respeito a grande parte dos parametros nutricionais.
Embora a procura por bebidas alternativas esteja a aumentar, o mercado ainda € pequeno e
precisa de progredir, j& que a falta de vontade do consumidor em experimentar alimentos
novos e desconhecidos, que sdo percebidos como pouco atrativos, pode ser um fator limitante.
Apesar dos SLOVs poderem ter uma qualidade sensorial melhorada, ainda carregam este
estigma devido aos produtos iniciais menos atrativos que foram langados no mercado

(Wansink et al., 2005). Deste modo, uma maior informag¢do sobre as caracteristicas



organoléticas e possiveis beneficios para a saude podem contribuir positivamente para uma

melhor aceitagdo deste tipo de produtos (Mikinen et al., 2016).

Tabela 1.1. Perfil nutricional e energético da bebida de améndoa (Adaptado de Vanga e
Raghavan, 2017).

Teor ou valor energético

Parametros nutricionais (média £ desvio padrio) N
Hidratos de carbono (g/240 mL) 1,42+0,90 7
Acucares 0,11+0,28 7
Fibras 0,64+0,45 7
Gorduras (g/240 mL) 2,71+£0,48 7
Saturadas 0,00+0,00 7
Acidos gordos mono-insaturados 1,67+0,29 3
Acidos gordos poli-insaturados 0,67+0,28 3
Colesterol 0,00+0,00 7
Proteinas (g/240 mL) 1,67+1,63 6
Minerais (mg/240 mL)
Cilcio 325,29+193,55 7
Ferro 0,18+0,13 7
Magnésio 21,00+9,90 4
Fosforo 48,00+£62,35 3
Potassio 65,00+£58,84 5
Sédio 146,42+36,25 7
Zinco 0,56+0,46 4
Vitaminas
Vitamina C (mg/240 mL) 0,00+0,00 7
Riboflavina (mg/240 mL) 0,19+0,15 5
Folato (ug/240 mL) 19,2+0,00 1
Vitamina B-12 (ng/240 mL) 1,00+0,00 4
Vitamina A (ng/240 mL) 77,14+45 35 7
Vitamina E (mg/240 mL) 3,8442,15 5
Vitamina D (ug/240 mL) 2,32+0,88 7
Energia (kcal/240 mL) 36,43+6,90 7

N: dimensdo amostral

1.2. Substitutos de queijo de origem vegetal (SQOVs)
Os substitutos de queijo foram introduzidos nos Estados Unidos no inicio da década de 1970.
Estes produtos sdo semelhantes ao queijo em aparéncia, caracteristicas € até mesmo no uso a
que se destinam. De acordo com alguns autores, um substituto de queijo de origem vegetal
(SQOV) nao deve ser nutricionalmente inferior ao queijo que pretende imitar (Fox et al.,
2004; Chavan e Jana, 2007). Podem, entdo, ser definidos como produtos que pretendem
substituir, parcialmente ou totalmente, o queijo tradicional, € em que a gordura e/ou a proteina
lacteas sdo parcialmente ou totalmente substituidas por alternativas de origem vegetal como
por exemplo, proteinas de amendoim ou de soja, gordura vegetal parcialmente hidrogenada
com origem em soja, palma entre outros. Estes produtos podem aparecer rotulados como
“analogo”, “‘substituto”, “artificial”, “tipo-queijo”, “queijo de imitagcdo”, “extrudido”,

“sintético”, “Tofu” e / ou queijo “filled” (Tamime, 2011).



Os analogos do queijo podem ser classificados de acordo com os ingredientes e o processo de
fabrico utilizados, designadamente (Figura 1.1): derivados do leite, parcialmente derivados do
leite ou ndo derivados do leite, dependendo se a gordura e os componentes proteicos sao de
origem animal ou vegetal (Fox et al., 2017). Nos analogos parcialmente derivados do leite, a
gordura ¢ maioritariamente 6leo vegetal (por exemplo, 6leo de soja, 6leo de palma, 6leo de
semente de couve-nabiga e seus equivalentes hidrogenados), enquanto a proteina ¢ de origem
lactea (normalmente caseina). Nos andlogos ndo derivados do leite, tanto a proteina como a
gordura sdo obrigatoriamente de origem vegetal (Fox et al, 2000). Os queijos analogos

dispensam o passo de maturagao.

Substitutos do queijo/Queijos de imitacio

l

v v

Analogos “Filled”

¢ v ¢

. . ~ . Processo de  produgdo
Derlva.dos P.arc1almente' Nao derlivados semelhante a0 dos queijos
do leite derivados do leite do leite convencionais, exceto a
homogeneizagdo do leite

\ J ,
Y desnatado com o6leo vegetal
antes da pasteurizagio;
Processo de produgdo semelhante ao dos queijos inclui o passo de maturacéo

convencionais; ndo inclui o passo de maturacdo

Figura 1.1. Classificagdo dos queijos de imita¢do ou de substituicao. Adaptado de Fox et al. (2017).

O queijo convencional ¢ feito naturalmente com recurso a enzimas de coalho e bactérias do
acido lactico (BAL). O tipo e o grau de fermentacdo determinam as suas propriedades
organoléticas como a textura e o sabor. Dependendo disso, muitos tipos de queijos diferentes
podem ser produzidos (Lucey, 2002). Os SQOVs, tal como o queijo tradicional, sdo
caracterizados por serem emulsdes soOlidas onde os globulos de gordura se encontram
dispersos num meio continuo de proteinas, que funcionam como agentes emulsionantes e
fornecem a estrutura a matriz que ¢ semelhante a do queijo natural (Bachmann, 2001). Sao
obtidos através da combinagdo de varios 6leos/gorduras, proteinas, € 4gua como ingredientes
principais. A sua producdo ¢ semelhante a dos outros queijos, mas relativamente mais
simples, envolvendo as etapas de formula¢do, mistura, processamento, embalagem e
armazenamento conforme indicado na Figura 1.2 (Masotti ef al., 2018; Badem e Ucar, 2016;
Fox et al, 2017). A formulagdo engloba a sele¢cdo de ingredientes e suas proporgdes
quantitativas para promover as caracteristicas organoléticas desejadas no produto final

(composicdo, sabor, textura, entre outros). A sequéncia de adi¢do de ingredientes pode variar,



mas em geral, a bebida de origem vegetal e os ingredientes secos sdo mantidos sob agitacao,
aquecidos a ~50 ° C e misturados. Os ingredientes secos incluem proteinas vegetais, amido
(alternativa mais barata) que substitui a caseina do leite, sais emulsionantes (citratos, lactatos,
fosfatos e tartaratos, com amonio, potassio ou sédio como contra-ido) e hidrocoldides (goma
guar, goma xantana, carragenanas) (Fox et al, 2017; Badem e Ugar, 2016). A mistura
pretende-se suave e homogénea, sendo conseguida com a ajuda de calor e agitacao (Fox ef al.,
2017). E recomendado dispersar previamente a caseina e hidratar os ingredientes secos em
solucao quente, adicionando depois os sais emulsionantes. Este procedimento permite obter
um analogo de queijo com a consisténcia adequada. Apds a adigdo de gordura, a mistura €
aquecida a ~85 ° C e ¢ mantida sob agitacdo até que uma massa homogénea seja formada. Por
fim, sdo adicionados agentes acidificantes (acidos organicos, como os acidos acético, lactico,
citrico e fosforico) e agentes aromatizantes (queijo modificado por enzimas, extrato “starter”,
extrato de fumo, especiarias) sob agitagdo (Fox et al,, 2017; Badem e Ugar, 2016). Apos a
etapa de moldagem e embalagem a quente segue-se o armazenamento do produto entre 4 a - 4

°C (Masotti et al., 2018).

Ingredientes
SeCos

._\“ -

1. Mistura e pre-aguecimento (~50°C)

l Gorduras

I+

. Aguecimento (~85°C) e agitagio

Aromas l Agentes acidificantes

3. Moldagem e embalagem a quente

l

QUELJO DE IMITACAO

4. Armazenamento no frio (entre 4 e -4* C)

Figura 1.2. Representagdo esquematica das principais etapas de fabrico de um queijo de imitagdo.
Adaptado de Masotti et al. (2018).

Uma etapa adicional de processamento restrita a queijos tipo creme para barrar, de
consisténcia mole, ¢ a homogeneizacao, que antecede a adicdo de acidos e aromas (Guinee,
2011). Essencialmente, este tratamento promove uma maior mistura € uma maior interacao
entre os ingredientes usados. Nesta etapa de processamento, ingredientes adicionais podem
ser introduzidos, tais como: hidrocolodides, corantes, conservantes, sais minerais € vitaminas
(Guinee, 2011). E de ter em conta que as condi¢des de cozedura (tempo e temperatura)

influenciam as propriedades organoléticas, bem como o prazo de validade do produto final.
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Tipicamente, um aumento de temperatura e do tempo de cozedura (Fox ef al., 2017) promove
um aumento na dureza do analogo de queijo (Mulsow et al., 2007). Deste modo, a formulacao
e as condicdes de processamento, tais como o tempo e velocidade de mistura, a temperatura e
o tempo de cozedura ou o tipo e a quantidade de sais emulsionantes utilizados, podem ser
selecionados de modo a fornecer aos consumidores um produto final que pode apresentar uma
série de sabores, consisténcias e outras propriedades organoléticas e/ou nutricionais ao
produto final (Pereira et al., 2001).

Existe ainda um outro tipo de queijo de imitacao, designado por queijo “filled”. O queijo
“filled” geralmente difere dos queijos naturais, na medida em que a gordura do leite é parcial
ou totalmente substituida por 6leos vegetais, que por sua vez podem ser parcialmente
hidrogenados para obter um perfil similar ao da gordura do leite. Além disso, o queijo “filled”
pode ser produzido usando leite natural desnatado ou usando uma base totalmente sintética. E
feito através da dispersdo do o6leo vegetal no leite desnatado e subsequente homogeneizagao
da mistura, que assegura a emulsificagdo dos Oleos vegetais adicionados, sendo depois
submetido a tecnologia convencional de fabrico de queijo, envolvendo o passo de maturagao.
Em geral, os analogos de queijo sdo produzidos em pequenas quantidades, pois os custos de
fabrico sdo mais elevados do que os dos queijos naturais, devido ao custo adicional associado
a preparacao e reconstitui¢do dos ingredientes (Fox et al., 2017). Apesar disso, 0 seu processo
de fabrico ¢ mais simples do que o dos queijos, por ndo incluir o passo de maturacao (Fox et
al., 2017), e podem ser projetados para satisfazer necessidades alimentares especiais através
de mudancas na sua formulagao (por exemplo, sem lactose, com baixo valor energético, com
baixo teor de gorduras saturadas e colesterol e até enriquecimento com vitaminas € minerais)
(Chavan e Jana, 2007). Porém, sendo produtos de engenharia, e porque sdo um produto novo
para o qual ainda ndo existem leis e regulamentos, alguns consumidores permanecem
relutantes ao seu consumo (Badem e Ugar, 2016). A definicido dos SQOVs nado esta
uniformizada globalmente, sendo 1util uma legislacdo clara para garantir uma rotulagem

adequada (Masotti ef al., 2018).

1.3. Alimentos tradicionais fermentados a base de plantas
Embora os SLOVs sejam consumidos tradicionalmente hd ja varios séculos em varias
culturas, esta a desenvolver-se um novo interesse por tais produtos. No entanto, a maioria
deles esta disponivel apenas no mercado local ou, tradicionalmente, sdo preparados em casa

numa escala muito reduzida a fim de serem fornecidos a familia ou a comunidade local



(Blandino et al., 2003). A Tabela 1.2. mostra uma vasta gama de bebidas e produtos
fermentados ou ndo fermentados a base de plantas nativas de todo o mundo.

Os alimentos fermentados tradicionais de origem vegetal sao geralmente preparados a partir
de cereais como o arroz, trigo, milho ou sorgo. Alguns sdo usados como corantes, especiarias,
bebidas e alimentos para o pequeno-almogo ou refeigdes leves, enquanto alguns deles sao

usados como parte principal da dieta.

Tabela 1.2. Alimentos e bebidas tradicionais, fermentado/ndo fermentado, a base de plantas nativas de
todo o mundo (Fontes: Bansal et al., 2016; Prado et al.,2007; Blandino et al., 2003; Oi e Kitabatake,

2003).
Nome Regiio Descriciao
Amazake Japdo Bebida de arroz fermentada doce, sem ou com reduzido teor de alcool
Atole México Bebida tradicionalmente preparada com milho
Boza Bulgéria, Albéania, Bebida fermentada composta por trigo, centeio, milho paingo ou
< Turquia e Roménia milho e outros cereais misturados com ac¢ticar ou sacarina
Bushera Uganda Bebida fermentada produzida a partir de milho paingo ou sorgo
Chicha Pera Bebida fermentada/ndo fermentada com base em graos e frutas
Chucrute Alemanha Repolho finamente picado e salgado fermentado
Fufu Nigéria Pasta fermentada feita a base de amido
Gari Nigéria Mandioca fermentada, pasta de amido transformada em mingau
Horchata
"leite de Espanha Bebida ndo fermentada de aparéncia leitosa
tigre"
Kimchi, ou . Preparado a partir de varios vegetais fermentados (pepino, rabanete,
. . Coreia
gimchi repolho, cebola verde)
Kombucha Etiopia Cha preto ou verde agucarado fermentado com leveduras e bactérias
Koji Japao Preparado de cereais cozidos (especial arroz) e legumes fermentados.
Mahewu Africa do Sul Bebida de milho fermentada, ndo alcodlica
Ogi ngerl'a ¢ Africa Bebida de milho fermentado ou mingau de sorgo
ocidental
Pozol Sudeste do México Bebida fermentada, ndo alcoolica derivada do milho
Sake Japao Bebida fermentada, alcoolica a base de arroz
Suan Tsai . Produto fermentado feito através de repolho chinés, repolho ou
. China .
ou Suan Cai mostarda (também usado como tempero)
Sufu China Produto fermentado derivado de soja — conhecido por queijo chinés
. . Lanche tradicional chinés feito a base de tofu fermentado com leite
Tofu stinky China

fermentado, vegetais e carne

A fermentacdo no geral € responsavel por alteracdes positivas no que respeita ao prazo de
validade, textura, sabor e aroma do produto final. A microbiologia de muitos destes produtos
¢ bastante complexa e desconhecida. Na maioria destes produtos, a fermentagdo ¢ natural e
envolve culturas mistas de leveduras, bactérias e fungos autoctones. O tipo de flora bacteriana
desenvolvida em cada alimento fermentado depende de fatores como a atividade da agua, o
pH, a concentracdo de sal, a temperatura e a composi¢do da matriz alimentar (Blandino et al.,

2003). Alguns microrganismos podem participar em paralelo, enquanto outros agem de forma



sequencial com uma flora dominante em mudanga durante o curso da fermentagdo. As
bactérias mais comuns pertencem aos géneros Leuconostoc, Lactobacillus, Streptococcus,
Pediococcus, Micrococcus e Bacillus. Os géneros de fungos como Aspergillus, Paecilomyces,
Cladosporium, Fusarium, Penicillium e Trichothecium sao os mais frequentemente
encontrados e as leveduras mais comuns sdo da espécie Saccharomyces, responsaveis pela
fermentagdo alcodlica (Blandino et al., 2003). A maioria dos alimentos fermentados depende
da acdao de bactérias do acido lactico (BAL), conforme listadas acima, que medeiam o
processo de fermentagao (Conway, 1996).

Algumas estirpes de BAL tém sido utilizadas como probidticos devido a sua resisténcia face
as condigdes gastrointestinais do hospedeiro, capacidade de adesdo ao epitélio intestinal do
hospedeiro e a prevencdo do crescimento ou invasdo por parte de bactérias patogénicas no
intestino (Chiu ef al, 2007). Os microrganismos probidticos podem ser definidos como
“microrganismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas conferem
beneficios para a saide do hospedeiro” (Reid, 2016). Em relacdo a funcionalidade dos
probioticos, acredita-se que para exercer efeitos benéficos, estes devem encontrar-se viaveis e
disponiveis em altas concentragdes, tipicamente de pelo menos 108-10° UFCs (Unidades
Formadoras de Colonia) por grama de produto (Shah, 2001) e devem sobreviver ao suco
gastrico humano no estomago, aos sais biliares no intestino delgado e chegar intactos ao
intestino delgado e ao célon (Sanders e Huis in't Veld, 1999). Algumas propriedades
benéficas para a saude humana no que diz respeito a estirpes probidticas que podem ser
usadas na industria alimentar incluem: resisténcia ao 4cido e ao suco biliar; ligagdo as células
epiteliais humanas; colonizagdo do intestino humano; producdo de substancias
antimicrobianas, incluindo acidos organicos, peroxido de hidrogénio ou as bacteriocinas
(Prado et al., 2008).

Os microrganismos probioticos mais utilizados pertencem principalmente aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, mas nao exclusivamente (Prado et al., 2008). O uso de
estirpes de Bifidobacterium spp. e/ou de Lactobacillus acidophilus em leites fermentados
tornou-se popular no final da década de 1970, como resultado do enorme aumento no
conhecimento, em particular da taxonomia e da ecologia das bifidobactérias. A sua
popularidade aumentou ainda mais devido a reducdo da acidificagdo durante o
armazenamento e ao rendimento relativamente alto de acido L(+)-lactico em comparagdo com

0 4cido D(-)-lactico (Gomes e Malcata, 1999).



1.4. Leis, interesse governamental e mundial sobre substitutos lacteos
Os produtos alimentares substitutos lacteos sdo rotulados, com bastante frequéncia, com os
mesmos descritores usados para descrever produtos lacteos recorrendo a termos como leite e
queijo para alcangar expectativas familiares no consumidor (criar uma relagao de
proximidade/familiaridade). Pode uma bebida alternativa ao leite de vaca ser chamada de
“leite”?. Como a legislacdo sobre a rotulagem de alimentos varia de pais para pais, a
terminologia utilizada na categorizagdo dos produtos alternativos ao leite a base de plantas
tem sido debatida a nivel internacional (Sethi ef al., 2016; Stall ¢ Adams, 2017).
O leite de soja ¢ rotulado em todo o mundo como "leite de soja", exceto nos paises europeus
onde a legislagdo proibe a utilizagdo da palavra "leite" para bebidas que nao sao feitas a partir
do produto de secrecdes mamarias (Sethi er al, 2016). O Regulamento do Conselho
1234/2007 regula claramente o termo "leite", para ser utilizado exclusivamente para "a
secre¢ao mamaria normal obtida de um ou mais mamiferos sem qualquer adigdo ou extragdo a
partir dai", pelo que atribuir o substantivo “leite” a produtos de origem vegetal pode ser
considerado enganoso para os consumidores (Conselho da Unido Europeia, 2007).
Mais recentemente, o artigo 78° n° 2, e o Anexo VII, parte III, do Regulamento (UE) n°
1308/2013 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 17 de dezembro de 2013, que estabelece
uma organizacao comum dos mercados dos produtos agricolas e que revoga os Regulamentos
(CEE) n® 922/72, (CEE) n°® 234/79, (CE) n° 1037/2001 e (CE) n° 1234/2007 do Conselho,
devem ser interpretados no sentido de que se opdem a que a denominacdo “leite” e as
denominacdes desse regulamento reservadas exclusivamente aos produtos lacteos sejam
utilizadas para designar, na comercializagdo ou na publicidade, um produto puramente
vegetal, mesmo que essas denominagdes sejam completadas por mengdes explicativas ou
descritivas que indiquem a origem vegetal do produto em causa, salvo se o produto constar da
enumeracao do anexo I da Decisao 2010/791/UE da Comissao, de 20 de dezembro de 2010,
que estabelece a lista dos produtos referidos no ponto III, n® 1, segundo pardgrafo, do
Regulamento n°® 1234/2007 do Conselho (Parlamento Europeu e Conselho da UE, 2013).
Projetos como o PROTEIN2FOOD, financiado pela Unido Europeia (PROTEIN2FOOD,
2015), "The Eatwell Guide", publicacdo do governo do Reino Unido (England, N.H.S., 2016)
e o projeto global “Protein Challenge 2040” fundado para criar uma rede mundial de
empresas internacionais € organizagdes nao-governamentais para enfrentar a crescente
necessidade de proteinas (Forum for the Future, 2016) sdo exemplos que demonstram o
interesse de diferentes intervenientes em melhorar a consciencializacdo publica sobre a

alimentagdo, em particular, as proteinas (Jeske et al., 2017). A decisdo de compra pelos
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consumidores esta altamente relacionada com as normas culturais e sociais. A promogdo de
alimentos a base de plantas e a educagdo para a saide e sustentabilidade podem mudar esse
ambiente cultural e social (Jeske et al., 2017).

Nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA) designa os produtos
alternativos ao leite, a base de plantas, como leite de imitacao e produtos de imitacao do leite
e define-os como “os alimentos que tém caracteristicas fisicas, como sabor, aroma,
consisténcia, textura ou aparéncia do leite ou de produtos lacteos, mas que ndo se enquadram
na definicdo de " leite " ou " produtos lacteos " e sdo nutricionalmente inferiores ao produto
imitado”. Para além disso, todos os substitutos do leite e produtos lacteos vendidos em lojas
devem ser fisicamente separados do leite/produtos lacteos por um divisor ou serem colocados

em outra area de exibicdo e venda (Sethi ef al., 2016).

1.5. Impacto no clima e no uso da terra

A adocdo de dietas ricas em alimentos vegetais recebeu a atencdo de investigadores,
nutricionistas e profissionais de satide nos ultimos anos pelo seu potencial, ndo s6 na melhoria
da satde, mas também na diminui¢do do impacto ambiental (Cifelli ef al., 2016). A populacao
mundial estd a aumentar rapidamente e estd a colocar uma enorme pressdo sobre os sistemas
alimentares de fornecimento de alimentos, o que esta a gerar preocupagdes ao nivel da
seguranca alimentar (Jeske et al., 2017). Estima-se que a populagdao mundial possa atingir 9
bilhdes em 2050. Além do aumento da populagdo mundial e da riqueza, outros fatores que
impulsionam o consumo mundial de carne incluem a urbanizagdo, a liberalizacdo do
comeércio, as empresas transnacionais de alimentos, o crescimento do retalho, o marketing das
industrias alimentares e as atitudes e comportamentos dos consumidores (Sabaté e Soret,
2014).

Os sistemas alimentares dependem fortemente dos recursos naturais e o aumento da pressao
sobre esses mesmos recursos contribui de forma massiva para muitos dos problemas
ambientais de hoje, como sdo as emissoes de gases de efeito estufa (GEE) e a eutrofizagao,
bem como o uso da terra, as mudangas nos solos e a sua acidificagdo (Jeswani et al., 2015).
As emissdes de GEE, provenientes principalmente das praticas industrializadas de produgao
de alimentos, podem advir diretamente das emissdes de dioxido de carbono (CO3)
provenientes do uso de combustiveis fosseis em quintas ou na cadeia de abastecimento, das
emissoes de oxido nitroso (N2O) resultantes da aplicagdo de fertilizantes e das emissdes de
metano (CH4) provenientes dos animais ou indiretamente como resultado da mudanca de uso

do solo (Sabaté e Soret, 2014). Para os produtos vegetais, o N>O ¢ normalmente a emissao
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mais importante, bem como para a producao de animais monogéastricos (carne de porco, aves),
enquanto para os ruminantes, o CH4 ¢ frequentemente o gis dominante (Sonesson et al.,
2010). As emissoes diretas e indiretas de GEE resultantes da produc¢ao de alimentos sdo
notaveis, ja que contribuem entre 19 % e 29 % das emissdes antropogénicas globais (Jeswani
et al., 2015). De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), o gado ¢
responsavel por 18% das emissdes globais de GEE, das quais a producdo e o processamento
de produtos lacteos contribuem com 4 % (Steinfeld ef al., 2006; Gerber et al., 2010).

A terra fértil ¢ um recurso escasso, € os alimentos que requerem grandes areas de producao
sd0 menos sustentaveis mesmo que as emissdes diretas sejam baixas. Adicionalmente, a
forma como a terra ¢ utilizada pode trazer outros impactos ambientais significativos, como a
eutrofiza¢do e a perda de biodiversidade (Sonesson et al., 2010). Segundo Sonesson et al.
(2010), a producdo de alimentos vegetais geralmente emite menos GEE por quilograma, e
requer menos terra do que a producdo de carne e de lacticinios. Em comparagcdo com os
alimentos vegetais, a carne e os lacticinios sdo claramente responsaveis por uma grande
parcela da utilizagdo dos recursos naturais e da carga ambiental da producdo de alimentos
(Sabaté e Soret, 2014). Pimentel e Pimentel (2003) estabeleceram que, em média, ¢ necessaria
energia fossil 11 vezes superior para produzir proteinas de origem animal do que proteinas de
origem vegetal para consumo humano. Nas tendéncias atuais do consumo de alimentos e
mudangas ambientais, a seguranga alimentar e a sustentabilidade alimentar estdo em rota de
colisdo. E muito provavel que a mudanca da dieta atual para dietas mais ricas em vegetais,
seja uma das solugdes para evitar danos ambientais catastroficos, incluindo a mudanga
climatica. Isso ocorre principalmente porque os alimentos de origem animal contribuem de
forma massiva para os impactos climaticos originados pelo sistema alimentar, que, por sua

vez, constituem uma grande parcela do impacto humano no clima (Cleveland e Gee, 2017).

1.6. Améndoa
As améndoas tiveram origem provavelmente na regido de clima mediterrdneo do Oriente
Médio, no extremo leste do Paquistdo e em outras areas da Asia Menor. Nos tempos antigos,
elas foram espalhadas especialmente pelos fenicios e romanos através do Mediterraneo para o
norte da Africa e sul da Europa e, mais recentemente, foram transportadas para outras partes
do mundo (Salas-Salvado et al.,, 2010). A améndoa ¢ um dos frutos secos/oleaginosos mais
populares em todo o mundo. Tendo em conta o estilo de vida moderno agitado, os frutos
oleaginosos parecem ser um snack rapido, conveniente, saboroso e nutritivo que pode

contribuir para um estilo de vida mais saudavel, desde que consumido adequadamente
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(por¢do média de 28-32g por dia). As améndoas podem ser consumidas inteiras (cruas,
tostadas, salgadas) ou laminadas, podendo ser usadas quer como ingrediente numa grande
variedade de alimentos processados, como produtos de panificagao e confeitaria. Ja o seu oleo
pode ser extraido e utilizado para varios propositos culinérios ou, ainda, como componente de

produtos cosméticos. (Dourado et al., 2004; Alasalvar e Shahidi, 2008; Yada et al., 2011).

Existem dois tipos de améndoa: a doce ¢ a amarga (Kamil e Chen, 2012). As améndoas
amargas fornecem o 6leo de améndoa amarga, que ¢ usado como ingrediente em produtos
cosméticos (Salas-Salvadé et al., 2010). A sua caracteristica amarga deriva da presenca do
glicosideo cianogénico, a amigdalina, que se torna toxico devido a ag@o catabdlica de enzimas
intracelulares como a beta-glucosidase libertadas durante a mastigagdo, originando a
libertacdo de cianeto (Kamil e Chen, 2012; Jain ef al., 2018). Devido a presenca de vestigios
de cianeto na ordem das 469 mg de amigdalina por 100 g de améndoa (Jain et al., 2018), a
améndoa amarga é considerada toxica para os seres humanos, podendo ser letal. No entanto, a
toxicidade do cianeto ¢ destruida pelo calor e pelo processamento (Kamil e Chen, 2012).

A améndoa doce (Prunus dulcis) pertence a familia Rosaceae, cresce em inimeras regides
temperadas e sub-tropicais (Gradziel, 2017) e ¢ comumente consumida em todo o mundo.
Outros sinonimos listados para esta espécie de amendoeira incluem Prunus amygdalus Batsch
e Prunus communis L., bem como a designa¢ao inicial Amygdalus communis L. (Yada et al.,
2011). Em termos botanicos a améndoa ¢ uma drupa composta por um exocarpo fino e duro
que envolve o mesocarpo verde fibroso/carnudo e o endocarpo endurecido que, por sua vez

reveste a semente, isto €, a parte comestivel (Figura 1.3).

Exocarpo

Cotilédone
+

Mesocarpo
Endosperma

Semente Endocarpo

Tegumento

(pele)

Nucelo

Figura 1.3. Estrutura anatomica da améndoa. Adaptado de Martinez-Gomez et al. (2008).

A semente ¢ constituida por: um tegumento fino com fun¢do de protecao contra perdas de
agua e ataques de insetos; um embrido formado por dois cotilédones volumosos (maior parte
do peso da semente), uma pequena radicula e uma plimula; e um tecido de reserva chamado
endosperma (Rosengarten Jr, 2004, Dourado et al., 2004 Pascual-Albero et al., 1998). O

tegumento da améndoa ¢ estruturalmente complexo, sendo formado por tecido celuldsico
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lignificado (Dourado et al., 2004). Segundo Saura-Calixto et al. (1983), este revestimento
contém 21 % de celulose, 12 % de hemicelulose, 10 % de lignina e 1,4% de lipidos (m/m,
peso seco). As quantidades de aglicares monomeéricos presentes na pele da améndoa (como
percentagem do teor total de agucares) segundo Mandalari et al. (2010a) sdo: acido
galacturénico (36 %), glicose (29 %), arabinose (18 %) e xilose (8 %), em que manose,
ramnose € fucose também estdo presentes mas em menores quantidades. Ja as células
cotiledonares do embrido possuem uma constituicdo heterogénea que engloba um elevado
numero de proteinas e corpos lipidicos, alguns dos quais apresentando fitina (inositol
hexafosfato de céalcio e magnésio) na sua constitui¢do. Os corpos lipidicos sdo os principais
locais de armazenamento de lipidos em células de sementes oleaginosas. As reservas de
lipidos ocorrem sob a forma de triacilglicerdis em corpos lipidicos ou esferossomas (Dourado

et al., 2004).

1.6.1. Améndoa: Propriedades nutricionais e alimentos funcionais

Nos ultimos anos, as fontes vegetais t€ém sido indicadas como alimentos funcionais, isto &,
alimentos que, além de fornecerem nutrientes, fornecem ao organismo componentes que
contribuem para o tratamento das doengas ou reduzem o risco de desenvolvé-las (Prado et al.,
2008), devido a presenga de componentes promotores da satde, como fibras alimentares, sais
minerais, vitaminas e antioxidantes na sua composicao (Das et al., 2012). O desenvolvimento
de alimentos funcionais com ingredientes benéficos para a satde esta em expansdo devido ao
facto do seu consumo ser associado a uma reducao do risco de contrair determinadas doengas
cronicas. Fibras ou extratos ricos em polifenois, assim como alimentos sdo muito conhecidos
como tendo beneficios para a saide humana, como por exemplo as bagas goji € o cacau
(Martins e Chen, 2017). A composi¢do nutricional média da améndoa com e sem pele
(branqueada) encontra-se descrita na Tabela 1.3.

As améndoas tém vindo a ganhar destaque pelos multiplos beneficios para a saude, por serem
ricas em proteinas, acidos gordos monoinsaturados, fibras dietéticas, vitamina E, riboflavina,
minerais essenciais, fito esterdis e polifenodis (Kendall ef al. 2010; Yada et al., 2013). As
fibras e os polifendis presentes na pele da améndoa tém propriedades moduladoras de
bactérias benéficas que ajudam a manter/promover a saude intestinal, funcionando como
compostos prebiodticos (Martins e Chen, 2017). Os prebidticos ou compostos com atividade
prebidtica sdo nutrientes, ingredientes, ou alimentos resistentes as enzimas digestivas, que
promovem o crescimento seletivo de bactérias benéficas, promovendo a saude do hospedeiro

(Martins e Chen, 2017). Existe um grande conjunto de evidéncias clinicas que mostram que o
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consumo de améndoa ¢ inversamente associado a varios fatores de risco para doengas
cronicas como dislipidemia, hiperglicemia, inflamacdo e excesso de peso/obesidade, e

também, para o stress oxidativo (Martins e Chen, 2017).

Tabela 1.3. Composi¢do média nutricional da améndoa com e sem pele (branqueada).!

Nutrientes por 100g Améndoa com pele Améndoa sem pele
Agua (g) 441 451
Energia (kcal/kJ) 579/2423 590/2468
Proteina (g) 21,15 21,40
Lipidos totais (g) 49,93 52,52
Acidos gordos saturados (g) 3,80 3,953
Acidos gordos mono-insaturados (g) 31,55 33,42
Acidos gordos poli-insaturados (g) 12,33 12,37
Carboidratos por diferenca (g) 21,55 18,67
Fibra dietética total (g) 12,5 9,9
Acucares totais (g) 4,35 4,63
Sacarose (g) 3,95 4,46
Glucose (dextrose) (g) 0,17 0,03
Maltose (g) 0,04 0,14
Frutose (g) 0,11 0,00
Minerais
Calcio (mg) 269 236
Ferro (mg) 3,71 3,28
Magnésio (mg) 270 268
Fosforo (mg) 481 481
Potassio (mg) 733 659
Soédio (mg) 1,00 19
Zinco (mg) 3,12 2,97
Cobre (mg) 1,03 1,03
Manganés (mg) 2,18 1,84
Selénio (ng) 4,1 3,2
Vitaminas
Tiamina (mg) 0,21 0,19
Riboflavina (mg) 1,14 0,71
Niacina (mg) 3,62 3,50
Acido pantoténico (mg) 0,47 0,31
Viatamina B-6 (mg) 0,14 0,12
Folatos totais (ug) 44 49
Vitamina A (IU) 2 7
Vitamina E
a-tocoferol (mg) 25,63 23,75
p-tocoferol (mg) 0,23 0,35
v-tocoferol (mg) 0,64 0,66
o-tocoferol (mg) 0,07 0,20
Aminodcidos
Arginina (g) 2,47 2,48
Acido aspartico (g) 2,64 2,75
Acido glutamico (g) 6,21 5,21

'Dados da  United States Department of Agriculture (USDA) para Referéncia padrdo
(https://ndb.nal.usda.gov/ndb/)- Acesso a informagdo em outubro de 2018.
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1.6.1.1. Propriedades antioxidantes
As améndoas também sdo ricas em compostos com atividade antioxidante, como o resveratrol
(um polifenol presente principalmente em uvas e vinho tinto), kaempferol, quercetina,
catequina e epicatequina (Capurso et al., 2018). Muitos dos compostos antioxidantes
presentes nas améndoas estdo concentrados no tegumento. De acordo com Blomhoff et al.
(2006), a améndoa sem pele contém cerca de 0,112 mmol/100g de conteudo antioxidante
total, enquanto a améndoa com pele contém cerca de 0,412 mmol/100g. Assim sendo, as
améndoas devem ser comidas com a pele para maximizar os beneficios a saude em termos de
propriedades antioxidantes. A combinacdo do seu alto conteido em vitamina E com os
compostos antioxidantes presentes na pele da améndoa providencia efeitos sinérgicos contra a
oxidacdo lipidica (Chen et al., 2005). Estruturalmente, a vitamina E inclui oito moléculas
quimicamente distintas: os tocoferdis (a-, B-, y-, 8-T) e tocotriendis (a-, B-, y-, 8-T3). Esta
bem estabelecido que estas oito isoformas da vitamina E sdo antioxidantes e tém papéis
protetores em sistemas bioldgicos, possuindo também propriedades hipocolesterolémicas,
anticancerigenas e neuroprotetoras (Sen et al, 2007). O o-tocoferol é o composto
funcionalmente ativo da vitamina E, e ¢ utilizado preferencialmente no corpo humano em
relagdo as outras formas (Brigelius-Flohe' et al., 2002), sendo um poderoso antioxidante que
desempenha um papel importante na prote¢do contra a acdo de radicais livres (Sethi ef al.,
2016). Uma dose de 28 g de améndoas constitui uma excelente fonte de manganés e a-

tocoferol, contendo mais de 20 % do seu valor diario (Kamil e Chen, 2012).

1.6.1.2. Reducao do colesterol e do risco de doengas cardiovasculares

A prevaléncia de doengas cardiovasculares esta a aumentar em todo o mundo e € a principal
causa de morte nos paises industrializados e em muitos dos paises em desenvolvimento.
Inicialmente, por terem elevado teor de gordura, as améndoas ndo eram vistas como saudaveis
do ponto de vista das doengas corondrias. No entanto, hoje sabe-se que o perfil nutricional das
améndoas revela um padrio de ingestdo consistente com a maioria das recomendagdes
alimentares e que promovem efeitos benéficos para a saide do coracao (Chen et al., 2006).
Tem sido demonstrado que as améndoas tém um papel benéfico no controlo dos niveis de
colesterol no sangue, perfil lipidico e lipoproteinas em diferentes populagdes incluindo
individuos saudaveis e pacientes com hipercolesterolémia e diabetes tipo 2 (Kamil e Chen,
2012; Martins e Chen, 2017).

A energia providenciada pelas améndoas deriva em grande parte do seu conteido em gordura

(25-60 g/100 g peso fresco). Uma por¢do de 100 g de améndoas contém cerca de 50 g de
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gordura a maioria da qual (40 g) é constituida por acidos gordos monoinsaturados e acidos
gordos polinsaturados (Yada et al, 2011; Kalita et al., 2018), contribuindo, desta forma, para
baixar o indice glicémico (Kendall et al., 2010; Kamil e Chen, 2012). Os &cidos oleico e
linoleico, sdo responsaveis por cerca de 90% dos lipidos totais, sendo o acido oleico o acido
gordo predominante (Yada et al/, 2011; Aydin, 2003). Além disso, as améndoas ndo possuem
colesterol na sua composi¢ao.

Uma ingestao diaria de améndoas parece exercer um efeito benéfico no perfil lipidico, ja que
numerosos estudos mostram que uma dieta rica em améndoas diminui significativamente o
colesterol LDL (lipoproteinas de baixa densidade) (conhecido como um fator de risco de
doengas cardiovasculares) e mantém os niveis de colesterol HDL (lipoproteinas de elevada
densidade) (Kalita et al., 2018). Trés estudos com améndoas mostraram que uma dieta
contendo 50 a 100 g de améndoas por dia diminuiu significativamente o colesterol total entre
4¢16 % e o LDL-C (7 a 19 %) em doentes hipercolesterolémicos (Spiller et al., 1998;
Jenkins et al., 2003) e individuos normocolesterolémicos (Sabaté et al., 2003) em comparagao
com individuos que consumiram uma dieta controlo com gordura de origem lactea, uma dieta

com baixo teor de gordura e uma dieta sem améndoas, respetivamente).

1.6.1.3. Propriedades anti-inflamatorias, supressio da fome e reducio da
obesidade

A epidemia da obesidade e excesso de peso ¢ um problema global, uma vez que estd
intimamente associada ao aumento da prevaléncia da sindrome metabolica, diabetes do tipo 2
e doencas cardiovasculares que t€m sérias implicagdes nos sistemas de cuidados de satde e no
custo financeiro para os individuos e paises (Martins e Chen, 2017). Por ser alimento rico em
gordura, as améndoas, tendem a ser associadas ao aumento de peso corporal. Fraser et al.
(2002) realizaram um estudo em que testaram a hipotese de que um suplemento diario de uma
quantidade de améndoas correspondente a 320 calorias (aproximadamente duas maos cheias)
durante 6 meses, sem conselhos dietéticos, ndo alteraria o peso corporal dos individuos
testados (25-70 anos). Os resultados mostram que o aumento de peso médio nao foi
significativo (0,4 kg) e ndo houve alteragdo na cintura/quadril. A auséncia de efeito foi
atribuida ao facto de a energia extra das améndoas ter induzido a redu¢do do consumo de
outros alimentos, as propriedades saciantes das améndoas e a absorcdo incompleta de
gorduras provenientes das améndoas. Noutro estudo, Holis er al. (2016) escolheram
aleatoriamente 30 voluntarios sem doengas cronicas de ambos 0s sexos para participar no seu

estudo. Os resultados mostraram que a substitui¢do didria de uma porc¢do de produto lacteo
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por um copo (240 mL) de bebida de améndoa diminuiu significativamente o peso corporal, o
indice de massa corporal (IMC) e a circunferéncia da cintura e do quadril num periodo de 4
semanas.

Apesar das améndoas possuirem um elevado teor em lipidos, estes ndo sdo tao bio-acessiveis

e permanecem indisponiveis durante todo o processo de digestdo, devido a barreiras
estruturais das paredes celulares da semente que impedem a penetracdo de enzimas digestivas
(Grundy et al., 2015). Ellis et al. (2004) constatou que as paredes celulares das sementes da
améndoa reduzem a bio-acessibilidade lipidica, dificultando a libertagdo de lipidos
disponiveis para a digestdo. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Zemaitis e
Sabaté (2001) que indicaram um aumento da excre¢do de lipidos em pessoas que consomem
améndoas, facto atribuido a presenca de paredes celulares intactas nas fezes, dificultando a
digestdo dos lipidos intracelulares (Ellis et al., 2004).

“Food displacement effect” ¢ um processo descrito como o aumento da saciedade e sensagao
de satisfacdo alimentar que leva a diminui¢do da fome ap6és o consumo de améndoas
(Sweazea et al., 2014). Cassady et a/ (2009) observou que como se trata de um alimento duro,
as améndoas podem exigir um maior tempo de mastigacdo, que por sua vez aumenta a
libertacao de lipidos no intestino, que consequentemente levard a secre¢do de hormonas como
a colescistoquina (CCK), peptido tipo glucagina-1 (GLP-1), glucagon-like peptide-1 e péptido
YY (péptido inibidor do apetite entre refeigdes, produzido no trato digestivo), que sao
conhecidas por aumentar a saciedade e suprimir, assim, a sensa¢do de fome. O maior esfor¢o
mecanico oral exigido na sua degluticdo pode aumentar a saciedade, também através de
mecanismos neurais, ja que a mastigagao constitui um estimulo chave das respostas da fase
cefalica. As améndoas podem limitar a absor¢do de nutrientes e manter a saciedade/suprimir a
fome, tendo também um contetido de energia metabolizdvel baixo. Os seus beneficios no peso
corporal podem ser estendidos a composi¢@o corporal. Durante o processo de perda de peso, a
reducdo da gordura corporal, especialmente na area central abdominal ¢ a mais beneficiada
em comparacao com a perda de gordura subcutanea (Martins e Chen, 2017).

Devido ao seu perfil nutricional, também tem sido demonstrado que a ingestdo de améndoas
apresenta uma relagdo com a diminui¢do da inflamac¢do quer por via direta quer por via
indireta. Caracterizar quais os nutrientes que sdo responsaveis por essa diminui¢do ¢ um
desafio no que diz respeito a um alimento completo. As vitaminas, os antioxidantes, as fibras,
a L-arginina, o magnésio, e os fitoquimicos presentes nas améndoas podem também exercer,
em conjunto, agdes anti-inflamatoérias (Martins e Chen, 2017). A proteina C-reativa ¢

considerada um marcador pro-inflamatdrio que pode prever o risco cardiaco (Asegaonkar et
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al., 2011). Dados de Sweazea et al. (2014) demonstraram que a ingestdo didria de améndoa
com pele na ausé€ncia de outras modifica¢des alimentares ou fisicas ¢ benéfica na reducao da
inflamacao em individuos com diabetes tipo 2, uma vez que neste estudo, a proteina C-reativa
como biomarcador inflamatorio foi significativamente reduzida no grupo de individuos com
diabetes tipo 2 que consumiram améndoas relativamente ao grupo controlo que manteve uma

dieta normal sem incorporacdo de améndoas.

1.6.1.4. Propriedades prebidticas

As fibras alimentares (FAs) sao polimeros de hidratos de carbono que constituem uma porgao
indigerivel nos alimentos e que se podem dividir em fibras soliiveis e insoluveis em agua. De
acordo com a American Association of Cereal Chemists (AACC), o termo "fibra alimentar"
(FA) geralmente inclui a mistura complexa de polissacarideos indigeriveis (celulose,
hemiceluloses, oligossacarideos, pectinas, gomas, ceras) e lignina encontrada em plantas,
principalmente como material constituinte da parede celular da planta (AACC, 2001). As FAs
constituem uma mistura de compostos que incluem polissacarideos ndo amiladceos (PNAs),
amido e oligossacarideos que sdo resistentes a digestdo (Marshall er al, 2017). No que
respeita & améndoa, as paredes celulares do tegumento sdo ricas em PNAs, particularmente
ricas em arabinose, contendo elevadas concentracdes de compostos fenolicos (Ellis et al.,
2004). Uma das potenciais propriedades prebidticas das améndoas ¢ atribuida a arabinose que
esta relacionada com a diminuigdo do nivel de colesterol (Sethi et al., 2016). Os agucares, os
amidos e os PNAs sdo os hidratos de carbono tipicamente encontrados nas sementes € outros
tecidos vegetais. Destes hidratos de carbono em améndoas, apenas os acucares, o amido e
alguns dalcoois de actcar podem ser digeridos, absorvidos e metabolizados pelos seres
humanos. Os PNAs sdo indigeriveis e, portanto, ndo estdo disponiveis como fonte de energia,
mas promovem efeitos fisiolégicos que sdo benéficos para a saude humana (Yada et al,
2011). As FAs tém um papel fundamental pois auxiliam na prevengdo contra varias doengas,
sobretudo as associadas ao estilo de vida moderno, como a obesidade e os disturbios
metabolicos tais como obstipacdo, diverticulose, diabetes tipo 2, hipercolesterolémia, cancro,
osteoporose e obesidade (Martins e Chen, 2017). Com base nas evidéncias existentes sobre a
funcao intestinal, é recomendado a ingestdo de 25 g de FAs por dia (Tetens, 2011).

As améndoas sao um dos alimentos mais ricos em FAs, contendo cerca de 3,4 g em 28 g de
améndoa, providenciando uma quantidade consideravel de fibra para a fermentacao bacteriana
no intestino (Martins € Chen, 2017). Mandalari et al. (2010b) investigaram o efeito prebidtico

de améndoas in vitro recorrendo a uma mistura de culturas de bactérias fecais, e observaram
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que apos digestdo gastrica e duodenal in vitro, as améndoas com e sem pele aumentaram
significativamente as populagdes de bifidobactérias e de Clostridium coccoides/Eubacterium
rectale, resultando num indice prebiotico (relagdo comparativa entre o crescimento de
bactérias “benéficas (como bifidobactérias, lactobacilos e E. retale), ¢ as “menos desejaveis”,
(como Clostridium e Bacteroides), em relagdo as mudangas no nimero total de bactérias) de
3.2 para améndoas com pele e de 3.3 para améndoas sem pele equiparando-se a acgdo de
fructooligossacarideos (FOS) prebioticos comerciais com um indice de 4.2 apds 24 h de
incubagdo. De acordo com os autores, ndo foram detetadas diferencas significativas na
proporc¢ao dos grupos de bactérias intestinais assim como na produgdo de acidos gordos de
cadeia curta apds digestdo de améndoas com e sem pele, mostrando que os polifendis
presentes na pele das améndoas ndo afetaram de forma significativa a fermentagdo bacteriana.
Para além disso, as améndoas com ou sem pele promoveram o aumento da atividade da [3-
galactosidase, que ¢ principalmente sintetizada por bifidobactérias e lactobacilos, e a
diminuicdo da atividade da [-glucorunidase, nitroredutase e azotoredutase, que sdo
sintetizadas por bactérias prejudiciais, sugerindo uma mudanga favoravel no perfil bacteriano
(Liu et al, 2014; Martins ¢ Chen, 2017). As peles das améndoas resultantes do
branqueamento industrial constituem 4-8 % do peso total das améndoas descascadas e sdao
consideradas subprodutos, que, se ndo forem processados, sdo descartados como residuos. No
entanto, estes resultados mostram que as peles podem ser reaproveitadas como potenciais
prebidticos (Mandalari ef al., 2010b).

De realgar que o leite ¢ uma fonte concentrada de nutrientes com alta digestibilidade e ¢
puramente desprovido de FAs. Deste modo, a FA ¢ por vezes adicionada ao leite e aos
produtos lacteos, seja por questdes de satde, beneficios tecnologicos ou por razdes sensoriais.
A FA pode ser incorporada no leite e produtos lacteos na forma de fibras purificadas ou na
forma de uma fonte rica em fibras. Entre as fontes concentradas comercialmente disponiveis
de FA, a inulina ¢ a mais pesquisada principalmente por causa da sua solubilidade, cor e sabor
(Arora et al., 2015). A bebida de améndoa contém aproximadamente 0,64 g de fibra em 240
mL (Tabela 1.1).

1.7. Aproveitamento de subprodutos da améndoa
Embora a semente da améndoa seja mais relevante em termos comerciais € nutricionais, a
atencdo dirigida a outras partes deste fruto, como a pele (tegumento), o endocarpo e o
mesocarpo tém vindo a aumentar. Estes subprodutos sdo, ainda, sub-explorados em relagdo as

suas potenciais propriedades benéficas nomeadamente como fontes de compostos bioativos
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(ex. acidos fendlicos e flavonodides). No entanto, podem ter novas aplicagdes como por
exemplo sob a forma de ingredientes funcionais que poderdo por um lado enriquecer a
composi¢ao nutricional e por outro acrescentar mais-valia em termos de propriedades
biologicas nos alimentos onde sdo incorporados (Prgomet et al., 2017).

Os polifenois estdo presentes maioritariamente na pele das améndoas e exibem uma gama de
bioactividades que incluem atividades antioxidante, anti-inflamatoria e, antidiabética (Martins
e Chen, 2017). Dentro dos flavonoides, os flavanois ¢ os glicosideos de flavonol sdo os mais
abundantes, entre 38-57 % (m/p) e 14-35 % (m/p) do total de polifenodis, respetivamente
(Martins e Chen, 2017). Deste modo, os seus extratos polifenolicos podem prevenir doengas
degenerativas ligadas ao stress oxidativo e a inflamacgdo de tecidos e células humanas. Tal
como no caso dos efeitos anti-inflamatorios benéficos, os efeitos antioxidantes das améndoas
podem dever-se a uma reducdo no stress oxidativo secundario. O potencial antioxidante
destes subprodutos pode ter varias aplicagdes tais como: aditivos naturais para conservagao de
alimentos, ou suplementos dietéticos/nutracéuticos na industria farmacéutica e cosmética
(Prgomet et al, 2017). Para além destas aplicagdes, estes subprodutos, se processados e
utilizados de forma eficaz podem fornecer uma quantidade substancial de calor e energia
necessaria para a manipulagdo e o processamento das améndoas. A utilizagdo desses
subprodutos de améndoa podera aumentar, deste modo, a sustentabilidade das industrias de

producdo e processamento da améndoa (Chen ef al,, 2010).

1.8. Aproveitamento dos coprodutos resultantes da produ¢ido da bebida de

améndoa e analogos de queijo
O residuo proveniente do fabrico da bebida de améndoa, apesar de ainda ser pouco
caraterizado e estudado quanto ao seu valor nutricional, pode ser incorporado em alguns
produtos alimentares sendo ja sugerida a sua inclusdo em receitas culindrias. Existem
atualmente uma variedade grande de receitas com potencial para serem exploradas, que
incluem snacks, bolachas, biscoitos, bolos, pao, smoothies, hummus, e até cremes para barrar
(Homespun capers, 2016; Low tox life, 2014; Flo and grace, 2011, The raw food mum, 2013,
ChubbyVegan, 2013). Este residuo pode ser seco ou hidrolisado e transformado em po tipo
“farinha”. Gilmore (2015) afirma que o residuo proveniente da bebida de améndoa, ainda
mantém muitas das suas propriedades nutricionais, inclusive gorduras monoinsaturadas, que
sdo associadas a uma diminuicdo do risco de doenga cardiaca, e fibras de facil digestao.

Futuramente, e dada a inexisténcia de evidéncia cientifica, seria importante caracterizar de
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forma mais extensiva este residuo sob o ponto de vista nutricional e bioldgico explorando os
seus potenciais compostos bioativos.

A doenga celiaca ¢ uma patologia que afeta o intestino delgado e que depende de um processo
imunologico que pode aparecer durante a infancia ou na vida adulta, desenvolvendo-se numa
intolerancia permanente ao gliten (Granato et al., 2010). O gluten é um conjunto de proteinas
encontradas no trigo, na cevada, no centeio, na aveia e em outros cereais. Devido as suas
propriedades unicas coesivas e eldsticas, esta proteina permite formar a massa para produzir
biscoitos, pao, bolos e outros produtos de panificacdo (Wall e Huebner, 1981). Sintomas
como fraqueza, perda de peso e diarreia devido a ma absor¢do de nutrientes no intestino
delgado podem ser desenvolvidos em celiacos que consumam glaten. Por isso, tornou-se cada
vez mais necessario o desenvolvimento de novos produtos para celiacos, alérgicos ao leite de
vaca e a fenilcetonuricos, por isso a procura por outros ingredientes como o residuo
proveniente do fabrico do leite de améndoa ¢ cada vez mais importante (Granato e
Ellendersen, 2009).

Um outro coproduto da améndoa que deve ser alvo de estudos € o soro proveniente da
producdo de “queijo” de améndoa tipo fresco, sobre o qual ainda ndo existe informacao
quanto ao seu perfil nutricional mas que poderd ser interessante e mais uma forma de se
aumentar a sustentabilidade do uso de um recurso natural como ¢ a améndoa promovendo

desta forma a economia circular.

1.9. Objetivos e layout da tese

Este trabalho teve como principais objetivos a caracterizacdo microbiologica, quimica e
biologica de bebida de améndoa e de dois coprodutos do processamento da améndoa,
nomeadamente o residuo resultante da producdo da bebida de améndoa (designado daqui em
diante por residuo de améndoa) e o soro resultante da produgdo de queijo de améndoa tipo
fresco (designado daqui em diante por soro de améndoa), fabricados pela empresa Yogan e
sua aplicagdo na formulacdo e produgdo de novos alimentos. Tendo em conta que tanto o
conhecimento sobre as caracteristicas microbiologicas, quimicas e bioldgicas do residuo e do
soro de améndoa bem como a sua aplicacdo na formulac¢do de alimentos ¢ ainda relativamente
escasso, estabeleceram-se os seguintes objectivos especificos:

1) Efetuar a caracterizacdo microbiologica da bebida e dos coprodutos de améndoa no que
respeita a identificagcdo e contagem de c€lulas viaveis de mesofilos e psicrofilos totais, bolores

e leveduras, Staphylococcus aureus, bactérias lacticas, enterobactérias e enterococos;
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i1) Efetuar a caraterizagdo quimica da bebida e dos coprodutos de améndoa no que respeita ao
teor de acidez titalavel, teor de hidratos de carbono, proteina e gordura total e perfil de acidos
gordos totais;

1i1) Avaliar o potencial biologico da bebida e dos coprodutos de améndoa no que respeita a
atividades prebidtica, antioxidante e antidiabética;

(iv) Formulacao, produgdo e caracterizacdo (microbioldgica, quimica e bioldgica) de bebidas
fermentadas a base de bebida de améndoa e soro de améndoa com Bifidobacterium lactis BB-
12 e Streptococcus thermophilus;

(iv) Formulacao, produgao e caracterizagdo (microbioldgica, quimica e bioldgica e sensorial)

de creme para barrar a base de residuo de améndoa.

Na Figura 1.4. encontra-se descrita a representacdo esquematica da tese e do respetivo

trabalho experimental desenvolvido.
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Fase I: Caracterizagao dos ingredientes derivados do processamento daaméndoa

Fase ll: Desenvolvimento e caracterizagao de novos produtos funcionais

Bebida Residuo Soro
» Caracteriza¢cdo microbioldgica: » Caracterizagdo microbioldgica: » Caracterizagdo microbioldgica:
> PDA, MSA, MRS agar, » PDA, MSA, MRS agar, » PDA, MSA, MRS agar,
VRBGA, KAA e PCA VRBGA, KAA e PCA VRBGA, KAA e PCA
» Caracterizac3o quimica: » Caracterizagdo quimica: » Caracterizagdo quimica:
> pH; > pH; > pH;
» Acidez titulavel; > Peso seco > Acidez titulavel;
> AcuUcares totais; » Ensaios de desidratagdo » Acucares totais;
> Proteinas totais; » Acidez titulavel; > Proteinas totais;
> Acidos gordos totais. > Aglcares totais; > Acidos gordos totais.
» Caracterizac3o biolégica: » Proteinas totais; » Caracterizagdo bioldgica:
> Atividade prebidtica; » Acidos gordos totais. » Atividade prebidtica;
> Atividade antioxidante: » Caracterizac¢do bioldgica: > Atividade antioxidante:
» ABTS; DPPH; » Atividade prebidtica; > ABTS; DPPH;
> Atividade antidiabética; » Atividade antioxidante: » Atividade antidiabética;
» ABTS; DPPH;
> Atividade antidiabética;
©
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o
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EJ_ » Caracterizagdo bioldgica:
= || Hidrdlise doresiduocom > Caracterizagdo quimica: > Atividade prebidtica;
o viscozyme L > Agﬂca}res totai.s; » Atividade antioxidante;
c > Proteinas totais; » ABTS; DPPH;
qE’ > Atividade antidiabética;
©
L]
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Bebidas de améndoa fermentadas Cremes de améndoa para barrar

* Soro + Bifidobacterium animalis subsp. lactis * Creme ndo pasteurizado;

BB-12 + Streptococcus thermophillus (1:1); * Creme pasteurizado;
* Soro + Bebida de améndoa (1:1) + B. animalis * Creme pasteurizado e inoculado com

subsp. lactis BB-12 + Streptococcus B. animalis subsp. lactis BB-12.

thermophillus (1:1).
> Estabilidade microbiana: PCA e MRS agar; » Estabilidade microbiana: PDA, VRBGA, PCA e
» Caracterizacdo quimica: acidez tituldvel; pH; MRS agar;

actcares totais e proteinas totais; » Caracterizagdo quimica: acidez titulavel; pH;
» Caracterizacgio bioldgica: atividade prebidtica; acUcares totais ; proteinas totais; dacidos

atividade antioxidante (ABTS; DPPH) e gordos totais.

atividade antidiabética. » Caracterizagdo bioldgica: atividade prebidtica;

atividade antioxidante (ABTS; DPPH) e
atividade antidiabética.
» Andlise sensorial.

i

Resultados e discussao

h

Conclusdes gerais e trabalho futuro

Figura 1.4. Representacdo esquematica da estrutura da tese ne do trabalho experimental desenvolvido.
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2. Materiais e métodos

No periodo entre outubro de 2017 e julho de 2018 (Tabela 2.1) foram fornecidas varias
amostras de bebida de améndoa, de residuo resultante da producdo de bebida de améndoa
(residuo de améndoa) e de soro resultante da producdo de queijo de améndoa tipo fresco (soro

de améndoa) produzidos pela empresa Yogan®.

Tabela 2.1. Amostras recolhidas entre outubro de 2017 e julho de 2018 de bebida de améndoa,
residuo de améndoa e soro de améndoa.

Amostragem Més Bebida de Residuo de Soro
améndoa améndoa de améndoa
1 novembro X NA NA
2 fevereiro X X X
3 fevereiro X X NA
4 abril X X X
5 abril X NA NA
6 julho X NA X

NA: ndo aplicavel (amostra ndo fornecida)

Em termos de apresentagdo, a bebida de améndoa possui um aspeto leitoso enquanto o soro de
améndoa ¢ mais aguado, contendo alguns vestigios de queijo tipo fresco (Figura 2.1). O
residuo, originado a partir do fabrico da bebida de améndoa, tem o aspeto de uma pasta
esbranquicada de consisténcia maledvel. Tanto a bebida como os coprodutos possuiam um

aroma tipico de ameéndoa.
o b RNy
a ®

Figura 2.1. Amostras de bebida de améndoa(a), residuo de améndoa (b) e soro de améndoa (c).
Na producdo de bebida de améndoa, as améndoas sem pele, sdo trituradas e espremidas,
resultando em duas fases, uma fase aquosa que constitui a bebida de améndoa propriamente
dita e uma outra fase solida que da origem ao residuo de améndoa. O soro por sua vez € um
coproduto originado do fabrico do queijo de améndoa tipo fresco, que ¢ o equivalente ao soro
doce que se obtém através da produ¢do de queijo fresco de origem lactica.

Tanto a bebida de améndoa como os dois coprodutos foram devidamente acondicionados e
enviados para o laboratorio sob refrigeragdo. Aquando da sua rece¢do procedeu-se a divisao
das amostras em varias aliquotas que foram de seguida congeladas para futura caracterizagao
quimica e bioldgica assim como formulacdo e producdo de alimentos. A caracterizacdao

microbioldgica foi efetuada de imediato aquando da sua rececao sob a forma refrigerada.
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2.1. Caraterizacao dos ingredientes derivados do processamento da améndoa

2.1.1. Caracterizacao microbiologica e pH
Sob condi¢des asséticas, 4 g de cada amostra (bebida, residuo e soro) foram pesadas,
transferidas para um matraz e diluidas e seguidamente homogeneizadas em 40 mL de 4gua
peptonada estéril contendo peptona (0,1 %, m/v) e NaCl (0,85 %, m/v) durante 1 min num
aparelho Stomacher® (Modelo 400 Circulator). Foram realizadas de seguida, dilui¢des
decimais sequenciais (até 10°) por diluicdo de 1 mL de cada amostra em 9 mL de 4gua
peptonada com NaCl. Posteriormente, procedeu-se ao plaqueamento, em duplicado, de
aliquotas de 20 pL, pelo método da gota (Miles e Mirsa, 1938) nos meios de cultura referidos

na Tabela 2.2, a excecdo do meio VRBGA que foi inoculado por incorporagdo (1 mL).

Tabela 2.2. Meios de cultura seletivos e diferenciais e respetivas condi¢cdes de incubag@o para os
diferentes grupos de microrganismos analisados.

Microrganismos Meios de Cultura Atmosfera Incubacio
Mesdfilos totais Plate Count Agar (PCA, Biokar, Fran¢a) Acrobiose 3-5d; 30°C
Psicrofilos totais Plate Count Agar Acrobiose 3-5d; 20°C
Bolores e leveduras Potato Dextrose Agar (PDA, Biokar, Franca) Acrobiose 2-7d;25°C
Stap Zﬁ i{:;t;ccus Manitol Sal Agar (MSA, Biokar, Franga) Aerobiose 24h; 35°C
Bactérias lacticas deMan, Rogosa e Sha;[r) aen2§§r (MRS agar, Biokar, Anaerobiose 48h; 37°C
Enterobactérias Violet Red Bile Glu'cose Agar (VRBGA, Oxoid, Aerobiose 24-48h; 37°C
Reino Unido)
Enterococos Kanamycin Esculin Azide Agar (KAA agar, Acrobiose 24h: 37°C

Biokar, Franga)

Por ultimo, as placas de petri inoculadas foram incubadas nas condigdes referidas na Tabela
2.2. As placas com MRS agar foram incubadas em jarras de anaerobiose contendo um sistema
de geracdo de atmosfera anaerobia (GasPak EZ, BD, EUA) ou na camara de anaerobiose
(DG250, Whitley, Reino Unido). Em todas as amostras, o valor de pH foi medido, em

duplicado, com recurso a um potencidometro (Micro pH 2002, Crison, Espanha).

2.1.2. Peso seco e ensaios de desidrataciao
Inicialmente foram colocados cadinhos na estufa a 100 °C durante 1 h. Apos arrefecimento, os
cadinhos vazios foram tarados. De seguida, pesaram-se em duplicado os cadinhos com as
amostras de residuo hiimido, desidratado e desidratado moido, que foram, de novo colocados
na estufa a 100 °C durante 4-5 h até peso constante. Ao fim desse tempo os cadinhos com as
amostras foram retirados da estufa e pesados a frio. A percentagem de humidade foi deduzida
a partir do calculo da percentagem de peso seco que foi calculada a partir da seguinte equacao

(Equacao 2.1):
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Peso amostra seca X100
Peso seco (%) = 9) 2.1

Pesoamostra humida (g)

Com o intuito de desidratar o residuo foi usado um desidratador (3900, Excalibratur, EUA) a
uma temperatura de 52 °C com uma circulag¢do de ar continua. Este residuo foi distribuido o
mais uniformemente possivel por tabuleiros com papel vegetal picotado para providenciar
uma melhor circulagdo do ar e de modo a ficar com cerca de 3-4 mm de espessura.

As folhas de papel vegetal e os tabuleiros utilizados para colocar o residuo foram previamente
pesados a frio, e depois, o conjunto folha, residuo de améndoa e tabuleiro foi pesado antes de
ser introduzido no desidratador. Ao longo do tempo foram sendo efetuadas pesagens a frio até
se atingir o peso correspondente a aproximadamente 10 % (m/m) de humidade (calculado por
estimativa). O residuo resultante da secagem foi posteriormente moido com uma picadora de

cozinha 1-2-3 (Moulinex, modelo 320, Franga) atéobter um po6 tipo “farinha”.

2.1.3. Caracterizacio quimica
Efetuou-se a caracterizagao quimica a bebida de améndoa, aos coprodutos residuo e soro de

améndoa assim como ao residuo hidrolisado enzimaticamente.

2.1.3.1. Hidrolise do residuo de améndoa
Com o objetivo de aumentar o potencial prebidtico do residuo de améndoa procedeu-se a
hidrélise enzimatica do mesmo com recurso ao complexo multi-enzima Viscozyme® L
(Sigma-Aldrich, USA). Resumidamente, colocaram-se 40 g de residuo de améndoa em 2 L de
agua destilada (1 g/50 mL) e com uma vareta de vidro homogeneizou-se a mistura e ajustou-
se o valor de pH para 4,5. De seguida, adicionaram-se 100 mg de Viscozyme® L por g de
amostra de residuo de améndoa e colocou-se a mistura em banho de agua termostatizado
(12B, Julabo, Alemanha) a 50 °C durante 24 h. Apos este periodo, a mistura foi filtrada com
filtro de papel, foi congelada a -80 °C e por fim liofilizada ao longo de 5 dias no liofilizador

(Loc 1-m, Christ, Alemanha).

2.1.3.2. Acidez titulavel
Para a determinac¢ao da acidez titulavel da bebida, residuo e soro de améndoa transferiram-se,
em duplicado, 5 g de cada amostra para matrazes de 100 mL, e acrescentou-se 50 mL de agua
morna (40 °C) isenta de gas carbonico. Com a ajuda de uma vareta de vidro agitou-se a
mistura até¢ dissolucdo possivel. Transferiu-se em seguida, a mistura para um baldo
volumétrico de 100 mL e perfez-se o volume com dgua. Em seguida, transferiu-se 50 mL da
mistura para um gobelé e adicionaram-se 10 gotas de solugdo alcodlica de fenolftaleina a 1 %

(m/v), e titulou-se com uma solucdo de hidréxido de sddio (NaOH) a 0,1 N até se obter uma
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leve coloragdo rosacea persistente por aproximadamente 30 s. A diferenca entre os volumes
inicial e final foi registada e a percentagem de acido lactico foi calculada a partir da seguinte

equacgao (Equagao 2.2):

VXfx0,9
m

Acido lactico (%) = 2.2
sendo f'o fator de correcdo da solugdo de NaOH, 0,9 o fator de conversao do acido lactico e m

a massa da amostra em gramas.

2.1.3.3. Quantificacao de acucares totais
A determinagdo de agucares totais foi efetuada pelo método fenol-acido sulfurico (Dubois et
al., 1956) recorrendo a curva de calibragcdo (Apéndice 7.1) previamente estabelecida usando
diferentes volumes de uma solucdo padrao de glucose (correspondente a concentragdes entre
0,05-0,30 mg/mL), e os resultados foram expressos como concentragcdo de aglicares totais (mg
de agucares totais/g). Foram pesados entre 10 a 20 mg de amostra para 1 mL de dH>O em
eppendorfs de 1,5 mL. A mistura foi homogeneizada no vortex e subsequentemente foram
feitas as dilui¢des necessarias para que os valores se encontrassem dentro da curva de
calibracdo. De seguida, pipetaram-se 80 pL de amostra, 150 pL de solucdo aquosa de fenol
(5% (m/v)) e 1 mL de acido sulfirico concentrado para tubos de ensaio. Os tubos foram
colocados 10 min em banho de dgua termostatizado (12B, Julabo, Alemanha) a 100°C,
procedendo-se depois a leitura das absorvancias a 490 nm utilizando o espetrofotdmetro UV-

Vis (UVmini 1240, Shimadzu, EUA). Todas as medi¢des foram efetuadas em triplicado.

2.1.3.4. Quantificaco de proteinas totais
A quantificagdo de proteinas totais nas diferentes amostras foi efetuada utilizando o kit
Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific, EUA) em microplaca de 96 pogos (96 Well-
F, Sarstedt, Alemanha), recorrendo a curva de calibracdo (Apéndice 7.2) estabelecida usando
diferentes concentracdes de solugdo padrdo de albumina (correspondente a concentragdes
entre 0,0 e 4,0 mg/mL), e os resultados foram expressos como concentragdo de proteina total
(mg de proteina total/g). Foram pesados aproximadamente 10 mg de cada amostra para
eppendorfs de 1,5 mL e foi adicionado 1 mL de dH>O. Depois de se homogeneizar a mistura
num vortex, efetuaram-se as diluicdes necessarias para que os valores se encontrassem dentro
da curva de calibragdo. A mistura de reagentes foi preparada numa proporgao de 50 partes de
Reagente A para 1 parte de Reagente B do kit. De seguida, adicionaram-se 200 uL. da mistura
dos reagentes a 25 pL. de amostra e colocou-se numa estufa a 37 °C durante 30 min. Ao fim

deste tempo, procedeu-se a leitura das absorvancias a 562 nm utilizando um leitor de
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microplacas com fluorescéncia (Multiskan GO v1.00.40, Thermo Scientific, EUA) e usando o
programa Skanlt Software, versao 4.1.0.43. Todas as medi¢des foram efetuadas em triplicado

e foi efetuado um branco com agua.

2.1.3.5. Quantificacao de acidos gordos esterificados e nao esterificados

Os acidos gordos esterificados e ndo esterificados foram quantificados diretamente pelo
protocolo FAME de acordo com Pimentel et al. (2015). Para a realizagdo deste procedimento
foram pesados 500 mg de cada amostra em tubos de ensaio. Para a primeira reagdo (Reagao
da fase K, acidos gordos esterificados) pipetaram-se 200 uL de TG C13, 100 uL de FFA C11,
100 pL de metil acetato, 3,7 mL de hexano e 2,26 mL de metanol. De seguida, adicionaram-
se 240 uL de metdxido de s6dio e homogeneizou-se a mistura num vortex por 10s. Depois os
tubos foram colocados a 40°C durante 10 min. Depois de arrefecerem, adicionaram-se aos
tubos de ensaio 500 puL de H>O para se interromper a reacdo e homogeneizou-se novamente a
mistura por 10s. Subsequentemente, os tubos foram centrifugados a 1250 rpm durante 5 min.
Por tultimo, retirou-se o sobrenadante e transferiu-se para tubos de falcon contendo 200 pL de
FAME C23, constituindo a fase K. Desses tubos retirou-se 1 mL para vials para posterior
andlise por cromatografia gasosa (GC System 6890, HP, EUA). Para a segunda reagdo
(Reagdo da fase H, acidos gordos nao esterificados), o conteido dos tubos de ensaio foi
ressuspendido em 2 mL de hexano e homogeneizou-se a mistura durante 15s. Depois, os
tubos foram centrifugados a 1250 g durante 5 min. Retirou-se o sobrenadante para os tubos de
falcon e adicionaram-se 100 uL. de FAME C23, 1,25 mL de dimetilformanido (DFM), 1,25
mL de 4cido sulfurico (3 M) e colocaram-se os tubos a 60 °C durante 30 minutos. Depois de
arrefecidos adicionaram-se 750 pL de hexano e homogeneizou-se a mistura durante 1 min.
Por fim, os tubos foram centrifugados a 1250 rpm durante 10 min e retirou-se o sobrenadante
para vials para serem analisadas por cromatografia gasosa.

As condicdes de andlise foram as seguintes: injetor (split 25:1, volume de injecdo de 1 pL);
temperaturas do injetor e do detetor de 250 e 275 °C, respetivamente; taxa de fluxo de 1
mL/min. A temperatura inicial do forno ¢ de 60 °C, aumentando depois para a temperatura
final de 225 °C. Todas as analises foram efetuadas em duplicado. Os resultados foram
determinados através da integragdo dos cromatogramas e expressos como concentragdo de
acidos gordos (AG) (ng de AG/mg). Os limites de detecao (LD) e de quantificagcdo (LQ) sao,
respetivamente, 0,79 ng AG/mL e 2,64 ng AG/mL.
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2.1.4. Caraterizacao bioldgica
2.1.4.1. Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante foi determinada utilizando os seguintes métodos: captura do
radical ABTS"" (4cido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) segundo Gido et al.
(2007) e captura do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) segundo Bondet et al.
(1997).

Preparacao da amostra. Para ambos os procedimentos foram pesados aproximadamente 100
mg de cada amostra para tubos de 15 mL e, de seguida, foram adicionados 5 mL de agua
desionizada a cada um dos tubos. Esses tubos foram, entdo, centrifugados a 8000 rpm durante
10 min a 4 °C (Universal 32R, Hettich, Alemanha). O sobrenadante foi utilizado para a

execucao dos métodos.

2.1.4.1.1. ABTS"™
Preparacio da solu¢io de ABTS™. No dia anterior a4 execu¢do do método, pesou-se para um
tubo 0,03891 g de ABTS para 10 mL de agua desionizada e noutro tubo 0,0066 g de
persulfato de potassio para 10 mL de 4gua. A solugdo de ABTS™" foi preparada a partir da
mistura na propor¢do de 1:1 (v/v) da solugdo de ABTS a 7 mmol/L com a solucdo de
persulfato de potassio a 2,45 mmol/L ao abrigo da luz e foram deixadas a reagir pelo menos
16 h em agitacdo.
Preparacio da solugiio de ABTS™ diluida. No dia da execugdo do método, foi preparada a
solugdo de ABTS™ diluida num frasco de shot, diluindo 1 mL da solug¢do concentrada de
ABTS™ em 40 mL de agua usando um filtro de 0.22 um, de forma a que a sua absorvéancia
fosse 0,70040,0200, a 734 nm. De seguida, a solucdo ficou a repousar por 10 min e, no fim,
verificou-se novamente a absorvancia.
Analises. Num espetrofotdémetro UV-Vis (UVmini 1240, Shimadzu, EUA), foi efetuado o
auto-zero com uma cuvete contendo 1 mL de H>O. Foram colocados a reagir 2 mL de solugdo
de ABTS™ diluida com 120 pL de amostra em cuvetes de 3 mL e aguardou-se 6 min ao
abrigo da luz. Ao fim deste periodo de tempo, a absorvancia foi medida a 734 nm. Foi
efetuado um branco com 4gua no inicio da corrida (Abranco). Foram realizadas trés réplicas.
Usando o acido ascorbico como padrao (0 a 60 pg / mL), os resultados foram expressos como
concentragdo equivalente de compostos fendlicos (mg de compostos fendlicos
equivalentes/g), enquanto a percentagem de atividade inibidora foi calculada usando a
seguinte equacao (Equagao 2.3):

AAbs controlo—AAbs amostra

Inibicao (%) = (

) x 100 2.3

AAbs controlo

29



Para a realizagdo da curva de calibracdo (Apéndice 7.3) foram preparadas vdrias
concentragdes de acido ascorbico a partir de uma solucao stock de 1 mg/mL (10 mg de acido
ascorbico/10 mL de dgua desionizada), procedendo-se as leituras de absorvancia conforme o

descrito acima.

2.14.1.2. DPPH
Preparacao da solucao de DPPH concentrada. No dia anterior a realizagdo do método, foi
preparada uma solugdo concentrada de DPPH (600 uM). Para tal, num balao volumétrico de
100 mL foram colocados 24 mg de DPPH em 100 mL de metanol. A solugdo foi deixada no

congelador ao abrigo da luz.

Preparacio da solucdo de DPPH diluida. No dia da execu¢ao do método, foram colocados
10 mL de solucdo concentrada de DPPH num baldo volumétrico e perfez-se o volume final de
100 mL com metanol para a sua absorvancia ser de 0,600+0,100.

Analises. Em primeiro lugar, foi feito um auto-zero com 2 mL de metanol no
espetrofotometro UV-Vis (UVmini 1240, Shimadzu, EUA). De seguida, foram colocados a
reagir em tubos de ensaio pequenos, 3 mL de solu¢do DPPH (60 uM) com 100 uLL de amostra
e aguardou-se 30 min. Apds esse tempo, o conteido dos tubos de ensaio foi vertido para
cuvetes 3 mL e procedeu-se a leitura da absorvancia (Abs amostra) no espetrofotometro a 515
nm. Foi também efetuado um branco em que a amostra foi substituida por dgua (Abs branco)
e para cada amostra, foi medida a absorvancia de 3 mL de DPPH com 100 puL de metanol
(Abs controlo). Trés réplicas foram feitas. Usando o TROLOX como padrao (0 a 0,05
mg/mL), os resultados foram expressos como concentracdo equivalente de compostos
fendlicos (mg de compostos fenodlicos equivalentes/g), enquanto a percentagem de atividade
inibidora foi calculada pela Equacao 2.3.

Para a curva de calibracio (Apéndice 7.4) foram preparadas varias concentracdes de
TROLOX (0,005-0,08 mg/mL) a partir de uma solucdo stock de 1 mg/mL em tubos de 15 mL
(Solugdo-mae: 1 mg/mL:10mg de trolox em10 mL de metanol), e procederam-se as leituras

de absorvancia conforme o descrito acima.

2.1.4.2. Atividade antidiabética
A atividade antidiabética foi determinada pela inibi¢do da enzima a-glucosidase em
microplacas de 96 pogos (96 Well-F, Sarstedt, Alemanha) conforme o método descrito por
Kwon et al. (2008). Para tal, colocaram-se aproximadamente 10 mg de amostra em 1 mL de
H>SO4 (13 mM). As amostras foram centrifugadas a 8000 rpm durante 10 min a 4°C

(Universal 32R, Hettich, Alemanha). Em seguida, adicionaram-se 50 pL de sobrenadante a
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100 pL de solugdo tampao fosfato a 0.1 M (pH 6.9) contendo solu¢do de enzima o-
glucosidase (1.0 U/mL). De seguida foi adicionado em cada pogo da microplaca 50 uL da
solucao p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido (5 mM) em tampao fosfato a 0.1 M (pH 6.9). A
mistura foi depois incubada a 25 °C durante 5 min, a sua absorvancia (Abs amostra) foi
registada a 405 nm por um leitor de microplacas com fluorescéncia (Multiskan GO v1.00.40,
Thermo Scientific, EUA), usando o programa Skanlt Software, versao 4.1.0.43, e comparada
com o controlo negativo (Abs controlo) que em vez do extrato levou 50 pL da solucao
tampao. Foram efetuadas trés réplicas por amostra. Para o controlo positivo foi utilizada a
acarbose (A8980, Sigma-Aldrich, EUA) numa concentracdo equivalente ao da amostra (10
mg/mL de solu¢do tampao). A atividade inibidora da enzima a-glucosidase foi expressa em

percentagem de inibi¢do pela Equagdo 2.3.

2.1.4.3. Atividade prebiotica

2.1.4.3.1. Avaliacao através da determinacdo da densidade 6tica em microplaca
Com o objetivo de se realizar uma avaliagdo prévia do potencial prebidtico da bebida de
améndoa, dos coprodutos residuo e soro de améndoa e do residuo hidrolisado, procedeu-se a
determinagdo da densidade oOtica em microplaca das amostras inoculadas com
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 ((nu-trish® BB-12®), CHR Hansen). As fontes
de hidratos de carbono estudadas foram a glucose a 2 % (m/v), FOS a 2 % (m/v), 2 e 4 %
(m/v) residuo de améndoa desidratado moido (10 % humidade m/m), 2 % (m/v) de residuo de
améndoa hidrolisado com Viscozyme, bebida de améndoa e soro de améndoa. O residuo de
améndoa desidratado (2 e 4 % m/v) e o residuo hidrolisado (2 % m/v), sendo so6lidos, foram
suspensos no meio MRS, ndo sendo possivel a sua total dissolugao. No caso do soro e da
bebida de améndoa, sendo liquidos constituiram o proprio meio de cultura para a B. animalis

BB-12.

Tratamento térmico por pasteurizacdo. As diferentes amostras (residuo desidratado,
residuo hidrolisado, bebida e soro de améndoa) foram previamente pasteurizados em banho
de dgua termostatizado (12B, Julabo, Alemanha) a 90 °C durante 10 min. A temperatura foi
controlada através de um termdémetro.

Preparaciao dos varios meios de cultura. O meio MRS utilizado para a suspensdao dos
residuos foi preparado através da mistura de 0,5 g/L de caseina (BP376-100, Fluka, Bélgica),
10 g/L de extrato de carne (Merck, Alemanha), 4 g/l de extrato de levedura (Biokar,
Diagnostics, Franca), 1,08 g/L de tween 20 (Merck), 2 g/L de fosfato de di-potassio (Merck),
5 g/L de acetato de sodio (Merck), 2 g/LL de citrato de amonio (Sigma-Aldrich), 0,2 g/L de
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sulfato de magnésio (Merck), 0,05 g/L de sulfato de manganésio (Sigma-Aldrich) e 20 g/L da
respetiva fonte de carbono. Baseada nesta composi¢do do meio MRS, foram preparados seis
tipos de meio de cultura: (i) MRS sem fonte de carbono (controlo negativo), (ii)) MRS com 2
% (m/v) de glucose (controlo positivo), (iii)) MRS com 2% (m/v) de frutooligossacarideo
(FOS) (Orafti® P95; Orafti, Belgium) (controlo positivo), (iv) MRS com 2% (m/v) de residuo
desidratado moido, (v) MRS com 4% (m/v) de residuo desidratado moido e (vi) MRS com
2% (m/v) de residuo hidrolisado com Viscozyme®L. A concentracdo de 2% da fonte carbono
foi escolhida com base na composicdo do meio MRS comercial que contém 2% (m/v) de
glucose. O FOS foi usado como controlo positivo sendo um prebidtico validado e ja
comercializado.

Reativacio e inoculacio dos meios. O indculo foi preparado a partir da suspensao de cultura
liofilizada Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 ((nu-trish® BB-12%), CHR Hansen)
em 15 mL de MRS broth suplementado com 0,5 g/L de cisteina e 10 g/LL de extrato de carne.
Apds 24h de crescimento em anaerobiose a 37 °C, 1 mL de suspensdo foi adicionada (em
duplicado) a 15 mL de MRS broth suplementado com 0,5 g/L de cisteina (BP376-100, Fluka,
Bélgica) e 10 g/L de extrato de carne. Apds a inoculagdo, cada tubo de MRS broth foi
incubado em anaerobiose a 37°C durante 24h. Os diferentes meios de cultura (MRS), bebida e
soro de améndoa foram depois inoculados com 2% (v/v) da cultura de B. animalis BB-12
reativada.

Analise: De cada meio inoculado (MRSs, bebida e soro de améndoa inoculados), foram
transferidos 250 puL em triplicado, para uma microplaca de 96 pocos (96 Well-F, Sarstedt,
Alemanha). Por se tratar de meios opacos, foi também realizado um branco para cada meio
(MRSs com os residuos pasteurizados e bebida e soro pasteurizados). Cada pogo recebeu 50
uL de parafina para garantir as condigdes de anaerobiose. De seguida, a microplaca contendo
todos as amostras foi incubada durante 24h a 37°C e programada para medir a absorvancia
(Abs) a 660 nm as 0, 6, 10 e 24h (Multiskan GO, v1.00.40, Thermo Scientific, EUA) usando
o programa Skanlt Software, versdao 4.1.0.43. Os resultados obtidos serviram para avaliar
quais as amostras com maior potencial prebiodtico para posteriormente se proceder a avaliagao

em macroplaca do nlimero de células vidveis de B. animalis subsp. lactis BB-12.

2.1.4.3.2. Avaliacdo através da determinacdo do nimero de células viaveis em
macroplaca
Reativacao do in6culo. O indculo de B. animalis subsp. lactis BB-12 foi preparado segundo

o descrito na sec¢ao “Reativacao do indculo” do tépico 2.1.4.3.1.
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. Cerca de 250 mL de bebida de améndoa, 250 mL de soro e os tubos de ensaio contendo o
meio com os residuos foram pasteurizados a 90 °C durante 10 min conforme descrito
anteriormente.

Inoculacio das amostras em estudo. Os indculos foram diluidos em tampao fosfato (pH 7,2)
estéril de modo a obtermos uma absorvancia correspondente a uma carga microbiana inicial
entre 10° e 10° UFC/mL (determinado por teste prévio realizado em macroplaca). A
absorvancia do inoculo foi lida a 600 nm no espetrofotdometro UV-Vis (UVmini 1240,
Shimadzu, EUA). As amostras em estudo e os respetivos controlos foram distribuidos por
tubos de ensaio estéreis e inoculados, em duplicado, com B. animalis subsp. lactis BB-12 a
2% (v/v), um tubo de 15 mL para cada ponto de amostragem (0, 6, 10, 24 e 48 h) conforme o

descrito na Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Meios de cultura e respetivos controlos utilizados na avaliagdo da atividade prebiotica.

Soro de Bebida de Residuo Residuo MRS Glucose
Meio Améndoa Améndoa  desidratado  hidrolisado broth @ FOS (g)
(mL) (mL) moido (g) @ (mL) 8
1 14,70 - --- --- - - -
2 7,35 7,35 - - -—- -—- -
3 14,70 - - -—- -—- -
0,3
4 -— - (2% miv) -—- 14,70 - -—
0,6
5 - - (4% miv) -—- 14,70 - -—
0,3
6 - - -—- (2% miv) 14,70 - -—
7 Controlo - 0,3
glucose B o T B 14,70 (2% m/v) B
8 Controlo - 0,3
FOS B o T B 14,70 ) (2% m/v)
9 Cogtroio — — — — 14,70 — —
negativo

*Sem adi¢do de fonte de carbono.

Para cada amostra e respetivos controlos foram preparados 10 tubos com 15 mL cada, os
quais foram incubados a 37 °C na estufa orbital (SI-100C, Wiggen Hauser, EUA) sob agitacdo
a 120 rpm durante 48 h. Em cada ponto de amostragem (0, 6, 10, 24 e 48 h) foram retirados
dois tubos (duplicados) para analise microbiologica.

Analise microbiolégica. Em cada ponto de amostragem foi determinado o nimero de células
vidveis de B. animalis subsp. lactis BB-12 assim como avaliada a presenga de eventuais
contaminagdes. Para tal 1 mL de cada amostra e respetivos controlos foi retirado e
incorporado em 9 mL de agua peptonada estéril e, de seguida, foram feitas dilui¢cdes
sequenciais (da -2 a -7) em agua estéril com peptona (0,1 %, m/v) e NaCl (0,85 %, m/v). De

seguida, procedeu-se ao plaqueamento em duplicado recorrendo ao método da gota (20 pL)
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em MRS agar com cisteina (0,05% m/v) e 10 g/L de extrato de carne para o crescimento de B.
animalis subsp. lactis BB-12e em Plate Count Agar (PCA) para a dete¢do de eventuais
contaminagdes. As placas de MRS agar foram postas a incubar em anaerobiose a 37 °C
durante 48 h e as placas de PCA foram postas a incubar em aerobiose a 25 °C durante 3-5
dias. No final, procedeu-se a contagem em duplicado do nimero de células viaveis expressas
em Log (UFC/mL) assim como a leitura em duplicado dos valores de pH em todos os pontos

de amostragem com recurso a um potenciometro (Micro pH 2002, Crison, Espanha).

2.2. Desenvolvimento e caracteriza¢iao de novos produtos funcionais
Com o intuito de avaliar o potencial uso da bebida de améndoa e dos coprodutos do
processamento de améndoa como ingredientes na formulagdo de novos produtos alimentares
procedeu-se ao desenvolvimento e teste de dois alimentos: bebida fermentada e creme para

barrar.

2.2.1. Producao de bebidas fermentadas
Foram efetuadas formulagdes a base de soro (100 %) e de soro em mistura com bebida de
améndoa numa proporcao de 1:1. Estas, foram fermentadas com mistura de B. animalis subsp.
lactis BB-12 e de Streptococcus thermophilus. A preparagdo das bebidas e a sua
caracterizacao estdo descritas a seguir.
Reativacdo do indculo. Os inbéculos foram preparados a partir da cultura probidtica
liofilizada de B. animalis subsp. lactis BB-12 e da cultura de Streptococcus thermophilus
(YoFlex® YF-LO1 DA, CHR Hansen) especifica para matrizes vegetais. O indculo de B.
animalis subsp. lactis BB-12 foi preparado segundo o descrito na seccdo “Reativagdo do
in6culo” do topico 2.1.4.3.1.
O indculo de S. thermophilus foi preparado adicionando 0,05 mL da cultura de S.
thermophilus em 50 mL de meio liquido S. thermophilus isolation agar (STIA) (ver Anexo
6.1), que foi colocado a incubar em aerobiose a 37 °C durante 5 h.
Pasteurizacdo. Cerca de 650 mL de bebida de améndoa ¢ 1300 mL de soro foram
pasteurizados em banho de dgua termostatizado (12B, Julabo, Alemanha) a 90°C durante 10
min.
Inoculacdo, Fermentacdo e Armazenamento. Os indculos foram diluidos em tampao
fosfato (pH 7,2) estéril de modo a obter uma absorvancia a 600 nm (UVmini 1240, Shimadzu,
EUA) correspondente a uma carga microbiana inicial entre 10° e 10° UFC/mL (determinado
por teste prévio realizado em macroplaca). As duas bebidas a base de soro fermentada (BSF)

ou ndo fermentada (BSNF) ou de soro com bebida de améndoa fermentada (BMF) ou ndo
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fermentada (BMNF) foram preparadas, em duplicado, ¢ inoculadas de acordo com as
seguintes propor¢des:
* Bebida de soro de améndoa fermentada (BSF): 96 %(v/v) soro + 2 %(v/v) B. animalis
subsp. lactis BB-12 + 2 %(v/v) S. thermophillus;
» Bebida de mistura fermentada (BMF): 48 %(v/v) soro + 48 %(v/v) bebida de améndoa
+ 2 %(v/v) B. animalis subsp. lactis BB-12 + 2 % (v/v) S. thermophillus,
* Bebida de soro de améndoa ndo fermentada (BSNF): 100 %(v/v) soro;
* Bebida de mistura ndo fermentada (BMNF): 50 %(v/v) soro + 50 %(v/v) bebida de
améndoa.
Ap6s inoculagdo, as diferentes bebidas foram incubadas a 37 °C na estufa orbital (SI-100C,
Wiggen Hauser, EUA) sob agita¢do a 120 rpm até se atingir o valor de pH de 4,5 controlado
através de um potencidometro (Micro pH 2002, Crison, Espanha). Apos fermentagdo as
bebidas foram armazenadas no frigorifico entre 4-5 °C por um periodo méaximo de 21 dias. O
valor de pH foi medido aos 7, 14 e 21 dias de armazenamento utilizando um potenciometro
(Micro pH 2002, Crison, Espanha).
Caracterizacio microbiolégica e andlise de pH. As andlises microbiologicas foram
realizadas antes e apds da fermentacao (0 d) e apds 7, 14 e 21 dias de armazenamento sob
refrigeragdo. Apos processamento térmico € em todos os pontos de amostragem foi também
avaliada a presenga de eventuais contaminantes nas bebidas. Em cada um dos pontos de
amostragem, foi adicionado 1 mL de amostra em 9 mL de dgua peptonada estéril e procedeu-
se as diluicdes (da -2 a -7). De seguida, as amostras foram plaqueadas, em duplicado,
recorrendo ao método da gota (20 uL) em STI Agar para enumeracao de S. thermophilus, em
MRS agar com cisteina (0,05 % m/v) e extrato de carne (10 g/L) para enumeracdo de B.
animalis subsp. lactis BB-12, e em PCA para a dete¢do de eventuais contaminantes. As placas
de STI Agar foram incubadas em aerobiose a 37 °C durante 48-72 h, as placas de MRS agar
foram incubadas em anaerobiose a 37 °C durante 48 h e as placas de PCA foram incubadas
em aerobiose a 25 °C durante 3-5 dias. No final, procedeu-se a contagem em duplicado do
nimero de células viaveis expressas em Log (UFC/mL).
Caracterizacio quimica e bioldgica. Procedeu-se caracterizagdo quimica e biologica das
bebidas fermentadas conforme as metodologias descritas nos pontos 2.1.3 e 2.1.4,
respetivamente, tendo-se avaliado os teores de acidez titulavel, actcares totais, proteina total
assim como a atividade antioxidante e antidiabética aos 0 e 21 de armazenamento sobre

refrigeracao.
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2.2.2. Producio de cremes para barrar

Numa ultima etapa procedeu-se a formulacdo de cremes para barrar a base de residuo de
améndoa. Efetuaram-se varios testes preliminares que foram avaliados por um painel de
provadores (dados ndo mostrados) e que levou ao estabelecimento da formulagdo final base
para cremes para barrar composta por uma mistura de residuo de améndoa hiimido, dgua fava,
sumo de limdo, 6leo de coco e sal conforme descrito na Figura 2.2.

Os varios ingredientes foram pesados e misturados numa Bimby (Vorwerk, Portugal) durante
3 minutos. De modo a avaliar a estabilidade e o impacto de processamento térmico, um dos
cremes de barrar ndo foi pasteurizado (CNP), e os outros dois foram pasteurizados a 90 °C
durante 10 min na Bimby (CP). Um dos cremes pasteurizado foi de seguida inoculado com o
probidtico B. animalis subsp. lactis BB-12 designado por creme de barrar pasteurizado
probidtico (CPP).

Creme pasteurizado (CP) Creme pasteurizado probidtico
(CPP)

Creme nao pasteurizado (CNP)

e 935 g de residuo himido
o 69 gdeagua fava

e 8 gdesumo de limdo

e 25,5 gde dleo de coco

235 g de residuo himido
175 g de 4gua fava

20 g de sumo de limdo
65 g de dleo de coco

235 g de residuo himido
125 g de 4gua fava

20 g de sumo de limio
65 g de dleo de coco

o 1,7gdesal e 5gdesal e Sgdesal

A A4
Pasteurizacio
90°C ,10 minutos na Bimby

Pasteurizacio
90°C ,10 minutos na Bimby

_I_

Inoculacao com B. animalis
subsp. lactis BB-12
(ressuspendido em 50 mL de agua fava

previamente pasteurizada a 90 °C
durante 10 min) l

Sem pasteurizacio

A 4 \ 4

Analise microbiologica, pH e caracterizacio quimica e bioldgica

Analise sensorial

30 pessoas (10g para cada uma)
Figura 2.2. Representagdo esquematica do procedimento experimental da producdo de trés diferentes
cremes para barrar (CNP, CP e CPP).

Reativa¢ao do indculo. O inoculo de B. animalis subsp. lactis BB-12 foi preparado segundo
o descrito na seccao “Reativacao do inoculo” do topico 2.1.4.3.1. Foram preparados 5 tubos
com in6culo que foram centrifugados 3x em solu¢do salina estéril (0,85% (m/v) de NaCl),
eliminando-se o sobrenadante em cada lavagem, sendo os indculos depois ressuspendidos em

50 mL de agua fava estéril, que foram usados para inocular o CPP.
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Caracterizacio microbioldgica e analise de pH. Em cada ponto de amostragem foi
determinado o numero de células viaveis de bolores e leveduras, enterobactérias, bactérias
lacticas, mesofilos e psicrofilos totais dos trés cremes para barrar € de B. animalis subsp.
lactis BB-12 do CPP. Sob condi¢des asséticas, 4 g de cada amostra (CNP, CP e CPB) foram
pesadas, transferidas para um matraz e diluidas e seguidamente homogeneizadas em 40 mL de
agua peptonada estéril contendo peptona (0,1 %, m/v) e NaCl (0,85 %, m/v) durante 1 min
num aparelho Stomacher® (Modelo 400 Circulator). Foram realizadas de seguida, dilui¢des
decimais sequenciais (da -2 a -7) por dilui¢do de 1 mL de cada amostra em 9 mL de agua
peptonada com NaCl. De seguida, procedeu-se ao plaqueamento em duplicado recorrendo ao
método da gota (20 uL) em PDA para o crescimento de bolores e leveduras, em MRS agar
para bactérias lacticas, em PCA para mesofilos e psicrofilos totais e em MRS agar com
cisteina (0,05% m/v) e 10 g/L de extrato de carne para B. animalis subsp. lactis BB-12. As
placas com PDA foram incubadas 2-7 dias a 25 °C, as placas com MRS agar com ¢ sem
cisteina foram incubadas em anaerobiose a 37 °C durante 48 h e as placas com PCA foram
inoculadas em aerobiose a 25 °C durante 3-5 dias. O meio VRBGA foi inoculado por
incorporagdo (100 pL) para o crescimento de enterobactérias e incubado em aerobiose a 37 °C
durante 24-48 h. No final, procedeu-se a contagem em duplicado do nimero de células
vidveis expressas em Log (UFC/g) assim como a leitura em duplicado dos valores de pH em
todos os pontos de amostragem com recurso a um potencidémetro (Micro pH 2002, Crison,
Espanha).

Caraterizacdo quimica e biolégica. Nos varios cremes foram avaliados os teores de acidez
titulavel apos 0, 7 e 14 dias de armazenamento sobre refrigeragdo. No que respeita a
determinagdo do teor de agucares totais, proteina total, 4cidos gordos totais e da atividade
antioxidante e antidiabética, s foi possivel determinar ap6s produgao (0 d).

Andlise sensorial. Com a finalidade de avaliar as caracteristicas sensoriais dos cremes para
barrar produzidos foi realizada uma prova de analise sensorial (Figura 2.3). Apenas os cremes
pasteurizados foram sujeitos a prova (CP e CPP), os quais foram avaliados apos 2 dias de
armazenamento sob refrigeragcdo. O painel foi constituido por 30 elementos (8 homens e 22
mulheres) de faixa etaria compreendida entre os 21 e os 52 anos, sendo eles colaboradores da
Escola Superior de Biotecnologia da Universidade Catolica Portuguesa. Foram realizados
testes de aceitacao de atributos, onde foi utilizada uma escala nominal de nove categorias
(Desgosto extremamente até Gosto extremamente) para avaliar os atributos aspeto, odor,
sabor, cremosidade, consisténcia, adstringéncia e apreciagdo global. O respetivo questionario

de andlise sensorial encontra.se no Apéndice 7.5.
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Figura 2.3. Exemplo de disposicdo de material para a prova de analise sensorial relativa aos cremes
para barrar.

2.3. Analise Estatistica
Os resultados das varias analises microbiologicas, quimicas e de atividades biologicas sao
apresentados sob a forma de média e respetivo desvio padrdo de réplicas. Foi realizada a
analise de variancia com um fator (one-way ANOVA), com efeitos fixos, em associagdo com
o teste Tukey com um intervalo de confianca a 95 % entre as diferencas em grupos de
amostras e de lotes para os diferentes tipos ensaios. Todos os testes foram realizados com um

nivel de significancia de 5 %, e utilizando o software SPSS (v 21.0, EUA).

3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizacao microbiologica e pH

Na Tabela 3.1 encontram-se registados os niimeros de células vidveis (Log UFC/mL ou g)
para os diferentes grupos de microrganismos avaliados nas amostras de bebida, residuo e soro
de améndoa de seis diferentes lotes recebidos entre outubro de 2017 e julho de 2018.

No que diz respeito a bebida de améndoa, apenas dois dos lotes (i.e. lotes 1 e 6) avaliados ao
longo do tempo de vigéncia do estudo, revelaram uma aparente auséncia dos microrganismos
contaminantes analisados (ndo foram detetaveis UFC acima do limite de detecdo). O lote 6 do
soro de améndoa também revelou um padrao de auséncia de contaminagdo equivalente.

E possivel observar, que independentemente do periodo em que foram efetuadas as
amostragens, ndo foi detetada contaminacdo pela presenca de S. aureus e de enterococos
totais nos trés tipos de amostras: bebida de améndoa, residuo de améndoa e soro de améndoa,
0 que representa um resultado satisfatorio, ja que estes dois grupos bacterianos sao de grande
relevancia ao nivel da segurancga alimentar. Staphylococcus aureus essencialmente por ser
produtor de enterotoxinas mediante as condi¢cdes da matriz e enterococos, ndo sO por serem
um indicador de contaminacdo fecal, mas também por poderem degradar precocemente as
macromoléculas da matriz. Por outro lado, o numero de células viaveis de enterobactérias

encontrada nas diferentes amostras variou amplamente de valores igualmente abaixo do limite
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de detecdo (lotes 1, 2 bebida e soro, e 6) até valores superiores a 10> UFC/mL. Esta presenca
consideravel de enterobactérias na maioria dos lotes (lotes 2, 3, 4 ¢ 5) ¢ um indicador de
contaminagdo fecal, que pode advir da manipulagdao ao longo do processo de fabrico, sendo
este resultado considerado ndo satisfatorio. Ainda no que diz respeito a este grupo
microbiolégico, no lote 4, o residuo e o soro de améndoa ndo apresentaram diferengas
significativas (p>0,05).

Nos restantes lotes (lotes 2, 3, 4 ¢ 5) a bebida de améndoa apresentou concentracdes
consideraveis sobretudo de bolores e leveduras e de psicrofilos totais, que variaram entre 106
e 107 UFC/mL para ambos os grupos microbianos. Os bolores e leveduras também
predominaram no residuo da améndoa tendo sido registados numeros de unidades formadoras
de coldnias superiores a 108 UFC/mL com exce¢do do lote 4 que apresentou numeros acima
de 106 UFC/mL. Os psicroéfilos totais registaram concentragdes cerca de um ciclo log inferior
nas amostras do residuo e do soro de améndoa analisadas.

As bactérias do acido lactico ndo fizeram parte da microbiota predominante; estas s6 surgiram
nos lotes 4 e 5 entre todas as amostras analisadas, correspondentes ao més de abril. No lote 4,
o numero de bactérias lacticas mostrou-se significativamente diferente entre a bebida, o
residuo e o soro, descendo cerca de um ciclo log entre cada amostra (p<0,05). No geral, este
grupo microbiano ndo acarreta riscos para a saude, ndo sendo por isso motivo de alarme.
Adicionalmente, este grupo microbiano pode ter um papel importante em processos
fermentativos na produgdo de acidos orgénicos e outros metabolitos que no seu conjunto
contribuem para a qualidade organolética do produto final.

Pela andlise estatistica dos resultados, ¢ visivel uma certa heterogeneidade na carga
microbiana global entre lotes. Estas diferencas podem advir de alguma variabilidade no
processo de fabrico ou da matéria-prima. A presenca de microrganismos contaminantes na
bebida e nos coprodutos da améndoa analisadas, pode representar uma deterioragdo da
qualidade do produto bem como um eventual perigo para a saide humana, nao sé no que toca
ao consumo da bebida propriamente dita, como também, no que diz respeito a incorporagao
desta e dos restantes coprodutos no desenvolvimento de novos alimentos. Assim sendo, ¢
recomendavel a sua sujei¢do a um tratamento térmico adequado, como a pasteurizagio, para a
remog¢ao de eventuais microrganismos contaminantes, garantindo também a conservacao das
suas propriedades nutricionais.

Adicionalmente foi realizada uma andlise microbiologica a améndoa pertencente ao lote 3
(dados ndo reportados) para os mesmos grupos microbianos, a qual demonstrou estar livre de

carga microbiana contaminante. Deste modo, pelo menos neste lote, as possiveis
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contaminagdes microbianas presentes na bebida e no residuo de améndoa ndo tém origem na

améndoa propriamente dita, mas sim da manipulagdo posterior.

Tabela 3.1. Numero de células viaveis para os diferentes microrganismos em amostras de bebida de
améndoa, residuo e soro de améndoa de diferentes lotes.

Amostras
Grupo microbiano Lote Log (UFC/mL)
Bebida Residuo Soro

1 <2,70° - -

2 7,34+0,01° 8,452 6,34+0,13?
Bolores e leveduras 3 7,47£0,01° 8,09::0,06" )

4 6,93+0,094 6,83+0,02° 5,94+0,07°

5 6,98+0,034 - -

6 <2,70° - <2,70°

1 <2,70 - -

2 <2,70 <2,70 <2,70
Staphylococcus 3 <2,70 <2,70 -
aureus 4 <2,70 <2,70 <2,70

5 <2,70 - -

6 <2,70 - <2,70

1 <2,70 - -

2 <2,70 <2,70 <2,70
Bactérias do acido 3 <2,70 <2,70 -
lactico 4 6,78+0,13"" 5,33+0,17* 4,40+0,09¢"

5 5,30+0,05 - -

6 <2,70 - <2,70

1 <2,48 - -

2 <2,48 4,45+0,15 <2,48
Enterobactérias 3 4,8120,16 3,67x0,11 )

4 4,70+0,00% 5,56%" 5,60+0,12%*

5 5,71£0,05 - -

6 <2,48 - <2,48

1 <2,70° - -

2 <2,70° <2,702 <2,70¢
Enterococos totais 3 <2,70° <2,70° )

4 <2,70° <2,702 <2,70¢

5 <2,70° - -

6 <2,70° - <2,70°

1 <2,70* - -

2 7,28° 8,05+0,21? 7,01+0,01°

. . 3 7,48° 8,26° -

Mesofilos totais 4 6,79+0,05¢ 7,05:0,04° 6,30£0,01

5 7,01+0,08¢ - -

6 <2,70* - <2,70°

1 <2,70* - -

2 7,98+0,05° 6,11° 6,35+0,07*
Psicrofilos totais 3 7,77£0,02° 6,90+0,04° )

4 6,89+0,044 7,05+0,04¢ 6,21£0,06°

5 6,98+0,03¢ - -

6 <2,70* - <2,70°

Nota: Para cada amostra (bebida, residuo ou soro), valores com a mesma letra subscrita ndo
demonstram diferenga significativas entre lotes (na mesma coluna) e para cada grupo microbiano (na
mesma linha) (p>0,05)
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Os valores de pH para as diferentes amostras de bebida, residuo e soro de améndoa
pertencentes aos mesmos lotes (1 a 6), encontram-se registados na Tabela 3.2. Todas as
amostras de bebida, residuo e soro de améndoa apresentaram um pH ligeiramente acido (5.2 a
6.6). De entre as amostras analisadas, o valor de pH foi sempre superior na bebida de
améndoa em todos os lotes, excetuando o lote 4, em que se observou uma maior acidificacao,
sendo o valor de pH inferior a 6 ao contrario do que aconteceu nos restantes lotes (valores de
pH oscilaram entre 6,28 ¢ 6,63). Por oposi¢ao, o residuo de améndoa do mesmo lote 4
registou o pH mais alto (pH> 6), o que indica que podera ter ocorrido alguma oscilagdo no
processo de produgdo originando perfis diferentes de distribui¢do da acidez. O soro do lote 2
registou um valor de pH cerca de uma unidade inferior ao registado pelos lotes 4 ¢ 6; uma
observagao menos esperada tendo em conta a ndo detecdo de bactérias do acido lactico neste
lote em particular. Esta heterogeneidade entre lotes pode estar relacionada com a carga
microbiana presente, com alguma oscilacdo durante o processo de produgdo, ou com
diferengas nas caracteristicas da matéria-prima.

Tabela 3.2. Valores de pH em amostras de bebida, residuo e soro de améndoa
identificadas de diferentes lotes.

Lote Amostras
Bebida Residuo Soro
1 6,44+0,02?2 - -
2 6,28+0,01° 5,82+0,02? 5,17+0,032
3 6,28+0,01° 5,82+0,02? -
4 5,78+0,00¢ 6,16+0,00° 6,16+0,01°
5 6,48+0,08* - -
6 6,63+0,02¢ - 6,20+0,01°

Nota: Para cada amostra (bebida, residuo e soro) valores com a mesma letra
subscrita ndo demonstram diferenca significativa (p>0,05)

3.2. Peso seco e ensaios de desidratacao
Com o objetivo de determinar o teor de humidade do residuo de améndoa antes e apos a
desidratacdo (até peso constante) e subsequente moagem, procedeu-se ao ensaio de peso seco.
Os resultados obtidos encontram-se registados na Tabela 3.3. O residuo humido continha um
teor elevado de agua registando em média 72,3 = 0,7 % (m/m) de teor de humidade e quando
desidratado a 52 °C até peso constante, verificou-se que o seu teor de humidade desceu para
um valor cerca de 15 vezes inferior.

Tabela 3.3. Teor de peso seco e de humidade em amostras de residuo de améndoa humido,
desidratado e desidratado moido.

Residuo Residuo Residuo

huamido desidratado desidratado moido
Peso seco (%, m/m) 27,7+0,7 95,2+0,0 95,7+0,0
Humidade (%, m/m) 72,3+0,7 4,840,0 4,340,0
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O objetivo de desidratar este coproduto da améndoa teve como finalidade o seu potencial
reaproveitamento para a produg¢do de um pé tipo “farinha” de améndoa, que posteriormente
pudesse ser usada na industria alimentar para diferentes aplicagdes, incluindo os setores de
panificacdo e pastelaria (pao, bolachas, bolos, queques, panquecas, etc.) (The uniplanet, 2017;
The rising spoon, 2013; Trading waste for abundance, 2015). Além de ser uma potencial
alternativa vegan, também ¢ isenta de glaten, pelo que poderia compor uma boa alternativa
para o desenvolvimento de alimentos destinados a doentes celiacos (Granato e Ellendersen,
2009). Por outro lado, este excedente ganharia um novo proposito, tornando-se sustentavel,
pois poderia ser reaproveitado por empresas produtoras de bebida de améndoa para fins
comerciais com valor acrescentado.

Tendo por base este interesse acrescido, foi feito um levantamento de dados
bibliograficos/regulamentados no sentido de determinar qual o teor de humidade mais
indicado para uma “farinha” de améndoa. Segundo a Portaria 254/2003 referente as farinhas
de trigo, centeio e milho publicada em Diario da Républica a 19 de Marco de 2003, o teor
maximo de humidade para estas farinhas ¢ de 14,5 % (m/m). Adicionalmente, de acordo com
os dados da tabela de composicdo de alimentos do Instituto Nacional de Satide Doutor
Ricardo Jorge (INSA, 2018) os teores de humidade listados para diversas farinhas disponiveis
no mercado variam entre os 10,7 e os 13,4 % (m/m), exceto no caso da farinha de alfarroba,
que contém 3,2 % (m/m) de humidade. Com base nestes dados considerou-se aceitavel
estabelecer como teor maximo 10 % (m/m) de humidade para uma “farinha” produzida a
partir deste residuo de améndoa. Assim, realizaram-se diversos ensaios de desidratacdo a uma
temperatura de 52 °C (temperatura mais proxima dos 50 °C permitida pelo desidratador
utilizado) com vista a estimar o tempo necessario para desidratar este residuo até um teor de
humidade de 10 % (m/m). Temperaturas entre 50 e 60 °C constituem temperaturas 6timas de
desidratacdo, j4 que garantem uma maior preservacdo das qualidades do produto original,
quer em termos nutricionais, quer em termos sensoriais (Correia et al, 2008). O estudo de
Correia et al. (2008) sobre a desidratagdo de castanha para produgdo de “farinha” aponta a
temperatura de 60 °C como a que providencia menor reducdo no teor de amido, enquanto que
temperaturas entre 50 e 60 °C correspondem a temperaturas Otimas enzimaticas. Para além
disso, temperaturas neste intervalo consumem menos energia, o que se reflete numa poupanca
monetaria. Assim, a uma temperatura de 52 °C, o tempo de desidratacdo até¢ 10 % (m/m) de
humidade (calculado por estimativa relativamente ao peso seco) de uma massa inicial de

residuo de améndoa de 153,82 g e de 81,10 g foi de aproximadamente 7 h e 30 min e 5h,
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respetivamente. Apos a desidratacdo do residuo de améndoa foi possivel notar um odor
caracteristico a améndoa torrada.

O odor caracteristico percecionado apos a desidratagdo pode dever-se compostos volateis
presentes na améndoa. Nomeadamente, 58 compostos volateis foram identificados em
améndoas cruas e torradas por outros investigadores: estes incluem 19 compostos aldeidos e
cetonas, 7 pirazinas, 22 alcoois e 10 compostos adicionais (Xiao et al, 2014). Um dos
principais constituintes das améndoas torradas foi identificado como 1- (metiltio) -2-propanol,
que nao foi encontrado em outros frutos secos torrados, incluindo o amendoim, as nozes, a

castanha de caju, os pistacios, ou as avelas (Xiao et al., 2014).

3.3. Caracterizacio quimica

No que diz respeito a caracterizacdo quimica (acidez titulavel, agucar total e proteina total) e
caracterizagdo bioldgica (atividade antioxidante e antidiabética) das trés amostras - bebida e
coprodutos de améndoa - optou-se por apresentar a média dos valores obtidos para os 6 lotes
dada a reduzida variabilidade observada entre os diferentes lotes.

No que respeita a acidez titulavel, que representa o teor de 4cidos orginicos livres presente
nos alimentos, registaram-se valores relativamente baixos (Figura 3.1a), que se correlacionam
com os valores de pH ligeiramente acidos listados anteriormente na Tabela 3.2 O residuo de
améndoa ¢ o coproduto que apresenta a maior acidez titulavel enquanto que a bebida e o soro
de améndoa apresentam valores menores de acidez tituldvel e semelhantes entre si (p>0,05).
A acidez titulavel da bebida e dos coprodutos de améndoa pode variar bastante consoante o
processo de produgdo que ¢ utilizado e os ingredientes que podem ou ndo ser incorporados
nas receitas, pelo que resultados diferentes podem ser obtidos entre estudos, com outros
derivados da améndoa. Por exemplo, Kundu et al. (2018) reportaram uma acidez titulavel de
0,390+0,003 % de acido lactico para a bebida de améndoa por eles produzida, um valor
ligeiramente superior ao obtido neste estudo.

Em termos de teor de acucares totais presentes na bebida e nos coprodutos de améndoa
analisados (Figura 3.1b), o residuo de améndoa foi a amostra com o maior teor de acucares
totais (186+41 mg/g amostra), valor esse que aumenta significativamente quando ¢
hidrolisado com Viscozyme L. A Viscozyme L ¢ um complexo multi-enzimatico que contém
uma ampla gama de carbohidrases, incluindo arabanase, celulase, beta-glucanase,
hemicelulase e xilanase capaz também de decompor substincias semelhantes a pectina
ramificada encontradas nas paredes celulares das plantas (Ebiosis, 2002). Assim, o residuo de

améndoa hidrolisado apresentou um teor de aclcares totais cerca de 68 % superior ao do
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residuo de améndoa ndo hidrolisado (p>0,05), uma vez que estes tornam-se mais disponiveis
apos hidrolise enzimatica. O maior teor de agucares totais registado para o residuo de
améndoa relativamente aos teores correspondentes da bebida e do soro também pode estar
relacionado com o facto de que durante o processo de produgdo da bebida de améndoa,
grande parte dos hidratos de carbono que constituem a améndoa fiquem retidos no residuo,
ndo conseguindo migrar para a bebida. A bebida de améndoa foi a amostra com o menor teor
de agticares totais (3,00x10 g/mL) e bastante inferior aos valores registados na literatura de
0,03 g/mL por Singhal et al. (2017) e de 4,58x10* g/mL por Vanga e Raghavan (2017). Por
isso, constata-se a existéncia de uma grande heterogeneidade no que diz respeito ao teor de
agucares totais presentes na bebida de améndoa. Ja no que diz respeito ao soro de améndoa,
este registou um teor de agucares totais cerca de 10 vezes superior ao da bebida de améndoa
(p<0,05), o que pode ser explicado pela adicdo de algum ingrediente contendo hidratos de
carbono durante a producao do queijo de améndoa tipo fresco — este € produzido a partir da

bebida de améndoa.
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Figura 3.1. Teor de acidez titulavel (a), acucares totais (b) e de proteinas totais (c) em amostras de
bebida, residuo e soro de améndoa e de residuo de améndoa hidrolisado com viscozyme L. Valores
com a mesma letra subscrita ndo demonstram diferenga significativa (p<0,05).

,

A proteina ¢ um nutriente de elevada importancia para o funcionamento dos organismos. E
reconhecida a fun¢do da proteina enquanto elemento estrutural das células, mas também no

contributo para a acdo de enzimas, hormonas e imunoglobulinas. No residuo de améndoa
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(Figura 3.1.c) registou-se o teor em proteina total mais elevado, seguido por ordem
decrescente do residuo de améndoa hidrolisado, da bebida de améndoa e do soro de améndoa.
Nao existem diferencas significativas entre o teor de proteina total da bebida e o do soro de
améndoa (p>0,05), os quais apresentaram valores cerca de 7 vezes inferior ao do residuo de
améndoa (p<0,05). O residuo de améndoa hidrolisado registou um teor de proteina total
inferior ao do residuo ndo hidrolisado, o que era esperado uma vez que o complexo multi-
enzima Viscozyme L ¢ constituido apenas por enzimas que hidrolisam hidratos de carbono,
nao exercendo nenhuma a¢ao hidrolitica sobre as proteinas. Sendo o residuo uma pasta
concentrada de améndoa triturada resultante da preparagdo da bebida de améndoa, é expetavel
um maior teor de proteina total neste coproduto.

Os lipidos sdo o principal nutriente energético presentes na améndoa e estes integram uma
gama alargada de 4cidos gordos, incluindo 4cidos gordos saturados, monoinsaturados e
polinsaturados, os quais se podem encontrar numa forma livre ou esterificada em triglicéridos.
Os teores de acidos gordos esterificados e livres da bebida de améndoa, do residuo e do soro
de améndoa encontram-se registados na Tabela 3.4.

Pelo somatorio dos dois grupos de acidos gordos, o residuo de améndoa foi a amostras que
apresentou o teor de acidos gordos totais mais elevado (529+27 pg/mg) (p<0,05), muito
superior ao da bebida (59+7 pg/mg) e ao do soro (8+£2 pg/mg) de améndoa (9 e 65x superior,
respetivamente), constituindo este Ultimo a amostra com menor teor de acidos gordos totais.
A bebida e o residuo de améndoa foram mais ricos em acidos gordos na forma esterificada,
enquanto o soro, pelo contrario, apresentou a maior fragao dos seus acidos gordos na forma
livre. De entre os acidos gordos presentes em maior concentracdo na bebida de améndoa,
destacaram-se os acidos gordos com 16 ou 18 carbonos, designadamente, o 4cido palmitico
(C16:0), o 4cido palmitoleico (C16:1 ¢9), e os acidos da série C18 — os acidos estearico
(C18:0), oleico (C18:1 ¢9), o C18:1 ¢15 e linoleico (C18:2 ¢9c12), perfazendo estes seis
acidos gordos mais do que 92 % do teor total de acidos gordos. No residuo de améndoa, para
além dos acidos gordos presentes na bebida de améndoa, destacam-se ainda o acido C17:1
cl6, o acido araquidico (C:20) e o acido vacénico (C18:1 c11), perfazendo 97 % do teor total
de 4cidos gordos. O perfil de acidos gordos totais no soro de améndoa ¢ semelhante aos perfis
das outras matrizes, acrescido do acido laurico (C12:0) um dos acidos gordos maioritarios

nesta matriz que representa cerca de 9 % do teor total de acidos gordos.
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Tabela 3.4. Teor de acidos gordos esterificados e de acidos gordos livres em amostras de bebida,
residuo e soro de améndoa. Para cada amostra (bebida, residuo e soro) valores com a mesma letra

subscrita ndo demonstram diferenca significativa (p>0,05); na: ndo aplicavel

Acidos gordos esterificados (ng/mg)

Acidos gordos livres (ug/mg)

Bebida Residuo Soro Bebida Residuo Soro

C4:0 0,07+0,01 0,036+0,005  0,036+0,004 na na na
C5:0 na na na 0,007£0,001  0,006+£0,000  0,014+0,002
C6:0 0,07+0,01 0,040+0,002  0,038+0,007  0,012+0,001  0,012+0,001  0,01840,003
C7:0 na na na 0,013+0,001 0,011+0,000  0,022+0,002
C8:0 0,08+0,02 0,046+0,005  0,035+£0,005  0,003+0,000  0,003+0,001 0,02+0,01
C9:0 (DMF) na na na 1,1£0,12 2,8+0,2° 3,5+0,89°
C10:0 na 0,017+0,009 na na na na
C11:0 (FFA) na na na 0,295+0,006*  0,317+0,003%>  0,342+0,002¢
C12:0 na 0,10+0,08 0,66+0,04 0,001+£0,001  0,008+0,005 0,06+0,06
C13:0 0,56+0,01? 0,609+0,005°>  0,646+0,004¢ 0,012+0,003  0,042+0,001  0,023+0,000
C14:0 0,02+0,01 0,17+0,02 0,1£0,1 0,001+0,000  0,014+0,001 0,02+0,02
Cl14:1 na 0,019+0,008 na na 0,002+0,000 na
C15:0 na 0,054+0,003 na na 0,005+0,000 na
C16:0 isso na 0,027+0,003 na na na na
C15:1 na 0,027+0,007 na na 0,002+0,000 na
C12:0 30H 0,05+0,01 0,033+0,003  0,022+0,001 na na na
C16:0 3,6+0,5% 3320 0,11£0,06°¢ 0,12+0,04* 2,6+0,2° 0,07+0,022
C16:1 ¢7 0,018+0,001 0,13+0,02 na na 0,011+0,001 na
C16:1 ¢9 0,32+0,06* 2,9+0,3° 0,010+0,002¢  0,009+0,003 0,23+0,03 0,02+0,01
C17:0 isso 0,012+0,003 0,09+0,02 na na 0,009+0,001 na
C17:0 aiso na 0,011+0,001 na na na na
C17:0 na 0,27+0,02 na 0,001+£0,000  0,022+0,001 na
C17:1 c16 0,051+£0,005  0,431+0,009 na 0,001+0,000  0,033+0,002 na
C18:0 isso 0,018+0,003  0,016%0,007 na na na na
C18:0 1,240,3? 12+1° 0,04+0,02¢ 0,04+0,01? 1,0+0,1° 0,021£0,002?
C18:1 14 0,07+0,03 0,011+£0,001  0,005+0,000 na na na
C18:1 1619 0,04+0,01 0,05£0,01 na 0,002+0,001  0,014+0,001 na
C18:1 10 0,031+0,003 0,16+0,02 na 0,002+0,001  0,007+0,001 na
C18:1 ¢9 36432 336+15° 0,48+0,09¢ 1,1£0,32 26+1° 0,3+0,1°¢
C18:1 115 0,66=0,07 0,029+0,007  0,013+0,000 na na na
C18:1 c11 0,26+0,06 0,13£0,01 0,017+0,006  0,020+0,006* 0,48+0,02° 0,015+0,009*
C18:1 c12 na na na 0,013+0,003  0,010+0,001  0,003%0,000
C18:1 c13 0,024+0,004  0,013+0,001 na na 0,006+0,001 na
C18:2 t9t12 0,018+0,005 0,11+0,02 na na 0,018+0,002 na
C18:2 9112 na 0,015+0,001 na na 0,005+0,001 na
C18:2 c9c12 11+£22 97+6° 0,13+0,02°¢ 0,4+0,12 7,6+0,5° 0,05+0,03¢
C18:2 9c15 0,044+0,004  0,058+0,003 na na 0,006+0,001 na
C18:3 ¢6¢9c13 na 0,018+0,001 na na 0,005+0,000 na
C18:3 9c12cl15 0,022+0,003  0,156+0,006 na 0,010+0,001 0,01340,001 0,002+0,001
C20:0 0,222+0,040? 0,45+0,04° na na 0,038+0,004 na
C18:2 9711 na 0,047+0,006 na na na na
C20:1 ¢7 0,013+0,004  0,107+0,008 na na 0,009+0,001 na
C20:1 ¢9 0,033+0,006 0,30+0,01 na na 0,032+0,007 na
C20:1 c11 0,060+0,005 0,07+0,02 na 0,003+0,000 na na
C21:0 na 0,031+0,005 na na na na
C22:0 0,014+0,002 0,10+0,02 na na 0,014+0,005 na
EPA 20:5 (n-3) na 0,15+0,02 na na 0,07+0,01 na
C21:5 (n-3) na 0,14+0,02 na na 0,067+0,008 na
C23:0 1,0+0,2?2 0,7340,03° 0,70+0,05° 0,31+0,03? 0,354+0,008° 0,59+0,05°¢
C20:2 c13cl6 na 0,17+0,03 na na 0,09+0,02 na
C20:1 (n-iso) na 0,20+0,03 na na na na
C20:2 (n-iso) na na na na 0,09+0,02 na
C24:0 0,016+0,003  0,050+0,005 na na 0,004+0,001 na
C22:6 (DHA) (n-3) na 0,023+0,002 na na na na

Total (ug/mg) 56+6* 487+25P 3,1+0,4¢ 3,4+0,6* 42420 5+1*
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Tal como foi descrito na secgdo 1.6.1. as améndoas apresentam um teor de acidos gordos
insaturados (mono- e poliinsaturados) muito superior ao de acidos gordos saturados, sendo
esta caracteristica considerada benéfica para a satde, por a améndoa ser considerada um
alimento de baixo indice glicémico (Kamil e Chen, 2012). O mesmo cenario ¢ observado na
bebida de améndoa, em que o teor de teor de acidos gordos insaturados (85 % do teor total de
acidos gordos) ¢ superior ao teor de acidos gordos saturados (25 % do teor total de acidos
gordos), bem como no residuo de améndoa em que 89 % do teor total de acidos gordos
corresponde a acidos gordos insaturados. No soro de améndoa verifica-se o oposto, i.e. o teor
de acidos gordos saturados (87 % do teor total de acidos gordos) é superior ao teor de acidos
gordos insaturados (13 % do teor total de 4cidos gordos).

A presenca dos acidos gordos - palmitico, palmitoléico, estedrico, oleico e linoleico na bebida
de améndoa e nos coprodutos ¢ prevista, ja que estes acidos gordos fazem parte da
composi¢do do miolo da améndoa, em particular os acidos oleico (63-78 % do teor total de
6leo) e linoleico (12-27 % do teor total de 6leo) (Kodad e Socias, 2008). O 4cido linoleico
(4cido gordo precursor dos 4cidos gordos 6mega-6 bioativos) promove a redugado significativa
das concentracdes de colesterol total e LDL quando ¢ fornecido na dieta em substituicao de
acidos gordos saturados (Wahrburg, 2004). O 4cido oleico ¢ um acido gordo monoinsaturado
ndo essencial que foi recentemente descrito como um regulador da funcdo imune (Sales-
Campus et al., 2013). A presenca de um elevado teor deste acido gordo na dieta demonstrou
levar a uma redug¢do nos niveis de colesterol, no risco de aterogénese, na resposta do
hospedeiro face a transplante, na pressdao arterial e na ingestdo didria de farmacos anti-
hipertensivos. Além disso, demonstrou induzir efeitos benéficos anti-inflamatorios sobre
doencas autoimunes, um efeito protetor sobre o cancro de mama e a melhoria da fungdo do
sistema imunoldgico (Sales-Campus ef al., 2013).

Em menores quantidades, estd presente apenas no residuo de améndoa o 4&cido
eicosapentaendico (EPA), e na bebida e nos coprodutos, o acido a-linolénico (ALA), que sdo
acidos gordos pertencentes a familia 6mega-3 que desempenham multiplos beneficios para a
saide (Swanson et al., 2012). Um dos beneficios do 6mega-3 diz respeito a prevengdo de
doencas cardiovasculares, ja que varios estudos feitos sugerem que este diminui o risco de
arritmias, trombose, diminui os niveis de triglicerideos e lipoproteinas remanescentes, diminui
a taxa de desenvolvimento de placa aterosclerdtica, melhora a fun¢do endotelial, reduz
respostas inflamatorias e contribui levemente para a diminui¢ao da pressdo sanguinea (Kris-

Etherton ef al., 2003).
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Em suma, a natureza dos acidos gordos encontrados na bebida e nos coprodutos da améndoa,
fundamentalmente na bebida e no residuo de améndoa, representam inimeros beneficios para

a saude como comprova a literatura.

3.4. Caracterizacao biolégica

3.4.1. Atividade antioxidante
Segundo a literatura, as améndoas, bem como as suas cascas possuem propriedades
antioxidantes atribuidas a uma variedade de flavonoides, incluindo catequinas, flavonois e
flavononas (Blomhoff ef al., 2006). A capacidade antioxidante da bebida da améndoa, bem
como do soro e do residuo de améndoa foi, entdo, analisada por dois métodos diferentes. Os
resultados da capacidade de captura do radical ABTS " e da capacidade de captura do radical

DPPH da bebida e dos coprodutos encontram-se representados na Figura 3.2.
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Figura 3.2. Concentracdo equivalente de compostos fendlicos (=) e percentagem de inibi¢do (e)
relativas a captura do radical do radical ABTS ** (a) e a captura do radical DPPH (b) nas diferentes
amostras de bebida, residuo e soro de améndoa e residuo de améndoa hidrolisado. Para cada amostra,
valores com a mesma letra subscrita ndo demonstram diferenca significativa (p<0,05).

A capacidade de captura do radical ABTS'™ é muito superior no residuo de améndoa
hidrolisado (p>0,05) por comparagdo com a bebida, o soro e o residuo de améndoa per si
(inibicdo percentual cerca de 5 vezes superior na bebida e no soro e 21 vezes superior no
residuo de améndoa per si) (Figura 3.2a). A diferenca entre o residuo de améndoa hidrolisado
e nao hidrolisado ¢ enorme, verificando-se uma percentagem de inibicao 21 vezes superior no
residuo hidrolisado. Rosset et al. (2012) referem que o tofu tratado com Viscozyme® L
apresenta um aumento no conteudo de glucose e galactose relativamente ao controlo (tofu ndo
tratado com viscozyme), um maior teor de compostos fenolicos totais e uma maior capacidade
antioxidante, nomeadamente no que toca a captura dos radicais ABTS™" ¢ DPPH. No entanto,

neste estudo, a agdo da Viscozyme® L parece ter tido muito pouca influéncia na captura do
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radical DPPH, ja que os valores obtidos para o residuo de améndoa hidrolisado e nao
hidrolisado nao diferem muito entre si (p>0,05) (Figura 3.2b).

O soro de améndoa mostra ter uma capacidade de captura do radical DPPH 3 vezes superior a
bebida e ao residuo (hidrolisado e nao hidrolisado). J4 no que diz respeito a captura do radical
ABTS™, a bebida e o soro apresentam valores de inibigdo (%) iguais (14%) (p<0,05).

A capacidade de captura do radical ABTS™" do residuo de améndoa hidrolisado (63 % de
inibi¢do) € equiparavel a capacidade de captura do radical ABTS™" de extratos aquosos de
diferentes variedades de morango (50-90 % de inibicdo) (Cheplick et al, 2009) - fruto
reconhecido como sendo rico em antioxidantes-, pelo que se pode considerar que este possui a
atividade antioxidante significativa. J4 o soro destaca-se dos restantes ingredientes derivados
da améndoa pela sua capacidade de captura do radical DPPH (25 % de inibi¢d@o), no entanto
quando comparada com a capacidade de captura do radical DPPH de extratos aquosos de
diferentes variedades de morango (85-42 % de inibi¢do) (Cheplick et al., 2009) esse valor

parece nao ser significativo.

3.4.2. Atividade antidiabética
Com o objetivo de se avaliar o potencial inibidor da enzima a-glucosidase na bebida e nos
coprodutos da améndoa procedeu-se a determinacdo da atividade antidiabética nestas trés
amostras comparando os valores obtidos com os de um controlo positivo (acarbose, utilizado
como farmaco para reduzir os niveis de glucose no sangue). A atividade inibidora da a-
glucosidase oscilou entre cerca de 10-30% para todas as amostras derivadas da améndoa

(Figura 3.3) em comparagdo com a da acarbose que variou entre 88 e 95 % de inibigao.
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Figura 3.3. Percentagem de inibi¢ao da a-glucosidase determinada em amostras de bebida, residuo e
soro de améndoa e de residuo de améndoa hidrolisado com viscozyme L. Valores com a mesma letra
subscrita ndo demonstram diferenca significativa (p<0,05).

Das trés amostras em andlise, a bebida de améndoa apresentou a taxa de inibi¢ao mais elevada
seguida dos coprodutos soro e residuo de améndoa com percentagens de inibigao semelhantes

entre si (p>0,05). Quando hidrolisado o residuo de améndoa duplicou a sua percentagem de
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inibicdo da enzima a-glucosidase, observacao que indica que a hidrolise enzimatica com
Viscozyme L potenciou um aumento da atividade antidiabética do residuo, possivelmente
pela libertacdo de algum composto com atividade inibidora sobre a enzima a-glucosidase.
Esta hidrolisa o amido e dissacarideos em glucose, promovendo uma maior concentragao
desta no sangue. Com a inibi¢do desta enzima, além de reduzir a hiperglicemia, aumenta o
tempo de digestdo, incrementa a saciedade e desta forma diminui a necessidade de novas

refeigcdes.

3.4.3. Atividade prebiotica
Para a avaliagdo da atividade prebiodtica da bebida de améndoa e dos coprodutos, foi realizada
inicialmente a avaliagdo em microplaca, passando-se a posteriori, para a avaliacdo em
macroplaca. Quer numa avaliacdo quer noutra, foram utilizadas a bebida de améndoa, o soro
de améndoa e o residuo de améndoa hidrolisado do lote 4 € o residuo de améndoa do lote 2,
por razdes relacionadas com a disponibilidade e quantidade de amostra disponivel no

momento das analises.

Crescimento em microplaca — determinacio da densidade otica

Numa primeira etapa foi realizado um screening para avaliar quais as amostras com maior
potencial prebidtico recorrendo a leitura das absorvincias, em microplaca, das amostras
inoculadas com B. animalis subsp. lactis BB-12. As curvas de crescimento determinadas em
MRS suplementado com residuo de améndoa [2 ¢ 4 % (m/v)], com residuo de améndoa
hidrolisado [2 % (m/v)], com bebida de améndoa e com mistura de bebida com soro (1:1) ao
fim de 24h de incubagdio a 37°C podem ser observadas na Figura 3.4. E de notar que a
pasteurizagdo efetuada aos coprodutos e a bebida e soro foi eficaz na eliminagdo de
microrganismos mesofilos e psicrofilos, j4 que ndo se observaram unidades formadoras de
colodnias acima do limite de dete¢do apds pasteurizagao.

Da analise das curvas de crescimento ao longo do tempo podemos antever um maior potencial
prebidtico para o soro (Figura 3.4a) e para o residuo de améndoa hidrolisado (Figura 3.4b) em
comparagdo com a bebida de améndoa ou com o residuo de améndoa a 2 ou 4 % (m/v), uma
vez que foram aqueles os dois coprodutos derivados da améndoa que permitiram um
crescimento progressivo (uma variagdo de cerca de 0,6 unidades DO) semelhante ao registado
com os controlos positivos glucose e FOS (Figura 3.4 aeb).

No caso das restantes matrizes: a bebida de améndoa, a mistura de bebida e soro (Figura

3.4a), e os residuos (a 2 e 4 % (m/v)) (Figura 3.4b) a absorvancia manteve-se relativamente
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constante ao longo do tempo de incubag¢do denotando auséncia de crescimento o que podera
indicar que estes componentes ndo apresentam atividade prebidtica associada. Tendo em
conta estes valores menos esperados, avaliou-se de seguida a atividade prebidtica dos

diferentes componentes da améndoa em macroplaca.
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Figura 3.4. Curvas de crescimento de B. animalis subsp. lactis BB-12 (DO a 660 nm) em diferentes
matrizes e respetivos controlos ao longo de 24 h de incubagdo a 37 °C: a) bebida de améndoa (-e-),
soro de améndoa (-m-), e mistura do soro com a bebida (1:1) (- A-) e respetivos controlos de MRS com
glucose (-0-), FOS (-0-) e sem adicdo de fonte carbono (-A-); b) MRS com residuo de améndoa a 2%
(-e-) € 4 %(-m-) (m/v) ou com residuo hidrolisado com Viscozyme® L a 2 % (- A-) (m/v) e respetivos
controlos de MRS com glucose (-0-), FOS (-0-) e sem adigdo de fonte de carbono (-A-).

Determinacio do numero de células viaveis e pH

A evolu¢do do numero de células vidveis de B. animalis subsp. lactis BB-12 e respetiva
variacao de pH ao longo de 48h de incubacao a 37 °C podem ser observados na Figura 3.5.

Na Figura 3.5a podemos constatar que o soro de améndoa promoveu um crescimento
exponencial mais acelerado de B. animalis subsp. lactis BB-12, tendo esta alcangado um
maximo de 8,86 log UFCs/mL (incremento de 3 ciclos log) as 10 h de incubagdo, superando o
valor méximo de 8,21 log UFCs/mL obtido com glucose (controlo positivo), registado as
somente as 24h. A maior velocidade de crescimento registada pode indicar uma preferéncia
de B. animalis subsp. lactis BB-12 pela fonte de carbono presente no soro, acoplado a uma
eventual maior riqueza de compostos azotados bifidogénicos. Tal crescimento repercutiu-se,
também, numa diminui¢do acentuada do pH ao fim das 48h (Figura 3.5b). Estes resultados
corroboram e confirmam os resultados obtidos no ensaio anterior de screening demonstrando
o potencial prebidtico do soro de améndoa. Contrariamente aos resultados obtidos no
screening em microplaca, a bebida e a mistura da bebida com o soro, também revelaram uma
influéncia positiva na promoc¢ao do crescimento de B. animalis subsp. lactis BB-12

(incremento de 3 ciclos log até 24 horas de incubacdo — Figura 3.5a) semelhante ao registado

51



com glucose e FOS (controlos positivos). Conforme esperado, este crescimento exponencial

foi acompanhado por uma diminui¢ao do valor de pH (Figura 3.5b).
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Figura 3.5. Evolugdo do nimero de células viaveis de B. animalis subsp. lactis BB-12 (a; ¢) e de
valores de pH (b; d) em diferentes matrizes e respetivos controlos ao longo de 48 h de incubagéo a 37
°C: a) numero de células viaveis em bebida de améndoa (-e-), soro de améndoa (-m-), € na mistura do
soro com a bebida de améndoa (1:1) (- A-) e nos respetivos controlos de MRS com glucose (-0-), FOS
(-0-) e sem adigdo de fonte carbono (-A-); b) valores de pH nas mesmas amostras definidas em a; c)
numero de células viaveis em MRS com residuo de améndoa a 2% (-e-) e 4 %(-m-) (m/v) ou com
residuo hidrolisado com Viscozyme® L a 2 % (- A-) (m/v) e respetivos controlos de MRS com glucose
(-o0-), FOS (-0-) e sem adigdo de fonte de carbono (-A-); d) valores de pH nas mesmas amostras
definidas em c.

O impacto do residuo de améndoa, quer em termos de concentragdo quer em termos de
natureza (hidrolisado vs nao hidrolisado) no crescimento de B. animalis subsp. lactis BB-12
esta registado na Figura 3.5c. E possivel notar um efeito positivo da hidrélise prévia do
residuo de améndoa uma vez que permitiu uma maior taxa de crescimento além de alcancar
um maior namero de células viaveis (cerca de 0,7 ciclo log) em comparagao com o residuo de
améndoa a 2 % (m/v); esta diferenca de comportamento pode ser justificada pela maior
disponibilidade da fonte de carbono. A concentragdo do residuo também teve impacto no
crescimento de B. animalis subsp. lactis BB-12, uma vez que o residuo de améndoa a 4 %

(m/v) registou um crescimento cerca de um ciclo log superior (atingiu o valor mais elevado de
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8,91 log UFCs/mL) do que o residuo de améndoa a 2 % (m/v). De facto, o residuo de
améndoa a 4 % (m/v) e o residuo de améndoa hidrolisado a 2 % (m/v) permitiram ao B.
animalis subsp. lactis BB-12 atingir valores maximos de células viaveis semelhantes.
Curiosamente, apesar deste crescimento acentuado, o valor de pH correspondente ndo desceu
tanto como nos controlos positivos (MRS com glucose ou com FOS; Figura 3.5d), o que pode
indicar algum efeito tampao por parte destes coprodutos. No seu conjunto, estes resultados
sugerem que tanto o residuo de améndoa hidrolisado como o residuo de améndoa a 4 % (m/v)
apresentam atividade prebiotica.

Com base nos resultados obtidos, todos as matrizes de améndoa testadas evidenciam atividade
prébiotica, porém sdo, o soro de améndoa, o residuo de améndoa na concentragdo de 4 %
(m/v) e o residuo de améndoa hidrolisado na concentracdo de 2 % (m/v), aqueles que
revelaram ser melhores fontes alternativas de carbono para crescimento de B. animalis subsp.
lactis BB-12. Esta melhor atividade prebiotica pode estar relacionada com o facto destes
coprodutos possuirem maior quantidade de acucares totais do que a bebida, além de
possuirem maior componente azotada e maior teor de fibra soltivel conforme reportado na
literatura no caso do residuo (ver secgao 3.3).

As améndoas possuem compostos que apresentam potencial prebiotico. Os pesquisadores Liu
et al. (2014) estudaram os efeitos prebioticos da ingestdo de améndoas durante 8 semanas em
pessoas saudaveis. Neste estudo, os individuos que consumiram uma dose diaria de 56 g de
améndoas sem pele, mostraram um aumento significativo de Bifidobacterium spp. (de 9,75
para 10,47 log UFC/g) em amostras de fezes, entre o inicio e o final das 8 semanas. No
entanto o grupo controlo suplementado com FOS atingiu um méaximo de 11,04 log UFC/g as
3 semanas, o que supera o valor maximo obtido pelo grupo das améndoas sem pele (10,47 log
UFC/g). Comparando com os resultados obtidos com soro de améndoa, residuo de améndoa
[4 % (m/v)] e residuo de améndoa hidrolisado [(2 % (m/v)] com os valores obtidos no estudo
de Liu et al. (2014), estes revelam-se inferiores (8,7-8,9 log UFC/g), no entanto permitiram

maiores taxas de crescimento (entre 2 a 3 ciclos log).

3.5. Producao de bebidas fermentadas
Numa segunda parte deste estudo pretendia-se estudar a viabilidade de desenvolver novos
alimentos e/ou bebidas utilizando as amostras de bebida de améndoa e os coprodutos
selecionados. Assim, avaliou-se, em dois ensaios independentes (Ensaio 1 e 2), a producgao de
duas bebidas fermentadas simbidticas, tendo como base apenas o soro de améndoa (BFS) ou

em mistura (1:1) com a bebida de améndoa (BFM), conforme ilustradas pela Figura 3.6. A
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BSF tem um aspeto muito semelhante ao soro de améndoa, matéria-prima que lhe deu origem,
enquanto que a BMF tem um aspeto semelhante a bebida de améndoa, notando-se-lhes um

odor a améndoa mais intenso do que nas matérias-primas.

"’

Figura 3.6. Bebidas fermentadas com B. animalis subsp. lactis BB12: (a) bebida de soro de améndoa
fermentada (BSF) e (b) bebida de mistura soro e bebida de améndoa fermentada (1:1) (BMF).

3.5.1. Estabilidade microbiana e pH

Ensaio 1. A evoluciao do nimero de células viaveis de B. animalis subsp. lactis BB-12 e de S.
thermophilus, bem como a variagdo de pH durante a fermentagdo e durante o periodo de
armazenamento no frio encontram-se registados na Figura 3.7. Quer a bebida de soro de
améndoa ndo fermentada (BSNF), quer a bebida de mistura ndo fermentada (BMNF) ndo
apresentaram contaminagdes ao longo de todo o periodo de analise, pelo que comprovam a
eficacia do tratamento térmico efetuado as bebidas (90°C durante 10 min).

Neste primeiro ensaio, registou-se uma diferenca no tempo necessario para o B. animalis
subsp. lactis BB12 fermentar as matrizes até ao valor de pH préximo de 4,5 estabelecido
previamente: na BSF registou-se um valor de pH de 4,5 apos 3,5h de fermentacao, enquanto
na BMF foi necessario mais uma hora para se atingir o mesmo valor de pH (Figura 3.7b). O
numero de células viaveis de S. thermophilus evoluiu positivamente tendo aumentado em
cerca de dois ciclos log para 7,5 e 7,9 log UFC’s/mL ao fim de 3,5 e 4,5h, na BSF e na BMF,
respetivamente (Figura 3.7a). O B. animalis subsp. lactis BB12 também apresentou uma
evolugdo positiva do nimero de células viaveis ao longo do tempo de fermentacdo, porém
alcangaram numeros cem vezes inferiores aos de S. thermophilus (5,8-6 log UFC/mL)
consequéncia do baixo indculo inicial. Tendo em conta que se pretende uma bebida
simbiodtica o nimero de células viaveis de B. animalis subsp. lactis BB12 estd abaixo do
limite minimo desejavel para que um efeito probidticos possa ser garantido (7 log UFC’s/mL)
(Gomes et al., 2017).

Ao longo do tempo de armazenamento, o niimero de células viaveis de S. thermophilus
manteve-se praticamente estavel nas duas bebidas fermentadas, até aos 14 dias, altura a partir
da qual entrou em declinio abrupto tendo decrescido cerca de dois ciclos log (Fig. 3.7¢). Ja no

caso de B. animalis subsp. lactis BB-12, o nimero de células vidveis manteve-se praticamente
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constante na BSF ao longo dos 21 dias de armazenamento, enquanto que na BMF registou um
aumento inesperado no nimero de células viaveis de cerca de 1,5 ciclos log entre os 0 € os 7
dias de armazenamento, momento a partir do qual estabilizou até aos 21 dias. No que diz
respeito ao pH, este manteve-se razoavelmente constante ao longo de todo o periodo de

armazenamento nas duas bebidas fermentadas, tendo variado entre 4,4 ¢ 4,5 (Fig. 3.7d).
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Figura 3.7. Evolug@o do numero de células viaveis de B. animalis subsp. lactis BB-12 (-A-;-A-) e S.
thermophilus (-e-;-0-) (a;c) e variagdo de pH (-M-;-0-) (b;d), na bebida de soro de améndoa
fermentada (BSF) (- A-;-e-;-M-) e na bebida de mistura fermentada (BMF) (-A-; -o-; -[0-) ao longo
do tempo de fermentacdo a 37 °C (a;b) e ao longo do tempo de armazenamento (0-21 dias) sob
condi¢des de refrigeracao (c;d).

Ensaio 2. Tendo em conta, a reduzida densidade no indculo de B. animalis subsp. lactis BB12
no primeiro ensaio, repetiu-se o planeamento experimental. Neste ensaio, ocorreu um
problema com a detecao de células viaveis de B. animalis subsp. lactis BB-12, tendo sé
detetada as 4h de fermentacdo no caso da BSF, e as 6h no caso da BMF (Figura 3.8a). Por
esta razdo, B. animalis subsp. lactis BB-12 alcanga valores bastante inferiores (100 vezes
inferiores) aos de S. thermophilus no final da fermentagdo, semelhante ao que ocorrera no
ensaio anterior.

O crescimento de S. thermophilus evoluiu de forma positiva apresentando um crescimento

exponencial entre 1 e 4 horas de fermentagdo, estabilizando depois o seu crescimento até as 6
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h para um valor semelhante ao registado anteriormente (7,5 log UFC’s/mL). Neste caso,
ambas as bebidas demoraram o mesmo tempo, a atingir um valor de pH préoximo de 4,5 (6 h).
Porém, o abaixamento do pH demorou mais tempo a ocorrer do que no Ensaio 1, justificado
provavelmente pelo problema ocorrido com o in6culo de BB-12 (Figura 3.8b). Ao longo do
periodo de armazenamento, as duas bebidas fermentadas apresentaram o mesmo
comportamento em relacdo ao pH, ja4 que houve uma ligeira diminui¢do do mesmo nos
primeiros 7 dias, estabilizando até ao final dos 21 dias, o que se mostra concordante com o
facto de B. amimalis subsp. lactis BB-12 ter-se desenvolvido nos primeiros 7 dias de
armazenamento, tal como alids havia ocorrido na BMF no ensaio anterior. S.thermophilus
manteve-se estavel até aos 14 dias, entrando depois em fase de declinio (Figura 3.8c¢).

E de realgar a surpreendente capacidade de recuperagio de B. animalis subsp. lactis BB-12,
que mesmo presente em baixa concentragdo no indculo inicial conseguiu atingir valores de
ordem de grandeza semelhantes aos conseguidos por S.thermophilus (107), j4 em periodo de

armazenamento no frio.
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Figura 3.8. Evolugao do nimero de células viaveis de B. animalis subsp. lactis BB-12 (-A-;-A-) e S.
thermophilus (-e-;-0-) (a;c) e variagdo de pH (-M-;-0-) (b;d), na bebida de soro de améndoa
fermentada (BSF) (- A-;-e-;-M-) ¢ na bebida de mistura fermentada (BMF) (-A-; -o-; -00-) ao longo
do tempo de fermentacdo a 37 °C (a;b) e ao longo do tempo de armazenamento (0-21 dias) sob
condi¢des de refrigeracdo (c;d).

Assim, apesar dos problemas ocorridos com a detecdo da B. animalis subsp. lactis BB-12, os

dois conjuntos de resultados obtidos através dois ensaios sao bastante reprodutiveis. Tendo
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em conta os dados do Ensaio 1, a acidificagdo ocorre de forma bastante rapida num periodo
minimo de entre 3,5 e 4,5h. Gragas as quantidades significativas de fibras e polifenois
presentes nas améndoas, estas formam certamente um substrato importante para a
fermentagdo microbiana no intestino e, portanto, podem facilitar a manutengao ou selecao de
uma composi¢cdo saudavel da microbiota. Assim, aparentemente o soro ¢ bebida de améndoa,
possuem os nutrientes necessarios ao desenvolvimento das duas bactérias (S. thermophilus e
B. animalis subsp. lactis BB-12), constituindo bons ingredientes para a produgdo de bebidas

vegan fermentadas.

3.5.2. Caracterizacido quimica

No que diz respeito a acidez titulavel (Figura 3.9a), é possivel constatar que a acidez titulavel
da BSF se mantém constante (p>0.05) ao longo dos 21 dias de armazenamento, enquanto que
no caso da BMF a acidez tituldvel aumenta cerca de 0,2 unidades ao longo dos 21 dias de
armazenamento. Este aumento na acidez titulavel pode ser justificado pelo crescimento de B.
animalis subsp. lactis BB-12 ocorrido nos primeiros 7 dias de armazenamento (Figura 3.8c¢).
Os valores de acidez titulavel das bebidas apos a fermentagdo sdo naturalmente superiores aos
valores de acidez titulavel encontrados nas matérias-primas (bebida de améndoa e soro de
améndoa) (Figura 3.1a), j& que a fermentacdo ¢ acompanhada pela formacgdo de 4cidos

organicos como por exemplo acido lactico e acético.
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Figura 3.9. Teor de acidez titulavel (a), agucares totais (b) e de proteina total (c) em bebida de soro de
améndoa fermentada (BSF) ¢ em bebida de mistura fermentada (BMF) apos 0 (M) ¢ 21 () dias de
armazenamento sob refrigeracdo decorrentes do ensaio 2. Valores com a mesma letra subscrita ndo
demonstram diferenga significativa no que ao tempo de armazenamento diz respeito (p>0,05).
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O teor de acucares totais presentes nas duas bebidas apds a fermentagdo encontra-se
representado na Figura 3.9b. E possivel concluir que, no final da fermentagdo, a BSF contém
cerca do dobro de agucares totais em relacdo a BMF. Possuindo o soro de améndoa um maior
teor de agucar total do que a bebida de améndoa (Figura 3.1b), ¢ de esperar que no inicio da
fermentagdo a BSF seja mais rica em acgucar total do que a BMF. Comparativamente aos
teores de acucares totais presentes nas matérias-primas ¢ possivel confirmar o consumo de
agucares por parte das bactérias intervenientes na fermentagao. Uma vez que o B. animalis
subsp. lactis BB-12 continuou a multiplicar-se durante os primeiros 7 dias de armazenamento
seria expectdvel uma diminui¢do no teor de agucares totais ao longo dos 21 dias de
armazenamento, o que de facto ocorreu como comprovam os resultados obtidos (Figura 3.8c¢).
No entanto, essa diminuicdo ndo se mostrou estatisticamente significativa (p>0,05).

No que diz respeito a concentracdo de proteina total presente nas bebidas fermentadas (Figura
3.9¢), observa-se que a fermentagdo potenciou em larga escala (9-17 vezes superior) o
aumento da concentragao deste nutriente face aos valores obtidos nas matérias-primas (Figura
3.1c). Este aumento hipoteticamente pode estar relacionado com a secrecdo de proteinas
produzidas pela(s) bactéria(s) intervenientes no processo fermentativo. Gilad ef al. (2011),
identificaram 74 proteinas secretadas por B. animalis subsp. lactis BB-12 pertencentes ao
proteoma extracelular presente no meio de cultura (MRS contendo 0,05% (m/v) de cisteina),
entre as quais algumas com fungdes que incluem ligagdo do plasminogénio, formacao de
fimbrias, adesdo ao colageno, ligacdo a mucina e células intestinais, bem como inducio de
resposta imunomoduladora do sistema imune do hospedeiro. Estas interagdes medeiam efeitos
probidticos que em alguns casos foram relatados como facilitados pela acdo de proteinas ou
peptideos exportados por (entre outros) bifidobactérias. Estas proteinas sdo secretadas para o
exterior da célula ou podem permanecer ligadas & membrana celular bacteriana. Este estudo,
da suporte aos resultados obtidos, ja que parece ter ocorrido a secre¢do de proteinas durante a
fermentagdo. Ao longo do tempo de armazenamento o teor de proteina total mantém-se
estavel na BMF (p>0,05) mas diminui significativamente (p<0,05) na BSF para valores trés

vezes inferiores.

3.5.3. Caracterizacao biologica
3.5.3.1.Atividade antioxidante
A atividade antioxidante relativa a captura do radical ABTS' encontrada nas bebidas
fermentadas (Figura 3.10a), quer no final da fermentacdo, quer aos 21 dias de armazenamento

no frio, ndo difere muito da encontrada nas matérias primas (Figura 3.2a), pelo que o processo
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de fermentacdo e de armazenamento no frio parecem nao ter tido qualquer influéncia nesta
propriedade. Em contrapartida, a capacidade antioxidante providenciada pela captura do
radical DPPH (Figura 3.10b), perdeu-se com o processo de fermentagdo, tendo ocorrido uma
diminuicdo da inibi¢do (%) (2-3 vezes inferior) relativamente ao registado para as matérias-
primas (Figura 3.2b). A capacidade de captura do radical DPPH manteve-se praticamente
estavel durante o armazenamento nas duas bebidas, enquanto que a capacidade de captura do

radical ABTS™" aumentou entre os 0 € os 21 dias de armazenamento (p<0,05).
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Figura 3.10. Concentragdo equivalente de compostos fenodlicos (=) e percentagem de inibicdo (e)
relativas a captura do radical do radical ABTS **(a) e a captura do radical DPPH (b) em bebida de soro
de améndoa fermentada (BSF) ¢ em bebida de mistura fermentada (BMF) apdos 0 e 21 dias de
armazenamento sob refrigeracdo decorrentes do ensaio 2. Para cada amostra, valores com a mesma
letra subscrita ndo demonstram diferenga significativa (p<0,05).

Existem diversos mecanismos subjacentes que podem afetar a atividade antioxidante durante
a fermentacdo, nomeadamente o tipo de microrganismos, meio de cultura, tempo e
temperatura de fermentagdo, pH, inibidores, estimuladores ou as condi¢des de atmosfera (Hur
et al., 2014). A fermentacdo de matrizes vegetais induz a quebra estrutural das paredes
celulares das plantas, podendo levar a liberagao ou sintese de varios compostos antioxidantes.
Durante a fermentacdo de bactérias do acido lactico, como é o caso das bactérias
intervenientes neste processo fermentativo, também ocorrem reagdes de hidrdlise
nomeadamente por parte de B-glucosidases, que promovem hidrélise de glicosideos fenolicos
e a liberacdo de agliconas livres, que podem ser responsaveis por elevados valores de
atividade antioxidante (Hur er al, 2014). Entre os efeitos benéficos dos probidticos, a
protecdo contra o stresse oxidativo tem sido relatada por varios autores (Naruszewicz et al.,
2002; Songisepp et al., 2005; Virtanen et al.,, 2007). Por estas razdes seria mais expectavel a
ocorréncia de um aumento da atividade antioxidante, no entanto tal nao se verificou, pelo que

seriam necessarios mais ensaios para entender melhor estes resultados.
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3.5.3.2.Atividade antidiabética

No que diz respeito a atividade antidiabética das bebidas fermentadas, existem diferencas
significativas (p<0,05) entre as duas bebidas no final da fermentacao, ja que a BSF possui
uma percentagem de inibi¢ao da enzima a-glucosidase 2 vezes superior (Figura 3.11).

Neste caso, em relacdo as matérias-primas, o processo fermentativo parece ter contribuido
para uma diminui¢do da atividade antidiabética apenas na BMF, ja que a BSF mantém um
valor de inibi¢do da enzima a-glucosidase semelhante ao encontrado na matéria-prima (soro
de améndoa) (Figura 3.3). Aos 21 dias de armazenamento, a atividade antidiabética detetada
atingiu valores de inibi¢do da enzima o-glucosidase muito baixos (4 e 2 vezes inferiores na
BSF e BMF, respetivamente) e semelhantes entre as duas bebidas. Esta perda de atividade
poderd estar relacionada com a diminui¢do de concentracdo de substrato. Uma vez que de
acordo com o meu conhecimento ndo existem trabalhos semelhantes na literatura, ndo €

possivel uma discussdo das tendéncias obtidas.
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Figura 3.11. Percentagem de inibi¢ao da a-glucosidase determinada em bebida de soro de améndoa
fermentada (BSF) ¢ em bebida de mistura fermentada (BMF) apds 0 (M) ¢ 21 (7)) dias de
armazenamento sob refrigeracdo decorrentes do ensaio 2. Valores com a mesma letra subscrita ndo
demonstram diferenga significativa (p<0,05).
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3.6. Producio de cremes de améndoa para barrar
O segundo alimento desenvolvido foi um creme de améndoa para barrar no qual foi
incorporado o residuo de améndoa. Na Figura 3.12 encontram-se representados os trés cremes
de améndoa para barrar que foram desenvolvidos, sendo o aspeto entre eles muito semelhante,
a excecdo do CNP (Figura 3.12a) que ndo foi pasteurizado, € que apresenta uma coloragao
mais marmore do que os outros dois cremes que foram pasteurizados (CP e CPP) (Figura
3.12b e ¢). O processo térmico parece ter alterado a coloracao dos cremes CP e CPP, tornando
a sua coloragdo mais branca. De notar que o residuo utilizado na produ¢do dos trés cremes

pertencia ao lote 4.
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Figura 3.12. Cremes de améndoa para barrar: a) Creme de barrar ndo pasteurizado (CNP), b) Creme
de barrar pasteurizado (CP) e, ¢) Creme de barrar pasteurizado probidtico com B. animalis subsp.
lactis BB-12 (CPP).

3.7. Estabilidade microbiana e pH
Os resultados relativos a estabilidade microbiana e a evolugdo do valor de pH ao longo de 14

dias de armazenamento sob refrigeracdo para os diferentes cremes podem ser analisados na
Tabela 3.5.
Tabela 3.5. Numero de células viaveis de diferentes microrganismos em cremes de barrar ndo

pasteurizado (CNP), pasteurizado (CP) e pasteurizado probiodtico (CPP), e respetivos valores de pH ao
longo de 14 dias de armazenamento sob refrigeragao.

Microrganismos

(log UFC/g) e pH Tempo (d) CNP Cp CPP

1] 4,38+0,002 4,69+0,022 4,59+0,01°
pH 7 4,41+0,00° 4,47+0,01° 4,54+0,00°
14 4,17+0,00° 4,41+0,00°¢ 4,31+0,00°¢
0 5,38+0,25?2 5,49+0,042 3,93+0,072
Bolores e leveduras 7 6,96+0,07° 7,66+0,03° 6,8440,11°
14 7,95+0,07¢ 7,7340,06° 7,49+0,07¢

0 3,542 <2,482 <2,482

Enterobactérias 7 3,5440,092 <2,48? <2,48%

14 <2,48 <2,48¢ <248
Bactérias do 4cido 0 5,49+0,072 5,53+0,042 4,04+0,082
lactico 7 6,84+0,10° 6,67+0,06° 7,1840,02°
14 7,89+0,11¢ 7,85+0,14¢ 7,49+0,01°¢
Meséfilos e 0 5,15+0,082 5,55+0,052 4,15+0,022
., . 7 6,98+0,06° 7,7340,07° 6,97+0,16°
psicréfilos totais 14 7924002 7.61:0,07°  7,57+0,06°
. . 0 NA NA 7,4140,07%
B. animalis subsp. 7 NA NA 73040 03

lactis BB-12 > >

14 NA NA 7,48+0,032

Nota: Para cada amostra, valores com a mesma letra subscrita ndo demonstram diferenga
estatisticamente significativa (p>0,05); NA: ndo aplicavel

A pasteurizagdo a uma temperatura de 90 °C durante 10 min ndo foi totalmente eficaz na
eliminagdo de leveduras, bactérias lacticas e mesofilos e psicrofilos totais presentes
originalmente na matéria-prima (ver Tabela 3.1). Uma solugdo passaria por aumentar o tempo
de pasteurizagdo. Nao se registou uma evolucdo no numero de células viaveis de
enterobactérias ao longo dos 14 dias de armazenamento nos cremes CP e CPP (Tabela 3.5).
Os valores apresentados para o grupo dos bolores e leveduras referem-se apenas a leveduras,

ja que nao foram detetados bolores. Os numeros de células viaveis dos restantes grupos de
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microrganismos analisados aumentaram gradualmente ao longo dos 14 dias de
armazenamento no frio; o nimero de células vidveis de B. animalis ssp. lactis BB-12
mantiveram-se estaveis ao longo do armazenamento e dentro da ordem de grandeza de 10’
UFC/g necessaria para promover um efeito probiotico.

Analisando a evolugdo do valor de pH (Tabela 3.5), é possivel constatar que houve uma
ligeira acidificagdo de cerca de 0,2 unidades nos trés cremes ao longo dos 14 dias de
armazenamento. O valor de pH inicial dos cremes CP e CPP ¢ semelhante (4,69 ¢ 4,59),
enquanto que o pH inicial do CNP ¢ ligeiramente mais acido (4,38) — estes valores de pH
mais acidos relativamente a matéria prima original devem-se a adi¢cdo de sumo de limao na
formulagdo e eventualmente a alguma atividade microbiana contaminante ou propositada
(CPP). A acidificacdo ocorrida ¢ acompanhada pelo desenvolvimento dos diferentes

microrganismos avaliados, que ndo foram eliminados pelo processo de pasteurizagao.

3.7.3. Caracterizacio quimica
Em termos de acidez titulavel, é possivel constatar, pela Figura 3.13, que esta aumentou ao
longo dos 14 dias em todos os cremes de améndoa para barrar o que ¢ expetavel, ja que o pH
também diminuiu de forma correspondente (Tabela 3.5); os valores de acidez titulavel aos 0
dias sdo significativamente diferentes (p<0,05) dos valores de acidez titulavel apos 14 dias de
armazenamento. O creme para barrar CNP € o que possui maior acidez no inicio € no fim do
periodo de armazenamento, o que ¢ concordante com os valores de pH ligeiramente mais
baixos verificados neste creme em igual periodo e com a carga microbiana lactica associada.
A acidificagdo ocorrida nos trés cremes de améndoa para barrar pode dever-se-a
possivelmente ao desenvolvimento dos varios microrganismos nomeadamente de bactérias
lacticas nos 3 cremes e de B. animalis ssp. lactis BB-12 no CPP ao longo dos 14 dias de

armazenamento no frio.
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Figura 3.13. Valores de acidez titulavel em creme de barrar ndo pasteurizado (CNP), creme de barrar
pasteurizado (CP) e em creme de barrar pasteurizado probiotico (CPP) apods 0 (m), 7 (=) e 14 dias de

armazenamento () sob refrigeracdo. Valores com a mesma letra subscrita ndo demonstram diferenca
significativa (p<0,05).
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No que respeita ao teor de agucares totais e de proteinas totais (Figura 3.14), estes nao
diferiram significativamente entre os trés cremes apos produgdo (p>0,05), pelo que nao se
verificou qualquer influéncia da pasteurizacao ou da inoculagdo com B. animalis ssp. lactis
BB-12 no teor desses nutrientes.

O teor de agucares totais dos cremes variou entre 45,6 ¢ 58,2 mg/g, sendo esse teor 3 a 4
vezes inferior ao encontrado no residuo de améndoa (Figura 3.1b), o principal ingrediente dos
cremes para barrar. Também no que diz respeito ao teor de proteina total, este varia entre
109,2 e 116,3 mg/g nos cremes para barrar, o que ¢ cerca de 3 vezes inferior ao encontrado no
residuo de améndoa (Figura 3.1c). Estes resultados devem-se certamente a influéncia dos
outros ingredientes usados para na producao dos cremes, que exercem influéncia sobre o teor

destes nutrientes
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Figura 3.14. Teor de agucares totais (a) e de proteinas totais (b) em cremes de barrar ndo pasteurizado
(CNP), pasteurizado (CP) e pasteurizado probiotico (CPP) apos a sua producdo. Valores com a mesma
letra subscrita ndo demonstram diferencga significativa (p<0,05).

No que diz respeito ao seu conteudo em acidos gordos totais (Tabela 3.6), o creme CP apos
producao possui um perfil qualitativo e quantitativo semelhante ao da matéria-prima residuo
(Tabela 3.4). No entanto, este creme possui maior concentracdo de outros acidos gordos,
nomeadamente, o acido caprdico (C6:0), acido caprilico (C8:0), o acido caprico (C10:0), o
acido laurico, o 4cido miristico (C14:0) e o C18:1 ¢15. Também a propor¢ao de acidos gordos
esterificados € muito superior a de 4cidos gordos livres, a semelhanga do registado no residuo.
A presenca abundante destes outros acidos gordos no creme CP, deve-se a um dos
ingredientes utilizado na preparacdo dos cremes, nomeadamente o 6leo de coco, que ¢
maioritariamente constituido pelos acidos laurico (47,7 % de 4cidos gordos totais) e miristico
(19,9 % de acidos gordos totais) (Orsavova et al., 2015), aparecendo em quantidades muito

reduzidas também no residuo da améndoa.
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Tabela 3.6. Teor de acidos gordos esterificados e ndo esterificados em amostras de creme de barrar
pasteurizado (CP); na: ndo aplicavel.

Acidos gordos Esterificados (ng/mg) Livres (ug/mg)
C4:0 0,033+0,001 na
C5:0 na 0,013+0,001
C6:0 1,76+0,01 0,016+0,002
C7:0 na 0,021+0,002
C8:0 2440,3 2,00+0,08

C9:0/DMF na 3,44+0,3
C10:0 19,69+0,3 1,394+0,07
C11:0 FFA na 0,342+0,000
C12:0 151+2 0,342+0,000
C13:0 0,646+0,000 10,1£0,5
C14:0 56,4+0,9 0,040+0,001
C14:1 0,007+0,001 3,8+0,2
C15:0 0,042+0,001 0,003+0,000
C16:0 iso 0,024+0,001 na
C15:1 0,004+0,000 0,002+0,000
C12:0 30H 0,021+0,001 na
C16:0 36+0,5 2,7340,05
C16:1 ¢7 0,041+0,002 0,004+0,000
C16:1 ¢9 0,942+0,004 0,083+0,003
C17:0 iso 0,029+0,001 0,004+0,000
C17:0 aiso 0,004+0,000 na
C17:0 0,113+0,003 0,012+0,001
C17:1 c10 0,152+0,001 na
C17:1 c16 na 0,014+0,001
C18:0 13,4+0,2 1,01£0,02
C18:1 414 0,005+0,001 na
C18:1 7619 0,078+0,004 0,016+0,001
C18:1 110 0,038+0,000 0,008+0,001
C18:1 ¢9 13+1 12,0+0,4
C18:1 15 2,20+0,03 na
C18:1 c11 0,036+0,001 0,209+0,007
C18:1 c12 na 0,006+0,001
C18:1 c13 0,004-+0,000 0,005+0,001
C18:2 9112 0,047+0,003 0,011+0,001
C18:2 9712 0,010+0,001 0,002+0,000
C18:2 ¢9c12 34,6+0,2 3,1+0,1
C18:2 9¢15 0,028+0,001 0,006+0,001
C18:3 c6c9c13 0,009+0,000 0,002+0,000
C18:3 9cl12c15 0,072+0,003 0,009+0,001
C20:0 0,39+0,02 0,033£0,002
C18:2 911 0,013+0,000 0,006+0,000
C20:1 ¢7 0,051+0,005 0,020+0,000
C20:1 &9 0,202+0,004 na
C20:1 cl11 0,011+0,001 na
C21:0 0,009+0,001 na
C22:0 0,062+0,002 0,008+0,000
EPA 20:5 (n-3) 0,024-+0,000 0,022+0,001
C21:5 (n-3) 0,020+0,000 0,022+0,001
C23:0 0,53£0,05 0,018+0,001

C20:2 c13c16 0,032+0,002 0,45+0,02

C20:1 (n-iso) 0,041+0,000 0,026+0,001
C24:0 0,076+0,002 0,006+0,000

C22:6 (DHA) (n-3) 0,013+0,000 na

Total (ng/mg) 4766 412
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O oleo de coco também possui quantidades significativas de acidos caproico (0,2-08 % de
acidos gordos totais), caprilico (6-9 % de acidos gordos totais) e caprico (6-10 % de acidos
gordos totais), mas também de acidos gordos tipicos da améndoa como os acidos palmitico
(8-10 % de acidos gordos totais), estearico (2-3 % de acidos gordos totais), oleico (5-7 % de
acidos gordos totais) e linoleico (1-2,5 % de acidos gordos totais) (Gervajio, 2000).

Os éacidos caprilico, caprico e o laurico fazem parte de um conjunto de &cidos gordos
designados por acidos gordos de cadeia média (C8-C12), que sao mais faceis de digerir do
que os acidos gordos de cadeia longa, sendo absorvidos e oxidados mais rapidamente
(DebMandal e Mandal, 2001; Kabara, 2000). Para além disso, sio menos depositados no
tecido adiposo, diminuem o catabolismo de proteinas em estados hiper-catabdlicos, aumentam
a funcdo da tiredide e nao formam ésteres com colesterol (Kabara, 2000). Outros estudos
mostram que o acido laurico exerce um efeito bactericida contra a bactéria Helicobacter
pylori, associada ao aparecimento de cancro no estdmago (Petschow, et al., 1996). Os acidos
laurico, miristico e palmitico influenciam significativamente o colesterol total e o colesterol-
LDL. Estes acidos gordos reduzem a atividade dos recetores de LDL e, com isso, diminuem a
captagdo celular de LDL. Os 4cidos gordos de cadeia curta (C4:0-C10:0), bem como o acido
estearico (C18:0) ndo causam um aumento significativo dos niveis de colesterol. No entanto,
para o acido estearico, foi descrito um efeito de diminuicdo do nivel de colesterol-HDL
(Wahrburg, 2004).

O creme CP produzido neste estudo, parece reunir um conjunto de 4cidos gordos benéficos
para a saude, que advém dos ingredientes que os constituem, nomeadamente o residuo da
améndoa e o 6leo de coco, sendo, portanto, um produto interessante do ponto de vista
nutricional. De futuro seria importante avaliar o perfil de acidos gordos dos restantes cremes
(CNP e CPP) e, também, analisar se existe alguma variagdo ao longo do periodo de

armazenamento.

3.5.3. Caracterizacgao biolégica
3.5.3.1.Atividade antioxidante
Os resultados da atividade antioxidante dos cremes de améndoa para barrar apés producao,
nomeadamente referentes a captura do radical ABTS™ e a captura do radical DPPH
encontram-se na Figura 3.15.
O creme CNP registou uma capacidade de captura do radical ABTS™" um pouco superior ao

CP e CPP. Nao se observam diferengas significativas entre a capacidade de captura do radical
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DPPH entre o residuo de améndoa (10% de inibicdo, Figura 3.2b) e os cremes (entre 8 ¢ 9%
de inibi¢do; Figura 3.15b). No entanto, quanto a captura do radical ABTS™ nos cremes de
améndoa (Figura 3.15a), observou-se um aumento consideravel da capacidade antioxidante
face ao residuo de améndoa (Figura 3.2a). Os varios cremes de améndoa possuem uma
inibicdo entre 37 e 45% relativamente a captura do radical ABTS™. Este aumento podera
eventualmente dever-se ao sumo de limao utilizado na receita dos cremes, ja que este fruto se
trata de um antioxidante natural reconhecido, possuindo uma capacidade de captura do radical

ABTS"" de 145,8+13,7 mg de vitamina C equivalente/100 g (Floegel et al., 2011).
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Figura 3.15 Concentracdo equivalente de compostos fenolicos (=) e percentagem de inibi¢do (e)
relativas a captura do radical do radical ABTS " (a) e a captura do radical DPPH (b) em cremes de
barrar ndo pasteurizado (CNP), pasteurizado (CP) e pasteurizado probidtico (CPP) apds producio.
Para cada amostra, valores com a mesma letra subscrita ndo demonstram diferenca significativa
(p<0,05).

3.5.3.2. Atividade antidiabética

No que respeita a atividade antidiabética, esta foi menor em todos os cremes (Figura 3.16) por
comparacao com o da acarbose que foi de 88 %. Nao se observou diferencas significativas
nos valores de inibicdo da enzima a-glucosidase (p>0,05) entre os trés cremes de améndoa
para barrar, o que era esperado, j& que também ndo se observam diferencas no teor de
acUcares totais entre eles. A inibicao (%) da a-glucosidase registada variou entre 16 e 19 %,
valores proximos do obtido com a matéria-prima residuo de améndoa (13 %) (Figura 3.3). De
acordo com o meu conhecimento nao existem trabalhos semelhantes na literatura pelo que

nao ¢ possivel uma discussdo comparavel dos resultados obtidos.
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Figura 3.16. Inibicdo (%) da a-glucosidase determinada nos cremes de améndoa de barrar nio
pasteurizado (CNP), pasteurizado (CP) e pasteurizado probidtico (CPP) (0 dias).

3.5.4. Analise sensorial
Tendo em conta os resultados obtidos no que refere a aceitagao (Tabela 3.7), quer o creme de
améndoa para barrar CP, quer o CPP foram bem aceites pelos provadores, embora o primeiro
tenha tido um maior nimero de avaliagdes positivas do que o segundo. No CPP apenas 3 %
dos avaliadores se mostraram indiferentes. A intengdao de compra também se mostrou positiva

para os dois produtos, embora a do creme CP tenha sido ligeiramente superior & do creme

CPP.

Relativamente a intensidade (1 Desgosto extremamente — 9 Gosto extremamente) dos
atributos aspeto, odor, sabor, cremosidade, consisténcia e adstringéncia, todos se mostraram
positivos (>5) para os dois cremes de améndoa analisados. As Unicas diferencgas registadas
prendem-se com os atributos sabor e consisténcia em que no primeiro atributo, a maioria dos
inquiridos preferiu o CP, ao passo que no segundo, a maioria dos inquiridos preferiu o CPP.
Tabela 3.7. Aceitagdo e intengdo de compra do consumidor (média+desvio-padrao) e intensidade dos

atributos aspeto, odor, sabor, cremosidade, consisténcia e adstringéncia dos cremes de barrar
pasteurizado (CP) e pasteurizado probidtico (CPP).

Analise sensorial CP CPP
Aceitacdo do consumidor 6,7+1,6 6,7+1,5
Avaliagdo positiva 90% 83%
Avaliagdo negativa 10% 13%
Avaliagdo indiferente 0% 3%
Intencio de compra 6,4+32 6,0+3,0
Intensidade dos atributos
Aspeto 0,7 0,7
Odor 0,8 0,8
Sabor 0,8 0,7
Cremosidade 0,8 0,8
Consisténcia 0,6 0,7
Adstringéncia 0,7 0,7

Aceitagdo do consumidor e intengdo de compra: média com intervalo de valores entre
1 e 11; Intensidade dos atributos: valores expressos por frequéncia (0-1)
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4. Conclusoes gerais

Da caracterizagdo microbiologica, quimica e bioldgica da bebida e coprodutos da améndoa, ¢
possivel concluir que:

- A bebida e os coprodutos da améndoa apresentaram um pH ligeiramente 4cido (entre 5,17 e
6,63) correlacionavel com a acidez titulavel e nao evidenciaram contaminagdes por S. aureus
e enterococos em nenhum dos seis lotes analisados; s6 foi detetada a presenca de bactérias
lacticas em dois lotes. A presenga de enterobactérias até valores superiores a 10° UFC/mL
encontrada na maioria dos lotes constitui um resultado ndo satisfatorio. E de notar a existéncia
de alguma heterogeneidade no que respeita ao niimero de células viaveis entre as amostras
dos diferentes lotes.

- O residuo de améndoa apresentou maior teor de acidez titulavel (0,63 %), agucares totais
(186 mg/g), proteinas totais (358 mg/g) e acidos gordos totais (529 pg/mg), do que a bebida e
o soro de améndoa, sendo, por isso dos trés o mais rico em nutrientes. A hidrolise do residuo
com Viscozyme L levou a um aumento significativo do teor de agticares totais em cerca de 68
%; A bebida de améndoa e os coprodutos apresentam perfis de acidos gordos livres e
esterificados diversificados, destacando-se acido palmitico, palmitoleico, estearico, oleico e
linoleico que também fazem parte da composi¢do do miolo da améndoa, com destaque para
os acidos oleico e linoleico;

- Os valores mais elevados no que se refere a capacidade de captura do radical ABTS™ sdo
observados no residuo de améndoa hidrolisado com viscozyme L, i.e., 21 vezes superiores aos
do residuo ndo hidrolisado e 5 vezes superiores aos da bebida e do soro. No que se refere a
valores de captura do radical DPPH, o maior potencial ¢ observado no soro de améndoa, i.e.,
3 vezes superior a bebida e ao residuo (hidrolisado e nao hidrolisado);

- Relativamente a atividade antidiabética, valores entre 10-30% sdo observados para a bebida
e coprodutos derivados da améndoa;

- Todas as matrizes de améndoa analisadas evidenciaram atividade prebiotica, porém o soro
de améndoa, o residuo de améndoa a 4 % (m/v) e o residuo de améndoa hidrolisado a 2 %
(m/v), revelaram ser as melhores fontes alternativas de carbono para crescimento de B.
animalis subsp. lactis BB-12. O soro de améndoa promoveu um crescimento exponencial
mais acelerado de B. animalis subsp. lactis BB-12. O crescimento de B. animalis subsp. lactis
BB-12 foi influenciado positivamente pela hidrolise prévia do residuo de améndoa e pelo

aumento da concentragao de residuo.
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No que diz respeito a formulagdo, producao e caracterizacdo de bebidas fermentadas, a base
de soro ou mistura com bebida de améndoa, e de cremes de barrar a base de residuo de
améndoa, ¢ possivel concluir que:

- Foi possivel preparar bebidas fermentadas probioticas a base de soro de améndoa (BSF) e a
base de mistura de soro com bebida de améndoa (BMF), nas quais S. thermophilus alcangou 7
log UFC/mL mais rapidamente do que Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 (no final
da fermentacdo vs periodo de armazenamento, respetivamente). A fermentacdo da BSF e
BMF ocorre num periodo minimo de 3,5 e 4,5 h, respetivamente, para se atingir um pH final
de aproximadamente 4,5;

- Como consequéncia da fermentagdo, estas matrizes apresentaram maior teor de acidez
titulavel, menor teor de aguicares totais e maior teor de proteina total (9-17 vezes superior), do
que os encontrados nas matérias-primas de origem,;

- A fermentagdo ndo teve influéncia na capacidade de captura do radical ABTS™, mas levou a
uma perda de capacidade de captura do radical DPPH relativamente ao que foi observado nas
matérias-primas (2-3 vezes inferior). JA4 no que diz respeito a atividade antidiabética, o
processo fermentativo e o respetivo armazenamento parecem ter contribuido para uma
diminui¢do da mesma.

- O tratamento térmico por pasteurizagao efetuado nos cremes para barrar ndo foi totalmente
eficaz na eliminacdo de leveduras, bactérias lacticas e mesofilos e psicrofilos totais presentes
originalmente na matéria-prima, no entanto ndo se verificou a presenca de enterobactérias e
bolores nos cremes que foram sujeitos ao tratamento térmico. No creme CPP, durante os 14
dias de armazenamento sobre refrigeragdo, o nimero de c€lulas viaveis de B. animalis subsp.
lactis BB-12 manteve-se estavel e dentro da ordem de grandeza de 10’ UFC/g necessaria para
promover um efeito probidtico;

- Ao longo do periodo de armazenamento, o crescimento de bactérias lacticas nos trés cremes
e de B. animalis subsp. lactis BB-12 no CPP contribuiu para uma diminui¢do do pH
acompanhada por um aumento da acidez titulavel,

- A pasteurizagdo dos cremes CP e CPP ndo teve qualquer influéncia no teor de agucares e
proteinas totais; O creme CP para além de possuir um perfil de &cidos gordos equivalente ao
presente na améndoa, também possui grande concentracdo de acido l4urico e miristico
atribuida ao 6leo de coco utilizado na sua formulacao;

- A atividade antidiabética ndo difere entre os trés cremes para barrar, sendo equivalente a do

residuo de améndoa. Nao se observam diferengas entre a capacidade de captura do radical
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DPPH entre o residuo de améndoa e os cremes, no entanto, quanto observou-se um aumento
da capacidade de captura do radical ABTS™" face ao residuo;
-Quer o CP, quer o CPP foram bem aceites pelos provadores e a intengao de compra e

intensidade dos atributos avaliados também se mostrou positiva nos dois.

5. Trabalho futuro

Este trabalho gerou resultados promissores que indicam o potencial valor acrescentado da
bebida de améndoa e dos coprodutos (soro e residuo de améndoa) valorizando a sua
exploragdo e estudo adicional. Ainda existe muito trabalho pela frente, pois a bibliografia
existente sobre o assunto ainda ¢ muito escassa. No sentido de complementar o trabalho que
foi feito, ¢ determinante continuar a sua caracterizacdo em termos nutricionais € quimicos e
melhorar os produtos que foram desenvolvidos. Os produtos desenvolvidos neste trabalho
apresentam bastante potencial, mas ainda se encontram em fase experimental, necessitando de
melhorias ao nivel das suas caracteristicas organoléticas e sensoriais, além de procedimentos
que garantam a estabilidade da qualidade microbiologica e fisico-quimica ao longo do prazo
de validade. Também ¢ sugerido o desenvolvimento de outros novos produtos entre os quais
bolachas, biscoitos, bolos, pao, smoothies, etc; diferentes tipologias e com diferentes
combinagdes de fracdes e culturas microbianas. Para além disso, sera interessante perceber se
estes ingredientes derivados da améndoa podem trazer mais beneficios para a saude ao serem
incorporados como ingredientes funcionais avaliando-se mais propriedades bioldgicas como
por exemplo: atividades anti-hipertensiva, anti-tumoral, anti-microbiana, imunoreguladora,

entre outras.
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6. Anexos

6.1. Composicio comercial do meio de cultura Streptococcus thermophilus Isolation

Agar (STIA).
Tabela 6.1. Composi¢do comercial do meio de cultura Streptococcus thermophilus Isolation Agar
(STIA).
Ingredientes Concentracio (g/L)
Hidrolizado enzimético de caseina | 10.0
Extrato de levedura 5.0
Sacarose 10.0
Fosfato di-potassio 2.0
Agar 15.0

pH final: 6.8+£0.2 a 25°C;

Retirado de http://www.himedialabs.com/TD/M948.pdf.
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7. Apéndices

7.1.Curva de calibracio do método Fenol-Acido-Sulfirico
0,7
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Figura 7.1. Curva de calibragdo obtida usando a glucose como padrdo para calcular os valores de
agucar no método Fenol-Acido-Sulfurico.

7.2. Curva de calibracao do método Proteinas BCA
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Figura 7.2. Curva de calibragdo obtida usando o 4cido ascorbico como padrao para calcular os
valores no método de BCA.

7.3. Curva de calibracio do método ABTS"™*
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Figura 7.3. Curva de calibragdo obtida usando o acido ascérbico como padrdo para calcular os valores
no método de ABTS™.
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7.4. Curva de calibracao do método DPPH
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Figura 7.4. Curva de calibragdo obtida usando o acido ascérbico como padrao para calcular os valores
no método de DPPH.
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7.5. Questionario de analise sensorial

Prova de Analise Sensorial — Creme de améndoa para barrar

Por favor preencha o questionario seguinte:

Idade:

Sexo:OF OM

Profissao:

0 Quadro Superior/ Técnico Superior
0 Quadro Médio Técnico

O Auxiliar

[J Desempregado

O Estudante universitdrio

O (outro)

Com que frequéncia consome “cremes para barrar”?

[ Diariamente

O Semanalmente

O Mensalmente

O Algumas vezes por ano

O Muito raramente

[ Nunca
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Por favor, prove as duas amostras pela ordem indicada e assinale a sua apreciacdo em cada
amostra com um X, relativamente aos parametros: Aspeto, Odor, Sabor, Cremosidade,
Consisténcia, Adstringéncia e Apreciacdo global e deixe o seu respetivo comentario. Entre

cada prova beba um pouco de dgua

Creme de améndoa I

@ = 2 g 2 @
= = = 5 5] = =) ~—
o 5 = c 2| e5| 2 o = 2 = g
2 = ZE|l 23 S| o8| o E = o
£ < £ S = © £ - o £ - £
S = =) S - e 2 17 @ »n &
on ~— =] N = e on o= (=) =) =}
v 5 S 0 = o = YIS QO 5 @) = = QO35
Rk 7 R | R&H g~ ) = 2 =
1 ) S =| g = S Qo 1
[<P] Q E E [<P]
Aspeto
Odor
Sabor
Cremosidade
Consisténcia
Adstringéncia
Apreciacao
Global

Comentario (OBRIGATORIO):

QI. Consumiria este creme, se estivesse disponivel no mercado a um preco

conveniente?

J Sim

O E quase certo

[0 Muito provavelmente
O Provavelmente

1 Boa possibilidade

O Possibilidade média

O Possibilidade razoavel

[0 Alguma possibilidade

1 Possibilidade ligeira

1 Possibilidade muito ligeira

J Nao
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Por favor prove agora o creme I1.

Creme de améndoa 11

@ S 2 g 2 L
= = = 5] 5] <] =) -
o S = o ¥ o = 2 o = @ = =
2 g E | 2E| 28 S| 23| o E = o
< E S = -~ E - o E - E
S = =) S - e v S 172} 78 =] 7 &
o0 - o0 o0 = S o S = =) ° o
o 3 S 0 = o = g O 5 &) = 2 QO 3
SIE= 7 R | R&H g~ ) = 2 =
= o S =| g = S Qo 1
[<P] Q E E [-P]
Aspeto
Odor
Sabor
Cremosidade
Consisténcia
Adstringéncia
Apreciacao
Global

Comentéario (OBRIGATORIO):

Q2. Consumiria este creme, se estivesse disponivel no mercado a um preco

conveniente?

O Sim O Possibilidade razodvel

O E quase certo 1 Alguma possibilidade

0 Muito provavelmente 1 Possibilidade ligeira

0 Provavelmente 1 Possibilidade muito ligeira
1 Boa possibilidade 1 Nao

O Possibilidade média
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Q3. Em geral, quanto gosta dos produtos abaixo indicados?

UMW BWDI)XI
0)S05)

0)Inu 0)s0x)

d)uawiepeIdpow
0)S05)

JUIW RIS
0)S09)

0)S03Sap
WU 0)S03 08N

JUIW RIS
0)503s3(

dJuawregpe.rapouwt
015039

o)Inu 0)s03sd(q

)UIWBUIIIIXD
0)503S9(]

Creme I

Creme I1

Muito obrigada pela vossa colaboracao!
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