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RESUMO

Tem sido demonstrado que uma dieta nutricionalmente pobre estd associada a problemas
de saude graves desencadeando doengas como a sarcopenia e osteoporose em idosos.
O enriguecimento de alimentos com diversos nutrientes pode ser uma estratégia para lidar
com deficiéncias nutricionais generalizadas.

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e otimizagdo de uma bolacha
enriguecida com proteina, célcio e vitamina D, de forma a contribuir para a diminuicao da
incidéncia de doengas comuns em idosos. Em simultaneo foi realizado um estudo de
consumidores para avaliar os habitos de consumo da populacdo e a respetiva
aceitabilidade do produto desenvolvido.

Neste sentido, numa primeira fase do trabalho, selecionou-se a proteina mais adequada
para adicionar a uma bolacha de massa short. Para tal, realizaram-se ensaios com trés
proteinas diferentes, nomeadamente proteina de soro do leite, proteina de arroz e proteina
de ervilha. A quantidade de proteina a adicionar a bolacha, de forma a alegar “alto teor de
proteina”, foi baseada na legislacéo relativa aos alimentos funcionais (Regulamento (CE)
n° 1924/2006 e n° 432/2012). Apés a selecdo da proteina, na fase Il do trabalho, foi
otimizada a formulagcédo da bolacha no sentido de a enriquecer com proteina, calcio e
vitamina D, através de um planeamento experimental fatorial de dois niveis (“fonte de” e
“alto teor de”) e trés fatores (proteina, calcio e vitamina D). Em ambas as fases do trabalho
foram monitorizados os parametros fisico-quimicos (atividade de agua (aw), teor de
humidade, teor em cinzas, teor de proteina, teor de calcio, teor de vitamina D, cor e dureza
instrumental), microestruturais e organoléticos das bolachas. Por fim, na terceira fase do
trabalho, realizou-se um estudo dos habitos de consumo da populacdo, e fez-se a
avaliacdo da aceitabilidade dos consumidores das formulacbes desenvolvidas e
otimizadas.

Relativamente a fase | concluiu-se que, a adi¢cdo da proteina de soro do leite e da proteina
de ervilha proporcionaram uma bolacha mais rica em minerais. No entanto, a proteina de
soro do leite conferiu maior dureza a bolacha, o que foi comprovado pelo painel de
provadores. Deste modo, optou-se por selecionar a proteina de ervilha como forma de
enriguecimento da bolacha. Na segunda fase do trabalho, verificou-se que, de uma forma
geral, a aw e o teor de humidade foram superiores nas formulagcbes com “alto teor em
proteina”. Da mesma forma, concluiu-se que as formulagbes com “alto teor em proteina
e/ou calcio e/ou vitamina D” apresentaram um maior teor em cinzas. Independentemente

da formulacéo, a adicao de proteina, célcio e vitamina D diminuiu os valores de L*, L*/b* e
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dureza das bolachas. Relativamente a analise por microscopia de varrimento eletronico,
concluiu-se que a adicdo de proteina promoveu a compactacdo da microestrutura da
bolacha. Quanto & andlise sensorial, o painel considerou as formulacdes com “fonte de
proteina” como sendo mais duras e mais crocantes do que as restantes. Os resultados
obtidos permitiram selecionar trés formulac@es: “fonte de proteina e calcio e alto teor em
vitamina D”, “fonte de proteina e alto teor em calcio e vitamina D” e “alto teor em proteina,
célcio e vitamina D” para a aceitabilidade dos consumidores. A informacdo recolhida
através do inquérito aos habitos de consumo permitiu verificar que a maioria da populagéo
inquirida consome alimentos funcionais e 77% mostrou interesse em consumir uma
bolacha enriquecida com proteina, calcio e vitamina D. A partir do estudo da aceitabilidade,
concluiu-se que as formulacées com “fonte de proteina e calcio e alto teor em vitamina D”,
e “fonte de proteina e alto teor em calcio e vitamina D” apresentaram maior aceitabilidade
pelos consumidores, sem diferencas significativas entre si.

Com este trabalho concluiu-se que, independentemente das duas formulagbes
selecionadas, é sempre possivel fazer alega¢des nutricionais, sabendo ainda que

apresentam elevado potencial de inclusdo no mercado.

PALAVRAS-CHAVE: proteina, célcio, vitamina D, bolacha, enriquecimento, aceitabilidade
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ABSTRACT

A nutritionally poor diet has been shown to be associated with serious health problems
triggering diseases such as sarcopenia and osteoporosis in the elderly. Enriching foods with
various nutrients may be a strategy for dealing with generalized nutritional deficiencies.
The objective of this work was the development and optimization of a functional biscuit
enriched with protein, calcium and vitamin D, to contribute to a decrease in the incidence of
common diseases in the elderly. A consumer study was also conducted to evaluate the
consumption habits of the population and the acceptance of the developed product.
Firstly, the type of protein to be used for biscuit enrichment was selected. Thus, experiments
were performed with three different proteins, whey protein, rice protein and pea protein. The
amount of protein to be added to the biscuit, to claim “high in protein”, was based in the
regulation concerning functional foods (Regulation (EC) No. 1924/2006 and No. 432/2012).
After protein selection, the biscuit formulation was optimized through a factorial design of
two levels (“source of’ and “high in”) and three factors (protein, calcium and vitamin D). In
both parts of the work, the physicochemical (water activity (aw), moisture, ash, protein,
calcium and vitamin D content, colour and instrumental hardness), microstructural and
organoleptic parameters of biscuits were monitored. Lastly, a study about the consumption
habits of the population was carried out, as well as the consumer's acceptance of the
biscuits.

In what concerns the first part of the work, it was concluded that the addition of whey and
pea protein provided a biscuit richer in minerals than with rice protein. However, whey
protein contributed to a harder biscuit, which has been confirmed by the sensory panel.
Thus, the pea protein was selected to enrich the biscuit. In the second part of the work, it
was found that aw and moisture content were generally higher in formulations with "high
protein content". It was also concluded that formulations with “high in protein and/or calcium
and/or vitamin D” presented the highest ash content. Regardless of the formulation, the
addition of protein, calcium and vitamin D decreased the values of L*, L*/b* and hardness
of the biscuits. Regarding scanning electron microscopy, it was concluded that the addition
of protein promoted a more compacted microstructure. Sensory analysis, by a trained panel
showed that the "source of protein" formulations were harder and crunchier than the others.
The results obtained allowed to select three formulations: "source of protein and calcium,
and high in vitamin D", "source of protein, and high in calcium and vitamin D" and "high in

protein, calcium and vitamin D" for the consumers’ acceptance. The information collected



through the consumer habits survey showed that the majority of the surveyed population
consumes functional foods and 77% showed interest in consuming a biscuit enriched with
protein, calcium and vitamin D. From the consumers’ acceptance, it was concluded that the
formulations with "source of protein and calcium, and high content of vitamin D", and
"source of protein, and high content of calcium and vitamin D" presented greater
acceptance by the consumers, without significant differences between them.

With this work, it was concluded that, independently of the two formulations selected, it is
always possible to make nutritional claims, knowing that they have a high potential for
inclusion in the market.

KEYWORDS: protein, calcium, vitamin D, biscuit, enrichment, consumer acceptance
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1 INTRODUCAO

A percentagem de cidaddos na Unido Europeia acima dos 65 anos de idade esta a
aumentar e segundo dados de 2014, este grupo representa cerca de 18,5% da populagéo
total. Em 2014, 20,3% da populacdo portuguesa estava acima dos 65 anos de idade,
tornando Portugal no quarto pais da Unido Europeia com mais idosos (Madeira et al.,
2016). Contudo, um aumento da esperanca média de vida ndo significa necessariamente
um aumento na qualidade de vida pelo que esta mudanca demografica pede um maior
esforco para assegurar a qualidade de vida da populacdo mais velha (Giacalone et al.,
2016; Madeira et al., 2016).

A sarcopenia é uma doenca relacionada com o envelhecimento sendo caraterizada por
uma perda progressiva de massa muscular esquelética, forca e desempenho fisico. As
causas sao multifatoriais e incluem um estilo de vida sedentario e uma ingestdo

inadequada de proteina (Tieland et al., 2012).

A osteoporose, uma doenga esquelética sistematica caraterizada por uma baixa massa
0ssea, € um grande problema de saude nos estados membros da Unido Europeia devido
a alta incidéncia de fraturas por fragilidade, especialmente fraturas do quadril e vertebrais.
Os dois nutrientes essenciais para a salde dssea sdo o calcio e a vitamina D (Gennatri,
2001).

Atualmente os alimentos ndo se destinam apenas a satisfazer a fome e a fornecer os
nutrientes necessarios para o ser humano, mas também a prevenir doencas relacionadas
com a nutricdo e aumentar o bem-estar fisico e mental dos consumidores, sendo que estes
tém vontade de alterar os seus hébitos de consumo (Menrad, 2003). Deste modo, surge a
necessidade de alimentos direcionados para os consumidores mais velhos, o segmento de
consumidores com maior crescimento mundial (Giacalone et al., 2016). Cria-se uma
oportunidade para os alimentos funcionais que sdo alimentos com uma funcéo adicional
benéfica de prevencdo de doenca e promocdo da saude, para além das funcdes de
nutricdo basica e sensorial (EUFIC, 2006).

O consumo de alimentos ricos em nutrientes é recomendado para os seniores de forma a
prevenir deficiéncias nutricionais e pensa-se que é um dos pré-requisitos para um

envelhecimento saudavel (Doets et al., 2016).
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As bolachas sdo um dos produtos de pastelaria mais populares entre todos o0s
consumidores, independentemente do seu status econdémico. Isto deve-se ao facto de
serem um produto pronto-a-consumir que pode ter um elevado valor nutricional, estando
disponiveis numa grande variedade, para além de serem econdémicas (Mieszkowska et al.,
2015).

1.1 ENQUADRAMENTO

Sabe-se que os problemas que decorrem do avanco da idade, afetam negativamente a
ingestdo de alimentos das pessoas mais velhas em termos de qualidade e quantidade
(Doets et al., 2016). Deste modo, surge a necessidade de alimentos “feitos a medida” para
0s seniores com 0 objetivo de melhorar a qualidade e a quantidade da ingestdo de

alimentos.

O presente trabalho insere-se numa parceria com a empresa Cerealis — Produtos
Alimentares, S.A. A Cerealis € uma empresa vocacionada para a producdo e
comercializacdo de produtos destinados ao consumidor final, nomeadamente massas
alimenticias, bolachas, cereais de pequeno-almoco, farinhas de usos culinarios e produtos

refrigerados.

Este trabalho de mestrado pretende desenvolver uma bolacha que ajude na prevencgéao de
diversas doencas, como a sarcopenia e a osteoporose, através do seu enriquecimento com

0s nutrientes necessarios e adequados — proteina, célcio e vitamina D, respetivamente.

1.2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e otimizacdo de uma
formulacdo de bolacha funcional direcionada aos consumidores seniores, com
possibilidade de alega¢des nutricionais e de saude referentes ao teor de proteina, célcio e
vitamina D. Para tal, foi estudado o efeito da adicdo de proteina, calcio e vitamina D nas
carateristicas fisico-quimicas, microestruturais, organoléticas e aceitabilidade das

bolachas produzidas.

O trabalho desenvolvido contemplou as seguintes atividades:
— Selecao do tipo de proteina a adicionar a massa de bolacha: proteina de soro do
leite, de arroz e de ervilha, através do estudo do efeito da respetiva adi¢cdo nas

carateristicas fisico-quimicas, microestruturais e organoléticas das bolachas;
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Planeamento experimental, segundo um desenho fatorial de trés fatores e dois
niveis (2%), no qual se estudou o efeito da concentragdo de proteina, célcio e
vitamina D nas carateristicas fisico-quimicas, microestruturais e organoléticas das
diferentes formulacgdes;

Estudo dos habitos de consumo da populacao relativamente a bolachas funcionais,

e avaliacdo da aceitabilidade dos consumidores com as bolachas otimizadas.
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2.1 ALIMENTAGAO SENIOR

O aumento da esperanga média de vida nos paises desenvolvidos reflete-se no
crescimento da populacdo acima dos 65 anos. Em 2014, 20,3% da populacdo portuguesa
estava acima dos 65 anos de idade, tornando Portugal no quarto pais da Unido Europeia
com mais idosos. Segundo o Instituto Nacional de Estatistica, Portugal € ainda considerado
0 quinto pais com o indice de envelhecimento! mais elevado da UE 28 (INE, 2015).
Contudo, um aumento da esperanca média de vida nado significa necessariamente um

aumento na qualidade de vida (Madeira et al., 2016).

Foi demonstrado que a méa nutricdo em idosos estd associada a resultados de saude
adversos e graves incluindo um aumento do risco de mortalidade, hospitalizacdo e um
aumento do tempo de permanéncia, quedas e fraturas, cicatrizacdo prolongada de feridas
e institucionalizacao (Winter et al., 2013). Deste modo, uma dieta e um status nutricional
adequados sado fatores de salde importantes. Uma nutricdo adequada pode prevenir,
atrasar ou melhorar significativamente uma grande proporcdo de doengas cronicas que
afetam os mais velhos, encerrando o potencial para promover um envelhecimento mais

saudéavel e mais ativo (Madeira et al., 2016).

2.2 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O enriquecimento de alimentos com nutrientes pode ser uma estratégia para lidar com as
deficiéncias nutricionais generalizadas, pois tem mais hip6tese de chegar aos segmentos
populacionais de maior risco, em contraste com as tentativas de mudar escolhas
alimentares dos individuos ou depender da toma voluntaria de suplementos (Rafferty et al.,
2007). Este tipo de alimentos é denominado de “alimentos funcionais” que sao definidos
como alimentos que sao consumidos como parte de uma dieta regular, que contém
compostos biologicamente ativos que proporcionam uma funcdo adicional benéfica de
prevencdo de doenga e promocgédo da saude (reducéo do risco de doencgas e/ou melhoria

do bem-estar fisico e mental do consumidor), para além das fun¢des de nutricdo basica e

1 Numero de pessoas com 65 e mais anos por cada 100 pessoas menores de 15 anos (PORDATA,
2016).
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sensorial (EUFIC, 2006). Na Tabela | encontram-se descritos os diferentes tipos de

alimentos funcionais.

Tabela | — Diferentes tipos de alimentos funcionais (Sir6 et al., 2008).

Tipo de alimento  Definicdo Exemplos
funcional
Alimentos Aumento do contelido dos nutrientes ja Sumos de fruta fortificados
fortificados existentes com vitamina C
Alimentos Adicdo de novos nutrientes ou componentes Margarina com esteréis
enriquecidos que nao estdo normalmente presentes no vegetais

alimento
Alimentos Remocéo, reducdo ou substituicdo de Substitutos de gordura
alterados componentes existentes nocivos para a salde  ricos em fibras

por componentes mais benéficos

Alimentos Alimentos em que um dos componentes foi Ovos com maior contelido
melhorados melhorado naturalmente através de condigbes de 6mega 3 conseguido
especiais de crescimento, nova composi¢cao por alteracdo da

da alimentacdo animal, manipulacdo genética, alimentacdo das galinhas

entre outros.

A producao e venda de alimentos funcionais requer especificacdes legais, relacionadas
com a utilizacdo de novos ingredientes, havendo ainda a considerar aspetos de rotulagem
relativos a alegacgdes nutricionais e de saude. Estas séo discutidas em comités proprios do
Codex Alimentarius, em que participa a Unido Europeia (Martins et al., 2004). As alegagbes
nutricionais e de saude permitidas encontram-se descritas no Regulamento (UE) n°
1924/2006 e no Regulamento (UE) n® 432/2012, respetivamente.

O desenvolvimento e comércio dos alimentos funcionais é complexo, caro e arriscado, uma
vez que tém de responder a requisitos especiais. Além dos potenciais obstaculos
tecnoldgicos, os aspetos legislativos, assim como as necessidades do consumidor devem
ser tidos em consideragdo quando se estd a desenvolver um alimento funcional. Em
particular, a aceitabilidade do consumidor € um fator chave para negociar com sucesso

oportunidades de mercado (Sir6 et al., 2008).

O envelhecimento afeta claramente a perce¢do dos alimentos, por isso a industria
alimentar, ao desenvolver produtos para o segmento de consumidores seniores, deve ter

em consideracdo os efeitos da idade na percecdo e gosto dos seus produtos para ser
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capaz de desenvolver e oferecer alimentos que vao ao encontro das necessidades e
desejos do consumidor sénior (Doets et al., 2016; Giacalone et al., 2016). Idealmente,
gquando os alimentos estdo alinhados com os requisitos dos seniores, estes alimentos
especificos serdo consumidos mais frequentemente e contribuirdo assim para uma
ingestdo de nutrientes adequada, que € benéfica para a salde e o bem-estar (Doets et al.,
2016).

De forma a completar informac&o acerca dos idosos surge, em Portugal, o projeto PEN-3S?
promovido pela Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa que tem por finalidade
contribuir para o conhecimento do estado nutricional e dos habitos dos idosos Portugueses
(=65 anos), assim como para o desenvolvimento de um sistema eletrénico de vigilancia
epidemiologica deste fendmeno de saude (PEN-3S, 2016). O conhecimento do estado
nutricional dos idosos € essencial para a promog¢ao e manutencdo de um envelhecimento
saudavel (Madeira et al., 2016).

2.2.1 PROTEINA
As proteinas sdo componentes essenciais de todas as células do corpo humano e ajudam
a manter o sistema imunitario, produzem musculos, transportam moléculas e agilizam

reacdes bioquimicas, entre outras fun¢des (van der Zanden et al., 2014).

Durante o tempo de vida adulta, a massa corporal aumenta devagar e progressivamente
até cerca dos 70 anos de idade, sendo que depois comeca a decrescer. Um aumento da
incidéncia de deficiéncias fisicas e comorbidades® esta provavelmente ligado a mudancas
associadas a idade. A caraterizagcdo do processo de envelhecimento identificou a
sarcopenia como sendo a perda de massa muscular, vigor e forca (Gallagher et al., 2005a).
Esta doenca pode aparecer aos 40 anos de idade, aumentado significativamente até aos
80 anos, resultando muitas vezes em 50% ou mais de perda de forca muscular (Arthur et
al., 2012). Deste modo, manter a funcdo da massa muscular durante o tempo de vida até
a velhice é essencial para uma vida independente e saudavel (Baum et al., 2015). A ma
nutricdo é um fator sério para a sarcopenia uma vez que a maior parte dos idosos ndo

consome proteina suficiente segundo a dose diaria de referéncia (DDR).

2 Portuguese Elderly Nutritional Status Surveillance System, em portugués “Sistema Portugués de
Vigilancia Nutricional dos Idosos”
3 Presenca simultanea de duas doencas ou mais num paciente.
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Alguns estudos sugeriram que um aumento da ingestao de proteina e atividade fisica pode
ser uma estratégia viavel para abrandar a sarcopenia (Giacalone et al., 2016). A ingestéo
de proteina superior a quantidade necessaria, para evitar um balango negativo de azoto,
pode prevenir a sarcopenia, ajudar a manter o balan¢o de energia, melhorar a saude dos

0ssos, fungdo cardiovascular e cicatrizacao de feridas (Baum et al., 2015).

Ha trés aspetos importantes a ter em consideracao quando se discute a qualidade da
proteina: as carateristicas da proteina especifica, a matriz do alimento em que a proteina
€ consumida e as carateristicas dos individuos que consomem o alimento (exemplo: idade,
estado de salde, estado psicologico e balango de energia) (Baum et al., 2015). Os
amino&cidos essenciais, especialmente os de cadeia ramificada interferem na regulagéo
metabolica da sintese de proteina muscular e, entre eles, a leucina atua como um mediador
positivo da sintese de proteina (Bertolin et al., 2013). Deste modo, o perfil de aminoacidos
€ um fator chave do potencial funcional da proteina, pois proteinas com perfis de
amino&cidos diferentes exibem taxas de digestdo e absor¢do também diferentes. A
disponibilidade de aminoacidos depende diretamente da qualidade e da quantidade da
fonte de azoto dietética (Baum et al., 2015). Isto é suportado por varios estudos
demonstrando que a ingestao de proteinas do leite estimula a sintese de proteina muscular
a uma grande extensdo depois de exercicio de resisténcia quando comparada a ingestédo
de proteina de soja (Mitchell et al., 2015). A utilizagdo de outros tipos de proteina para
estimulo da sintese de proteina muscular, como por exemplo, proteina de ervilha e proteina
de arroz, foi também estudada e nao se verificaram diferencas entre estas e a proteina do

soro do leite (Babault et al., 2015; Joy et al., 2013).

Relativamente as doses diarias de referéncia (DDR) atuais para ingestdo de proteina na
Unido Europeia, o0 Regulamento (UE) n° 1169/2011 indica 50 g para um adulto médio
(8400 kJ/2000 kcal). Contudo, as recomendacfes atuais ndo conseguem resolver as
necessidades de condig¢des clinicas como lesdes, hospitalizagéo, cirurgia, entre outros, que
sdo comuns em seniores. Estas tém sido apontadas como consequéncia da falta de
ingestao de proteina acima dos niveis recomendados (Baum et al., 2015). Mesmo ingerindo
o valor diario recomendado de proteina, os idosos tém um musculo menos sensivel a
estimulos metabdlicos, uma condi¢cdo conhecida como resisténcia anabdlica (Bauer et al.,
2015). Kim et al. (2015) verificaram que a sintese de proteina foi maior quando se duplicou
o valor diario recomendado sem diferenca significativa entre padrdes de refeicao, o que

indica a necessidade de recomendacdes especificas para idosos.
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O Regulamento (UE) n°® 1169/2011 refere, no artigo 36°, ponto 3, alinea c), “A Comissao
deve adotar atos de execucgdo relativos (...) a indicagdo das doses de referéncia para
grupos especificos da populagdo e das doses de referéncia definidas no anexo XIllI”.
Entretanto em 2012, a EFSA publicou uma opinido cientifica relativa ao valor diario de
referéncia (VDR) para a proteina e estabeleceu, para as faixas etarias 18-59 e 260, uma
necessidade média* e uma ingestéo de referéncia da populacédo® de 0,66 e 0,83 g/kg de
massa corporal por dia, respetivamente. O painel também considerou que diversos
problemas de salude encontrados podem estar associados com a baixa ingestdo de
proteina. No entanto, os dados disponiveis foram considerados insuficientes para ajudar
no estabelecimento do VDR (EFSA, 2012).

Na Tabela Il encontram-se as principais vantagens em consumir as proteinas do soro do

leite, de ervilha e de arroz.

Tabela Il — Principais vantagens do consumo de proteinas do soro do leite, ervilha e arroz (Babault et al.,
2015; Gani et al., 2015; Liutkevicius et al., 2016).

Proteina do soro do leite Proteina de ervilha Proteina de arroz
— Valor nutricional elevado — Hipoalergénica — Hipoalergénica
— Proteina completa — Boa digestibilidade — Boa digestibilidade
— Facil e rapida de digerir — Vegan - Vegan
— Fornece flavour, textura, cor — Rica nos aminoacidos de — Antioxidantes, vitamina B e
— Propriedades de aeracgéo cadeia ramificada fibra
— Alto contetdo de lisina — Alto conteudo de cisteina e
— Gorduras mais saudaveis metionina
(vegetais) — Gorduras mais saudaveis
(vegetais)
2.2.2 CALcIO

O célcio € um dos minerais principais que constituem o 0sso, sendo essencial um

fornecimento adequado em todas as fases da vida (Prentice, 2004). A sua presenca €

4 Nivel de ingest&o adequado para metade dos individuos, assumindo-se a distribuicdo normal das
necessidades (em inglés, Average Requirement — AR) (EUFIC, 2013).

5 Nivel de ingestdo adequado para virtualmente todos os individuos, ou seja, ingest&o 6tima para a
populagéo, enquanto um todo (em inglés, Population Reference Intake — PRI) ) (EUFIC, 2013).
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fundamental para a estrutura e funcdo do metabolismo do osso, funcbes musculares,
pressdo sanguinea, densidade Ossea, processo de coagulacdo, e libertacdo de
neurotransmissores (Liutkevicius et al., 2016). O célcio do esqueleto tem a fungéo adicional
de atuar como um fornecimento de reserva para satisfazer as necessidades metabdlicas
do corpo, em estados de deficiéncia de calcio (Nordin, 1997). Contudo, a longo prazo, o
uso persistente de calcio armazenado nos 0ssos para este propésito sem o

“reabastecimento” adequado vai resultar na perda de densidade 6ssea (Allen et al., 2005).

7

A osteoporose é uma doenca que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo. E
caraterizada pela baixa massa 0ssea e deterioracdo da microarquitectura do tecido do
0ss0, levando a um aumento da fragilidade do 0sso e consequente aumento do risco de
fratura (Prentice, 2004). Tanto um pico de massa 0ssea baixo como uma taxa alta de perda
Ossea representam fatores de risco para a osteoporose e fraturas osteoporaticas (Gennari,
2001).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) identificou a deficiéncia em célcio como sendo
um dos problemas mais importantes de satude (WHO, 2004). A deficiéncia em célcio dos
idosos pode estar parcialmente associada a diminuigéo da eficiéncia de absor¢éo de célcio

relacionada com a idade (Gennari, 2001).

Uma ingestdo adequada de célcio é critica para alcancar o pico de massa éssea nas
primeiras décadas de vida, a retencdo de massa 0ssea durante a idade adulta média, e a
minimizac¢do da perda 6ssea durante as Ultimas décadas, prevenindo a osteoporose (Allen
et al., 2005; Liutkevicius et al., 2016). Um estudo verificou que a ingestdo de calcio em
mulheres na menopausa reduz, em média, a perda 6ssea em 1%, mas que o célcio sozinho
nao é suficiente para tratar a osteoporose (Gennari, 2001). A absorc¢édo de célcio é afetada
pelo status de vitamina D. Nordin (1997) verificou que a absorcéo de calcio era baixa em

pacientes com deficiéncia em vitamina D.

Fontes ricas em calcio incluem produtos lacteos, vegetais selecionados (espinafre,
beterraba branca, chicéria e brdcolos), legumes, nozes, peixe e alimentos enriquecidos
com calcio (EFSA, 2015). O enriquecimento de alimentos com calcio ja foi estudado por
alguns autores: em sumo de laranja (Gonnelli et al., 2007), sumo de macéa (Russell et al.,
2010) e pao (Ziadeh et al., 2005).

A escolha dos sais de calcio para enriquecimento dos produtos alimentares é dependente
da sua compatibilidade com o processo de fabrico, o possivel efeito nos atributos sensoriais

e na estabilidade do produto (Liutkevicius et al., 2016).

10
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No Regulamento (CE) n° 1925/2006 relativo a adicdo de vitaminas, minerais e
determinadas outras substéncias aos alimentos, consta uma lista no anexo Il, ponto 2, com
as diferentes formas de calcio que sao possiveis adicionar aos alimentos. Alguns exemplos

sdo o carbonato de célcio, gluconato de calcio, lactato de calcio e sulfato de célcio.

A DDR atual para ingestéo de célcio na Unido Europeia, encontra-se no Regulamento (UE)
n® 1169/2011 relativo a prestacdo de informagdo aos consumidores sobre os géneros
alimenticios, sendo 800 mg para um adulto médio (8400 kJ/2000 kcal).

A Opinido Cientifica publicada pela EFSA, em 2015, relativamente aos valores de
referéncia dietéticos de calcio refere que a ingestdo média de calcio em adultos (=18 anos)
variou entre 690 e 1122 mg/dia (8 estudos). Os valores médios de ingestdo foram mais
altos em homens do que em mulheres, como resultado de um maior consumo de alimentos
por dia (EFSA, 2015).

Segundo a Opinido Cientifica, relativamente ao procedimento de autorizagdo para as
alegacbes de saude para o célcio e vitamina D e a redugcdo do risco de fraturas
osteoporéticas através da reducdo da perda déssea nos termos do artigo 14 do
Regulamento (CE) n° 1924/2006, é referido que deve ser consumido diariamente, pelo
menos, 1200 mg de calcio e 800 IU (20 ug) de vitamina D com a finalidade de definir as
condicdes de utilizacdo de uma alegacao de reducédo de riscos na perda de densidade de
massa 6ssea que pode contribuir para uma reducao do risco de fratura éssea (EFSA,
2010).

2.2.3 VITAMINA D

As duas formas principais da vitamina D (calciferol) sdo a vitamina D, e vitamina Ds. A
vitamina D, (ergocalciferol) € de origem vegetal sendo produzida exogenamente por
irradiag&o do ergosterol (precursor da vitamina D) e adicionada a alimentos. A vitamina D3
(colecalciferol) é sintetizada na pele do ser humano por acéo do sol e também consumida
na dieta através da ingestédo de alimentos de origem animal. As duas formas diferem na
estrutura da cadeia lateral, contudo esta diferenca néo afeta o seu metabolismo (ativacdo)
(Medicine, 2011). A vitamina D, em ambas as formas, é considerada biologicamente inativa
até que passa por duas reacdes de hidroxilacdo enzimatica e é convertida na sua forma

biologicamente ativa, calcitriol (1,25-dihidroxivitamina D). Esta € responsavel pela
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manutencdo da homeostase do calcio® e pela saude do osso (Holick, 2005). A vitamina D
€ uma vitamina essencial, solivel em gordura, necessaria para uma absorcao eficiente do

célcio (Liutkevicius et al., 2016).

Os idosos tém tendéncia a ter deficiéncia em vitamina D porque a sua pele tem menor
capacidade em sintetiza-la através do sol e também porque tendem a passar menos tempo
ao sol. Outros fatores que podem influenciar esta deficiéncia sdo a ma nutricdo e a

diminuicdo da hidroxilacdo renal da vitamina D (Gennari, 2001).

A sintese de vitamina D na pele, por acdo do sol, € insuficiente para atingir a DDR dos
paises europeus, especialmente durante o inverno em que ha pouca exposicdo ao sol
(Liutkevicius et al., 2016).

A vitamina D estd naturalmente presente em poucos alimentos, sendo que as fontes
dietéticas de vitamina D apenas fornecem uma pequena fragdo dos requisitos diarios. Os
peixes de agua salgada como o arenque, salméo, sardinha e 6leo de figado de peixe sao
as principais fontes dietéticas (WHO/FAO, 2006). A gema do ovo também tem um alto
conteudo em vitamina D3 que esta relacionado com o conteddo em vitamina D; da
alimentacdo das galinhas. O conteudo em vitamina D na carne varia e depende, entre
outras coisas, do conteudo em vitamina D na forragem, da quantidade de gordura e
também da latitude onde os animais pastaram (EFSA, 2016). Como o consumo destes
alimentos tende a ser baixo, nos paises industrializados a maior parte da vitamina D

dietética provém de leite e manteiga fortificados (WHO/FAO, 2006).

Na presenca de osteoporose, a insuficiéncia em vitamina D pode potenciar a perda de
massa 0ssea e assim aumentar o risco de fratura. Deste modo, uma ingestdo adequada
de tanto célcio como vitamina D, em qualquer idade, mas particularmente nos idosos, é
importante para a preservacao da massa 0ssea e prevencdo da osteoporose (Gennari,
2001).

by

Relativamente a DDR atual para ingestdo de vitamina D na Unido Europeia, o
Regulamento (UE) n° 1169/2011 relativo a prestacdo de informagdo aos consumidores
sobre o0s géneros alimenticios indica 5 pg para um adulto médio (8400 kJ/2000 kcal). Em

marco de 2016, a EFSA publicou uma opinido cientifica relativamente aos valores

6 A homeostase do calcio refere-se a regulagdo da concentracdo dos ides calcio no fluido
extracelular (Linder, 2016).
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dietéticos de referéncia e indica uma ingestdo adequada de 15 pg/dia de vitamina D para
adultos (EFSA, 2016).

2.3 BOLACHAS DE MASSA SHORT

As bolachas sdo um produto a base de cereais, geralmente farinha de trigo, que é cozido
até um teor de humidade inferior a 5%. A componente cereal sdo adicionados mais dois
ingredientes maioritarios, acucar e gordura, sendo que as combinacbes com o0s
ingredientes minoritarios sdo praticamente infinitas (Manley, 2000f). A massa é ligada com
agua, contudo a medida que se inclui mais gordura, menos agua é necessdria na sua

composicao (Manley, 1998b).

As formas de agrupar as bolachas, baseiam-se no nome (biscoitos, crackers, cookies, ...),
tendo em consideragdo a sua textura e dureza, no método de formacdo da bolacha
(fermentadas, laminadas, extrudidas, ...) ou na adicdo de gordura e acucar (Manley,
2000e). Outra forma de classificar as bolachas é através da distincdo entre os tipos de
massa, hard ou short. A diferenca é determinada pela quantidade de dgua necessaria para
se obter a massa (Manley, 1998b). As massas short’ resultam em bolachas que tendem a
tornar-se mais extensas em largura e comprimento quando sdo cozidas em vez de
encolher, como acontece com outros tipos de bolachas. O controlo deste aumento de
tamanho ou “espalhamento” (spread) é o maior problema do processo produtivo (Manley,
2000f).

Chevallier et al. (2000) sugerem que a estrutura da bolacha é uma matriz composta por
agregados de proteina, lipidos e agucares, que incorporam os granulos de amido (Figura
1).

7 Short dough em inglés. Também pode ser chamada de massa areada.
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agregados de
proteina

fase do acucar
lipidos
célula gasosa

granulos de
amido

célula
gasosa

Figura 1 — Representacdo esquematica da matriz estrutural da bolacha proposta por Chevallier et al. (2000).

2.3.1 FUNCAO DAS MATERIAS-PRIMAS E ADITIVOS
Neste subcapitulo sdo apresentadas as matérias-primas e os aditivos mais usados neste

tipo de bolachas, assim como a explicacdo da sua funcdo tecnolégica.

2.3.1.1 Farinha

A farinha é o ingrediente em maior quantidade da formulacdo da massa da bolacha e
consiste maioritariamente em amido (70-75%), agua (~14%) e proteina (8-11% na farinha
de trigo mole) (Pareyt et al., 2008). E produzida através da remoc&o do farelo e do gérmen

do gréo de trigo e posterior moagem (Figura 2) (Manley, 1998a).

Figura 2 — Composi¢éo do grao de trigo (FooDB, 2016).

A farinha fornece a matriz a qual outros ingredientes de endurecimento ou amolecimento,
em proporc¢des variadas, sado misturados para formar a massa (Pareyt et al., 2008). O trigo
moido pode ser classificado como duro, médio ou mole, baseado no carater fisico do grao
de trigo. Os niveis de proteina no trigo mole sédo tipicamente baixos e a proteina fornece
um glaten que é menos resistente & deformacéo e mais extensivel antes de ser quebrado
(Manley, 2000a). As bolachas produzidas a partir de trigo mole tém melhor aparéncia e
carateristicas de textura, resultando em bolachas mais suaves do que as que sao

produzidas a partir de trigo duro (Pareyt et al., 2008).
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2.3.1.2 Sacarose

A sacarose é usada para conferir dogura, mas também para modificar a estrutura e o
flavour da bolacha. No processo de mistura e manipulagdo da massa, o0 agulcar e a farinha
competem pela agua disponivel inibindo a formagéo de gliten, o que afeta bastante a
consisténcia da massa (Pareyt et al., 2008). A sacarose também ajuda a incorporar ar na
gordura e mantém a humidade, contribuindo também para a expansdo da massa (Pareyt
et al., 2008).

Geralmente, nas formulacdes de massas short ndo ha agua suficiente para permitir que
todo o agucar se dissolva, pelo que o tamanho dos cristais de sacarose afeta as
carateristicas de textura das bolachas. Quando a massa € aquecida no forno formam-se
camadas de acucar fundido que consolidam ao arrefecer conferindo dureza a bolacha. Se
for adicionado a formulacédo xarope de glucose, a dureza pode ser reduzida a um dado
nivel de sacarose (Manley, 1998a). Desta forma, a sacarose afeta bastante a textura da
bolacha, uma vez que quanto maior a sua concentragdo, mais dura a bolacha. Afeta
também o “espalhamento” das massas short a medida que cozem, a aparéncia e o carater

estaladico da bolacha cozida (Manley, 2000b).

2.3.1.3 Gordura

A gordura sélida contribui para a plasticidade da massa e atua como um lubrificante.
Quando esta presente em grande quantidade, o seu efeito lubrificante é tdo pronunciado
gue pouca ou nenhuma agua é necessaria para atingir uma consisténcia macia (soft)
(Maache-Rezzoug et al., 1998). A gordura € a responsavel pela ligagdo de todos os

ingredientes na massa (Pareyt et al., 2008).

Durante a mistura da massa, os componentes liquidos da massa e a gordura competem
pela superficie da farinha. Os componentes liquidos da massa, na auséncia da gordura
iriam interagir com a proteina da farinha para criar uma rede de gluten coesa e extensivel,
contudo quando a gordura esta presente, rodeia as proteinas e os granulos de amido,
isolando-os, interrompendo assim a continuidade da estrutura de proteina e amido (Ghotra
et al., 2002; Manley, 2000c). Desta forma, a gordura afeta as propriedades de textura da
massa, resultando em bolachas descritas como pouco duras (Pareyt et al., 2008). Outra
funcdo da gordura é aprisionar o ar para obter um efeito semelhante a fermentacéo e

criacdo de volume (Manley, 2000c).
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2.3.1.4 Xarope de acucar

Os xaropes de acgUcar sdo monossacarideos com propriedades redutoras em reagdes
guimicas, derivam, normalmente, de sacarose ou de amido através da sua hidrélise®, sendo
a glucose, o monossacarideo mais usado (Manley, 1998a). As suas fung¢des sao o
fornecimento de acUcares redutores para aumentar a cor da superficie da bolacha através
da reacdo de Maillard® e conferir uma textura crocante sem dogura significativa, durante a
cozedura. Os xaropes de agucar sdo também usados como humectantes, ou seja, para
prevenir a perda de 4gua pelos alimentos, e entéo evitar que a sua textura seja demasiado
dura e fragil (Manley, 2000b).

2.3.1.5 Sal

O sal comum (sal de cozinha) € quase inteiramente cloreto de sédio (NaCl), sendo que 3%
s&o impurezas (Belitz et al., 2009). E usado em produtos de panifica¢&o para conferir sabor
e porgue tem propriedades que aumentam o flavour (Manley, 2000d). Quando adicionado
a produtos de panificagdo potencia o sabor doce, porque na presenca de sédio ocorrem
diversas reacdes bioquimicas com a glucose, fazendo com que o cérebro humano registe

0 sabor doce com mais intensidade (Stein, 2011).

A concentragdo de 1-1,5%, com base na quantidade de farinha, é considerada a mais
adequada nas bolachas, contudo a um nivel superior a 2,5%, o sabor torna-se

desagradavel (Manley, 1998a).

2.3.1.6 Agentes quimicos de fermentagéo
Os agentes de fermentacdo sdo um grupo de sais predominantemente inorganicos que
guando adicionados a massa reagem para produzir gases que formam o ndcleo para o

desenvolvimento da textura da bolacha durante a cozedura (Manley, 2000d).

— Bicarbonato de sodio
Na presenca de humidade, o bicarbonato de sédio reage com qualquer material acidico
para libertar diéxido de carbono, decompondo-se em sal de sédio e 4gua. Como muitos

ingredientes das bolachas (incluindo a farinha) promovem reacdes acidicas, é util usar o

8 Reacdo quimica que envolve a quebra de moléculas por acdo da molécula de dgua (Manley,
2000f).

% Reac&o quimica que ocorre entre aglcares redutores e aminoacidos das proteinas e que provoca
uma cor acastanhada na superficie dos produtos de panificagdo. Quanto maior a concentragao dos
acucares redutores, mais escuras as cores produzidas. Esta reacdo também é chamada de
acastanhamento ndo enzimatico (Manley, 1998a).
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bicarbonato de sddio como um meio de ajustar o pH da massa e da bolacha resultante
(Manley, 2000d).

— Bicarbonato de amoénio
O bicarbonato de aménio € usado porque se decompde completamente quando aquecido,
dividindo-se em amonia e dioxido de carbono gasosos, e agua. E solGvel em agua e é
bastante alcalino dando origem a massas macias que requerem menos agua para uma
dada consisténcia, promovendo também a extensdo da massa quando no forno. A
semelhanca do bicarbonato de sddio, o bicarbonato de amonio é usado quando ha a
necessidade de ajustar o pH (Manley, 2000d).

2.3.1.7 Agua

A agua é um ingrediente muito importante durante todo o processo de fabrico, pois apesar
de ser um ingrediente minoritario e de ser praticamente removida durante a cozedura, tem
de ser adicionada para que ocorra a solubilizacdo dos outros ingredientes e para ajudar na
dispersao da gordura e outros ingredientes na massa, contribuindo para a sua estruturacéo
(Maache-Rezzoug et al., 1998; Manley, 2000d).

O nivel de &gua usado para a produ¢do da massa da bolacha influencia o desenvolvimento
de gliten na massa, a extensao da bolacha durante a cozedura, a retencdo de humidade,
e a qualidade de ingestado do produto final (Pareyt et al., 2008). Se a propor¢éo de agua for
muito baixa, a massa torna-se demasiado fragil, sem consisténcia, e exibe um efeito de
crosta marcada devido a uma rapida desidratagdo a superficie (Maache-Rezzoug et al.,
1998). A medida que mais agua é retirada pela farinha, menos agua esta disponivel para
dissolver a sacarose e, portanto, a viscosidade € mais elevada sendo que a bolacha se
estende a uma taxa mais lenta (Pareyt et al., 2008). Manley (2000d) refere que a producao

de bolachas é mais eficiente se for utilizada pouca agua.

2.3.2 PROCESSO PRODUTIVO

Da mesma forma que existem inimeras formula¢des de bolachas, também existem vérios
processos para produzir a massa da bolacha. Nas bolachas de massa short o objetivo
principal é que, durante a amassadura, se forme o minimo possivel de gliten, embora deva

haver uma dispersédo adequada de todos os ingredientes (Manley, 2000f).

Para se obter uma maior qualidade do produto final, a obtencdo da massa deve ser dividida
em duas etapas, primeiro a preparacdo do “‘creme” e depois a mistura deste com a farinha

(Hoseney, 1998). O “creme” é, usualmente, constituido por gordura, sacarose, xarope de
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acucar, sal, agentes quimicos de fermentacao (bicarbonato de sédio e bicarbonato de
amonio) e agua. O “creme” dissolve 0 méximo de acUcar possivel na 4gua disponivel, para
dispersar e dissolver os outros ingredientes e emulsificar tudo com a gordura, assim como
aprisionar ar (Manley, 2000f). A segunda etapa consiste na mistura da farinha com o
“‘creme”. Nesta etapa o tempo de mistura € critico ha prevencao do desenvolvimento do

gliten e no endurecimento da massa (Manley, 1998hb).

Uma vez obtida a massa, € desejavel que esta repouse durante algum tempo pois
encontra-se muito macia e “pegajosa” para se conseguir manusear eficazmente. Nesta
etapa a consisténcia da massa altera-se. Durante este periodo, a dgua é absorvida
passivamente pelo amido e proteina da farinha, resultando numa massa menos pegajosa.
Se esta ndo repousar durante, pelo menos, 30 minutos, pode ocorrer endurecimento,
devido a agitacdo no equipamento usado para formar as bolachas, o que resultara em

bolachas mais duras (Manley, 2000f).

Apbs esta etapa prossegue-se para a laminagem e formacdo das pecas de massa que

depois de cozidas dardo origem as bolachas.

O tempo de cozedura depende da espessura da peca de massa e €, geralmente entre 5 a
20 minutos. A cozedura causa uma expansao da massa para formar a textura desejada
(Manley, 2000f). As reacdes que ocorrem durante esta etapa sdo bastante complexas,
envolvendo a desnaturacdo proteica, perda de estrutura granular do amido, fusdo da
gordura, reacoes de Maillard e acastanhamento, expansdo da massa por evaporacdo da
agua, e producao e expansao térmica dos gases (Chevallier et al., 2002). Miller et al. (1997)
mostraram que, durante a cozedura, o diametro das bolachas aumentava linearmente com
o tempo e de repente colapsava. Isto acontece porque a massa quente é rica em liquidos
acucarados gordos que sdo viscosos o suficiente para permitir a retencdo do vapor de
agua, mas néo fortes o suficiente para permanecer como estrutura quando a humidade é
perdida para a atmosfera do forno (Manley, 2000f). A taxa de expansdo é também

influenciada pelos componentes da massa de ligagcdo a 4gua (Pareyt et al., 2008).

Durante a cozedura das bolachas, como resultado de uma transferéncia de massa e calor,
o teor de humidade da massa das bolachas diminui, a superficie das bolachas seca e a
temperatura da superficie aproxima-se da temperatura do ar envolvente. Isto leva ao
desenvolvimento de condicBes de alta temperatura e baixa humidade na superficie da
bolacha na altura em que o teor de humidade global é reduzido para o nivel desejado no

produto final (~3% por peso) (Palazoglu et al., 2015).
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2.4 ESTUDOS REALIZADOS COM ENRIQUECIMENTO DE PRODUTOS

ALIMENTARES

A Tabela Il apresenta alguns estudos realizados com alimentos funcionais semelhantes

ao da presente dissertacdo e as suas principais conclusées.

Através da tabela verifica-se que ndo existe nenhum estudo com enriquecimento de
bolachas com proteina, célcio e vitamina D. Contudo, existem alguns trabalhos com
bolachas enriquecidas apenas com proteina (geralmente, proteina do soro do leite) ou
apenas com célcio. E possivel verificar também a existéncia de um trabalho realizado com

uma bebida enriquecida com calcio e vitamina D.

Gallagher et al. (2005b) e Marques et al. (2016) concluiram que a adi¢cao de proteina (5 a
15%) e o aumento da sua concentracdo produziu bolachas mais escuras, verificando-se a

diminuicdo da luminosidade (L*).

No que se refere a dureza das bolachas, Gallagher et al. (2005b) concluiram que a adi¢éo
de proteina aumentou a sua dureza, ao contrario de Marques et al. (2016) que verificou
gue a adicdo de proteina nado influenciou significativamente a dureza das bolachas
(p>0,05).

Também Acar et al. (2012) verificaram que a adi¢éo de cloreto e lactato de calcio & massa

das bolachas promoveu o aumento da crocancia nas bolachas.

Marques et al. (2016) também observaram que quanto maior quantidade de proteina
adicionada as bolachas, maior o teor de humidade no produto final indicando a capacidade

da proteina se ligar a agua.
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3 MATERIAIS E METODOS

No presente capitulo encontram-se descritas as matérias-primas utilizadas, o processo
produtivo, o planeamento experimental, o estudo do consumidor, assim como todos os

métodos analiticos aplicados.

O presente trabalho encontra-se dividido em trés fases, a fase | na qual se selecionou a
proteina (proteina do soro do leite, proteina de arroz ou proteina de ervilha) a adicionar a
bolacha, a fase I, que consistiu num planeamento experimental para otimizacdo do
enriguecimento da bolacha com proteina, célcio e vitamina D. Nestas duas etapas do
trabalho, foram monitorizados os parametros fisico-quimicos, microestruturais e
organoléticos das diversas formulacGes obtidas. Finalmente, a fase lll, consistiu na
avaliacdo da aceitabilidade dos consumidores (com as bolachas obtidas na fase | e na fase

II) assim como, no estudo dos hébitos de consumo da populacao.

3.1 MATERIAS-PRIMAS

A farinha de trigo T65, glucose, gordura de palma, bicarbonato de sddio e bicarbonato de
amonio foram fornecidos pela Cerealis — Produtos Alimentares, S.A. O agucar (Sidul) e o
sal (Vatel) foram adquiridos no mercado local. As restantes matérias-primas utilizadas para
0 enriquecimento das bolachas produzidas, foram fornecidas pela empresa Formulab —
Aditivos Alimentares, Lda, nomeadamente, o isolado de ervilha (Cosucra) e lactato de
célcio (Galactic), pela empresa Nutripar, a proteina de arroz (Beneo) e a proteina do soro
do leite (Ferrer), e pela empresa Disproquima, a vitamina Ds cristalina (DSM). Na Tabela

IV encontram-se as principais carateristicas de alguns aditivos acima referidos.

Tabela IV — Principais carateristicas da proteina do soro do leite, de arroz, de ervilha e lactato de calcio

utilizados no processo de enriguecimento.

Carateristicas Proteina do soro do Proteina de Proteina de Lactato de Célcio
leite arroz ervilha

Pureza 93% 79% 88% 13%

Cinzas 2-3% 0-2% 0-6%

Cor Branca Branca Creme (escuro) Branca
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3.2 PROCESSO PRODUTIVO
Na Figura 3 encontra-se o fluxograma do processo produtivo da bolacha de massa short

enriquecida.

Farinha de trigo T65, Glucose, gordura de palma, Sal, bicarbonato de sodio,
proteina, calcio (fase Il aguicar, vitamina D (fase 1) bicarbonato de aménio, agua

Pesagem Pesagem Pesagem

Homogeneizagéo Dissolucédo

Mistura 1
(t=25 s, v=4000
rpm)

Amassadura
(t=60 s, v=4000
rpm)

Repouso
(T=4°C, t=30
min)

Moldagem/Corte

Cozedura
(T=150 °C, t=15
min)

Arrefecimento
(T=18-21 °C, t=60
min)

Embalamento

Figura 3 — Fluxograma do processo produtivo da bolacha de massa short enriquecida.
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O processo comeca pela pesagem da glucose, gordura de palma, acucar e vitamina D
(apenas na fase Il) que se introduzem na misturadora fechada Termomix TM31 (Vorwerk,
Alemanha). Pesa-se o sal, o bicarbonato de s6dio e o bicarbonato de aménio para um
recipiente e a esta mistura adiciona-se agua. Apos dissolugdo junta-se a mistura anterior,
a uma velocidade de 4000 rpm durante 25 segundos. Esta emulsdo de
gordura/agua/aclcar/sais € intitulada de “creme”. De seguida, pesa-se a farinha, a proteina
e o célcio (apenas na fase Il) conforme as formulac¢des descritas na Tabela V e Tabela VI,
para a fase | e fase Il, respetivamente. A farinha, a proteina e o célcio (apenas na fase Il)
sdo homogeneizadas e, posteriormente, adicionadas a misturadora. Esta mistura é
amassada durante 60 segundos a velocidade de 4000 rpm. A massa obtida € armazenada
durante 30 minutos a 4 °C (repouso) e posteriormente, dividida em por¢cdes com um
didmetro de 48 mm e uma espessura de 5 mm, usando um tubo formador de bolachas. De
seguida as por¢des sdo colocadas num forno convetor industrial (Fagor, Espanha) durante
15 minutos a 150 °C. As bolachas produzidas (em média 34 bolachas por cada 300 @)
foram armazenadas em sacos de vacuo PA/PE 20/70, selados hermeticamente, 60 minutos
apos terem sido retiradas do forno (arrefecimento), e armazenadas a temperatura ambiente

ao abrigo da luz.

3.3 FASE | — SELECAO DA PROTEINA

Nesta parte do trabalho, estudaram-se trés proteinas diferentes nomeadamente, a proteina
do soro do leite (PSL), a proteina de arroz (PA) e o isolado de ervilha (PE), tendo sido
também realizado um controlo (formulacédo base da bolacha de massa short sem adicéo
de proteina). A descricdo da formulacédo, relativamente as quantidades adicionadas de
cada ingrediente encontra-se na Tabela V. De referir que a formulagéo base (controlo) foi,

gentilmente, fornecida pela empresa Cerealis — Produtos Alimentares S.A..

A quantidade de proteina adicionada foi baseada no Regulamento (CE) n® 1924/20086,
relativo as alegacdes nutricionais e de saude sobre os alimentos, de forma a ser possivel
alegar “alto teor em proteina”. Esta alegacao s6 pode ser feita quando, pelo menos, 20%

do valor energético do alimento for fornecido por proteina.

Assim, de acordo com o regulamento, foram adicionados 18,60 g de proteina. O valor da
guantidade de proteina a adicionar, foi retirado na quantidade de farinha da formulacéo

base (calculos realizados encontram-se no Apéndice ).
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Tabela V — Formulagdes da fase I: Controlo (formulagdo base); PSL (formulacdo com adi¢cdo de proteina do

soro do leite); PA (formulacao com adi¢éo de proteina de arroz); PE (formulacdo com adigéo de proteina de

ervilha).
Ingredientes (g/100 @) Controlo PSL PA PE
Glucose 0,83 0,83 0,83 0,83
Gordura de Palma 16,20 16,20 16,20 16,20
Aculcar 19,94 19,94 19,94 19,94
Sal 0,50 0,50 0,50 0,50
Bicarbonato de sddio 0,08 0,08 0,08 0,08
Bicarbonato de amonio 0,12 0,12 0,12 0,12
Farinha de trigo 62,32 42,32 38,77 41,18
Proteina de soro do leite - 20,00 - -
Proteina de arroz - - 23,54 -
Proteina de ervilha - - - 21,14
Agua 10,39 12,27 12,34 19,19

3.4 FASE Il — OTIMIZACAO DA FORMULAGCAO PELO METODO FATORIAL

Depois de selecionada a proteina na fase |, a fase Il consistiu num planeamento
experimental aplicando-se um desenho fatorial de trés fatores, proteina, calcio e vitamina

D e dois niveis, “fonte de” e “alto teor em”, segundo o Regulamento (CE) n°® 1924/2006.

Os diversos ensaios do planeamento experimental podem ser consultados na Tabela VI.

Tabela VI — Planeamento experimental da fase |II.

Ensaio Proteina Calcio Vitamina D
Controlo (fase 1) 0 0 0

F1 Fonte de Fonte de Fonte de

F2 Alto teor em Fonte de Fonte de

F3 Fonte de Alto teor em Fonte de
F4 Alto teor em Alto teor em Fonte de
F5 Fonte de Fonte de Alto teor em
F6 Alto teor em Fonte de Alto teor em
F7 Fonte de Alto teor em Alto teor em
F8 Alto teor em Alto teor em Alto teor em
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Relativamente a quantidade de proteina, o Regulamento (CE) n°® 1924/2006 indica que
para se poder usar a alegagao “fonte de proteina”, pelo menos 12% do valor energético do
alimento tem de ser fornecido por proteina. Relativamente a alegagéo “alto teor em

proteina”, aplica-se o que ja foi referido no subcapitulo 3.3.

No que se refere ao teor de célcio e ao teor de vitamina D, segundo o Regulamento (CE)
n° 1924/2006, para se poder alegar “fonte de calcio/vitamina D” o produto tem de conter,
pelo menos, a quantidade significativa definida no Anexo da Diretiva 90/496/CEE,
entretanto revogada pelo Regulamento (UE) N° 1169/2011. No anexo Xlll, na “Parte A-2"
do regulamento supracitado esta indicado que a quantidade significativa corresponde a
15% dos valores de referéncia do nutriente indicados na “Parte A — 1” fornecido por 100 g
no caso de produtos que ndo sejam bebidas. Para se alegar “alto teor em calcio/vitamina
D” o produto tem de conter, pelo menos, o dobro do teor exigido para a alegacao “Fonte

de vitamina(s)/mineral(is)”, portanto 30% dos valores de referéncia.

Neste sentido, determinaram-se os valores de cada um dos constituintes a adicionar de
forma a respeitar os regulamentos (calculos realizados encontram-se no Apéndice I). Na

Tabela VII é possivel consultar as quantidades adicionadas de cada ingrediente.

Tabela VII — Formulagbes da fase II.

Ingredientes Ensaios

(9/100 g) C F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Glucose 083 083 08 083 08 08 08 08 083
S;’I:g;ra de 1620 1620 1620 1620 1620 1620 1620 1620 1620
Aclcar 19,94 19,94 19,94 19,94 19,94 1994 19,94 19,94 19,94
Sal 050 050 050 050 050 050 050 050 050
Bicarbonato oa 008 008 008 008 008 008 008 008
de sodio

Bicarbonato 0,12 012 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12

de amoénio

tFr%r(')”ha de 6232 4872 4027 4780 3935 4872 4027 47.80 39,35
Proteina de 12,68 21,14 12,68 21,14 12,68 21,14 12,68 21,14
ervilha

Lactato de 092 092 183 183 092 092 183 183
calcio

zﬂ;a)m'”a b 075 075 075 075 150 150 150 150
Agua 10,39 1543 23,10 1537 22,67 1578 2133 1556 20,71
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3.5 METODOS ANALITICOS

Neste subcapitulo encontram-se descritos os métodos analiticos aplicados nas bolachas

obtidas em ambas as fases. As analises foram realizadas ap6s arrefecimento da amostra.

3.5.1 ATIVIDADE DA AGUA
A determinacgéo da atividade da 4gua (aw) foi realizada na amostra previamente triturada e
homogeneizada recorrendo a um medidor portatil Pawkit (Decagon, EUA). A analise foi

realizada em triplicado.

3.5.2 TEOR DE HUMIDADE
O teor de humidade foi determinado pelo método AOAC 925.10 (AOAC, 1995d). Uma
amostra (3 g) de cada formulagéo foi colocada numa estufa (Heraeus, Alemanha) a 130 °C

até peso constante. A analise foi realizada em triplicado.

3.5.3 TEOR EM CINZAS
O teor em cinzas foi determinado pelo método AOAC 935.39-B (AOAC, 1995a). Uma
amostra (3 g) de cada formulagdo foi colocada numa mufla (Heraeus, Alemanha) a

550 °C até reducao a cinzas. A andlise foi realizada em triplicado.

3.5.4 TEOR DE PROTEINA
O teor de proteina foi determinado pelo método Kjeldahl, descrito pela AOAC 935.39-C
(AOAC, 1995b). Para a determinagéo recorreu-se a uma unidade de digestdo (Buchi,

Suica) e uma unidade de destilacdo Vapodest (Gerhardt, Alemanha).

A conversdao do teor de azoto total em teor de proteina bruta foi obtida através do fator de
conversao padréo (6,25) (Jones, 1941). Os resultados sdo apresentados em percentagem.

A andlise foi realizada em triplicado.

3.5.5 TEOR DE CALCIO

A determinacédo do teor de célcio foi realizada segundo o método de Espectrofotometria de
Absor¢cdo Atomica descrito pela AOAC 945.41 usando um espectrofotometro (Varian
SpetrAA.A.300, EUA) para a formulagdo controlo e para as formulacbes da fase Il

(planeamento experimental) (AOAC, 1995c). A andlise foi realizada em triplicado.
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3.5.6 TEOR DE VITAMINA D
A quantificacdo de vitamina D3 foi realizada recorrendo ao método HPLC/UV-VIS, método
EN 12821:09. De referir que esta analise foi realizada pela empresa Silliker Portugal, S.A.

N&o foram realizadas réplicas.

3.5.7 COR
Para a determinacdo da cor utilizou-se um colorimetro Minolta CR-300 (Konica Minolta,
USA) utilizando o sistema CIE L* a* b*.

BN

Previamente a determinacdo da cor das amostras, procedeu-se a calibracdo do
colorimetro. Para tal, recorreu-se a placa propria para o efeito, sendo que os valores
presentes no mostrador: L* = 97,06; a* = +5,28; b* = -3,49; indicavam que a calibra¢céo

tinha sido efetuada corretamente.

Posteriormente procedeu-se a determinacdo da cor das amostras, posicionando-se o
medidor no centro das mesmas e registando os valores (L* a* b*) obtidos. Para cada tipo

de amostra efetuaram-se dez leituras (Gallagher et al., 2005b).

Foi calculada a razdo L*/b* que representa a cor amarelada de produtos de panificacdo
(Gallagher et al., 2003).

3.5.8 TEXTURA (DUREZA)

A textura das bolachas foi analisada usando um texturbmetro TA.XT.plus (Stable
Microsystems, Reino Unido) acoplado com uma célula de carga 0,49 N e a aquisi¢cao de
dados com consequente registo de forca foi realizada através do software “Exponent”. Na
avaliacdo da dureza, foi usada a sonda “three point bending” (HDP/3PB) e as condicBes
experimentais foram: distancia entre os dois suportes da base da plataforma de 38 mm,
disténcia de penetracdo da sonda de 5 mm e uma velocidade teste de 4 mm/s (Palazoglu
et al. (2015)). Registou-se a forca maxima (N) que é proporcional a dureza da bolacha

(Figura 4). A textura das amostras foi analisada com 10 réplicas para cada formulacao.
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FORRS M e o Cycec 2
Dureza

10 15 20 25 30 35 i)
Time (sec)

Figura 4 — Exemplo do grafico obtido no teste de fratura das bolachas.

3.5.9 MICROSCOPIA DE VARRIMENTO ELETRONICO (MVE)

Foi realizado o estudo da microestrutura interna das bolachas usando um microscopio
eletronico de varrimento (Hitachi SU1510, Jap&o) numa ampliacdo de 100x (fase I) e uma
ampliacdo de 500x (fase Il), a uma voltagem de 10 kV. Foram cortadas amostras com 5
mm de espessura de cada bolacha. Processaram-se imagens do plano de secgéo

transversal da estrutura das bolachas usando o software do proprio equipamento.

3.5.10 ANALISE SENSORIAL

Foi realizada uma andlise descritiva quantitativa (ADQ) as bolachas da fase | e da fase Il
recorrendo a um painel semi-treinado de 6 provadores, que habitualmente participa em
sessdes de analise sensorial do laboratério de Qualidade Alimentar da ESTG. Os atributos
sensoriais avaliados foram a rugosidade da superficie, dureza ao partir a bolacha,
friabilidade, crocancia, dureza (na boca), sabor residual e sabor diferente, avaliados numa
escala de intensidade de 9 pontos (1 — intensidade mais baixa e 9 — intensidade mais alta)
(Stone et al., 2004).

O painel de provadores recrutado, foi previamente submetido a uma sessdo de
aguecimento, com soluc¢des para identificacdo e ordenacdo de sabores bdasicos por
intensidade (ranking), segundo a ISO 8587 (ISO, 2006). A ficha de prova foi definida nas
sessdes seguintes onde foi realizado o levantamento das propriedades organoléticas mais
relevantes, recorrendo a diferentes amostras de bolachas: formulacdo base produzida em

laborat6rio, produto correspondente no mercado e ainda dois produtos semelhantes de
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marcas “brancas”. Foram também definidas escalas, ancoras verbais e respetivos padrées

para cada atributo (Apéndice III).

3.6 FASE Ill = ESTUDO DO CONSUMIDOR E ACEITABILIDADE

Foram realizados testes de aceitabilidade para as bolachas produzidas nas diferentes
fases (I e 1) e ainda um estudo com consumidores para aferir os habitos de consumo de

bolachas, nomeadamente de bolachas funcionais.

3.6.1.1 Aceitabilidade de bolachas funcionais

Para as bolachas enriquecidas com proteina do soro do leite, proteina de arroz e proteina
de ervilha (fase 1), um total de 38 pessoas, da comunidade académica do IPVC, até 65
anos de idade participou no estudo. Cada consumidor recebeu 3 bolachas (PSL, PE e PA),
apresentadas simultaneamente, codificadas com trés algarismos aleatérios. A
aceitabilidade do consumidor foi avaliada, de uma forma global, usando uma escala
hedonica de 9 pontos (1 — extremamente desagradavel a 9 — extremamente agradavel)
(Peryam et al., 1957). Em simultdneo com o teste de aceitabilidade, os consumidores
responderam a um pequeno questiondrio para caraterizagdo sociodemografica. A ficha de

prova encontra-se no Apéndice IV.

Nas bolachas da fase Il, enriquecidas com diferentes concentracdes de proteina de ervilha,
célcio e vitamina D, participaram no estudo um total de 51 pessoas a partir 46 anos, sendo
8 homens e 43 mulheres. Participaram pessoas do Centro Social Paroquial do Senhor do
Socorro, da comunidade académica do IPVC e familiares. Cada consumidor recebeu 3
bolachas (F5, F7 e F8), apresentadas simultaneamente numa Unica sessao apds
preenchimento de um questionario para caraterizacdo sociodemografica, perfil do
consumidor e padrao de consumo. As amostras foram codificadas com 3 digitos aleatorios.
A aceitabilidade do consumidor foi avaliada como referido anteriormente para as bolachas
enriguecidas com diferentes proteinas (fase 1). A ficha de prova encontra-se no Apéndice
V.

3.6.1.2 Habitos de consumo de bolachas funcionais

No estudo com consumidores, foi realizado um inquérito aos habitos de consumo de
bolachas em especial, consumo de bolachas funcionais. O inquérito realizado, cuja
estrutura se apresenta no Apéndice V, foi construido no sentido de se apurar informacao
sobre a posi¢do do consumidor relativamente aos alimentos funcionais e o seu padrao de

consumo de bolachas, assim como bolachas com alegacdes funcionais. O inquérito esteve
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disponivel desde 21 de setembro até 9 de novembro de 2016, tendo participado 382
pessoas, sendo 101 homens e 281 mulheres. Trata-se de um inquérito maioritariamente
de resposta fechada, composto por 21 questdes, divididas em 3 sec¢cfes nomeadamente,
caraterizagcdo demografica e socioecondémica (7 questdes), perfil do consumidor (9

guestdes) e padrdo de consumo (5 questdes).

Dessas questdes, uma parte (da 8% a 162 do inquérito em anexo) destina-se a recolha de
informacédo acerca da percecao que o consumidor tem do seu estado de saude, da sua
preocupacédo com o consumo de alimentos que contribuem para um bom estado de saude,
assim como a frequéncia desse consumo. As questdes foram baseadas num estudo de
consumidores de alimentos funcionais publicado pela International Food Information
Council Foundation (IFIC, 2013).

Outras questdes (da 172 a 21%) visaram recolher informacéo acerca do padrao e do tipo de
bolachas consumidas, as carateristicas que o consumidor considera mais relevantes nas
bolachas e o interesse em consumir uma bolacha enriquecida com proteina, calcio e
vitamina D (Steptoe et al., 1995).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados recorrendo a diferentes ferramentas estatisticas. Para
estudar as diferencas entre formulacdes, aplicou-se aos resultados uma andlise de
variancia (one-way ANOVA) e testes post-hoc de Tukey quando pelo menos uma das
formulacdes era diferente. Considerou-se diferengas estatisticamente significativas para
um intervalo de confianca de 95%, p<0,05. Foi também aplicada uma analise de
componentes principais (ACP) para determinar correlagbes entre 0s parametros
analisados (fase Il). Aos dados da analise sensorial foi aplicada uma analise de variaveis
candnicas (AVC), com grupos a representar os produtos e as opiniées dos provadores,
usadas como réplicas para cada produto. O estudo de consumidores gerou um tipo de
dados que foi analisado recorrendo a representacéo grafica das medianas e distancias
interquatilicas (“caixas e bigodes”) e o estudo das diferencas recorrendo aos testes de
Kruskal-Wallis para dados nao paramétricos (Barbosa et al., 2011). Aplicou-se ainda uma
analise de correspondéncias baseada nas tabelas de Burt para um conjunto de dados
(Greenacre, 1984). A analise estatistica foi realizada recorrendo ao software STATISTICA
v 7.0 (StatSoft, EUA).
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Arealizacdo deste trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de uma bolacha
funcional direcionada aos consumidores seniores. Numa primeira fase do trabalho
selecionou-se a proteina (proteina do soro do leite, de arroz ou de ervilha) a adicionar a
bolacha. Posteriormente, e numa segunda fase, através de um planeamento experimental,
otimizou-se a bolacha de forma a reunir alegag8es nutricionais e de saude no que se refere
ao teor de proteina, célcio e vitamina D. Simultaneamente, foram estudadas as
carateristicas fisico-quimicas, microestruturais e sensoriais das diversas formulacdes.
Finalmente, a fase lll, consistiu na avaliacdo da aceitabilidade dos consumidores (com as
bolachas obtidas na fase | e na fase Il) assim como, no estudo dos habitos de consumo da

populacéo.

Este capitulo encontra-se dividido em trés subcapitulos — fase I, fase Il e fase Illl — e estes
em subcapitulos, nos quais se procede a analise dos diferentes resultados obtidos durante

0s ensaios realizados.

4.1 FASE | — SELECAO DA PROTEINA A USAR PARA ENRIQUECIMENTO

4.1.1 ATIVIDADE DA AGUA (aw)

Nos alimentos a agua encontra-se presente de duas formas diferentes, quimicamente
ligada a outras moléculas (imobilizada) ou na sua forma livre, separada de outras
moléculas (disponivel). E esta 4gua disponivel, que atua como solvente, permite reacdes
guimicas e o crescimento microbiano, que determina o valor da aw. Este parametro pode
variar entre 0, onde a 4gua livre é inexistente e 1, onde a 4gua se encontra totalmente
disponivel (equivalente a agua pura). Deste modo, considera-se a ay Como uma
propriedade importante nas formulacdes e processos alimentares, pois a maior parte das
reacbes bioguimicas e microbiolégicas sao controladas pela aw do sistema, o que a
converte num parametro Util para prever a estabilidade e o tempo de prateleira dos
alimentos (Sahin et al., 2006).

Os resultados obtidos para a aw das formulacdes com proteina do soro do leite, proteina
de arroz e proteina de ervilha, assim como da formulacdo controlo (sem proteina

adicionada), encontram-se na Figura 5.
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Figura 5 — Variacao da atividade da agua para a bolacha controlo (C), com adi¢&o de proteina de soro do leite
(PSL), de arroz (PA) e de ervilha (PE).
Valores médios + desvio padréo para n=3. Valores com letras diferentes sao estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Verifica-se que, genericamente, o valor da aw € maior nas formulagcdes com adicao de
proteina do que na formulacéo controlo, variando de 0,55 até 0,68 (p<0,05). Um valor mais
elevado de ay significa que ha mais agua disponivel no sistema. Os valores obtidos sdo
superiores aos reportados por Figura et al. (2007), nomeadamente, entre 0,30 e 0,50 para
bolachas e produtos cozidos, respetivamente.

4.1.2 TEOR DE HUMIDADE

As bolachas séo alimentos com teores de humidade baixos. A maior parte da humidade
esta numa camada fina de material perto do centro, enquanto a superficie e a periferia
externa da bolacha estéo praticamente secas. O teor de humidade da massa, compreende
tanto a agua adicionada a massa, durante a etapa de mistura, e a agua que existe
naturalmente nos ingredientes adicionados. Segundo Mamat et al. (2010), o
processamento térmico reduz o teor de humidade final para 1 a 5% no produto final. De
acordo com Lai et al. (2007), o nivel de 4gua usado na producgdo da massa das bolachas,

afeta a retencdo de humidade e a qualidade do produto final.

O efeito da adicao da proteina no teor de humidade das bolachas € apresentado na Figura
6.
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Figura 6 — Variacao do teor de humidade para a bolacha controlo (C), com adigdo de proteina de soro do leite
(PSL), de arroz (PA) e de ervilha (PE).
Valores médios + desvio padréo para n=3. Valores com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Através desta figura, verifica-se que, as formulacdes PA e PE apresentam teor de
humidade inferior as formulagbes C e PSL (p<0,05). Pelo contrario, as formulagbes C e
PSL ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si (p>0,05). Marques
et al. (2016), no trabalho realizado com bolachas enriquecidas, verificaram que quanto
maior a concentracdo de proteina do soro do leite adicionada, maior era o teor de

humidade.

Nas formulacdes em que se adicionou proteina (PSL, PA e PE), verificou-se a necessidade
de adicionar mais agua, pois a hidratagdo da massa nado era suficiente. Isto acontece
porque a proteina absorve duas vezes o seu peso em agua (Manley, 2000a). No entanto,
mesmo apoés a adicdo da totalidade da agua (Tabela V), a massa que se obteve, embora
aparentemente ligada, continuava com pouca consisténcia e quebradica. Maache-Rezzoug
etal. (1998) verificaram o0 mesmo comportamento ha massa de bolacha. Referiram também
gue tanto a qualidade como a quantidade de proteina influenciaram a absorcdo de agua
em bolachas. Este facto pode justificar os diferentes teores de humidade obtidos para as
formulagcdes com proteina, ainda que a quantidade de proteina adicionada tenha sido a

mesma.

Gallagher et al. (2005b) que estudaram o efeito da adicdo de proteinas lacteas na
gualidade final de bolachas, referem que para se obter bolachas com valores de a, e de
humidade iguais ao controlo, a formulagéo teria que ser ajustada devido a tendéncia das

proteinas lacteas para absorverem agua de forma diferente da farinha de trigo.
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4.1.3 TEOREM CINZAS
Na Figura 7 pode observar-se o teor em cinzas obtido para cada uma das quatro
formulagdes realizadas nesta fase.
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Figura 7 — Variacao do teor em cinzas para a bolacha controlo (C), com adi¢céo de proteina de soro do leite
(PSL), de arroz (PA) e de ervilha (PE).
Valores médios + desvio padréo para n=3. Valores com letras diferentes sao estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Verifica-se que a incorporacdo de proteina alterou o contetdo final de cinzas nas
formulacbes PSL e PE, quando comparado com a formulagdo controlo (p<0,05),
significando um aumento da qualidade nutricional das bolachas. O teor em cinzas variou
de 0,77 até 1,45. Pelo contrario, a formulagdo PA ndo apresenta diferencas
estatisticamente significativas relativamente a formulagéo controlo. Este resultado podera
indicar que o conteludo de cinzas desta proteina é praticamente 0%, tal como indicado na
ficha técnica do produto (Tabela IV e Anexo I). Através da andlise do contetdo em cinzas
de cada uma das proteinas € possivel comprovar que a proteina de arroz é a que tem
menor contetdo em cinzas, enquanto que a proteina de soro do leite e a proteina de ervilha

podem ter conteldos até 3 e 6%, respetivamente (Tabela V).
4.1.4 TEOR DE PROTEINA

O teor de proteina por 100 g de alimento para cada uma das formula¢cdes € apresentado

na Figura 8.
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Figura 8 — Variagcdo do teor de proteina para a bolacha controlo (C), com adi¢do de proteina de soro do leite
(PSL), de arroz (PA) e de ervilha (PE).
Valores médios + desvio padréo para n=3. Valores com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Verifica-se que os resultados do teor de proteina das formulagbes PSL, PA e PE nao
apresentaram diferencas significativas entre si, =17% (p>0,05), 0 que seria de esperar uma
vez que se adicionaram os preparados de proteina de forma a obter a mesma concentracao
final de proteina. A quantidade de proteina da formulag&o controlo foi 5,78%, sendo que a
proteina presente é fornecida pela farinha de trigo. A adicdo de proteina aumentou cerca
de 2,9 vezes a sua concentracdo no produto, quando comparada com a formulacdo

controlo, independentemente do tipo de proteina.

A quantidade final de proteina bruta das formulagcées permitiu elaborar um produto
diferenciado e com possibilidade de alegagao nutricional, nomeadamente “teor de proteina”
(Regulamento (CE) N° 1924/2006).

Souza et al. (1994) concluiram que a quantidade total de proteina é mais importante para
a qualidade da bolacha do que a composi¢do dessa mesma proteina. Pelo que, existe a
necessidade de analisar quais as implicacdes desta adicao nas carateristicas organoléticas

do produto.

4.1.5 COR DA SUPERFICIE DA BOLACHA (CIE L* a* b*)

A cor das bolachas é das primeiras carateristicas a ser observada pelo consumidor,
influenciando a aceitabilidade do produto. Pode ser modificada devido aos ingredientes
utilizados na formulagc&o, assim como o tempo e a temperatura utilizados na cozedura
causando rea¢des de Maillard e caramelizacao (Bertolin et al., 2013). A reacao de Maillard

€ uma reacdo quimica que ocorre entre aglcares redutores e aminoacidos das proteinas
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€ que provoca uma cor acastanhada na superficie dos produtos de panificacdo (Manley,
2000b). Como o desenvolvimento da cor ocorre durante a Ultima fase da cozedura, a cor
pode ser um parametro usado para determinar a conclusdo do processo de cozedura
(Mamat et al., 2010).

Os parametros L* e L*/b* para a superficie das bolachas podem ser observados na Figura
9.
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Figura 9 — Variacao dos valores de L* (A) e de L*/b* (B) para a bolacha controlo (C), com adi¢cdo de proteina
de soro do leite (PSL), de arroz (PA) e de ervilha (PE).
Valores médios + desvio padrao para n=10. Valores com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Através da Figura 9 (A), verifica-se que os valores de L* de todas as formulagdes sé@o
inferiores a formulacao controlo e apresentam diferengas significativas entre eles (p<0,05).
Este comportamento significa que a adicdo de proteina provocou a diminuicdo da
luminosidade das bolachas, podendo dizer-se que o conteddo em proteina tem uma

correlacdo negativa com o valor de L*. Os mesmos resultados foram observados por
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diversos autores (Bertolin et al., 2013; Gallagher et al., 2005b; Marques et al., 2016). Isto
deve-se as reacdes de Maillard que ocorrem entre proteinas e agucares, contribuindo para

uma cor mais escura do alimento.

E importante referir que o isolado de proteina de ervilha, ao contrario das restantes
proteinas, tinha uma cor acastanhada (Tabela V) conferindo naturalmente a mesma cor a

bolacha, e tendo como consequéncia valores de L* mais baixos.

O mesmo efeito foi verificado nos resultados de L*/b* (Figura 9 (B). Observa-se que os
valores sdo todos diferentes (p<0,05) e que a adicdo de proteina diminui o valor do
parametro L*/b*. A formulacdo PSL apresenta o menor valor, traduzindo-se numa cor mais
amarelada como pode ser confirmado através da Figura 10. Nesta, € possivel visualizar o
aspeto das diferentes formulacdes estudadas, confirmando-se os resultados anteriormente

descritos.

Figura 10 — Aparéncia da bolacha controlo (C), com adi¢cdo de proteina de soro do leite (PSL), de arroz
(PA) e de ervilha (PE).

4.1.6 DUREZA

A textura é um dos fatores que mais contribui para a qualidade do consumo de bolachas e
pode ser interpretada em termos do estado dos seus ingredientes principais. A dureza, que
€ uma das carateristicas mais importantes da textura das bolachas, é medida como o pico

da forga para partir a bolacha (Laguna et al., 2011; Mancebo et al., 2015).

O processo de cozedura transforma a massa num sélido celular com uma textura final
carateristica (Chevallier et al., 2000). A dureza da bolacha é o resultado do comportamento
da sacarose durante a cozedura. Esta € dissolvida na agua da massa para formar uma
solucdo altamente concentrada e quando a bolacha arrefece, depois de sair do forno, esta
solucéo solidifica para se tornar num material duro, amorfo e vitreo, dando a bolacha uma

textura crocante (Marques et al., 2016).
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Na Figura 11 podem observar-se os resultados obtidos para a dureza das bolachas com
diferentes proteinas. Através desta figura é possivel verificar que, para as formulagfes PA
e PE, a dureza das bolachas foi significativamente afetada pela incorporacdo de proteina
na formulagéo base (p<0,05). O mesmo néo foi verificado com a formulacdo PSL, a qual

nao apresentou diferengas significativas relativamente a formulagéo controlo (p>0,05).
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Figura 11 — Variagdo da dureza para a bolacha controlo (C), com adicdo de proteina de soro do leite (PSL),
de arroz (PA) e de ervilha (PE).
Valores médios + desvio padrao para n=10. Valores com letras diferentes séo estatisticamente diferentes
pelo teste de Tukey (p<0,05).

A formulagdo PSL foi a que apresentou maior dureza quando comparada as restantes
formulacdes com proteina. Mancebo et al. (2016) verificaram que a incorporacdo de
proteina diminuiu a dureza das bolachas. Gallagher et al. (2005b) obtiveram resultados
idénticos e concluiram que este comportamento pode dever-se ao facto das proteinas do
soro do leite serem sollveis ndo se ligando ativamente a agua, a ndo ser que estejam
altamente desnaturadas. Os resultados do teor de humidade (Figura 6) vao ao encontro da
afirmacgéo de Gallagher et al. (2005b), confirmando os resultados obtidos para a dureza.
O'Brien et al. (2003) verificaram que a dureza se correlacionava positivamente com o teor
de humidade ao longo do tempo.

Tal como se verifica na Tabela V, a quantidade de cada proteina adicionada em cada
formulacdo ndo é a mesma. De facto, devido ao grau de pureza diferente, as proteinas
foram adicionadas em quantidades diferentes para a concentracdo de proteina bruta no
final ser a mesma. Deste modo, uma maior quantidade de proteina implica menor
guantidade de farinha de trigo adicionada a bolacha, o que podera influenciar a menor ou

maior dureza verificada nas diferentes formulacoes.
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4.1.7 MICROSCOPIA DE VARRIMENTO ELETRONICO (MVE)

A estrutura das bolachas de massa short é constituida por uma matriz de amido-proteina
feita de proteinas do gliten com gréos de amido inchados cheios de células de ar de varias
formas, tamanho e profundidade (Mieszkowska et al., 2015). As propriedades das bolachas
sdo determinadas maioritariamente pelo volume de espacos aéreos e glébulos de gordura,
assim como o nivel de heterogeneidade (Blaszczak et al., 2004). O ac¢lcar da bolacha esta
numa solucdo concentrada que atrasa ou previne a gelatinizacdo do amido durante o
processamento das bolachas (Laguna et al., 2011). Baltsavias et al. (1999) mostraram que,
independentemente da composicdo, a gelatinizacdo do amido é devida ao conteddo
limitado em agua juntamente com uma temperatura de cozedura baixa, dando uma textura
fragil. Laguna et al. (2011) refere que as proteinas ndo se agregam e hidratam o suficiente

para formar uma rede de gliten.

Na Figura 12 podem observar-se imagens da estrutura interna das bolachas que
descrevem o tamanho e a distribuicdo das células de ar (poros). As bolachas analisadas
sdo caraterizadas por uma morfologia heterogénea, tipica das bolachas e resultante da sua
formulac@o. Observando as imagens, é possivel verificar que as formulagdes controlo (A)
e PSL (B) possuem alvéolos maiores quando comparadas com as formulacées PA (C) e
PE (D). Esta estrutura relativamente semelhante pode estar relacionada com a capacidade
dos ingredientes lacteos de formar uma rede semelhante ao gliten (Nammakuna et al.,
2016). As formulacdes PA (C) e PE (D) apresentam um aspeto mais compacto.
Maache-Rezzoug et al. (1998) verificaram que o aumento do conteldo em proteina

produziu bolachas mais finas e compactas em textura.

O corte lateral das amostras ndo é totalmente liso, pelo que algumas partes da matriz
ficaram mais salientes. Este facto pode observar-se na imagem da formulacédo PE (D) em
gue é possivel verificar algumas partes mais claras na matriz (efeito de carga) provocadas

pela acumulacéo de eletrbes nessa zona.
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Figura 12 — Imagens obtidas da MVE da microestrutura interna (corte lateral) para a bolacha controlo (A),
com adi¢do de proteina de soro do leite (B), de arroz (C) e de ervilha (D). Ampliagéo de 100x.

4.1.8 ANALISE SENSORIAL COM PAINEL DE PROVADORES

A ADQ realizada nesta fase de selecao de proteina a usar no enriquecimento das bolachas

permitiu tracar um perfil sensorial para as diferentes formula¢des (Figura 13).
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Figura 13 — Resultados da ADQ realizada pelo painel semi-treinado para a bolacha controlo (C), com adi¢ao
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Através da Figura 13, é possivel verificar que no atributo “crocancia”, a formulacéo controlo
(C) foi a que obteve o valor mais elevado na ADQ, seguindo-se da formulacdo PSL. A
formulacéo PSL foi classificada com intensidades mais elevadas nos atributos sensoriais
“dureza ao partir’ e “dureza na boca”. Estes resultados estdao de acordo com os resultados
obtidos na dureza analisada instrumentalmente (Figura 11). A formulagdo PA e a
formulacéo controlo foram consideradas as mais friaveis (“desfaz muito”, como comentam
alguns provadores). No atributo “sabor residual’, a formulacao PA obteve o valor mais
elevado, contudo, as formulagdes PE e PSL encontram-se muito proximas. A formulagéo
PA é considerada pelos provadores, como tendo um sabor diferente mais acentuado. A
formulacdo PE foi avaliada com intensidade mais baixa nos atributos “rugosidade”,
“crocancia” e “dureza na boca”. De uma forma geral, é possivel verificar que a formulagéo

PSL foi classificada com intensidades proximas a formulagéo controlo.

Foi realizada uma analise de variaveis candnicas (AVC), apresentada na Figura 14, com o
objetivo de avaliar diferengas entre grupos por comparagdo com as diferencas observadas
dentro dos grupos (Alves, 2006). Cada amostra é considerada como um grupo, com 0S
resultados dos provadores projetados como réplicas. Foi construida uma matriz com 24
linhas (4 amostras x 6 provadores) e 7 colunas (7 atributos descritos no subcapitulo 3.5.10).
Uma dispersao baixa dentro do mesmo grupo (amostra), significa que todos os provadores
estdo de acordo, enquanto uma dispersdo elevada significa que as diferencas entre
provadores sdo superiores as dos proprios grupos. Verificando-se esta situacdo, pode

dizer-se que néo ha diferencas significativas entre as amostras em estudo.
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Figura 14 — Andlise de variaveis candnicas a avaliacdo do painel de provadores para a bolacha controlo (C),
com adicao de proteina de soro do leite (PSL), de arroz (PA) e de ervilha (PE).

Na verdade, a semelhangca entre amostras motivou alguma confusdo na analise dos
produtos revelada na disperséo dos resultados (Figura 14). No entanto, é possivel ver que
0 painel, distinguiu as amostras sobretudo no que respeita aos atributos dureza na boca e
dureza ao partir. As amostras controlo e PSL afastam-se das restantes, projetadas no lado
esquerdo do eixo da VC 1, e as de menor dureza, no lado direito (PA e PE). Relativamente
a friabilidade e crocéncia, pode dizer-se que o painel considerou as bolachas controlo (sem
adicao de proteina), as mais crocantes e friaveis. Na VC 2, observa-se que a amostra PSL
(quadrante inferior esquerdo) é aquela que mais consistentemente se afasta da amostra
controlo e das restantes formulagdes relativamente aos parametros organoléticos
considerados. No entanto, como os provadores apresentam uma grande disperséo, este

atributo néo é téao relevante na discriminagédo das amostras.

4.1.9 ACEITABILIDADE COM CONSUMIDORES

Por forma a decidir qual a proteina a usar para enriguecimento na fase Il, realizou-se um
teste de aceitabilidade com a comunidade académica do IPVC onde foram inquiridos 38
individuos. Ap6s preenchimento de um questionario para caraterizagcao sociodemogréfica
e de habitos de consumo, os consumidores indicaram a sua aceitabilidade para cada
amostra (PSL, PA e PE).
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A amostra era constituida por 38 individuos, conforme descrito na Tabela VIII.

Tabela VIII — Carateristicas sociodemograficas e habitos de consumo dos inquiridos (n=38).

Carateristicas Categoria n Frequéncia
Sexo Feminino 26 68,4%
Masculino 12 31,6%
Idade Menos de 18 1 2,6%
18-25 31 81,6%
26-35 1 2,6%
36-45 3 7,9%
56-65 2 5,3%
Distrito Aveiro 1 2,6%
Braga 14 36,8%
Porto 7 18,4%
Viana do Castelo 16 42,1%
Situacao Profissional Empregado a tempo integral 6 15,8%
Estudante 32 84,2%
Consumidor de Sim 37 97,4%
bolachas N&o 1 2,6%
Frequéncia de Mais do que uma vez por semana 33 89,2%
consumo Uma vez por semana 4 10,8%
Tipo de bolachas que Bolachas de agua e sal 19 50,0%
costuma consumir Bolachas integrais 18 47,4%
Bolachas de cereais 19 50,0%
Bolachas enriquecidas 3 7,9%
Bolachas recheadas 18 47,4%
Cookies 12 31,6%
Qutras 0 0,0%

Mais de metade dos participantes (68,4%) sdo do sexo feminino e a faixa etaria mais

representativa € dos 18 aos 25 anos, representando 81,6% da amostra, sendo na sua

maioria (84,2%) estudantes. Os distritos mais representativos sdo Viana do Castelo e

Braga, representando 42,1 e 36,8% da amostra, respetivamente. A maior parte dos

consumidores inquiridos (97,4%) consome bolachas, sendo que destes, 89,2% consomem

mais do que uma vez por semana e 10,8% apenas consomem uma vez por semana. Os

tipos de bolachas mais consumidos s&o: bolachas de agua e sal, integrais, de cereais e

recheadas.

No que diz respeito a aceitabilidade, os resultados apresentados na Figura 15 mostram a

opinido dos individuos relativamente as amostras PSL, PA e PE.
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Figura 15 — Aceitabilidade das formulacdes com adicédo de proteina de soro do leite (PSL), de arroz (PA) e de
ervilha (PE).
Valores médios + desvio padrao para n=38. Valores com letras diferentes séo estatisticamente diferentes
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os resultados (Figura 15) mostram que a amostra de proteina de soro do leite foi a que
obteve uma menor aceitabilidade, estando situada entre “desagradavel” e “ligeiramente
desagradavel’. As bolachas com proteina de arroz e proteina de ervilha ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas entre si (p>0,05) e foram classificadas como
“indiferente”. Na verdade, como era de esperar, as bolachas dadas a provar, néo
angariaram uma opinido muito favoravel (pontuacdo acima do aceitavel), pois as amostras
apresentavam um aroma muito intenso a proteina adicionada, que para a maioria dos
inquiridos, com idades inferiores a 25 anos, € um fator muito importante na aceitabilidade

dos alimentos.

Tendo em consideracgdo os resultados, optou-se por selecionar a proteina de ervilha para
a formulacdo a seguir no estudo, pois considerou-se que possui um conjunto de
carateristicas mais adequado, segundo a avaliacdo do painel de provadores,
nomeadamente um sabor diferente menos intenso relativamente a formulacdo com

proteina de arroz (Figura 13).

4.2 FASE Il — OTIMIZACAO DAS FORMULACOES

4.2.1 ATIVIDADE DA AGUA
Os resultados obtidos para a aw das formulagdes com diferentes combinacdes de teores
de proteina, calcio e vitamina D, assim como da formulac¢do controlo (sem adicdo de

proteina, célcio e vitamina D), encontram-se na Figura 16.
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Figura 16 — Variacao da atividade da agua para as bolachas enriquecidas com proteina, calcio e vitamina D
(F1 a F8), assim como da formulag&o controlo (C).

Valores médios + desvio padréo para n=3. Valores com letras diferentes sao estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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De uma forma geral, a aw foi menor nas formulagées com fonte de proteina (F1, F3, F5 e
F7), e maior nas formulacdes com “alto teor em proteina” (F2, F4, F6 e F8). Contudo, a
formulacdo controlo, que tem cerca de 6% de proteina, ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas da F2 e da F6 que tém cerca de 20% de proteina (p>0,05).
Valores de ay elevados devem-se a menos 4gua ligada no sistema.

Gallagher et al. (2005b) que incorporaram proteinas em bolachas com diferentes
concentragdes (5, 10 e 15%) n&do obtiveram uma varia¢ao linear dos valores de ay, tendo
obtido um valor mais elevado na formulacédo com 10% de proteina. Também O'Brien et al.
(2003) verificaram resultados inconclusivos, uma vez que trés das formulacdes com 5% de
proteina obtiveram uma aw de 0,35, contudo a quarta formulagdo com 5% de proteina

obteve uma aw de 0,15. As formula¢des com 20% de proteina obtiveram uma aw de 0,20.

Os valores obtidos para a aw neste estudo sdo superiores aos valores tedricos, que se
situam entre 0,30 e 0,50, segundo Figura et al. (2007), e também aos valores obtidos por
Gallagher et al. (2005b) e O'Brien et al. (2003).

Neste parametro, verificou-se ainda que as formulagdes com o mesmo teor de proteina e
célcio, e com teor de vitamina D diferente, ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas (p>0,05).
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4.2.2 TEOR DE HUMIDADE
O efeito da adigédo da proteina, célcio e vitamina D no teor de humidade das bolachas é

apresentado na Figura 17.
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Figura 17 — Variacéo do teor de humidade para as bolachas enriquecidas com proteina, calcio e vitamina D
(F1 a F8), assim como da formulag&o controlo (C).

Valores médios + desvio padréo para n=3. Valores com letras diferentes sao estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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Na fase | verificou-se que a formulacdo com proteina de ervilha obteve um teor de
humidade inferior ao da formulag&o controlo (Figura 6), o que nédo se verificou nesta fase.
A semelhanca da fase |, todas as formulacdes da fase Il apresentaram um teor de
humidade superior ao referido por Mieszkowska et al. (2015) (1 a 5%). A excecéo das
formulacbes F1, F3 e F7, que ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas
guando comparadas com a formulagdo controlo (p>0,05), as restantes formulagbes
obtiveram um teor de humidade superior. Isto ocorreu porque a medida que se aumentou
a concentracdo de proteina, houve necessidade em adicionar mais dgua a formulagéo
(Tabela VII) para obtencdo de uma massa mais coesa e moldavel. Resultados semelhantes
foram referidos por Maache-Rezzoug et al. (1998) e Marques et al. (2016), num estudo
com bolachas enriquecidas com proteina. As formulagfes F4 e F8 (“alto teor em proteina
e de célcio”) apresentam os valores de teor de humidade mais elevados, 1,7 vezes superior
a formulagéo controlo. O aumento gradual no teor de humidade pode ser devido a adigéo
de proteina nas bolachas, uma vez que a proteina exibe natureza higroscépica (Amin et
al., 2016). De referir ainda que todas as formula¢cdes tém adicao de calcio e vitamina D, o

gue poderéa contribuir para aumentar a reten¢éo de agua na bolacha.
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4.2.3 TEOR EM CINZAS
Na Figura 18 encontram-se os valores obtidos na determinacdo do teor em cinzas das

bolachas enriquecidas com proteina de ervilha, céalcio e vitamina D, assim como da

d d
Cc C
b I I
F4 F5 F6 F7 F8
Figura 18 — Variagcéo do teor em cinzas para as bolachas enriquecidas com proteina, calcio e vitamina D (F1
a F8), assim como da formulacéo controlo (C).

Valores médios + desvio padréo para n=3. Valores com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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O teor em cinzas das amostras com diferentes concentrac6es de proteina de ervilha, calcio
e vitamina D variou de 1,5 a 2,1%, e foi mais elevado do que a formulacao controlo (0,8%).
Deste modo é possivel observar, que o teor em cinzas aumentou consideravelmente com
a adicdo da proteina e do célcio, sendo que a F4 e a F8 foram as formula¢cdes com maior
teor em cinzas (p<0,05), 2,6 vezes superior a formulacéo controlo. Estas Gltimas contém
maior quantidade (“alto teor”) de proteina e célcio, diferindo apenas na quantidade de
vitamina D. As formulagbes F2, F3, F6 e F7, que possuem “alto teor em proteina” ou “alto
teor em célcio”, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre elas
(p>0,05) podendo indicar que as diferentes concentra¢gdes de proteina e calcio acabaram
por se complementar. As formulacbes F1 e F5 ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre si (p>0,05) pois ambas apenas diferem no teor de

vitamina D, sendo que a proteina e o calcio foram adicionados como “fonte de” (p>0,05).
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4.2.4 TEOR DE PROTEINA

Na Figura 19 encontram-se os valores obtidos na determinagéo do teor de proteina das
bolachas enriquecidas com proteina de ervilha, célcio e vitamina D, assim como da
formulagéo controlo.
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Figura 19 — Variagéo do teor de proteina para as bolachas enriquecidas com proteina, calcio e vitamina D (F1
a F8), assim como da formulacéo controlo (C).
Valores médios + desvio padréo para n=3. Valores com letras diferentes sao estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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Através da Figura 19 é possivel verificar que as formulagdes em que se adicionou “alto teor
em proteina” (F2, F4, F6 e F8) foram as que apresentaram um maior teor de proteina
guando comparadas com as restantes (p<0,05), independentemente da presenca de célcio
e de vitamina D. Constata-se ainda que estas formulacdes apresentam teor de proteina 3,4
vezes superior a formulagéo controlo. Da mesma forma, as formulacdes com “fonte de
proteina” (F1, F3, F5 e F7) apresentaram um teor de proteina 2,5 vezes superior a
formulacéo controlo, ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas entre si
(p>0,05). A quantidade de proteina apresentada na formulacdo controlo deve-se a

guantidade de proteina presente na farinha de trigo (5,78%).

O Regulamento (CE) N° 1924/2006 refere que para se garantir o cumprimento das
alegacdes, é necessario que a substancia alvo da alegacdo se encontre presente no
produto final em quantidades suficientes para produzir o efeito nutricional ou fisiol6gico
alegado. A substancia devera também ser assimilavel pelo organismo. Além disso, e
sempre que adequado, uma quantidade significativa da substancia que produz o efeito

nutricional ou fisiol6gico alegado deve ser fornecida por uma quantidade do alimento
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suscetivel, razoavelmente, de ser consumida. Deste modo, com os resultados obtidos
constata-se que se podem aplicar as alegacgbes “fonte de” e “alto teor em”, indicadas no
Regulamento n° 1924/2006 e a alegacdo de saude indicada no Regulamento (UE) n°
432/2012, nomeadamente “as proteinas contribuem para o crescimento da massa

muscular”.

A ma nutricdo em idosos € um fator importante para a sarcopenia, pois a maior parte dos
seniores ndo ingere proteina suficiente segundo a DDR que é de 50 g para um adulto médio
(8400 kJ/2000 kcal) segundo o Regulamento (UE) n°® 1169/2011 (Bertolin et al., 2013). Ha
estudos que sugerem que um aumento da ingestédo de proteina e atividade fisica pode ser
uma estratégia viavel para abrandar a sarcopenia (Giacalone et al., 2016). Segundo
Mitchell et al. (2015), a ingestdo de proteinas do leite estimula a sintese de proteina
muscular a uma grande extensao depois de exercicio de resisténcia quando comparada a
ingestdo de proteina de soja. Alguns autores afirmam que as proteinas de ervilha e de
arroz, com perfil de aminoacidos semelhantes a proteina do soro do leite, ttm a capacidade

de estimular a sintese de proteina muscular (Babault et al., 2015; Joy et al., 2013).

4.2.5 TEORDE CALCIO
Na Figura 20 encontram-se os valores obtidos na determinac¢do do teor de calcio das
bolachas enriquecidas com proteina de ervilha, calcio e vitamina D, assim como da

formulacéo controlo.
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Figura 20 — Variagao do teor de calcio para as bolachas enriquecidas com proteina, célcio e vitamina D (F1 a
F8), assim como da formulag&o controlo (C).
Valores médios + desvio padréo para n=3. Valores com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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De acordo com a Figura 20, verifica-se que as formulactes F1, F2, F5 e F6, enriquecidas
com “fonte de calcio” apresentam valores semelhantes (p>0,05), variando entre 173,15 e
212,81 mg/100 g, com a excecdo das formulagcbes F1 e F2, as quais apresentam
diferengas entre si (p<0,05). Da mesma forma, as formula¢cées com “alto teor em calcio”,
F3, F4, F7 e F8, ndo apresentam diferencas significativas (p>0,05), e os respetivos valores
variam entre 317,64 e 339,15 mg/100 g. A formulacdo controlo (sem adicdo de célcio),
apresentou 2,70 mg/100 g de calcio, o que mostra que a adi¢do de célcio aumentou, no

minimo, cerca de 64 vezes a concentracdo deste mineral no alimento.

Através dos resultados comprova-se que a quantidade de célcio, calculada tendo em conta
o Regulamento (CE) n° 1924/2006 e a pureza do lactato de célcio, adicionada a massa da

bolacha néo foi alterada pelo processo produtivo, nomeadamente o processo de cozedura.

A DDR de célcio para adultos é de 800 mg/dia. Segundo o Regulamento (CE)
n° 1924/2006 um alimento solido pode ser considerado como “fonte de” e com “alto teor
em célcio”, se 100 g do produto pronto a consumir fornecer pelo menos 15% e 30% da
DDR, respetivamente. Através da concentracdo de calcio presente nas bolachas, é
possivel alegar “fonte de” e “alto teor em calcio”. As alega¢des nutricionais permitem a
utilizacdo de alegacdes de saude estabelecidas no Regulamento (UE) n° 432/2012,

nomeadamente “o calcio é necessario para a manutencao de 0ssos normais”.
4.2.6 TEOR DE VITAMINA D

Na Figura 21 encontram-se os valores obtidos na determinag&o do teor de vitamina D3 das

bolachas enriquecidas com proteina de ervilha, célcio e vitamina D.

50



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Mg vit D/100 g
P P N N w w
o ()] (@] (&) (@] o

[

0 . . I I I I I
0,0
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

Figura 21 — Variagéo do teor de vitamina D para as bolachas enriquecidas com proteina, calcio e vitamina D
(F1 a F8).

De acordo com a Figura 21, verifica-se que as formulagfes F1, F2 e F4, enriquecidas com
“fonte de vitamina D”, apresentam os valores mais baixos, variando entre 0,6 e
1,0 ug/100 g, sendo que a formulagéo F4 € a Unica em que é possivel a referida alegacéo,
pois a quantidade minima necessaria é de 0,75 pg/100 g. A formulacdo F3 apresenta a
maior quantidade de vitamina D (3,0 ug/100 g), apesar de ter sido enriquecida da mesma
forma que as anteriores. Neste caso, sera possivel alegar “alto teor em vitamina D”. O valor
de vitamina D encontrado nesta formulacdo que néo era expectavel face aos valores das
restantes formulag6es com a mesma quantidade adicionada, pode estar relacionado com
0 baixo teor de humidade encontrado (Figura 17). As formulagbes F5, F6, F7 e F8,
enriguecidas com “alto teor em vitamina D”, apresentam valores mais elevados
relativamente as formulac¢des F1, F2 e F4, variando de 1,5 a 2,5 ug/100 g. Deste modo,
verifica-se que é possivel a alegagao “alto teor em vitamina D”, pois a quantidade minima
necessaria € de 1,5 pg/100 g. A formulacdo controlo ndo foi analisada pois ndo é
expectavel que possua vitamina D. A semelhanca da proteina e do célcio, as alegacdes
nutricionais referidas para a vitamina D permitem a utilizacdo de alegacfes de salde
estabelecidas no Regulamento (UE) n° 432/2012, nomeadamente “a vitamina D é
necessaria para a manutencao de ossos normais” € “a vitamina D contribui para a normal

absorcéo do calcio”.

51



DESENVOLVIMENTO E OTIMIZAGAO DE UMA BOLACHA ENRIQUECIDA COM PROTEINA DE ERVILHA, CALCIO E VITAMINA D

Através dos resultados comprova-se que a quantidade de vitamina D, calculada tendo em
conta o Regulamento (CE) n® 1924/2006 (Apéndice |), adicionada a massa da bolacha nao

foi alterada pelo processo produtivo, nomeadamente o processo de cozedura.

A vitamina D esta presente num numero limitado de alimentos, sendo que o consumo
destes podera ser importante em circunstancias em que a exposicao ao sol é reduzida,
uma vez que esta é sintetizada através da acdo do sol na pele. Os idosos sdo uma faixa
etaria que necessita destes alimentos, uma vez que tém tendéncia a passar menos tempo
ao sol, criando-se uma deficiéncia em vitamina D (Gennari, 2001). Embora o aumento da
ingestado de vitamina D através de alimentos naturalmente ricos e/ou suplementos possa
melhorar o estado nutricional dos individuos que os consomem, o seu impacto limitado ao
nivel da populacdo requer outras estratégias dietéticas, tais como a exploracdo da
fortificacdo e biofortificacdo (Cashman, 2015). Deste modo, o enriqguecimento de alimentos
com vitamina D possibilita a expansao do espectro de alimentos em que esta esta presente,

podendo assim contribuir para o combate da osteoporose.

4.2.7 COR DA SUPERFICIE DAS BOLACHAS

Os parametros L* e L*/b* para a superficie das bolachas podem ser observados na Figura
22. As alteracfes na cor influenciadas pela adi¢do da proteina, calcio e vitamina D, quando
comparadas com a formulagédo controlo, foram estatisticamente significativas (p<0,05).
Este resultado leva a concluir que a cor das bolachas (exceto formulag&do controlo) foi
condicionada pela adic&o de proteina, a qual ja apresenta uma coloracéo creme escuro. A
semelhanca do que aconteceu nas bolachas da fase |, a adi¢cdo de proteina levou a valores
de L* (luminosidade) mais baixos. A adicdo de 13 e 21% nao causou diferengas entre as
formulacdes no parametro luminosidade, nem no parametro L*/b* (p>0,05). Outros autores
concluiram também que a adi¢céo de proteina diminuiu a luminosidade (L*) (Bertolin et al.,
2013; Gallagher et al., 2005b; Marques et al., 2016). Mancebo et al. (2016) verificou
também que o aumento de proteina de ervilha em bolachas (a base de farinha de arroz)
diminuiu o valor de L*. Deste modo, como se aumentou a concentracao de proteina no
alimento, as reacdes de Maillard ocorreram em maior extens&o, conferindo uma cor mais
escura. Contudo, as formulagées com maior quantidade de proteina (F2, F4, F6 e F8) ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas das restantes formulagdes.
Indicando que parece existir um limite maximo para que a proteina tenha influéncia nos

parametros L* e L*/b*.
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Figura 22 — Variacao dos valores de L* (A) e L*/b* (B) para as bolachas enriquecidas com proteina, calcio e
vitamina D (F1 a F8), assim como da formulagdo controlo (C).
Valores médios + desvio padrao para n=10. Valores com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes
pelo teste de Tukey (p<0,05).

A adicdo de célcio ndo mostrou ter influéncia no valor de L*, pois nas formula¢cdes em que
o teor de proteina e vitamina D eram iguais e apenas se variou o teor de célcio, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre as amostras (p>0,05), exceto na F2 e F4
em que o valor de L* diminuiu (p<0,05). Pelo contrario, Acar et al. (2012) observou o
aumento do valor de L* em bolachas enriquecidas com cloreto de calcio, 0,1, 0,5 e 1%, e
cozidas a 205 °C. Este autor refere que a presenca dos caties reduz a formacdo de

acrilamida, substancia responsavel pelo escurecimento dos produtos.

Através da Figura 22-B, verifica-se que o valor de L*/b* diminui com a adi¢é@o de proteina,
célcio e vitamina D (p<0,05). Entre as restantes formula¢des, com diferentes teores de
proteina, célcio e vitamina D ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas
nos valores de L*/b* (p>0,05).
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Na Figura 23 é possivel confirmar os resultados obtidos anteriormente (L*). Através das
imagens desta figura, constata-se que as bolachas enriquecidas sdo mais
acastanhadas/escuras (F1 a F8) quando comparadas com a bolacha controlo (C). Pode-se
dizer que as ligeiras diferengas que se observam entre as diversas formulagdes, ndo sendo

significativas, devem-se as diferencas de luminosidade aquando da obtencdo da imagem.

Figura 23 — Aparéncia das bolachas as bolachas enriquecidas com proteina de ervilha, calcio e vitamina D
(F1 a F8), assim como da formulac&o controlo (C).

4.2.8 DUREZA
Na Figura 24 podem observar-se os resultados obtidos para a dureza das bolachas

enriquecidas com diferentes concentracdes de proteina de ervilha, calcio e vitamina D.
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Figura 24 — Variagao dos valores da dureza para as bolachas enriquecidas com proteina, célcio e vitamina D
(F1 a F8), assim como da formulagédo controlo (C).

Valores médios + desvio padrdo para n=10. Valores com letras diferentes sao estatisticamente diferentes
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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E possivel verificar que a incorporacdo de proteina de ervilha provocou a diminuicdo da
dureza da bolacha, independentemente da formulacdo. O mesmo comportamento foi

observado por Mancebo et al. (2016), em bolachas enriquecidas com proteina de ervilha.

Apesar de, em alguns casos, ndo haver diferencas significativas verifica-se que as
formulacdes com teor de proteina, F1, F3, F5 e F7, apresentaram valores de dureza
superiores as formula¢cdes com alto teor de proteina, F2, F4, F6 e F8. De referir que as
formulacdes com “alto teor em proteina” tém menor quantidade de farinha, o que contribui
também para os menos valores de durezas obtidos (Tabela VII). Concluiu-se que quanto
maior o “teor em proteina”, menor a dureza. Se se comparar a Figura 17 com a Figura 24,
verifica-se que existe uma correlacdo inversa entre o teor de humidade e a dureza da

bolacha, isto é, quanto maior o teor de humidade, menor a dureza da bolacha.

4.2.9 MICROSCOPIA DE VARRIMENTO ELETRONICO (MVE)

As mudancas na estrutura da bolacha, durante a formacdo da massa e a etapa de
cozedura, estdo relacionadas com os dois componentes maioritarios, 0 amido e a proteina.
O amido tem um papel importante na estruturagéo da massa e bolachas pela sua interagéo

com a matriz de proteina durante a cozedura (Kumar et al., 2015).

Na Figura 25 podem observar-se imagens (ampliadas 500x) da estrutura interna das

bolachas que mostram o0s varios componentes microestruturais, como 0s granulos de
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amido, matriz proteica, corpos proteicos e canais de ar (poros). As bolachas analisadas
sdo caraterizadas por uma morfologia heterogénea, tipica deste produto e resultante da
sua formulacdo. Observando as imagens, é possivel verificar que, com a adicdo de
proteina nas bolachas, estas ficam mais compactas impedindo a formacgéo dos canais de
ar (F1 a F8). O aumento da temperatura do forno promove o0 aumento da presséo interna
das células de ar o que faz com que estas aumentem e provoquem a rutura da matriz e o
consequente aparecimento dos canais de ar (Kumar et al., 2015). De referir que a
formulacdo controlo possui maior quantidade de gluten, devido & maior quantidade de
farinha de trigo relativamente as outras formulagdes, o que se traduz também numa
imagem diferente das restantes. Pode-se observar em todas as formulagdes os granulos
de amido sem diferencas aparentes entre as diversas imagens. Da mesma forma,
observa-se em todas as imagens a existéncia de uma matriz de proteina que incorpora 0s
granulos de amido. Concluiu-se que a adicdo de proteina, independentemente da
concentragao, influenciou a microestrutura das bolachas de massa short, provocando a
sua compactacao. A adicdo de célcio e vitamina D, ndo parece ter tido influéncia na
microestrutura das bolachas, de referir que estas foram adicionados em quantidades
reduzidas.
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Flgura 25 Imagens obtidas da MVE da microestrutura interna (corte lateral) para as bolachas F1 a F8 (com
adicao de proteina), assim como a formulacéao controlo (C, sem adi¢céo de proteina). Ampliagdo de 500x.
Legenda: GA — granulo de amido, CP — corpo proteico, MP — matriz proteica, CA — canal de ar.

4.2.10 ANALISE MULTIVARIADA DOS DADOS FiSICO-QUIMICOS

De forma a completar a andlise aos dados fisico-quimicos, procedeu-se a uma analise a
correlacdo entre eles. Deste modo, os resultados foram analisados através de uma analise
multivariada, analise de componentes principais (ACP), que permite verificar as relacdes
entre varidveis de um mesmo conjunto de dados. Nesta andlise, sdo resumidas nas
componentes principais conjuntos de variaveis (parametros analiticos) correlacionadas. A
primeira componente principal € a que contém a maior parte da informacdo inicial
(variaveis) importante e relevante para a interpretagdo dos resultados das metodologias
analiticas usadas neste estudo, seguida da CP 2 (Barbosa et al., 2011). A Figura 26 que
apresenta o grafico das CP 1 vs CP 2 com a projecdo das amostras analisadas permitiu
determinar diferencas entre amostras e quais 0s parametros mais relevantes nessa
diferenciacdo. As duas primeiras componentes principais contém cerca de 92% da

informacé&o total.
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Figura 26 — Representacao dos componentes principais (CP 1 vs CP 2) aplicada aos dados das analises
fisico-quimicas das bolachas da fase Il com projecao dos casos (formulacdes).
(F1 a F8 formulagBes apresentadas na Tabela VI).

Nesta andlise, a CP1, o eixo horizontal do gréfico, representa a correlagéo direta entre o
teor de humidade, teor em cinzas, teor de calcio e teor de proteina (aumentam para o lado
direito do gréfico), inversamente correlacionados com os valores de L*, L*/b* e Dureza
(aumentam para o lado esquerdo do grafico). A CP2, o eixo vertical da Figura 26, contém
informacédo relevante apenas relativamente a a, (aumenta para baixo). Note-se que,
relativamente a CP 1, esta variavel j& tem muito menos importancia na distincdo das
amostras. O teor de vitamina D ndo esta contemplado no gréafico pois apresenta pouca

correlagéo com os fatores analisados (Apéndice VI).

Como se pode verificar, a formulacdo controlo distancia-se das formulacées do
planeamento experimental, caraterizada por uma maior dureza, assim como uma maior
luminosidade e cor amarelada representadas (valores de L* e L*/b*, respetivamente). O
planeamento experimental debrucou-se sobre o enriquecimento de bolachas com proteina
de ervilha, célcio e vitamina D. Deste modo, as formulagfes apresentaram um maior valor
de proteina, célcio e vitamina D, assim como teor em cinzas, relativamente a formulagéo

controlo.

Na figura 16, véem-se projetadas as formula¢des com identificacéo impar (F1, F3, F5 e F7)

ligeiramente afastadas das formulacBes com identificacdo par (F2, F4, F6 e F8) que
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correspondem as designagdes “fonte de proteina” e “alto teor em proteina”,
respetivamente. Verifica-se ainda que, as bolachas F4 e a F8 se destacam no sentido
positivo da CP 1, tendendo para valores mais elevados de calcio e cinzas, bem como

valores também mais elevados de au.

No desenvolvimento de produtos de panificacdo funcionais, é importante perceber que a
obtencéo de alimentos funcionais nao implica simplesmente a entrega do principio ativo no
nivel apropriado para eficiéncia fisiologica, mas também o fornecimento de um produto que
vai de encontro aos requisitos do consumidor em termos de aparéncia, sabor e textura.
Neste sentido tem-se considerado que os produtos de panificagdo constituem muitas vezes
a matriz ideal para a funcionalidade estar disponivel para o consumidor, num alimento

agradavel do ponto de vista organolético (Sir6 et al., 2008).

4.2.11 ANALISE SENSORIAL COM PAINEL DE PROVADORES

Atualmente, a validacdo de novas formulacGes ou mesmo apenas a adicdo de um
ingrediente novo, como por exemplo um promotor de um principio ativo, num produto
alimentar, requer uma avaliacdo sensorial por um painel treinado (Meilgaard et al., 1999b).
Deste modo, o painel de provadores voltou a ser chamado a avaliar as novas formulagdes,

permitindo tracar o perfil sensorial dessas bolachas (Figura 27).
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‘m 5 F3
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2 ——F4
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—9=—=F5
3 —.—F6
2 —.—F7
1 —o—F3
Rugosidade Dureza ao Friabilidade Crocancia Durezana  Sabor Sabor
partir boca residual diferente
Atributos

Figura 27 — Resultados da ADQ realizada pelo painel semi-treinado para as formulagfes do planeamento
experimental (F1 a F8).

Os resultados apresentados na Figura 27 permitem dizer que, de uma forma geral, nos
atributos “dureza ao partir’ e “dureza na boca”, as formulagdes com fonte de proteina (F1,

F3, F5 e F7) apresentam uma maior intensidade, indo de encontro aos resultados obtidos
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na determinacéo da dureza instrumental (Figura 24). Relativamente ao atributo “crocancia”,
verifica-se que as formulacdes com fonte de proteina foram classificadas com uma maior
intensidade, sendo que a F5 se destaca como sendo a mais crocante. Mestdagh et al.
(2008) concluiram que a adi¢cdo de célcio a batatas fritas provocou uma textura mais
crocante. As formulacgdes classificadas com maior crocancia a seguir a F5, foram a F3 e

F7 que foram enriquecidas com “alto teor em célcio”.

O painel considerou que todas as formulacdes apresentaram “sabor diferente” e “sabor
residual’, sendo o ultimo mais pronunciado nas formulacbes F2 e F6 (“alto teor em

proteina”).

A semelhanca da fase |, também se realizou uma AVC que é possivel visualizar na Figura
28. Foi construida uma matriz com 48 linhas (8 amostras x 6 provadores) e 7 colunas (7

atributos descritos no subcapitulo 3.5.10).

A AVC da Figura 28 mostra alguma dispersdo entre a opinido dos provadores. Esta
disperséo € atribuida a semelhanca entre as amostras na generalidade das propriedades

fisico-quimicas analisadas.
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Figura 28 — Analise de variaveis candnicas dos dados da analise sensorial das bolachas do planeamento
experimental.
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Verifica-se que o painel discriminou as formulacdes F5 e F6, colocando-as em lados
opostos da VC 1. A formulagédo F5 ficou situada no lado esquerdo da VC 1, por ser
considerada mais crocante, com maior dureza na boca e sabor residual mais intenso. A F6
foi projetada no lado direito da VC 1, estando classificada como a formulagdo com maior

“friabilidade” e “sabor diferente”.
As restantes formulagdes néo séo percebidas como diferentes pelos provadores.

A variavel candnica 2 ndo tem discriminacdo suficiente (0,60) para ser considerada

relevante nesta analise.

Para a realizacdo da prova de aceitabilidade na fase seguinte, selecionaram-se as
formulacdes F5 e F7, porque foram as formulac@es avaliadas com maior crocancia na ADQ
(Figura 27). Considerou-se ambas, porgue a F5 néo é tdo dura instrumentalmente (Figura
24), 0 que € uma carateristica importante para bolachas cujo publico alvo é o consumidor
seénior, e a F7, porque possui “alto teor em célcio” tornando-a numa opg¢éo mais rica a nivel
nutricional (Figura 20). A F8 é a formulagdo que possui “alto teor em proteina, célcio e
vitamina D”, convertendo-a na melhor opcéo nutricionalmente. Antes da realizacdo da
prova de aceitabilidade, todos os provadores preencheram o inquérito referido no ponto

anterior e foram incluidos no estudo (Apéndice V).

4.3 FASE lll = ESTUDO DO CONSUMIDOR E ACEITABILIDADE

O estudo de mercado pretende investigar o potencial de mercado para produtos novos no
gue diz respeito as motivacdes, necessidades e opcdes de compra do consumidor. A
aceitabilidade de um alimento novo é determinante, na maior parte das vezes, para o
sucesso da sua implementacdo e consolidacdo no mercado (Sivakumar et al., 2010).
Durante o ciclo tipico de desenvolvimento de um novo produto, os testes afetivos sao
necessarios para confirmar que as carateristicas do produto vdo de encontro ao que o
consumidor espera (Meilgaard et al., 1999a). Neste sentido, foi realizado um inquérito
online e presencial para auscultagcdo da recetividade do consumidor relativamente a estes
produtos, nomeadamente uma bolacha enriquecida com proteina, calcio e vitamina D. A
caraterizacdo demogréfica e socioeconémica, perfil do consumidor e padrao de consumo,
foi realizada, tendo respondido 382 pessoas distribuidas por todo o pais, com maior
incidéncia em Viana do Castelo (47,6%), Braga (25,1%) e Porto (11,5%). Os resultados do

inquérito encontram-se resumidos na Tabela IX.
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Tabela IX — Respostas dos individuos ao inquérito aos habitos de consumo (n=382).

Perguntas Respostas n Frequéncia (%)
Seccao A - Informacao demogréfica e sécio-econdmica
1. Sexo Feminino 281 73,6%
Masculino 101 26,4%
2. ldade Menos de 18 0 0,0%
18-25 168 44,0%
26-35 73 19,1%
36-45 58 15,2%
46-55 35 9,2%
56-65 24 6,3%
66-75 15 3,9%
Mais de 75 9 2,4%
3. Distrito Aveiro 8 2,1%
Beja 4 1,0%
Braga 96 25,1%
Braganca 4 1,0%
Castelo Branco 8 2,1%
Coimbra 5 1,3%
Evora 2 0,5%
Faro 1 0,3%
Guarda 2 0,5%
Leiria 1 0,3%
Lisboa 9 2,4%
Porto 44 11,5%
Santarém 5 1,3%
Setubal 4 1,0%
Viana do Castelo 182 47,6%
Vila Real 2 0,5%
Viseu 3 0,8%
llhas 2 0,5%
4. Habilitacbes <6° ano 12 3,1%
9° ano 6 1,6%
12° ano 87 22,8%
Curso superior 195 51,0%
Mestrado 44 11,5%
Doutoramento 24 6,3%
5. Situagéo Profissional Empregado a tempo integral 182 47,6%
Empregado a tempo parcial 19 5,0%
Desempregado 31 8,1%
Doméstico 0 0,0%
Estudante 121 31,7%
Reformado 25 6,5%
6. Composicdo do agregado 1 43 11,3%
familiar 2 75 19,6%
3 110 28,8%
4 113 29,6%
>5 41 10,7%
7. Rendimento mensal Totalmente insuficiente 10 2,6%
Apenas consegue satisfazer as 54 14,1%
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Consegue satisfazer algumas 93 24,3%
necessidades, mas néo todas
Consegue satisfazer todas as 159 41,6%
necessidades
Consegue satisfazer todas as 66 17,3%
necessidades e ainda sobra
Seccéo B — Perfil do Consumidor
8. De um modo geral, como 1 3 0,8%
classifica a sua saude? 2 8 2.1%
3 81 21,2%
4 230 60,2%
5 60 15,7%
9. Qual a sua opinido acerca  Reconheco que podem melhorar 98 25,7%
de alimentos que alegam Reconheco que apenas podem 215 56,3%
melhorar a saude? contribuir para a melhoria
Tenho algumas davidas 68 17,8%
N&o acredito 1 0,3%
10. Na compra dos seus Sim 179 46,9%
alimentos, seleciona-os por Nao 203 53,1%
apresentarem alegacdes
nutricionais?
11. Costuma consumir Sim 230 60,2%
alimentos funcionais? Nao 152 39,8%
12. Com que frequéncia Todas as vezes que como 7 3,0%
consome alimentos A maior parte das vezes 81 35,7%
funcionais? As vezes 130 56,5%
Raramente 11 4,8%
Nunca 0 0,0%
Nao sei 0 0,0%
13. Em que momentos do dia Pequeno-almogo 163 70,9%
€ que consome alimentos Lanche da manha 80 34,8%
funcionais? Almoco 169 10,9%
Lanche da tarde 143 62,2%
Jantar 27 11,7%
Ceia 28 12,2%
14. Na sua opinido, quanto €  Muito 5 2.2%
que acha que a fortificagéo Uma quantidade razoavel 37 16,1%
dos alimentos altera o seu Ligeiramente 116 50,9%
sabor? Nada 52 22.6%
N&o sei 19 8,3%
15. Na sua opinido, qual a Sempre mais vantajoso do que 63 27,4%
vantagem em consumir consumir alimentos néao
alimentos funcionais em enriquecidos
compara¢ao com alimentos Mais vantajoso na maioria das 125 54,3%
regulares? vezes
E igual na maioria das vezes 30 13,0%
Geralmente, menos vantajoso 2 0,9%
Sempre menos vantajoso do que 1 0,4%
consumir alimentos enriquecidos
N&o sei 9 3,9%
16. Quanto lhe agrada a ideia Agrada-me extremamente 95 24,9%
de consumir alimentos que Agrada-me 223 58,4%
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declaram beneficios para a Indiferente 59 15,4%
salde? Desagrada-me 0 0,0%
Desagrada-me extremamente 1 0,3%
Seccédo C — Padrao de Consumo
17. Costuma consumir Sim 331 86,6%
bolachas? Nao 51 13,4%
18. Indique, por favor, a Todos os dias da semana 74 22,4%
frequéncia com que costuma  Mais do que uma vez por semana 192 58,0%
consumir bolachas. Uma vez por semana 48 14,5%
Uma vez por més 12 3,6%
Raramente 5 1,5%
19. Que tipo de bolachas Bolachas de 4gua e sal 135 16,9%
costuma consumir? Bolachas integrais 132 16,5%
Bolachas de cereais 201 25,2%
Bolachas enriquecidas 36 4,5%
Bolachas recheadas 120 15,0%
Cookies 92 11,5%
Outras 83 10,4%
20. O que considera mais Aspeto 47 7,7%
importante numa bolacha? Crocancia 147 23,9%
Sabor 283 46,1%
Ser um snack saciador 101 16,4%
Prazer doce 36 5,9%
21. Interesse em consumir Muito interessado 121 31,7%
uma bolacha enriquecida com Interessa-me ligeiramente 173 45,3%
proteina, calcio e vitamina D.  |nteressa-me pouco 70 18,3%
Nada interessado 18 4,7%

A grande maioria dos participantes no inquérito é do sexo feminino (73,6%) e a faixa etaria
mais representativa é a dos 18 aos 25 anos, representando 44,0% da amostra.
Relativamente a formacédo académica completa, cerca de metade dos inquiridos (51,0%)
possui um curso superior e 22,8% possui o 12° ano. No que concerne a situacao
profissional, 47,6% da populagéo inquirida estd empregada a tempo integral e 31,7% €
estudante, sendo que os reformados representam cerca de 6,5% da amostra. Quanto a
composicao do agregado familiar, a maioria dos individuos vive com outras pessoas, sendo
as familias compostas por 3 a 4 elementos, que representam 28,8 e 29,6% da populacéo
inquirida, respetivamente. Relativamente ao rendimento mensal, 41,6% dos inquiridos
responderam que este consegue satisfazer todas as necessidades e 2,6% referiram que o

seu rendimento é totalmente insuficiente.

Na seccdo B do inquérito que define o perfil do consumidor, 60,2% da populacéo classificou
a sua saude como boa (nivel 4, numa escala de resposta de 1 a 5, do inquérito), estando
a maior parte destes nas faixas etarias dos 18-25, 26—-35 e 36—45. Quando questionada a

opinido dos inquiridos acerca de alimentos que alegam melhorar a saude, 25,7% e 56,3%
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referiu que estes podem melhorar ou contribuir para a melhoria da saude, respetivamente.
Quando os consumidores escolhem entre alimentos convencionais e funcionais, as razées
por tras dessa escolha séo diferentes entre as diferentes categorias de alimentos. Um
estudo de Poulsen (1999) sobre as atitudes dos consumidores dinamarqueses
relativamente aos alimentos funcionais descobriu que tanto a substancia usada para
enriguecimento como o tipo de produto enriquecido afetam fortemente as atitudes dos
consumidores relativamente aos alimentos funcionais entre o0s consumidores
dinamarqueses. Deste modo, os alimentos funcionais devem ser estudados ndo como um
grupo homogéneo, mas como produtos separados dentro das varias categorias
alimentares (Sir6 et al., 2008). Menrad (2003) referiu que a aceitabilidade de ingredientes
funcionais especificos esta ligada ao conhecimento dos consumidores dos efeitos na saude
desses ingredientes. Deste modo, os ingredientes funcionais que estdo na mente dos
consumidores durante um periodo de tempo relativamente longo (exemplo: vitaminas,
fibras, minerais: célcio, ferro) alcancam taxas mais altas de aceitabilidade do consumidor
do que os ingredientes que sdo usados por um curto periodo de tempo (exemplo:
flavonoides, carotenoides, acidos gordos 6mega-3). No presente estudo, de um modo
geral, a maior parte dos individuos mostrou uma grande concordancia com os alimentos

funcionais (Figura 29).
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18-25 26-35 36-45 46-55 56-65 66-75 Mais de 75

®m Reconheg¢o que podem melhorar
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® Tenho algumas davidas
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Figura 29 — Concordéancia com os alimentos funcionais segundo os intervalos de idades (36-45, 46-55, 56-65,
66-75 e mais de 75).
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No que diz respeito a compra dos alimentos, 53,1% referiu que ao compra-los ndo tinha
em consideracdo as alegagfes nutricionais, contudo 46,9% referiu que as tinha em
consideracdo indo de encontro a tendéncia também comentada por Siré et al. (2008) que
afirma que cada vez mais consumidores acreditam que os alimentos podem contribuir
diretamente para a sua saude. Dos inquiridos, 60,2% referiu que consumia alimentos
funcionais e destes, 64,8% sdo do sexo feminino. A maior parte dos estudos de
aceitabilidade realizados com alimentos funcionais identificaram que o tipico consumidor
de alimentos funcionais € do sexo feminino, com um nivel de escolaridade e rendimento
mais elevado, assim como uma idade superior a 55 anos (Sir6 et al., 2008). E
compreensivel que, quanto mais elevado o grupo socioeconémico, bem como quanto mais
e melhor conhecimento e maior consciéncia relativamente aos alimentos funcionais, maior
a disponibilidade ou capacidade em pagar um preco mais elevado por produtos premium
(Hilliam, 1996).

Os consumidores de meia idade e idosos estdo mais conscientes dos problemas de saude
porque eles, ou membros do seu meio social mais préximo, sdo muito mais propensos a
ser diagnosticados com uma doenca relacionada com o estilo de vida do que os
consumidores mais jovens (Verbeke, 2006). Contudo, deve enfatizar-se que ao
considerar-se a influéncia do género, idade e educacao, tanto o tipo de alimento funcional
como a alegacdo devem estar incluidos (Sir6 et al., 2008). O consumo de alimentos
funcionais foi estudado em alguns paises europeus (Franga, Gra-Bretanha, Alemanha,
Italia, Pol6nia e Portugal) e concluiu-se que os mais jovens, particularmente as mulheres,
procuravam alimentos para controlar o apetite e peso corporal, enquanto os idosos
procuravam alimentos para baixar o colesterol e pressao arterial. Também verificaram que
os individuos educados para além do nivel primério procuravam alimentos funcionais mais
frequentemente do que aqueles com menos habilitagdes literarias (Stewart-Knox et al.,
2007).
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As vezes

56,5% Raramente

Figura 30 — Frequéncia do consumo de alimentos funcionais.

Quando questionados quanto a frequéncia de consumo de alimentos funcionais, 56,5%
respondeu “as vezes", sendo que 35,7% respondeu “a maior parte das vezes” e 3,0%
“todas as vezes que como”. Quando questionados relativamente aos momentos do dia em
gue consumiam alimentos funcionais, o pequeno-almoco foi 0 mais respondido (70,9%),

seguindo-se do lanche da tarde (62,2%) e do lanche da manha (34,8%).

A Figura 31 resume a opinido dos inquiridos relativamente a influéncia da fortificacdo dos
alimentos no seu sabor. 69,1% dos inquiridos que consomem alimentos funcionais
respondeu que considera que influenciava, sendo que 50,9% respondeu que apenas
influenciava ligeiramente. Dos restantes, 22,6% respondeu que néo influenciava nada e
8,3% respondeu que ndo sabia. Um estudo de consumo de alimentos funcionais realizado
pela IFIC (2013) verificou que 50% dos inquiridos era da opinido que a fortificacdo dos
alimentos alterava o seu sabor, sendo que 32% respondeu que alterava ligeiramente.
Relativamente a esta questdo é importante salientar que a percecao de alguns sabores e
aromas diferentes do “carateristico” varia com o estado fisiolégico e idade do consumidor
(Giacalone et al., 2016).
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Figura 31 — Influéncia da fortificagdo dos alimentos no sabor — comparacéo entre estudos.

Quando questionados sobre a vantagem do consumo de alimentos funcionais, 54,3%
consideram que 0 seu consumo € “na maioria das vezes” mais vantajoso e 27,4%
consideram que “é sempre” mais vantajoso. Um estudo realizado pela IFIC, em 2013,
verificou que apenas metade dos consumidores achavam gque os alimentos fortificados
eram mais vantajosos do que os ndo fortificados (IFIC, 2013). Ainda na secc¢éo B, quando
guestionados sobre o quanto lhes agradava o consumo de alimentos que declaram
beneficios para a saude, a maior parte dos inquiridos respondeu “agrada-me” (58,4%) e

“agrada-me extremamente” (24,9%).

No que concerne a seccdo C do inquérito que visa avaliar o padrdo de consumo do
inquirido, nomeadamente o consumo de bolachas, 86,6% responderam afirmativamente e
guando questionados relativamente a frequéncia do seu consumo, a maioria respondeu
“mais do que uma vez por semana” (58,0%) e “todos os dias da semana” (22,4%). O tipo
de bolachas mais consumido sdo as bolachas de cereais (25,2%), seguindo-se das
bolachas de agua e sal (16,9%) e bolachas integrais (16,5%). O sabor (46,1%) foi o atributo
considerado mais importante, seguindo-se da crocancia (23,9%) e ser um snack que
satisfagca a fome (16,4%). A Ultima pergunta do questionario pretendeu auscultar o
interesse dos inquiridos em consumir uma bolacha enriquecida com proteina, célcio e

vitamina D, ao que 45,3% e 31,7% responderam ‘“interessa-me ligeiramente” e “muito
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interessado”, respetivamente (Figura 32). Estes resultados mostram que ha um grande
interesse no consumo de uma bolacha enriquecida com proteina, célcio e vitamina D, pelo

gue se verifica que h4 a possibilidade de entrar com este produto no mercado.

4,7%

= Muito interessado
= Interessa-me ligeiramente
Interessa-me pouco

Nada interessado

Figura 32 — Interesse em consumir uma bolacha enriquecida com proteina, calcio e vitamina D.

4.3.1 ACEITABILIDADE DO PUBLICO-ALVO

Foi também realizado um teste de aceitabilidade com consumidores, no qual os produtos
foram avaliados por pessoas com idades acima dos 36 anos, sendo estas pessoas do
Centro Social e Paroquial do Senhor do Socorro, familiares, professores e funcionarios da
ESTG-IPVC, fazendo um total de 51 consumidores. Os testes de aceitabilidade tém como
principal objetivo avaliar hedonisticamente os produtos pelos potenciais consumidores,
sem que este esteja associado a uma embalagem, marca, preco ou qualquer outro tipo de
categorizacdo que possa influenciar a sua avaliagcdo (Meilgaard et al., 1999a). Neste
estudo, tal como referido anteriormente, os consumidores receberam 3 bolachas da fase Il
(“fonte de proteina e calcio e alto teor em vitamina D” — F5, “fonte de proteina e alto teor
em calcio e vitamina D” — F7 e “alto teor em proteina, calcio e vitamina D” — F8) e avaliaram,
de forma global, o seu grau de aceitacdo relativo a cada amostra numa escala hedoénica
de 9 pontos (1 — extremamente desagradavel a 9 — extremamente agradavel). Antes da
realizacdo da prova de aceitabilidade, todos os provadores preencheram o inquérito

referido no ponto anterior e foram incluidos no estudo (Apéndice V).

Relativamente a aceitabilidade, a Figura 33 mostra a opinido dos consumidores
relativamente as amostras F5 (896), F7 (323) e F8 (542).
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Figura 33 — Diagramas de disperséo interquartilica da aceitabilidade das formulagées com adicdo de proteina
de ervilha, célcio e vitamina D (323 — F7, 542 — F8 e 896 — F5).

Analisando a Figura 33, as amostras parecem apresentar uma distribuicdo normal, pois as
classes centrais (caixas) sdo estreitas e as classes extremas (bigodes) bem mais
compridas. Verifica-se que as amostras 323 (F7) e 896 (F5) s&do pontuadas de forma
semelhante. Em ambos os casos, 75% dos inquiridos, pontua as bolachas acima de 7
(agradavel), considerando-se assim como tendo uma aceitabilidade elevada, apresentando
potencial para a inclusdo no mercado. Para a amostra 542 (F8), 75% da populagéo
inquirida pontuou abaixo de 7, o que indica que h& mais potenciais consumidores a
considerar a amostra abaixo do aceitavel configurando assim, um caso onde a
diferenciacdo por parte dos inquiridos leva a rejeicdo desta formulacdo, com um nivel de

confianca de (p<0,05).

Realizou-se também um teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis que € usado para comparar
dados ndo paramétricos de trés ou mais amostras, testando-se a hipotese nula, de que as
diferentes amostras na comparacao foram tiradas a partir da mesma distribuicdo ou de
distribuicbes com a mesma mediana. Deste modo, o teste mostra que os consumidores
consideram que a amostra 542 se distingue das restantes e que esta diferenca é
estatisticamente significativa (p<0,05, Tabela X). Relativamente as outras duas amostras,

essa diferenca néo é relevante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela X — Resultados do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis realizado aos resultados da aceitabilidade
das amostras 323, 542 e 896. Os valores em italico séo estatisticamente diferentes (p<0,05).

Cébdigo da amostra 323 542 896
323 0,005 1,000
542 0,005 0,040
896 1,000 0,040

Para se verificar a relacdo entre a aceitabilidade e as carateristicas dos individuos (sexo e
idade) que provaram as amostras realizou-se uma analise de correspondéncias. Na Figura
34 pode observar-se que a primeira dimenséo separa 0s consumidores com mais de 75
anos, a direita, dos restantes projetando-os a esquerda. Nesta analise, os consumidores
do sexo masculino, sdo coincidentemente também projetados no lado mais a direita do
gréfico. Isto sugere que a maior parte dos consumidores mais velhos sdo homens. Tendo
em conta que as amostras 323 e 896 ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas relativamente & aceitabilidade, do lado esquerdo do eixo verifica-se que a
amostra 323 estad mais proxima do sexo feminino, pelo que se depreende que as mulheres,
de forma geral, pontuaram mais a amostra 323. Tal como ja referido anteriormente, a
percecao de alguns sabores e aromas varia com o estado fisiol6gico e idade do consumidor
(Giacalone et al., 2016). Os individuos com idades entre 36-45, 0s mais novos dos
inquiridos, encontram-se distanciados relativamente aos restantes, no entanto néo lhes é
atribuida muita importancia, pois representa apenas um consumidor (Apéndice VII). No
eixo Dim 2, 22 dimensao desta andlise observa-se que as amostras 896 e 323, projetadas
nos quadrantes superiores do gréfico se afastam da amostra 542 na parte inferior. Os
individuos com idade entre 66-75 estdo perto da amostra 542, 0 que sugere que 0s
consumidores nessa faixa etaria, pontuaram melhor a amostra 542. Esta amostra
corresponde a bolacha com “alto teor” de proteina, calcio e vitamina D (F8), cuja textura ja
havia revelado valores de dureza inferiores, relativamente as restantes. Pode com isto
justificar-se a atribuicdo de pontuacao mais elevada por parte dos consumidores com idade
acima dos 66 anos. Este facto sugere que as fragilidades fisiolégicas, ao nivel ortoddntico
e outros fatores bucais podem influenciar a sua apreciacdo recaindo, na maioria das vezes
a preferéncia por alimentos mais moles, tal como comentado por alguns individuos. A
amostra 896 esta muito proxima dos intervalos de idades 46-55 e 56-65 0 que sugere que
0s consumidores que se situam neste intervalo de idades pontuaram melhor esta amostra,

Nno que respeita a aceitabilidade.
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Figura 34 — Andlise de correspondéncias das pontuacdes dos provadores na aceitabilidade das bolachas,
categorizados pelo sexo e faixa etaria (amostras: 323 — F7, 542 — F8 e 896 — F5; género: feminino (F) e
masculino (M); intervalo de idades: 36-45, 46-55, 56-65, 66-75, >75 — mais de 75).

Sir6 et al. (2008) refere-se a varios estudos, que mostraram que a aceitabilidade do
consumidor de alimentos funcionais esta longe de ser incondicional, sendo que uma das
principais razdes para a aceitabilidade é o sabor, para além da qualidade do produto, preco,
conveniéncia e confianca nas alegacdes de satude. Como regra, 0s consumidores parecem
avaliar os alimentos funcionais primeiramente como alimentos considerando que o0s
beneficios funcionais podem fornecer um valor acrescentado ao produto em termos de
salude, mas nao consideram que este beneficio prevaleca sobre as propriedades
organoléticas (Sir6 et al., 2008). E importante ter em atencdo que os idosos sdo um grupo
alvo muito heterogéneo a varios niveis, nomeadamente nas fun¢des gustativas e olfativas.
Em média, os limites para a identificacdo e detecdo do sabor aumentam com o aumento
da idade. Dos quatro sabores basicos, a percecao do doce € a melhor preservada contra

efeitos prejudiciais do envelhecimento (Giacalone et al., 2016).

72



5 CONCLUSAO

Com a realizacdo da primeira parte do trabalho foi possivel concluir que a adicdo da
proteina de soro do leite e da proteina de ervilha conferiu um teor em cinzas mais elevado
relativamente a adicdo da proteina de arroz, enquanto que a adicdo da proteina de ervilha
resultou em bolachas com menor teor de humidade. Com a proteina de soro do leite
obteve-se a bolacha com a textura mais dura, o que foi confirmado pela ADQ, na qual o
painel classificou esta formula¢cdo como sendo a mais dura. A formulagéo com proteina de
arroz embora apresentando dureza semelhante a formulagcdo com proteina de ervilha, o
painel considerou que o sabor residual é consideravelmente superior com proteina de
arroz. Assim, selecionou-se a proteina de ervilha para enriquecimento da bolacha na fase

de otimizagao da formulacdo (segunda parte do trabalho).

Genericamente, na segunda parte do trabalho, concluiu-se que as formulagdes com “alto
teor em proteina” resultaram em bolachas com a. e teor de humidade superiores.
Relativamente ao teor em cinzas, as formulagcdes com “alto teor em proteina e/ou calcio
e/ou vitamina D” apresentaram os valores mais elevados. A adi¢cao de proteina diminuiu a
luminosidade das bolachas. Os resultados obtidos para a textura permitiram concluir que
a dureza diminuiu com o enriquecimento das bolachas, independentemente do teor
adicionado. Acresce que a adicdo de “fonte de proteina” incrementa a dureza quando
comparado com a adigao de “alto teor em proteina”. No que refere a MVE, concluiu-se que
a adicao de proteina promoveu a compactacdo da microestrutura da bolacha. O painel de
provadores concluiu que as formulagdes com “fonte de proteina” foram as mais duras e
mais crocantes. Desta forma, com os resultados obtidos selecionaram-se trés formulagdes,
nomeadamente “fonte de proteina e calcio e alto teor em vitamina D”, “fonte de proteina e
alto teor em calcio e vitamina D” e “alto teor em proteina, calcio e vitamina D” para a

realizacao da aceitabilidade dos consumidores.

Concluiu-se ainda que o processo produtivo ndo alterou as quantidades de proteina, calcio

e vitamina D, adicionadas a bolacha.

No que diz respeito ao estudo de consumidor, a informacao recolhida através de um
inquérito aos habitos de consumo permitiu verificar que 60,2% dos inquiridos consumia
alimentos funcionais, e 64,8% desta era do sexo feminino. A maior parte dos inquiridos
referiu que lhes agradava o consumo de alimentos que declaram beneficios para a saude.

Cerca de 80% consome bolachas mais do que uma vez ou todos os dias da semana, e
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77% mostrou interesse em consumir uma bolacha enriquecida com proteina, calcio e

vitamina D.

As formulacbes com maior aceitabilidade foram as formula¢des enriquecidas com “fonte
de proteina e calcio e alto teor em vitamina D”, e “fonte de proteina e alto teor em calcio e

vitamina D”.

Com este trabalho concluiu-se que, independentemente da formulagédo selecionada, é
sempre possivel fazer alegacdes nutricionais, sabendo que a bolacha desenvolvida

apresenta elevado potencial de inclusdo no mercado.

SUGESTOES DE TRABALHO FUTURO

— Realizacdo de modificagbes na formulacédo e condicdes de processamento, de forma
a atingir carateristicas semelhantes a formulacao controlo/da bolacha de massa short;
— Desenvolvimento de outros alimentos enriquecidos com proteina, calcio e vitamina D;

— Realizacdo de um estudo da biodisponibilidade dos nutrientes adicionados as

bolachas.
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7 APENDICES

7.1 APENDICE | — CALCULOS DAS QUANTIDADES DE NUTRIENTES A ADICIONAR

Os calculos realizados para definir a quantidade de cada nutriente a adicionar

encontram-se descritos abaixo.

7.1.1 PROTEINA

Para o célculo da quantidade de proteina a adicionar, € necessario saber o valor energético
do alimento. Deste modo, criou-se uma tabela nutricional tedrica usando a base de dados
de composi¢do dos alimentos do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA,
2016).

A tabela nutricional tedrica da formulacdo base encontra-se na Tabela XI.

Tabela XI — Informagé&o nutricional da formulagéo base.

Por 100 g
Energia 372 kcal
1556 kJ
Lipidos 179
dos quais
Acidos gordos saturados 849
Acidos gordos monoinsaturados 69
Acidos gordos polinsaturados 29
Hidratos de Carbono 47 g
dos quais
AcUcares 3g
Amido 0g
Oligossacaridos 0g
Fibra 29
Proteinas 69
Vitaminas
Vitamina A 1mg
Caroteno 4978 ug
Vitamina D O ug
Sais minerais
Na 222 mg
Ca 0 mg
Mg 2mg

e “FONTE DE PROTEINA” — 12% DO VALOR ENERGETICO
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0,12%372 kcal _ 44,64 kcal
100 g ~ 100g

e “ALTO TEOR EM PROTEINA” — 20% DO VALOR ENERGETICO

0,20%x372 kcal 74,40 kcal
100 g ~ 100g

No Regulamento (UE) n® 1169/2011, no Anexo XIV é possivel consultar os fatores de
conversao para o calculo do valor energético. No caso da proteina, o fator de conversao é
4 kcallg.

Entao,

e “FONTEDE” —12% DO VALOR ENERGETICO

1 g proteinax 44,64 kcal
4 kcal

x g proteina bruta a adicionar = =11,16g9

Equacéo 1

As proteinas usadas nao sdo 100% puras, pelo que a sua % pureza tem de ser considerada

para os calculos. As fichas técnicas das proteinas encontram-se no Anexo |.

A quantidade de preparado de proteina a adicionar é dada pela féormula seguinte:

1 g preparado proteinax11,16 g proteina bruta

ot 4 adici _
X g prep.prot.a adicionar y g de proteina bruta do preparado

Equacéo 2
e Isolado de ervilha (y=88%) — 12,68 g
e “ALTO TEOR EM” —20% DO VALOR ENERGETICO
ofna brut dici _ 1 gproteinax 74,40 kcal 1860
X g proteina bruta a aatcironar = 4 keal = , g
Equacéo 3

Tendo em consideracdo a % pureza das proteinas,

1 g preparado proteinax18,60 g proteina bruta

ot 4 adici _
X g prep.prot.a adicionar y g de proteina bruta do preparado

Equacéo 4
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e Proteina de soro do leite (y=93%) — 20,00 g
e Proteina de arroz (y=79%) — 23,54 g
e |solado de ervilha (y=88%) — 21,14 g

7.1.2 CALCIO
O calcio usado foi em forma de lactato de calcio e apenas foi adicionado na fase Il do
presente trabalho. Deste modo, a semelhanca da proteina, este foi adicionado em duas

quantidades diferentes, “fonte de” e “alto teor em”.

e “FONTE DE” — 15% VALOR DE REFERENCIA DO NUTRIENTE (VRN)
VRNcé|ci0= 800 mg

15% VRN = 0,15x800 mg = 120 mg

O lactato de calcio usado nao era 100% puro, pelo que a sua % pureza tem de ser

considerada para os calculos.
A ficha técnica encontra-se no Anexo .
A quantidade de preparado de célcio a adicionar é dada pela férmula seguinte:

1 g preparado calciox120 mg calcio bruto

calcio a adicionar =
X g prep.calcio a aaitcronar 0’131 g de calcio bruto do preparado

Equacéo 5

e Lactato de calcio (13,1%) — 916,0 mg = 0,9160 g

e “ALTO TEOR EM” —2X15% VRN
15% VRN = 2x0,15x800 mg = 240 mg

1 g preparado calciox240 mg calcio bruto

.calci dici =
X g prep. caicio a adicionar 0,131 g de calcio bruto do preparado

Equacéo 6

e Lactato de calcio (13,1%) — 1832,1 mg=1,8321¢g
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7.1.3 VITAMINA D
A semelhanca do calcio, com o intuito de alegar “fonte de” e “alto teor em vitamina D”,
adicionou-se vitamina D em duas concentracdes diferentes. Esta apenas foi adicionada na

fase Il.

e “FONTEDE”’—-15% VRN
VRNyitaminap = 5 Hg

15% VRN = 0,155 ug = 0,75 ug

Considerou-se que o preparado de vitamina D era 100% vitamina D. A ficha técnica
encontra-se no Anexo |. Apesar do preparado ser 100% puro, as quantidades de vitamina
D a adicionar sdo muito pequenas pelo que néo € possivel pesar numa balanca analitica.

Deste modo, foi necessario preparar uma solugdo em oleo.

e “ALTO TEOR EM” —2X15% VRN
15% VRN = 2x0,15X5 ug = 1,5 ug
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7.2 APENDICE Il — RESULTADOS MEDIOS DOS PARAMETROS ANALITICOS

Na Tabela Xll e Tabela Xlll € possivel consultar os valores médios dos resultados obtidos

dos parametros analiticos da fase | e fase Il, respetivamente.

Tabela XIl — Valores médios dos resultados obtidos nos parametros analiticos analisados nas bolachas da

fase I.

Formulagtes

Andlises
C PSL PA PE

aw 0,552+ 0,01 0,68° + 0,02 0,66° + 0,02 0,60% + 0,07
% Humidade 5,202+ 0,09 5,582+0,11 4,59+ 0,18 3,57°+0,22
% Cinzas 0,772+ 0,03 1,45 +0,17 0,862+ 0,01 1,45 + 0,01
% Proteina 5,782+ 0,16 17,16° +0,64 17,86 +0,14 17,12 +0,83
L 77,162+ 0,94 73,07° + 1,02 71,53°+£1,12 70,02% + 0,99
L*/b* 3,592+ 0,23 2,20 + 0,07 3,18°+ 0,09 2,629+0,14
Dureza (N) 23,422 £ 5,17 27,992+ 7,76 7,30° + 4,98 16,29° + 4,18

Valores médios na mesma linha que ndo sédo seguidos pela mesma letra sdo estatisticamente diferentes

(p<0,05) pelo teste de Tukey.
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7.3 APENDICE lll — FIcCHA DE PROVA DA ADQ

Provador:

Data:

Produto:

7 APENDICES

Codigo:

Senhor(a) provador(a), por favor, avalie primeiro o aspeto geral do produto, depois o seu
cheiro, textura e por fim, o sabor, seguindo a lista como apresentado:

APARENCIA
Rugosidade da :
i Fina [1[2]3]4|5[6]7]8]9]
TEXTURA (MAO)
Dureza ao partir a —
Facil de

bolacha partir|1|2|3|4|5|6|7|8|9|

5 shie Pouco
Friabilidade tfitegrs] (2128 |al5]ls '8 |8 |
SABOR E TEXURA NABOCA
Crocancia M0|e|1|2|3|4|5|6|7|8|9|
Dureza Pouc0|1|2|3|4|5|6|7|8|9|
Sabor residual
(persisténcia do sabor Pouco [1[2[3]4]|5]|6]7]8]9]

na boca)

Sabor diferente?
Qual? (vegetal,
leguminosa, arroz,
cereal, farinha)

Pouco intenso

sim [ ] N&o [ ]

[1[2[3]4afs]e[7]8]9]

Grossa

Dificil de
partir

Muito
(desfaz)

Estaladica

Muito

Muito

Muito intenso
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7.4 APENDICE |V — INQUERITO E PROVA DAS BOLACHAS PSL, PAE PE

FICHA DE PROVA — TESTE DE CONSUMIDORES

Bolachas Funcionais
O objetivo deste teste de consumidores é recolher informagdo importante acerca da
aceitabilidade de um novo produto desenvolvido no ambito de uma dissertagdo do
Mestrado de Empreendedorismo e Inovagao na Industria Alimentar.

Preencha por favor, as questdes abaixo apresentadas.
Agradeco desde ja a sua colaboragao.

As questdes com * sdo de resposta obrigatéria.

A — Informacao demografica e socioecondmica

1. Sexo*

|:| Feminino
I:l Masculino

2. Idade (em anos)*

[ ] Menos de 18 [ ]36-45 [ ]e6-75
[ ]18-25 [ ]a6-55 [ ] Maisde 75
[ ]26-35 [ ]s6-65

3. Distrito*

[ ] Aveiro [ ]Faro [ ] setabal

[ ]Beja [ ] Guarda [ ] viana do Castelo
[ ] Braga [ ] Leiria [ ] vila Real

[ ] Braganca [ ] tisboa [ ] viseu

[ ] castelo Branco [ ] Portalegre [ ] ilhas

[ ] coimbra [ ] Porto

[ ] Evora [ ] santarém
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4. Situagdo profissional*
Empregado a tempo integral

EI Empregado a tempo parcial
El Desempregado

D Doméstico

,:I Estudante

|:| Reformado

B — Padrao de Consumo

5. Costuma consumir bolachas?*
D Sim |:| N3o

6. Indique a frequéncia com que costuma consumir bolachas.
|:| Todos os dias da semana

|:| Mais do que uma vez por semana
|:| Uma vez por semana

|:| Uma vez por més

El Raramente

7. Que tipo de bolachas costuma consumir? (selecionar varios)
|:| Bolachas de dgua e sal/Cream cracker

|:| Bolachas Integrais
|:| Bolachas de Cereais (aveia...)
|:] Bolachas enriquecidas

|:| Bolachas recheadas (chocolate...)

|:| Cookies
|:| Outras. Quais?
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D — Teste de aceitabilidade

8. Asua frente tem 3 amostras codificadas. Avalie globalmente cada uma, utilizando
a escala abaixo.

o0

.1 Amostra 542
Extremamente agradavel

Muito agradavel
Agradavel

Ligeiramente agradavel
Indiferente

Ligeiramente desagradavel
Desagradavel

Muito desagradavel

Extremamente desagradavel

Jodbdtdotd

8.2 Amostra 896
Extremamente agradavel

Muito agradavel
Agradavel

Ligeiramente agradavel
Indiferente

Ligeiramente desagradavel
Desagradavel

Muito desagradavel

Jotbodtdodn

Extremamente desagradavel
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Amostra 323
Extremamente agradavel

EI

|:] Muito agradavel

|:] Agradavel

|:| Ligeiramente agradavel
l:] Indiferente

E] Ligeiramente desagradavel
D Desagradavel

I:] Muito desagradavel

L]

Extremamente desagradavel

Obrigada pela participagio ©
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7.5 APENDICE V — TESTE COM CONSUMIDORES — ACEITABILIDADE DE
BOLACHAS ENRIQUECIDAS COM PROTEINA DE ERVILHA, CALCIO E VITAMINA
D

TESTE COM CONSUMIDORES
Aceitabilidade de Bolachas Funcionais

O objetivo deste teste de consumidores é recolher informacdo importante acerca da
aceitabilidade de um novo produto desenvolvido no Aambito de uma dissertacdo do Mestrado de
Empreendedorismo e Inovacdo na Industria Alimentar, realizada no Instituto Politécnico de Viana
do Castelo.

Preencha por favor, as questdes abaixo apresentadas. Nao existem respostas certas ou erradas,
por isso solicito que responda de forma espontanea e sincera a todas as questdes. Este inquérito
é crucial para o desenvolvimento de um novo produto.

Informo também que o inquérito € anénimo.
As questdes com * sdo de resposta obrigatoria.
Agradeco desde ja a sua colaboracéo.

Catarina Vieito

Seccdo A — Informacao demografica e socioeconémica™

As respostas nesta secgdo servem so e apenas para caraterizagdo da amostra/populagdo que
respondeu ao inquérito.

1. Sexo*

[ ] Feminino
[ ] Masculino

2. Idade (em anos)*

[ ] Menos de 18 [ ]36-45 [ ]es-75
[ ]18-25 [ ]46-55 [ ] Mais de 75
[ ]26-35 [ ]56-65

3. Distrito*

[ ] Aveiro [ ] Faro [ ] setabal

‘:’ Beja ‘:l Guarda D Viana do Castelo
[ | Braga [ ] Leiria [ ] vila Real

[ ] Braganca [ ] Lisboa [ ] viseu

|:’ Castelo Branco |:| Portalegre |:] llhas

[ ] coimbra [ ] Porto

[ | Evora [ | santarém
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4. Habilitagoes literarias*

[ ]e°ano

[ ]ovano

[ ]12°ano

|:| Curso superior

[ ] Mestrado

[ ] Doutoramento

5. Situagao profissional*
[ ] Empregado a tempo integral

|:] Empregado a tempo parcial
|:] Desempregado

[ ] Doméstico

[ ] Estudante

|:| Reformado

6. Composicao do agregado familiar*: (n°)

7. Rendimento mensal do agregado familiar*
[ ] Totaimente insuficiente

[ ] Apenas consegue satisfazer as necessidades basicas
[ ] Consegues satisfazer algumas necessidades, mas néo todas
[ ] Consegue satisfazer todas as necessidades

[ ] Consegue satisfazer todas as necessidades e ainda sobra
Seccéao B — Perfil do Consumidor

8. De um modo geral, como classifica a sua saude?*
1 2

3 4 5
pobre [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] Excelente

9. Qual a sua opinido acerca de alimentos que alegam melhorar a saude? (Por exemplo
“0 calcio é necessario para a manutencao de ossos normais”)*

[ ] Reconhego que podem melhorar
[ ] Reconhego que apenas podem contribuir para a mellhoria
[ ] Tenho algumas dividas

[ ] Nao acredito
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10. Na compra dos seus alimentos, seleciona-os por apresentarem alegagdes
nutricionais?*

Por exemplo “enriquecido com calcio”.
[::] Sim [::] Nao

11. Costuma consumir alimentos funcionais?*

Um alimento funcional é aquele que, para além da funcdo de nutrigdo basica, tem atributos
adicionais com um efeito positivo direto na saide e bem-estar. Os alimentos que apresentem
alegacdes como por exemplo, "enriquecido com calcio" ou "o calcio é essencial para a
manutencdo de ossos normais" s@o alimentos funcionais. Na imagem abaixo encontram-se
alguns exemplos de alimentos funcionais.

|:| Sim  Avance para a questdo 12.

I:I Ndo  Avance para a questdo 16.

Exemplos de Alimentos Funcionais

BEM ESPECIAL
calcio

5500

<om
CEREAIS
INTEGRAIS
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12. Com que frequéncia consome alimentos funcionais? (dependentes da resposta
positiva na questdo 12)

\: Todas as vezes que como
\: A maior parte das vezes
[ ] As vezes

[ ] Raramente

[ ] Nunca

[ ] Nao sei

13. Em que momentos do dia é que consome alimentos funcionais? (selecionar varios)
(dependentes da resposta positiva na questao 12)

[ ] Pequeno-almogo [ ] Lanche da tarde
[ ] Lanche da manha [ ] Jantar
D Almogo |:| Ceia

14. Na sua opinido, quanto é que acha que a fortificagdo dos alimentos altera o seu
sabor? (dependentes da resposta positiva na questao 12)

[ ] Muito

[ ] Uma quantidade razoavel
\:] Ligeiramente

\:] Nada

[ ] Néo sei

15. Na sua opinido, qual a vantagem em consumir alimentos funcionais em comparagao
com alimentos regulares? (dependentes da resposta positiva na questdo 12)

\:’ Sempre mais vantajoso do que consumir alimentos ndo enriquecidos

\:’ Mais vantajoso na maioria das vezes
\:’ E igual na maioria das vezes
\:’ Geralmente, menos vantajoso

\:l Sempre menos vantajoso do que consumir alimentos enriquecidos

|:| Néo sei
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16. Quanto lhe agrada a ideia de consumir alimentos que declaram beneficios para a
saude?*

\:| Agrada-me extremamente

\:| Agrada-me
I:l Indiferente
\:l Desagrada-me

|:| Desagrada-me extremamente

Seccédo C — Padréo de Consumo

17. Costuma consumir bolachas?*

\:’ Sim  Avance para a questio 18.

I:I Ndo  Avance para a questdo 21.

18. Indique, por favor, a frequéncia com que costuma consumir bolachas. (dependente
da resposta positiva na questao 17)

\:l Todos os dias da semana

\i] Mais do que uma vez por semana
|:| Uma vez por semana

[ ] Uma vez por més

[ ] Raramente

19. Que tipo de bolachas costuma consumir? (selecionar varios) (dependente da
resposta positiva na questio 17)

[ ] Bolachas de 4gua e sal/Cream cracker

[ ] Bolachas Integrais

\:l Bolachas de Cereais (aveia...)

\:l Bolachas enriquecidas (com ferro, célcio...)

[ ] Bolachas recheadas (chocolate...)

[ ] cookies
[ ] outras
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20. O que considera mais importante numa bolacha? (selecionar varios) (dependente da
resposta positiva na questédo 17)

[ ] Aspeto
[ ] crocancia
|:| Sabor

|: Ser um snack saciador

[ ] Prazer doce

21. Interesse em consumir uma bolacha enriquecida com proteina, calcio e vitamina D.*
|: Muito interessado(a)

[ ] Interessa-me ligeiramente
[ ] Interessa-me pouco

|:| Nada interessado(a)
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7.6 APENDICE VI — TABELA DOS VETORES PROPRIOS

7 APENDICES

Tabela XIV — Vetores proprios da analise de componentes principais relativa a fase |I.

Fatorl Fator2 Fator3 Fator4 Fator5 Fator6 Fator7 Fator 8
aw 0,2192 -0,9280 -0,0788 -0,1823 0,2198 -0,0533 0,0153 0,0010
% humidade 0,7254 -0,6233 -0,1717  0,0282 -0,1798 0,1500 0,0140 0,0013
% cinzas 0,9760 0,0196 0,1411 -0,1270 -0,0902 -0,0495 0,0188 -0,0057
% proteina 0,9255 -0,2432 0,0626  0,1568 -0,0944 -0,2162 -0,0073 0,0024
Célcio (mg/100g) 0,8602 0,1711 10,3076 -0,3632 -0,0153 0,0614 -0,0144 0,0033
Vitamina D 0,5066  0,6800 -0,4609 -0,2556 0,0111 -0,0549 0,0039 0,0004
L* -0,9449  -0,2009 -0,1102 -0,1263 -0,1867 -0,0612 0,0042 0,0023
L*/b* -0,8129 -0,5167 -0,0246 -0,2542 -0,0714 -0,0350 -0,0249 -0,0032
dureza (N) -0,9292 0,2585 10,2251 -0,1229 -0,0330 -0,0431 0,0333 0,0014
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7.7 APENDICE VIl — RESULTADOS DA ANALISE DE CORRESPONDENCIAS

Tabela XV — Matriz com os resultados da analise de correspondéncias.
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81 ANEXO | -

ENRIQUECIMENTO

8.1.1 PROTEINA DO SORO DO LEITE

volac”®

Product
Whey protein isolate 90%

Description

FICHAS TECNICAS DOS NUTRIENTES USADOS

Volactive UltraWhey 90
Technical Data Sheet

Volactive UltraWhey 90 is manufactured from sweet cheese whey using cross-flow membrane filtration. The
resulting protein concentrate is spray-dried. This product provides an excellent source of natural protein for use
in a variety of food and beverage applications.

Chemical properties Typical Min/Max Test Reference

Protein % (Nx6.38, dry matter)  93.0 91.0 min NIR (cal. to Dumas)
Moisture % 4.5 5.5 max Moisture balance

Ash % 2.0 3.0 max NIR (cal. to oven, 550°C)
Lactose % 2.5 3.0 max NIR (cal. to HPLC)

Fat % 0.2 0.6 max NIR (cal. to Rose Gottlieb)
pH 6.2 5.8 min pH meter (10% solution)
Physical properties Typical Test Reference

Appearance White to cream powder Subjective

Taste/ Flavour Clean taste, no off flavours Subjective
Insolubility Index, mL/50mL <0.20 Centrifuge (10% solution)
Scorched Particles Disc A ADPI

Bulk density, g/mL 0.46 Tapped
Microbiological properties Typical Min/Max Test Reference
Total Viable Count, cfu/g <5,000 10,000 max 1SO 4833:2003
Enterobacteriaceae, cfu/g Not detected 10 max 1SO 21528-2:2004
Yeasts & Moulds, cfu/g Not detected 50 max 1SO 21527-2:2008
E. coli, cfu/25g Not detected Not detected 1SO 16649-2:2001
Salmonella, cfu/25g Not detected Not detected 1SO 6579:2002

S. aureus, cfu/25g Not detected 10 max 1SO 6888-1:1999

Intended use

Whey protein isolate is intended for use in products for the general population and has not undergone a

food safety risk assessment to determine its suitability for use in products designed for vulnerable or sensitive
groups within the population.

Packaging

Available in 20kg net weight bags made from fully strippable food grade packaging that complies with
Regulation (EC) No. 1935/2004 on materials and articles intended to come into contact with food. The product
is contained within an inner heat-sealed, poly-liner with an outer multi-wall paper sack.

Shelf life and storage
Twenty four months from date of manufacture when stored in the original packaging at a cool dry place; away
from strong flavours or odours and any aromatic materials.

Tariff code
3502 2091

For further information contact
Volac International Ltd, 50 Fishers Lane, Orwell, Royston, SG8 5QX, Hertfordshire, UK.
Tel: +44(0)1223 206818; volactiveorders@volac.com; www.volac.com

TDSVUW90-09-070214
Page1of1

PARA
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8.1.2 PROTEINA DE ARROZ

benee

remy

Document code : SIS 06.01.022/ed.N

Issue date : 23/12/2003

Revision date : 05/07/2012

Issued by : ADE (QA Specialist)

Controlled by: DVF (QC Mgr) & PGN (Production Mgr)

Released by: NCX (QA Mgr)

Product [Remypro N80+ |
|Labelling EU Rice protein +
|Description Product extracted during the rice starch production, obtained by wet milling,

sieving, separation, concentration and drying

Certification Kosher and Pareve; 1K Kosher - Rabbi Menaham Haddad
K-ID: QRD-HCRG
DigitalKosher: www.dk.com

|Product codes / packaging 951013 25 kg multiply paper bags on stretch wrapped pallets
Storage precautions Product has to be stored in its unopened original packaging in a dry place, free
from odours (solvents, combustibles, flavours, ...), insects and rodents. Under

these conditions the product can be stored for 2 years from date of production.

\
\
\
|
|
\
|
|
\
|
|
|Customs code 2303 10 90 ‘
|
\
|
|
\
\
|
|
\
\
|

Organoleptic evaluation description

Taste typical

Colour amber

Physico-chemical measurements min max unit method Frequency

Moisture content 12,0 % IR every batch

Protein content (N * 6,25) 79 %olds Kjeldahl every batch

Ash content 2,0 %lds oven 900°C/2h every batch ‘

Fat content (solvent extraction) 5 %lds Soxhlet every batch ‘

Sieving < 150 um 92 % Laser Diffraction every batch [
|

Microbiological measurements max unit method Frequency 1

Total count 10.000 n/g Acc I1SO 4833 every batch

Yeasts and moulds 1.000 n/g Acc ISO 21527/2 every batch | *

Enterobacteriaceae 500 n/g Acc I1SO 21528/2 every batch

adapted from previos specification wersion = ¢

BEREC-Rermy MY @ Rermdaand & 3018 Leuven-Hjgmad & Bedgium & Phons+3% 16 248 511 @ Fax+3% 16 44 01 44 & wwawBEREO-Remmycom @ info@BEREC-Renmy com
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8.1.3 [SOLADO DE ERVILHA

Product Sheet Pisane® M9 o LLTS0) 0 Red o0

Fax +32(0) 69 44 66 22

Pisane® is a range of pea protein isolates extracted from the yellow pea, a natural and gluten free raw N Email
material. Pisane® M9 is suitable for Meat, Poultry, Fish and Vegetarian food, Sauces, and Textured protein, cosucra sales@cosucra.com
and improves the product's texture after thermal treatment.
visit our website :
http: / /www.cosucra.com

Specifications (Analytical methods available on request) SOLUTIONS
Dry matter (D.M.) 95 +/- 2% Natural
Composition based on D.M
Proteins (N x 6.25) 88 +/- 2%
Fat (PE extract) max 1.5%
Carbohydrates max 3.0%
Ash max 6.0%
Microblology
Escherichia coli absent/1g
Listeria Monocytogenes absent/25g
Salmonella absent/25g
Total Coliforms max 10/g ¢ Clean label ("pea protein")
Total Plate Count (mesophilic bacteria) max 20.000/g
Yeasts and Moulds max 50/g ¢ GMOree
¢ Low Allergenic
i ¢ Low in anti-nutritional
Typical Data factors
General Characteristics e High tolerance
Aflatoxines B1 < 2 ppb Heavy metals (Pb, Cd, Hg, max 0.5 ppm
Colour cream As) Nutrition & Health
Density (after packing) 0.40 kg/I Ochratoxin A < 3 ppb
Granulometry < 200 ym pH {10% in water) ~ 7.8
Taste neutral

Nutritional Characteristics: Average amino acids content {g/100 g proteins)

Alanine 4.3 Lysine 7.2
Arginine 8.7 Methionine 1.1
Aspartic acid 11.5 Phenylalanine 5.5
Cystine 1.0 Proline 4.5
Glutamic Acid 16.8 Serine 53
Glycine 4.1 Threonine 3.9 e Balanced amino acid profil
Histidine 2.5 Tryptophan 10 e Not deposited in the body
Isoleucine 4.5 Tyrosine 3.8 as fat
Leucine 8.4 Valine 5.0
e Provides satiety

Labelling « Rich in valuable amino
Pea protein isolate, pea protein, vegetable protein. acids for weight control
Nutrition Labelling (values expressed per 100g commercial product) sports & medical food
Caloric Value (energy) 352 kcal, 1495 k] Fat 13¢ finological
Carbohydrates 0.49 (2.7 g) (1) of which saturated 0.2g Technologica

of which sugars 0g Protein (N x 6.25) 83.6¢9
Dietary Fibre 2.3¢g Sodium 20g

(1) Including dietary fibre with a caloric value of 2kcal/g, conformed to EU directive 2008/100 & subject to local

regulations

Certification

KOSHER & HALAL (on demand) certified ingredient.

Does not contain GMO's or GMO-derived components. Not produced using GMO-based technology (not
concerned by EC 1829/2003 and EC 1830/2003).

Allergens * Good emulsifying properties
No labelling required according to EC legal requirements for Allergen Labelling 2000/13/EC as amended by o Low impact on product
Directives 2003/89/EC, 2005/26/EC, 2006/142/EC & 2007/68/EC. texture

PTPMO1E11-EU 03/2011
1
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8.1.4 LACTATO DE CALCIO

GALACTIOC

GALAXIUM PEARLS EXCEL

galactic ref.

product name

DESCRIPTION

Galaxium Pearls Excel is the calcium salt of natural L(+) lactic acid produced by fermentation. Galaxium
Pearls Excel has a very high purity which improves the solubility in various food applications while decreasing
interactions such as oxidation and separation.

Its innovative shape allows high performance in terms of solubility, dissolution rate, floability and floodability.
Galaxium Pearls Excel is formulated to exceed the highest quality standards of the food industry.

PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES

Chemical name Calcium 2-Hydroxypropanoate pentahydrate
Molecular weight g/mol 308

Molecular formula CgH011Ca

Particle size pm 99% between 100 - 710 pm
Solubility in water (@ 25°C/77°F) /100 mL 9

Solubility in water (1g/30 mL) - Passes test
Dissolution rate 1000 mg/250 mL 38 sec

Hydrate form Penta

Form Free flowing and non dusting pearls
pH (58 product + 95g water) - 6.0-8.0

Loss on drying %wiw 22-27

SENSORY CHARACTERISTICS

Color - White

Odor - Neutral

Taste - Neutral

PURITY

Appearance of solution - Passes test

Positive test of calcium - Passes test

Positive test of lactate - Passes test

Calcium lactate content (as anhydrous) %wiw 98 - 101

Calcium content (as anhydrous) %wiw 16.5 - 20.1

Calcium content Fwiw 13.1-14.5

Heavy metals (as Pb) ppm Max. 5

Iron ppm Max. 25

Chloride ppm Max. 80

Sulphate ppm Max. 400
Phosphate ppm Max. 150

Lead ppm Max. 2

Arsenic ppm Max. 1

Mercury ppm Max. 1

Fluoride ppm Max. 15

Reducing substances (sugars) z Passes test

Volatile fatty acids B Passes test

Acidity - alkalinity - Passes test (acidity)
Magnesium and alkali salts %wiw Max. 1

Mesophilic bacteria counts/g Max. 1000

Moulds counts/g Max. 100

Yeasts counts/g Max. 50
REGISTRATION

Labeling E327

CAS number 28305-25-1

GRAS status Yes

Complies with Eur Reg 231/2012
*Latest edition FCC* - JSFA* - JECFA* - Kosher - Halal
PACKAGING

See packaging list

STORAGE CONDITIONS

Dry, well ventilated room

SHELF-LIFE

48 months

www. lactic.com CLPRL5H_E_201212_v1.doc
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8.1.5 VITAMINA D3

DSM

P rod uct I nfo rmat-io n BRIGHT SCIENCE. BRIGHTER LIVING.
Product Data Sheet

Vitamin D3 Crystalline

Description

Vitamin D3 Crystalline is a crystalline powder containing 40 000 000 IU vitamin D; per gram
(1 000 000 pg cholecalciferol per gram).

Product identification

Product code: 50 0927 8

Chemical name: (5Z,7E)-9,10-secocholesta-5,7,10(19)-trien-3p-ol

Synonyms: cholecalciferol; calciol; vitamin Hscn,,,
: CHj

CHs

CAS No.: 67-97-0 CHs
EINECS No.: 200-673-2
Empirical formula: C;;H440
Molecular mass: 384.6 g/mol
HO""

Specifications
Appearance: crystalline powder
Colour: white to almost white
Identity: corresponds
Specific rotation, 589 nm
(c= 0.8 in ethanol 96%): +105° to +112°
Maximum UV absorption in ethanol
(A 1%, 1 cm at 263-267 nm): 460 - 500
Loss on drying: max. 0.1%
Related substances (Ph.Eur.)

e 5,6-trans Vitamin D3 (impurity A) max. 0.1%

¢ Unspecified impurities (each) max. 0.10%

¢ Total max. 1.0%
Assay: 97.0-102.0%
© DSM Nutritional Products Ltd. 2015
PDS 50 0927 8 Version 06 Vitamin D3 Crystalline 2015-06-16
pds5009278_06_vitd3cryst. docx Replaces Version 05: 2011-06-21

Page 10f 3
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8.2 ANEXO Il — BOLETINS ANALITICOS

DA DETERMINACAO DO TEOR DE

VITAMINA D
SILLIKER
a Mérieux NutriSciences Company
‘BOLET]M ANALITICON®  96277/EGI/16 ‘
PRODUTO: BOLACHA

REFERENCIA:  F]

aconpicionamento: Embalagem de origem Rua Manuel Gongalves Lage, 988

. Aguas Santas
DATA DA RECEPCAO:

CEREALIS PRODUTOS ALIMENTARES, S.A.

AMOSTRA:
2016/11/24 2016/088981 4425122 MAIA

MARCA: N*CLIENTE: K

FORNECEDOR:
DATA DA COLHEITA:

DATA EMB /FABRICO: CAPACIDADE:
LOCAL:

DATA DE VALIDADE: LOTE: SFI‘CiD

RESULTADOS ANALITICOS
- DAT,
DETERMINACAO METODO DE INIJ?I[O RESULTADO UNIDADE CRITERIOS

Det de vitamina D3 (HPLC/UV-VIS) EN 12821:09 * # 2016/11/25 6 pg/kg

(0) £20% IER

— Observacdes/Avaliacio da conformidade:

(1)-Rotulagem, (2)-Especificagdes, (3)-Legislagio. Colheita da responsabilidade do cliente. * # - Método subcontratado
nao acreditado. Ordem de compra CSV.2171146

NOTA: O boletim analitico refere-se apenas is amostras analisadas, nio podendo ser generalizado a partidas ou lotes, salvo nos casos especificamente mencionados.
Este documento € considerado confidencial, ndo podendo ser reproduzido a ndo ser na integra, nem utilizado para fins publicitdrios, sem a nossa prévia autorizagio escrita,

Data de emissdo: 2016/12/12
O Director Geral

Fitima Castro

no

1Q.09.0

SILLIKER PORTUGAL, S.A.
Rua Industrial dos Tergos, 44
4410-477 Canelas - V. N. Gaia
Tel. (+351) 22 715 08 20
info@silliker.pt

www.silliker.pt



8 ANEXOS

IRSILLIKER

a Mérieux NutriSciences Company

‘ BOLETIM ANALITICO N°  96280/EGL/16

PRODUTO: BOLACHA

REFERENCIA: 2

Aconpicionamento:  Embalagem de origem

DATADARECERCAO:  2016/11/24  amostRa: 2016/088982

CEREALIS PRODUTOS ALIMENTARES, S.A.

Rua Manuel Gongalves Lage, 988
Aguas Santas

4425-122 MAIA

MARCA: N CLIENTE: |

FORNECEDOR:
DATA DA COLHEITA:

DATA EMBJFABRICO: CAPACIDADE:
LOCAL:

DATA DE VALIDADE: LOTE: SECCAO:

RESULTADOS ANALITICOS
- DAT,
DETERMINACAO METODO DE INfL(\I[O RESULTADO UNIDADE CRITERIOS

Det de vitamina D3 (HPLC/UV-VIS) EN 12821:09 * # 2016/11/25 6 pglkg (0) £20% IER

— Observagdes/Avaliagio da conformidade:

(1)-Rotulagem, (2)-Especificagdes, (3)-Legislagio. Colheita da responsabilidade do cliente. * # - Método subcontratado
nao acreditado. Ordem de compra CSV.2171146

NOTA: O boletim analitico refere-se apenas as amostras analisadas, nio podendo ser generalizado a partidas ou lotes, salvo nos casos especificamente mencionados.
Este documento é considerado confidencial, nao podendo ser reproduzido a ndo ser na integra, nem utilizado para fins publicitdrios, sem a nossa prévia autorizagao escrita.

Data de emissdo: 2016/12/12

O Director Geral
Fitima Castro
1Q.09.0 o

SILLIKER PORTUGAL, S.A.
Rua Industrial dos Tergos, 44
4410-477 Canelas - V. N. Gaia
Tel. (+351) 22 715 08 20
info@silliker.pt

www.silliker.pt
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DESENVOLVIMENTO E OTIMIZAGAO DE UMA BOLACHA ENRIQUECIDA COM PROTEINA DE ERVILHA, CALCIO E VITAMINA D

IRSILLIKER

a Mérieux NutriSciences Company

|BOLETIM ANALITICO N°  96283/EGV/16 ‘

PRODUTO: BOLACHA CEREALIS PRODUTOS ALIMENTARES, S.A.
REFERENCIA:  F3
Aconpicionavento:  Embalagem de origem l?uu Manuel Gongalves Lage, 988
. Aguas Santas
DATA DA RECEPCAO:  2016/11/24 MosTRA:  2016/088984
A pAREERED o 4425-122 MAIA
MARCA: N° CLIENTE: K
FORNECEDOR:
DATA DA COLHEITA:
DATA EMB./FABRICO: CAPACIDADE:
LOCAL:
DATA DE VALIDADE: LOTE: SECCA():
RESULTADOS ANALITICOS
% ; DAT, 5
DETERMINACAO METODO DE INf?:lO RESULTADO UNIDADE CRITERIOS

Det de vitamina D3 (HPLC/UV-VIS) EN 12821:09 * # 2016/11/25 30 pg/kg (0) £20% IER

— Observacgdes/Avaliagdo da conformidade:

(1)-Rotulagem, (2)-Especificagoes, (3)-Legislagao. Colheita da responsabilidade do cliente. * # - Método subcontratado
ndo acreditado. Ordem de compra CSV.2171146.

NOTA: O boletim analitico refere-se apenas is amostras analisadas, ndo podendo ser generalizado a partidas ou lotes, salvo nos casos especificamente mencionados.
Este documento é considerado confidencial, ndo podendo ser reproduzido a nio ser na integra, nem utilizado para fins publicitdrios, sem a nossa prévia autorizagio escrita.
Data de emissdo: 2016/12/12
O Director Geral

Fitima Castro

1Q.09.0 \f" S SILLIKER PORTUGAL, S.A.
~ Rua Industrial dos Tergos, 44
pig I de 1 4410-477 Canelas - V. N. Gaia

Tel. (+351) 22 715 08 20
info@silliker.pt
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8 ANEXOS

IRSILLIKER

a Mérieux NutriSciences Company

|BOLETIM ANALITICO N°  96284/EGV/16 ‘

PRODUTO: BOLACHA

CEREALIS PRODUTOS ALIMENTARES, S.A.
REFERENCIA:  F4

AconpicionaMento: - Embalagem de origem l}ua Manuel Gongalves Lage, 988
. Aguas Santas

DATA DA RECEPCAO:  2016/11/24 AMOSTRA: 2016/088985
4425-122 MAIA

MARCA: N° CLIENTE: K

FORNECEDOR:
DATA DA COLHEITA:

DATA EMB./FABRICO: CAPACIDADE:
LOCAL:

DATA DE VALIDADE: LOTE: SECCAO:

RESULTADOS ANALITICOS
2 ; DAT, 7
DETERMINACAO METODO DE INf?JlO RESULTADO UNIDADE _CRITERIOS
Det de vitamina D3 (HPLC/UV-VIS) EN 12821:09 * # 2016/11/25

10 pg/kg (0) £20% IER

— Observacgdes/Avaliagdo da conformidade:

(1)-Rotulagem, (2)-Especificagoes, (3)-Legislagao. Colheita da responsabilidade do cliente. * # - Método subcontratado
ndo acreditado. Ordem de compra CSV.2171146.

NOTA: O boletim analitico refere-se apenas is amostras analisadas, ndo podendo ser generalizado a partidas ou lotes, salvo nos casos especificamente mencionados.
Este d é iderad fidencial, ndo podendo ser reproduzido a nilo ser na integra, nem utilizado para fins publicitdrios, sem a nossa prévia autorizagiio escrita.

Data de emissao: 2016/12/12
O Director Geral

Fitima Castro

1Q.09.0 \f" S SILLIKER PORTUGAL, S.A.
— Rua Industrial dos Tergos, 44
pig1del 4410-477 Canelas - V. N. Gaia

Tel. (+351) 22 715 08 20
info@silliker.pt
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DESENVOLVIMENTO E OTIMIZAGAO DE UMA BOLACHA ENRIQUECIDA COM PROTEINA DE ERVILHA, CALCIO E VITAMINA D

IRSILLIKER

a Mérieux NutriSciences Company

|BOLETIM ANALITICO N°  97414/EGV/16 ‘

PRODUTO: BOLACHA CEREALIS PRODUTOS ALIMENTARES, S.A.
REFERENCIA:  F5
Aconpicionavento:  Embalagem de origem l?uu Manuel Gongalves Lage, 988
. Aguas Santas
DATA DA RECEPCAO:  2016/11/24 MosTRA: 2016/088986
A pAREERED o 4425-122 MAIA
MARCA: N° CLIENTE: K
FORNECEDOR:
DATA DA COLHEITA:
DATA EMB./FABRICO: CAPACIDADE:
LOCAL:
DATA DE VALIDADE: LOTE: SECCA():
RESULTADOS ANALITICOS
% ; DAT, 5
DETERMINACAO METODO DE INf?:lO RESULTADO UNIDADE CRITERIOS

Det de vitamina D3 (HPLC/UV-VIS) EN 12821:09 * # 2016/11/25 25 pg/kg (0) £20% IER

— Observacgdes/Avaliagdo da conformidade:

(1)-Rotulagem, (2)-Especificacoes, (3)-Legislagao. Colheita da responsabilidade do cliente. (0) - IER - Incerteza
expandida relativa. * # - Método subcontratado ndo acreditado. OC: CSV.2171146

NOTA: O boletim analitico refere-se apenas is amostras analisadas, ndo podendo ser generalizado a partidas ou lotes, salvo nos casos especificamente mencionados.
Este documento é considerado confidencial, ndo podendo ser reproduzido a nio ser na integra, nem utilizado para fins publicitdrios, sem a nossa prévia autorizagio escrita.
Data de emissdo: 2016/12/15
O Director Geral

Fitima Castro

1Q.09.0 \f" S SILLIKER PORTUGAL, S.A.
~ Rua Industrial dos Tergos, 44
pig I de 1 4410-477 Canelas - V. N. Gaia

Tel. (+351) 22 715 08 20
info@silliker.pt
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8 ANEXOS

IRSILLIKER

a Mérieux NutriSciences Company

|BOLETIM ANALITICO N°  96285/EGV/16 ‘

PRODUTO: BOLACHA

CEREALIS PRODUTOS ALIMENTARES, S.A.
REFERENCIA:  F6

AconpicionaMento: - Embalagem de origem l}ua Manuel Gongalves Lage, 988
. Aguas Santas

DATA DA RECEPCAO:  2016/11/24 AMOSTRA: 2016/088987
4425-122 MAIA

MARCA: N° CLIENTE: K

FORNECEDOR:
DATA DA COLHEITA:

DATA EMB./FABRICO: CAPACIDADE:
LOCAL:

DATA DE VALIDADE: LOTE: SECCAO:

RESULTADOS ANALITICOS
2 ; DAT, 7
DETERMINACAO METODO DE INf?JlO RESULTADO UNIDADE _CRITERIOS
Det de vitamina D3 (HPLC/UV-VIS) EN 12821:09 * # 2016/11/25

21 pg/kg (0) £20% IER

— Observacgdes/Avaliagdo da conformidade:

(1)-Rotulagem, (2)-Especificagoes, (3)-Legislagao. Colheita da responsabilidade do cliente. * # - Método subcontratado
ndo acreditado. Ordem de compra CSV.2171146.

NOTA: O boletim analitico refere-se apenas is amostras analisadas, ndo podendo ser generalizado a partidas ou lotes, salvo nos casos especificamente mencionados.
Este d é iderad fidencial, ndo podendo ser reproduzido a nilo ser na integra, nem utilizado para fins publicitrios, sem a nossa prévia autorizagio escrita.

Data de emissao: 2016/12/12
O Director Geral

Fitima Castro

1Q.09.0 \f" S SILLIKER PORTUGAL, S.A.
— Rua Industrial dos Tergos, 44
pig1del 4410-477 Canelas - V. N. Gaia

Tel. (+351) 22 715 08 20
info@silliker.pt
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DESENVOLVIMENTO E OTIMIZAGAO DE UMA BOLACHA ENRIQUECIDA COM PROTEINA DE ERVILHA, CALCIO E VITAMINA D

IRSILLIKER

a Mérieux NutriSciences Company

|BOLETIM ANALITICO N°  96286/EGI/16 ‘

PRODUTO: BOLACHA CEREALIS PRODUTOS ALIMENTARES, S.A.
REFERENCIA: F7
Aconpicionavento:  Embalagem de origem l?uu Manuel Gongalves Lage, 988
. Aguas Santas
DATA DA RECEPCAO:  2016/11/24 MosTRA:  2016/088988
A pAREERED o 4425-122 MAIA
MARCA: N° CLIENTE: K
FORNECEDOR:
DATA DA COLHEITA:
DATA EMB./FABRICO: CAPACIDADE:
LOCAL:
DATA DE VALIDADE: LOTE: SECCA():
RESULTADOS ANALITICOS
% ; DAT, 5
DETERMINACAO METODO DE INf?:lO RESULTADO UNIDADE CRITERIOS

Det de vitamina D3 (HPLC/UV-VIS) EN 12821:09 * # 2016/11/25 17 pg/kg (0) £20% IER

— Observacgdes/Avaliagdo da conformidade:

(1)-Rotulagem, (2)-Especificagoes, (3)-Legislagao. Colheita da responsabilidade do cliente. * # - Método subcontratado
ndo acreditado. Ordem de compra CSV.2171146.

NOTA: O boletim analitico refere-se apenas is amostras analisadas, ndo podendo ser generalizado a partidas ou lotes, salvo nos casos especificamente mencionados.
Este documento é considerado confidencial, ndo podendo ser reproduzido a nio ser na integra, nem utilizado para fins publicitdrios, sem a nossa prévia autorizagio escrita.
Data de emissdo: 2016/12/12
O Director Geral

Fitima Castro

1Q.09.0 \f" S SILLIKER PORTUGAL, S.A.
~ Rua Industrial dos Tergos, 44
pig I de 1 4410-477 Canelas - V. N. Gaia

Tel. (+351) 22 715 08 20
info@silliker.pt
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8 ANEXOS

IRSILLIKER

a Mérieux NutriSciences Company

|BOLETIM ANALITICO N°  96287/EGV/16 ‘

PRODUTO: BOLACHA

CEREALIS PRODUTOS ALIMENTARES, S.A.
REFERENCIA:  F8

AconpicionaMento: - Embalagem de origem l}ua Manuel Gongalves Lage, 988
. Aguas Santas

DATA DA RECEPCAO:  2016/11/24 AMOSTRA: 2016/088989
4425-122 MAIA

MARCA: N° CLIENTE: K

FORNECEDOR:
DATA DA COLHEITA:

DATA EMB./FABRICO: CAPACIDADE:
LOCAL:

DATA DE VALIDADE: LOTE: SECCAO:

RESULTADOS ANALITICOS
2 ; DAT, 7
DETERMINACAO METODO DE INf?JlO RESULTADO UNIDADE _CRITERIOS
Det de vitamina D3 (HPLC/UV-VIS) EN 12821:09 * # 2016/11/25

15 pg/kg (0) £20% IER

— Observacgdes/Avaliagdo da conformidade:

(1)-Rotulagem, (2)-Especificagoes, (3)-Legislagao. Colheita da responsabilidade do cliente. * # - Método subcontratado
ndo acreditado. Ordem de compra CSV.2171146.

NOTA: O boletim analitico refere-se apenas is amostras analisadas, ndo podendo ser generalizado a partidas ou lotes, salvo nos casos especificamente mencionados.
Este d é iderad fidencial, ndo podendo ser reproduzido a nilo ser na integra, nem utilizado para fins publicitdrios, sem a nossa prévia autorizagiio escrita.

Data de emissao: 2016/12/12
O Director Geral

Fitima Castro

1Q.09.0 \f" S SILLIKER PORTUGAL, S.A.
— Rua Industrial dos Tergos, 44
pig1del 4410-477 Canelas - V. N. Gaia

Tel. (+351) 22 715 08 20
info@silliker.pt
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