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Resumo

O iogurte € um produto lacteo que é obtido a partir da acidificacdo controlada ou
espontanea do leite, sendo o0 seu processo de fermentacdo desencadeado pela acdo de
culturas laticas. Este produto apresenta propriedades benéficas para a salude, como é o
caso da regulacéo do balanco da microflora intestinal, melhoramento da resposta imunitaria,
reducédo dos sintomas alérgicos, reducéo do colesterol sérico e niveis séricos de glicose. Em
relacdo a alga S. platensis, esta apresenta beneficios cardiovasculares, é eficaz no
tratamento de certas alergias, cancro, doencas virais, hiperglicemia, imunodeficiéncia e
processos inflamatérios. Esta dissertacdo teve como objetivo desenvolver um iogurte
suplementado com a microalga Spirulina platensis, com posterior caracterizacdo do produto

final, em termos fisico-quimicos, microbioldgicos e sensoriais.

Foram efetuadas varias experiéncias de receitas de iogurte até chegar a formulagéo

final, tendo sido testadas diversas variantes.

Na avaliacdo da qualidade fisico-quimica, o iogurte produzido com Spirulina
apresentou ao longo do tempo sempre valores mais elevados nos seguintes parametros:
teor de proteina bruta, teor de lactose, teor de fibras e hidratos de carbono. Foram detetadas
diferencas estatisticamente significativas entre os parédmetros e o tipo de iogurte nos
seguintes casos: teor de matéria gorda, teor de proteina bruta, teor de humidade, hidratos
de carbono, valor energético e pH. Foram detetadas diferencas estatisticamente

significativas entre os parametros e o tempo de producdo apenas no teor de cinzas.

Na avaliacdo da qualidade microbiolégica, o iogurte produzido com Spirulina ndo se
destacou por apresentar valores mais elevados. Quando avaliados os fatores tipo de iogurte
e tempo de producdo, ndo foram detetadas diferencas estatisticamente significativas em

nenhum dos parametros microbiolégicos.

Na avaliacdo da qualidade sensorial, no iogurte produzido com leite meio gordo com
lactose, foi possivel verificar que todos os parametros sensoriais analisados e as amostras
de iogurte sdo independentes. Em relac&do ao iogurte produzido com leite meio gordo sem
lactose, verificou-se que os parametros doce e &cido ndo sdo independentes das amostras
de iogurte. Em termos de preferéncia, 71% dos provadores escolheram o iogurte com agar.
Relativamente a prova afetiva, ndo foram detetadas diferencas estatisticamente

significativas entre a amostra preferida e qualquer um dos fatores avaliados (idade e género
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do provador). Em termos de preferéncia, 66% dos provadores escolheram o iogurte sem
lactose. No que diz respeito a prova triangular, ndo foram detetadas diferencas
estatisticamente significativas entre as escolhas da amostra diferente e amostra preferida
em relagcdo ao género do provador. Apesar de 63% dos provadores terem preferido a
amostra com 0 dias, apenas 44% conseguiram distinguir entre o iogurte com 0 dias e com

30 dias, o que sugere que mesmo ao fim de 1 més, o iogurte continua agradavel.
Com base em todos os resultados obtidos, conclui-se que o iogurte produzido com S.
platensis é um produto inovador e saudavel, pelos inUmeros beneficios presentes no iogurte,

conjugados com os beneficios da microalga.

Palavras-chave: iogurte, Spirulina, lactose e leite
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Abstract

Yogurt is a dairy product that is obtained from the spontaneous or controlled
acidification of milk and its fermentation process is triggered by the action of lactic acid
bactéria cultures. This product has properties beneficial to health, such as regulation of
balance of intestinal microflora, improvement of imune response, reduction of allergic
symptoms, reduce the serum cholesterol and serum glucose levels. Regarding S. platensis
algae, it has cardiovascular benefits, is effective in the treatment of certain allergies, cancer,
viral diseases, hyperglycemia, immunodeficiency and inflammatory processes. This work
aimed to develop a yogurt supplemented with Spirulina platensis with subsequente
characterization of the final product, in physico-chemical, microbiological and sensory terms.

Various experiences of yogurt recipes were made to reach the final formulation, have

been tested several variants.

In the evaluation of the physico-chemical quality of the yoghurt produced with
Spirulina, over time showed consistently higher values in the following parameters: protein
content, lactose content, fiber content and carbohydrates. It was detected statistically
significant differences between the parameters and the type of yogurt in the following cases:
fat content, protein content, moisture content, carbohydrates, energy and pH. It was detected
statistically significant differences between the parameters and the production time only in

ash content.

In the evaluation of the microbiological quality, yogurt produced with Spirulina not
stood out with higher values. When evaluated factors type of yogurt and production time,

were not detected statistically significant differences in any of microbiological parameters.

In the evaluation of the sensory quality, in the yogurt produced with semi-skimmed
milk with lactose, it was verified that all sensory parameters analyzed and yogurt samples are
independent. Regarding the yogurt produced with skimmed milk lactose-free, it was found
that the sweet and sour parameters are not independent of yogurt samples. In terms of
preference, 71 % of the panellists chose the yogurt with agar. Regarding to effective test, it
was not detected statistically significant differences between the favorite sample and any of
the factors evaluated (age and gender of the panellist). In terms of preference, 66% of the

panelists chose the yogurt lactose-free. As regards the triangular test, were not detected



statistically significant differences between the choices of different and favorite sample in
relation to the gender of the panellist. Although 63% of the panellists have preferred the
sample with 0 days, only 44% managed to distinguish between the yoghurt with 0 days and
30 days, which suggests that even after 1 month, the yogurt is still pleasant.

Based on all the results, it is concluded that the yogurt produced with S. platensis is
an innovative and healthy product, by numerous benefits present in yogurt, combined with

the benefits of microalgae.

Keywords: yogurt, Spirulina, lactose and milk
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1. Introducéo

O iogurte é um produto com origem desconhecida, mas sabe-se que o leite
fermentado j& estava a ser utilizado nos tempos pré-histéricos. As antigas tribos orientais
gue eram pastores ndmadas preservavam 0 seu leite, obtido a partir de vacas, ovelhas,
cabras, éguas e camelos-fémeas em recipientes feitos a partir da pele ou estébmago
destes animais. Segundo a lenda, o iogurte foi descoberto gragas a um pastor que se
esqueceu do leite num destes recipientes durante algum tempo e quando finalmente se
lembrou, encontrou o leite transformado em algo mais denso e saboroso (Roberto Flora,
2002).

O iogurte é um produto lacteo que é obtido a partir da acidificacdo controlada ou
espontanea do leite, ocorrendo por meio da lactase, proteina com atividade enzimatica,
gue € responsavel pela hidrolise da lactose (agucar do leite) nos seus componentes mais
simples, a glicose e a galactose. Por sua vez, a glicose é convertida em acido latico,
através da reducdo de acido piravico. Ao ser reduzida a quantidade de lactose presente
no iogurte, este torna-se num produto mais adequado mesmo para quem sofre de
intolerancia a lactose, que € causada pela auséncia da lactase. A intolerancia a lactose é
um problema que tem vindo a afetar cada vez mais a populagdo, sendo que as
estatisticas variam de raga para raca e de pais para pais (Figura 1.1). O consumo de leite
também varia bastante mundialmente, visto que em certas zonas da Europa, como € o
caso da Suécia, sdo consumidos entre 200 a 300 kg/pessoa/ano, enquanto por exemplo
na China o consumo de leite é bastante reduzido, com valores aproximados de 37
kg/pessoa/ano (Starr, 2012). Como € possivel verificar a partir da Figura 1.1, mais de 90%
da populacdo da China apresenta intolerancia a lactose. Em relagéo aos Estados Unidos,
a intolerancia a varia de acordo com a raca, sendo que cerca de 74% dos Americanos
com descendéncia africana, 87% dos Indianos e 14% dos Caucasianos sofrem desta
intolerancia (Starr, 2012; Roberto Flora, 2002).

No caso de Portugal, de acordo com dados obtidos a partir do INE, em 2009, foi
observado que, dos laticinios 0 mais consumido é o leite, de forma destacada com 87
kg/pessoa/ano, sendo seguido pelos leites acidificados (nesta categoria incluem-se os

iogurtes) com 19,9 kg/pessoa/ano (ASAE, 2013). Em relagdo a intolerancia a lactose,

cerca de 54% da populagéo portuguesa apresenta esta intolerancia (Starr, 2012).
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Figura 1.1 - Representacdo esquemética da percentagem populacional a nivel mundial que
apresenta intolerancia a lactose.

(http://cdn.foodbeast.com.s3.amazonaws.com/content/wp-content/uploads/2012/11/Global-Lactose-Intolerance.png)

Quando o organismo ndo produz lactase suficiente (hipolactasia ou deficiéncia da
lactase), a lactose permanece “inteira” no intestino, podendo causar sintomas de
desconforto abdominal. A lactase é produzida na mucosa intestinal, na zona superficial
das microvilosidades do intestino delgado. A sua localizagéo superficial torna-a vulneravel
a qualquer agressdo a mucosa intestinal, podendo deixar de ser produzida
temporariamente até a recuperacdo da mucosa ou permanentemente se a lesdo for

irreversivel (Roberto Flora, 2002; Mimosa, 2013).

O processo de fermentacado do leite € desencadeado pela acéo de culturas laticas
gue pertencem a dois grupos principais de bactérias: Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, geralmente designado Lactobacillus
bulgaricus. Estas bactérias sdo as mais utilizadas como culturas de arranque para a
producdo de iogurte, estando autorizadas pela WHO. As bactérias mencionadas
apresentam uma relagdo simbidtica, sendo organismos unicelulares e termdfilos, o que
significa que se propagam melhor num ambiente quente. De acordo com um estudo que
verificou qual a temperatura 6tima de crescimento das bactérias laticas, foi verificado que
em relacdo a S. thermophilus, a sua temperatura 6tima de crescimento varia entre 0s
35°C e 0s 42°C, enquanto a de L. bulgaricus varia entre 43°C a 46°C (Radke, 1986). Um
dos principais fatores que afetam a viabilidade e a funcionalidade das culturas é a pos-
acidificagcdo que pode ocorrer no produto final fermentado durante o armazenamento

refrigerado, devido a possivel atividade residual das estirpes, em especial de L.



bulgaricus. A parte lipidica do iogurte permanece quase idéntica ao leite original, enquanto
as proteinas (caseina) séo parcialmente hidrolisadas, tornando-se mais digeriveis. Devido
ao elevado nivel de acidez do iogurte, este estimula o desenvolvimento da flora bacteriana
intestinal, que é capaz de bloguear com sucesso os fendmenos de putrefacdo que
ocorrem no intestino humano (Cheryl Sternman Rule, 2015; Roberto Flora, 2002; Lahtinen
et al, 2012; Radke-Mitchell et al, 1986).

Embora o iogurte tenha uma composi¢do de micronutrientes semelhantes ao leite,
€ altamente concentrado em célcio, proteinas, vitaminas e minerais, tais como a vitamina
B, (riboflavina) e Bi,, vitamina D, magnésio, potassio, fésforo e zinco. Existem valores
minimos na composi¢ao do iogurte, tais como no caso da percentagem de proteina, que
deve ser no minimo 2,7% (m/m), deve ter menos que 15% (m/m) de gordura e a soma dos
microrganismos que constituem a cultura de arranque deve ter um valor base de 10’ ufc/g
(Codex Alimentarius, 2011). O que realmente diferencia o iogurte dos outros alimentos
sdo os probidticos, que sao definidos como microrganismos vivos que apos a sua
ingestdo em quantidade suficiente, exercem beneficios a satude do hospedeiro. De acordo
com a NYA, os iogurtes sdo alimentos probiéticos, visto que as culturas de arranque (S.
thermophilus e L. bulgaricus) presentes no mesmo, desde que se encontrem viaveis,
ativas e abundantes, fornecem um efeito benéfico na digestdo da lactose e eliminam os
sintomas de intolerancia a lactose. Outra evidéncia da capacidade do iogurte exercer
efeitos probiéticos esta relacionada com a recuperacéo significativa de S. thermophilus e
L. delbrueckii nas fezes humanas, estando de acordo com estudos anteriores que relatam
a atividade metabdlica das bactérias do iogurte no trato digestivo de animais e humanos.
Além das culturas de arranque normalmente presentes no iogurte, podem ser adicionadas
outras culturas probidticas, como Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium (Bulttriss,
1997; Cheryl Sternman Rule, 2015; NYA, 2006; Guarner, 2005; Mater et al, 2005; Codex
Alimentarius, 2011).

1.1 Producéao de logurte

O iogurte é tradicionalmente produzido através de quatro etapas principais. Em
primeiro lugar, o leite é aquecido a aproximadamente 82°C. Este processo de
aquecimento elimina quaisquer microrganismos prejudiciais que ja podem estar presentes
no leite, fornecendo uma nova base na qual novas culturas desejaveis podem crescer. O

aquecimento do leite desnatura as proteinas do soro de leite, para que estas se possam



associar com as micelas da caseina. O tratamento térmico do leite € considerado um fator
critico para a formacdo de textura. Nao existe um tempo definido em relagdo ao leite
permanecer a esta temperatura antes do arrefecimento, sendo uma questdo de
preferéncia. A manutencao do leite com temperatura elevada antes do arrefecimento tende
a melhorar a gelificacdo, criando uma textura mais grossa e mais firme. De seguida, o leite
é arrefecido até aos 46°C, aproximadamente. Esta é a gama de temperatura na qual as
culturas de arranque, quando adicionadas, vao prosperar. Em terceiro lugar, o leite é
inoculado com as culturas de arranque (L. bulgaricus e S. thermophilus), podendo estas
estar sob a forma de cultura de iogurte em p6 (geralmente liofilizado) contendo bactérias
vivas ou serem uma pequena porcdo de iogurte caseiro ou de compra. Por fim, a
fermentacéo é iniciada. Ao manter a temperatura perto dos 43°C ao longo da incubacéo, as
culturas de arranque comegam a converter lactose em &cido latico, diminuindo o pH do leite
e provocando a coagulacdo das proteinas do leite e a formag&o do coalho, fazendo com
gue este engrosse e adquira o sabor amargo carateristico do iogurte natural. Este processo
demora varias horas. Assim que o pH se encontrar abaixo de 4.6, o iogurte pode ir para o
frigorifico, permanecendo neste algumas horas antes de ser consumido (Cheryl Sternman
Rule, 2015; Soukoulis et al, 2007).

No caso da producdo industrial do iogurte, esta envolve muita tecnologia e
ingredientes de qualidade. Inicialmente € efetuada uma selecdo das matérias-primas a
utilizar, que devem ser de alta qualidade e ndo devem conter nenhum tipo de impurezas
impréprias para a producédo de iogurtes. A principal preocupacédo no leite a utilizar para a
producdo de iogurte é a qualidade bacteriana e a presenca de inibidores. A acao inibitéria
dos antibiéticos contra as culturas laticas causa perdas na producdo, sendo que S.
thermophilus é particularmente sensivel a antibiéticos. O processo produtivo esta dividido
em varias fases: mistura, homogeneizagéo, pasteurizagdo, fermentacdo, arrefecimento,
embalamento e conservagdo. Na etapa de mistura, € efetuada a padronizagdo do leite em
relacdo ao teor de gordura desejavel e sdo adicionados os ingredientes ao leite num
tanque hermético que ndo permite a entrada de qualquer corpo estranho e/ou bactérias
indesejaveis. Consoante o tipo de iogurte (iogurtes lights, com 0% de gordura e sem
adicdo de acucar ou iogurtes com gordura), a mistura é efetuado em tanques diferentes,
sendo nesta fase que sdo adicionados os aditivos como os aromatizantes, conservantes,
corantes e estabilizadores (Tabela 1.1). Na homogeneizagéo, a mistura dos produtos com
gordura passa por um Homogeneizador que trabalha a alta pressdo e que tem como

objetivo a reducdo do tamanho dos glébulos de gordura de modo a obter uma



consisténcia lisa e cremosa no produto final. De seguida, através de um Pasteurizador,
toda a mistura do iogurte é aquecida a uma temperatura suficiente para eliminar todas as
bactérias indesejaveis que possam estar presentes na mistura. Na etapa de fermentacéo,
a lactose é transformada em &cido latico que sera o agente de coagulacéo do leite. A
fermentac&o ocorre a uma temperatura a volta dos 42 a 43°C durante aproximadamente 4
horas. Neste tempo, a formacédo de acidez e aroma é controlada. Quando o produto atinge
a acidez desejada, este é arrefecido e enviado para outro tanque hermético onde é
necessario ter muito cuidado para que nenhumas das carateristicas obtidas até esta fase
sejam perdidas. De seguida, o iogurte é embalado em maquinas de alta tecnologia sem
nenhum contacto manual, de forma a manter toda a sua qualidade. A temperatura ideal de
conservacdo do iogurte varia de 1 a 10°C e o seu tempo de validade é de
aproximadamente 35 dias. Todas as etapas de produgdo sdo cuidadosamente
controladas e os produtos finalizados s6 séo colocados a venda apés a sua aprovacao.
No caso de o iogurte ser de aroma ou com frutas, estas sédo adicionadas sob a forma de
polpa ou pedacos apds o arrefecimento do iogurte (www.danone.com.br; Ramesh C.
Chandan, 2006).

Tabela 1.1 - Estabilizadores utilizados no iogurte. (Ramesh C. Chandan, 2006)

Stabilizer (%) Concentration in Yogurt Mix
Whey protein concentrate (34%. 50%, or 80% 0.7-1.5
protein) or/and milk-protein concentrate

Starch, modified (tapioca/corn) 0.8-2.0
Gelatin (225/250 Bloom) 0.1-0.5
Agar 0.25-0.70
Pectin (low methoxy for yogurt) 0.08-0.20
Pectin (high methoxy for yogurt beverages) 0.30-0.50
Locust bean gum (in combination) 0.3-0.5
Xanthan gum (in combination) 0.01-0.05
Carrageenan (in combination) 0.01-0.05
Natural corn starch 1.5-2.0
Carboxymethyl cellulose 0.1-0.2

1.2 Beneficios para a saude

As propriedades funcionais do iogurte sdo consistentes com evidéncias adicionais
obtidas que confirmam a viabilidade e a atividade metabdlica das bactérias do iogurte no
intestino humano, pois ajudam a regular o balangco da microflora intestinal. O iogurte é
utilizado no tratamento de perturbac¢des agudas no transito intestinal, como recomendado
pela WHO. Outros estudos tém abordado o papel do iogurte no sistema imunitario, em
gue o seu consumo pode melhorar a resposta imunitaria, particularmente em populacées

imunocomprometidas, como os idosos. Foi também verificado que o consumo de iogurte a



longo prazo, em comparacdo com a exclusdo por completo de iogurtes da alimentacéo
durante 1 ano, foi associado com uma reducgdo significativa dos sintomas alérgicos.
Relativamente ao efeito do consumo de iogurte probiético no colesterol, foi verificado que
em alguns estudos clinicos S. thermophilus e L. bulgaricus reduzem o colesterol sérico

significativamente (Guarner et al, 2005).

J& foi verificado que individuos com um elevado consumo de iogurte (mais de 4
jogurtes por semana) apresentam maior densidade mineral éssea, em comparacdo com
individuos que ndo consomem iogurte. O célcio presente no iogurte tem uma maior
biodisponibilidade em relagcdo ao calcio do leite devido ao pH acido do iogurte, o qual

ioniza o célcio, facilitando a sua absorc¢éo e fortalecendo os ossos (Unal, 2005).

Foi demonstrado que o consumo de iogurte probiético reduz significativamente os
niveis de HbAlc e diminui os niveis séricos de glicose, sugerindo que deve ser usado
como uma abordagem e método de tratamento preventivo para controlar complicagfes
diabéticas. O termo “HbA1c” refere-se a hemoglobina glicosilada, que é desenvolvida
guando a hemoglobina se junta com a glicose presente na corrente sanguinea, sendo
“glicosilada”. Através da medicdo de HbA1c, os médicos conseguem obter uma visdo
global dos nossos niveis médios de aclcar no sangue ao longo de um periodo de
semanas/meses. Para individuos com diabetes, esta medicdo € muito importante pois
guanto mais elevados os niveis de HbAlc, maior o risco de desenvolver complicacées

relacionadas com diabetes (Mohamadshahi et al, 2014; www.Diabetes.co.uk).

Apesar da evidéncia limitada, o consumo de iogurte tem sido inversamente
associado ao aumento de peso, sindrome metabdlica e diabetes tipo Il (Tong et al, 2011;
Ivey et al, 2011; Mozaffarian et al, 2011; Beydoun et al, 2008).

Outro estudo indicou que o consumo de iogurte probidtico por 9 semanas numa
mulher gravida reduz significativamente os niveis de hs-CRP (high sensitivity C-reactive
protein) no sangue. Esta proteina pode ser utilizada para detetar baixos niveis de
inflamacdo cronica, sendo um melhor preditor de eventos cardiovasculares, em
comparagdo com outros biomarcadores inflamatorios (Asemi et al, 2011;

http://www.docsopinion.com/health-and-nutrition/hscrp/).



1.3 Spirulina platensis

As microalgas, também conhecidos como fitoplancton, sdo um grupo diversificado
de organismos eucariotas fotossintéticos unicelulares que nédo apresentam raizes, caules
e folhas. Devido a sua composi¢cdo unicelular, as microalgas s&o produtores
extremamente eficazes de energia, sendo que algumas espécies convertem a luz solar,
agua e diéxido de carbono em 6leo natural (forma liquida de energia), hidratos de carbono
e proteinas. Estes microrganismos vivem tipicamente em ambientes de agua salina mas
existem também em agua doce e tém a capacidade de crescer rapidamente e sobreviver
em condicbes adversas (calor, frio, anaerobiose, salinidade e exposi¢cdo a radiacdo UV),
mais uma vez gracas a sua disposicdo unicelular que lhes permite serem muito
adaptaveis ao meio envolvente. O seu tamanho varia desde alguns micrémetros a
algumas centenas de micrometros, tendo sido estimado que existem desde 2x10° a 8x10°
espécies (Se-Kwon Kim, 2015). As microalgas produzem importantes produtos bioativos,
tais como polimeros, péptidos, acidos gordos, carotendides, toxinas e esterois. As trés
classes mais importantes de microalgas em termos de abundancia sdo as diatoméceas
(Bacillariophyceae), as algas verdes (Chlorophyceae), e as algas douradas
(Chrysophyceae). As microalgas tém sido vastamente utilizadas para varias aplicacoes,
incluindo nutricdo humana e animal, cosméticos, produtos farmacéuticos, producdo de
bioenergia e remocao de nutrientes das aguas residuais. As propriedades biologicas das
algas e os seus componentes estdo bem estudados nas seguintes areas de pesquisa:
antioxidantes, agentes antimicrobianos, agentes anticancerigenos, saude anti-inflamatoria
e cardiovascular, anti-obesidade e atividade antidiabética (Se-Kwon Kim, 2015; WEISS
Alisson, 2014).

As cianobactérias sdo microalgas verde-azuladas procariotas, como é o caso da
Spirulina (Arthrospira platensis e Arthrospira maxima) que é fotossintética e autotrofica.
Relativamente a taxonomia, o0 género Spirulina pertence ao Reino Bacteria, Filo

Cyanobacteria, Subclasse Oscillatoriophycideae e Ordem Oscillatoriales, compreendendo

0 grupo das cianobactérias filamentosas. De acordo com Latysheva et al. (2012), as
cianobactérias foram os primeiros organismos a libertar oxigénio para a atmosfera como
um subproduto da fotossintese. A microalga Spirulina, apesar de ser unicelular é
caracterizada por se agrupar, originando tricomas que séo filamentos na forma de espiral.
E pela sua forma caracteristica de espiral que surge o nome Spirulina. A Spirulina foi
‘redescoberta” nos anos 60, quando Jean Léonard, botanico presente em expedig¢ado

franco-belga em Africa, descreveu um bolo azul-esverdeado, encontrado no mercado de


http://www.uniprot.org/taxonomy/1301283

Fort Lamy, em Chad. Estudos posteriores revelaram que este bolo, chamado localmente
de dihé, continha uma alga azul-esverdeada identificada como Spirulina. Essa alga era
consumida pela tribo Kanembu, que vivia nas margens do lago Chad e Niger. Os
integrantes desta tribo apresentavam constituicao fisica diferenciada, pois cerca de 70%
dos alimentos consumidos eram algas. Paralelamente ao “descobrimento” de Spirulina em
Africa, o Instituto Francés do Petréleo recebeu um pedido da Companhia Sosa Texcoco,
localizada proxima a cidade do México: o estudo de uma alga que vivia nos lagos de
producado de carbonato de sédio e aparecia com a evaporacdo da agua. Como resultado,
o primeiro estudo detalhado dos requerimentos nutricionais e da fisiologia de Spirulina foi
realizado. Esta alga surgiu, em periodos diferentes da histéria humana, tendo sido o
alimento dos Astecas no México, do povo Kanembu durante séculos em Africa e ainda
usada em sopas em algumas partes do Sudeste da Asia, ha mais de mil anos atras. Nos
tempos atuais, os humanos tém consumido Spirulina como alimento, em especial por ser
uma fonte rica de proteina, vitaminas, sais minerais e acidos gordos émega-6. O uso de
Spirulina é uma das alternativas mais claras para a solucdo dos problemas de nutricdo da
sociedade do futuro (Se-Kwon Kim, 2015; Derner et al, 2006).

Existem varios fatores que podem influenciar o crescimento de Spirulina platensis,
como o pH, salinidade, luminosidade, presenca de contaminantes, temperatura, niveis de
oxigénio dissolvido e tipo de biorreator. Mesmo tendo uma boa adaptacdo em agua
salgada, s@o poucas as estirpes que crescem no mar, porque o baixo teor em carbonatos
e as elevadas concentracfes de magnésio e calcio existentes na agua marinha inibem o

seu desenvolvimento (Henrikson, 1994, Pirt, 1975).

A microalga Spirulina platensis tem inumeras aplicagcbes biotecnoldgicas.
Relativamente aos pigmentos fotossintéticos, a Spirulina é responsavel pela producédo de
B—caroteno, zeaxantina, ficocianina e aloficocianina, sendo que a ficocianina é uma
ficobiliproteina de cor azul com atividade antioxidante, anti-inflamatéria, neuroprotetora e
hepatoprotetora, assim como um potencial agente quimioterapéutico e
hipocolesterolémico, pois 0 seu consumo pode levar a reducao dos niveis de colesterol no
sangue, através do aumento dos niveis HDL, que pode conduzir a funcgbes
cardiovasculares saudaveis. Este pigmento é produzido pelas cianobactérias, o qual é
usado como corante natural nos alimentos (gomas, doces, geleias, gelados e bebidas) e
cosmeéticos (sombra de olhos). Este pigmento € estavel em preparacdes secas, mas é

sensivel a elevadas temperaturas e a luz. De acordo com um estudo (Pulz and Gross,



2004), foi verificado que o potencial antioxidante desta microalga pode aumentar até duas

ou trés vezes, em situacado de stress de oxigénio.

No que diz respeito ao biodiesel, as cianobactérias secretoras de &cidos gordos
sdo consideradas uma tecnologia promissora na producéo de biodiesel renovavel, sendo
gue o elevado custo da colheita e de recuperacdo da biomassa associada com a
necessidade de ter culturas em massa de microalgas ser um dos principais obstaculos
para a implementacdo em larga escala da producéo de biodiesel a partir de microalgas.
Segundo Vonshask (1997), a disponibilidade de luz € um dos principais problemas
observados no cultivo fotoautotréfico de microalgas. A luz tem que ser continuamente
fornecida ao sistema porque ndo pode ser acumulada. A limitacdo do crescimento em
culturas densas pode ocorrer devido ao sombreamento provocado pelas proprias células
a medida que ocorre o crescimento, impedindo que parte da cultura receba a incidéncia
da luz. Para o caso especifico da Spirulina, o fendbmeno do sombreamento ocorre em
concentragdes superiores a 0.5 g.L™". Segundo outro estudo (Hu and Richmond, 1996), a
produtividade de biomassa de culturas de Spirulina estavam dependentes da velocidade
de agitacdo ou taxa de arejamento, sendo que estes fatores devem ser considerados num
design de fotobiorreator de forma a atingir maxima eficiéncia fotossintética e producéo de

biomassa.

Relativamente a aquacultura, a Spirulina é bastante utilizada na alimentacao direta
ou indireta de algumas espécies de peixes, moluscos, crustaceos e de diversos

organismos de interesse econémico.

Em relacdo aos beneficios para a saude humana, a Spirulina apresenta beneficios
cardiovasculares que sdo essencialmente resultado da sua atividade antioxidante, anti-
inflamatéria e hipolipidémica. De acordo com um estudo (Chamorro et al, 2002), ja foi
provado in vivo e in vitro que a Spirulina é eficaz no tratamento de certas alergias, anemia,
cancro, hepatotoxicidade, doencas virais e cardiovasculares, hiperglicemia, hiperlipidemia,
imunodeficiéncia e processos inflamatorios. Esta microalga é considerada uma boa fonte
de &cidos gordos polinsaturados (PUFA) e aminoacidos essenciais (leucina, isoleucina e
valina), além de ser uma fonte rica de &cido linoleico, o qual auxilia no combate do
envelhecimento precoce da pele, prevenindo a formacdo de rugas. O género Spirulina
esta classificado como alimento complementar e como sendo uma fonte rica de nutrientes

(Tabela 1.2), tais como vitaminas B, ficocianina, clorofila, vitamina E, acidos-gordos



6mega-6 e muitos minerais, tais como potassio, célcio, cromio, cobre, ferro, magnésio,
manganésio, fésforo, selénio, sodio e zinco (Se-Kwon Kim, 2015). O género Spirulina
possui dez vezes mais B-caroteno quando comparado com qualquer outro alimento, e
mais vitamina B12 do que alguma planta fresca ou alimento de origem animal. No que diz
respeito aos hidratos de carbono, a Spirulina € principalmente composta por glucose,
ramnose, manose, xilose, e galactose, sendo utilizada como suplemento na perda de
peso, controlo da diabetes e hipertensdo. Algumas conclusdes apontam para a
necessidade de um processamento eficiente e técnicas de engenharia de modo a formular
nutrientes de um modo digerivel para os humanos, devido aos potenciais efeitos
secundarios que podem surgir apdés o consumo de Spirulina, tais como reacdes alérgicas,

diarreia, nduseas e vomitos.

Por fim, em relagdo a seguranca alimentar da microalga, varias cianobactérias
contém um certo nivel de toxinas, o qual se tornou num grave problema para a saude
publica devido ao aumento das ocorréncias de “blooms” de cianobactérias téxicas, que
em conjunto com as algas produzem hepatotoxinas chamadas microcistinas que se
acumulam no figado, podendo causar cancro ou outras doencgas hepéticas. Esta toxina
com baixos niveis de exposicao pode ter efeitos crénicos nos humanos. Por este motivo, a
Spirulina foi sujeita a varios testes de seguranca em humanos, animais e peixes em
muitos paises, sendo que até ao momento ndo houve qualquer relato de toxinas
presentes. Apesar de este género ndo conter normalmente toxinas, € possivel a
contaminacdo de culturas ao ar livre por outras cianobactérias. Com um controlo
adequado da cultura de Spirulina, € muito improvavel que ocorra problemas relacionados

com toxinas (Se-Kwon Kim, 2015; Derner et al, 2006).
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Tabela 1.2 - Composi¢cdo média nutricional da microalga Spirulina platensis, expressa em g/100g de
peso seco, que foi utilizada na formulacéo do iogurte.
(BioSamara)

Componente Spirulina platensis
Protein 56,6
Fat 4,1
Carbohydrates 11,3
Fibre 16,4
Sodium 0,3
Chlorophyl 1,179
Beta-carotenoids 0,137
Vitamin B1 (thiamin) 0,0014
Vitamin B2 (riboflavin) 0,0069
Vitamin B3 (niacin) 0,0059
Vitamin E 0,013
Linolenic Acid 0,940
Phycocyanin 12,8

1.4 Objetivo

Este trabalho tem como principal objetivo efetuar o desenvolvimento de um iogurte
suplementado com a microalga Spirulina platensis, com posterior caracterizacdo do

produto final, em termos fisico-quimicos, microbiolégicos e sensoriais.
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2. Revisado da Literatura

Na literatura cientifica, existem muitos estudos sobre os beneficios para a saude
do iogurte, assim como da alga Spirulina platensis. Em relacdo as caracteristicas fisico-
guimicas também ja existem alguns artigos, no entanto, relativamente aos aspetos
microbioldgicos e sensoriais, estes ja ndo sdo encontrados com tanta facilidade, referindo-
se maioritariamente as LAB e aos fatores que influenciam o seu crescimento, assim como

os seus beneficios no transito intestinal (Mater et al., 2005; Radke-Mitchell et al., 1986).

Mater et al. (2005) elaboraram um estudo acerca da sobrevivéncia das bactérias
laticas presentes no iogurte (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricus) ap6s passagem pelo trato gastrointestinal humano. Foram investigadas
estas bactérias nas fezes humanas, recorrendo ao meio de cultura seletivo. Os 13 sujeitos
gue participaram neste teste ingeriram iogurte fresco pelo periodo de 12 dias, tendo sido
detetado nas amostras ambas as bactérias viaveis, em gquantidades médias de 6,3x104
UFC g-1 em relagdo a S. thermophilus e 7,2x104 UFC g-1 em relagéo a L. delbrueckii,
respetivamente. Estes resultados sugerem que uma quantidade substancial de bactérias

laticas presentes no iogurte consegue sobreviver ao transito gastrointestinal humano.

Radke-Mitchell et al. (1986) elaboraram um estudo acerca da influéncia da
temperatura no crescimento associativo de S. thermophilus e L. bulgaricus. As
temperaturas testadas foram 37°C, 42°C e 45°C até o pH atingir o valor de 4,2. O numero
de células foi superior em 93,3% no caso de S. thermophilus. Foram testadas 9 estirpes
de S. thermophilus, nas quais a temperatura 6tima de crescimento variou entre os 35°C e
0s 42°C e 10 estirpes de L. bulgaricus, nas quais a temperatura 6tima de crescimento

variou entre os 43°C e os 46°C.

Num outro estudo foi verificado o efeito de diferente racio de bactérias (L.
bulgaricus, S. thermophilus e Bifidobacterium longum) nas carateristicas do iogurte em
diferentes periodos de armazenamento, Sabbah et al. (2012), onde as amostras de
iogurte foram armazenadas a 4°C por 28 dias. Foram testados 2 fatores, onde fator A é o
racio entre as culturas de arranque S. thermophilus + L. bulgaricus e B. longum (T1 é o
controlo a 4% das culturas de arranque, T2 1:3 (v/v), T3 2:2 (v/v), T4 3:1 (v/v)). O fator B é
o periodo de armazenamento (1 e 21 dias) para andlises organoléticas, fisicas e quimicas

e (1, 14, 21 e 28 dias) para andlises microbioldgicas. Os resultados indicaram que o
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iogurte produzido com 3% (S. thermophilus e L. bulgaricus) e 1% de B. longum durante o
periodo de armazenamento (1 e 21 dias) a 4°C afetou significativamente o aumento da
acidez e sdlidos totais do iogurte, de forma mais acentuado em relacdo a qualquer outro
tratamento. Além disso, este racio entre as culturas de arranque também obteve

pontuac&o mais elevada no sabor e textura pelos provadores.

Em relacdo aos beneficios para a saude do consumo de iogurte existem varios
artigos, como os efeitos na obesidade e na prevencgéo de diabetes tipo 2 (Beydoun et al.,
2008; Mohamadshabhi et al., 2014). Por outro lado, tem existido uma grande controvérsia
em relacdo ao efeito probidtico dos iogurtes, se por si s6 sdo ou ndo considerados
probidticos, independentemente das culturas de arranque presentes (Guarner et al.,
2005).

Beydoun et al. (2008) elaboraram um estudo sobre a associa¢do entre o consumo
de uma variedade de produtos lacteos e os seus nutrientes com a obesidade, obesidade
central e sindrome metabdlica, numa tentativa de explicar algumas diferencas étnicas nos
resultados metabdlicos através do consumo de laticinios usando dados nacionais, desde
1999 a 2004. O tamanho das amostras variou entre 4519 para a sindrome metabdlica e
14 618 para a obesidade. Foi verificada uma associacdo inversa significativa entre o
consumo de leite, iogurte, calcio e desordens metabdlicas e de magnésio. Varios produtos
lacteos podem ter diferentes associagfes com desordens metabdlicas, incluindo a
obesidade. As diferengas étnicas no consumo de laticinios podem explicar em parte as

disparidades étnicas em desordens metabdlicas na populagédo dos Estados Unidos.

Mohamadshahi et al. (2014) elaboraram um estudo acerca do efeito entre iogurte
convencional e probiético nos marcadores inflamatérios em pacientes com diabetes tipo 2.
Participaram neste estudo 44 pacientes com diabetes tipo 2, que foram divididos em 2
grupos, grupo controlo e grupo de intervencdo. No grupo de intervencdo os pacientes
consumiram 300g/dia de iogurte probiético e os pacientes do grupo controlo consumiram
300g/dia de iogurte convencional, ambos durante 8 semanas. Os resultados obtidos
sugeriram que o iogurte probidtico pode ser usado como uma abordagem alternativa na

prevencdo e método de tratamento para controlar as complica¢des diabéticas.

Relativamente ao efeito probidtico presente no iogurte, Guarner et al. (2005),

elaboraram um estudo relacionado com o consumo de iogurte que tem mostrado possuir
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bastantes beneficios para a sadde relacionados com a presenca de bactérias vivas e que
por outros estudos efetuados em humanos que mostraram a existéncia de bactérias
viaveis (S. thermophilus e L. bulgaricus) que melhoram a digestao da lactose e eliminam

sintomas de intolerancia a lactose. Assim, estas culturas claramente preenchem o

presente conceito de probidticos.

Em relac@o a alga S. platensis, também existem artigos que mencionam 0s seus
beneficios com atividades anti-inflamatdrias, antioxidantes e hipolipidémica (Deng et al.,
2010). Além destes beneficios, tem sido também utilizado como suplemento para perda
de peso, controlo de diabetes, elevada pressdo sanguinea e hipertensdo (Kim, S.K.,
2015).

Deng et al. (2010) elaboraram um estudo que esclarece o facto dos beneficios
cardiovasculares de Spirulina serem essencialmente resultado das suas atividades anti-
inflamatdrias, antioxidantes e hipolipidémica. As descobertas nos testes clinicos humanos
sdo bastante consistentes com o efeito hipolipidémico de Spirulina observado em estudos
pré-clinicos, sendo que a maioria dos testes clinicos tém tamanho de amostra limitado. As
atividades antioxidantes e anti-inflamatorias foram demonstradas num elevado nimero de
estudos pré-clinicos, tendo sido efetuado um nudmero limitado de estudos até ao
momento, de modo a confirmar tais atividades em humanos, sendo necesséario avangar

neste sentido para ser possivel tirar mais conclusées.

Em relacdo a atividante antimicrobiana exercida por S. platensis, Kim, S.K. (2015)
menciona no seu livio que as culturas de microalgas de Spirulina tém demonstrado
significante atividade anti-bacteriana contra seis estirpes de Vibrio: V. parahaemolyticus,
V. anguillarum, V. splendidus, V. scophthalmi, V. alginolyticus e V. lentus (Kokou et al.,
2012) Além disso, a C-ficocianina purificada a partir de S. platensis inibiu bastante o
crescimento de algumas bactérias resistentes aos medicamentos como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Sarada et
al., 2011).
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3. Metodologia

3.1 Preparacdo das amostras

Inicialmente foram efetuadas varias experiéncias de receitas de iogurte até chegar
a formulacéo final. As variantes testadas foram: tipo de iogurte, tipo de leite, tempos de
fermentacédo, tipo e concentracdo de espessante e tipo e quantidade de aclcar. Em
relacéo ao tipo de iogurte, foram testados o iogurte natural, iogurte natural sem lactose e
iogurte grego natural. Relativamente ao tipo de leite, foi testado o leite meio-gordo e leite
sem lactose. No que diz respeito aos tempos de fermentacéo, estes variaram entre 6-12h,
dependendo do tipo de leite utilizado. Em relacdo ao espessante utilizado, foram
experimentados o leite em p6 magro, uma mistura de grau alimenticio de emulsionante,
farinha de tapioca, amido de milho, estabilizadores e agar. Por fim, relativamente ao tipo
de acucar, foram testados o acucar branco e o acucar amarelo. A formulacao final foi
atingida através da realizacdo de provas sensoriais.

As amostras de iogurte (dia 0 e dia 30) foram preparadas da seguinte forma, de
acordo com a receita otimizada: no robot de cozinha BIMBY, foram inicialmente
adicionados apenas o leite (Mimosa) e o agar (Panreac, Espanha) a 50°C, 3,5 min, com
velocidade 4, sendo posteriormente adicionados os restantes ingredientes, o iogurte
natural acucarado sem lactose (Nutrégi), o acucar (Intermarché) e a alga (BioSamara). O
preparado foi distribuido por 8 frascos de vidro onde foram colocados cerca de 100
gramas por cada um dos frascos (anexo 7.1.1, figura 7.1.1). Antes da utilizagdo da
iogurteira (Tefal, YG 10011) foi efetuada uma monitorizacdo da temperatura, a partir de
uma sonda (HI1141C) introduzida no interior da mesma, sendo que a gama de temperatura
situou-se num intervalo de 41,3-45,4°C (anexo 7.1.1, figura 7.1.2). Apés 8 horas e 30
minutos de fermentacédo foram retirados os frascos da iogurteira e colocados no frigorifico
a aproximadamente 4°C para conservacdo até a realizacdo das provas sensoriais e
andlises laboratoriais (anexo 7.1.1, figura 7.1.3). Este procedimento foi repetido na
preparacdo das amostras de iogurte controlo, que continham os mesmos ingredientes e

as mesmas quantidades, com excec¢do da alga.

O leite sem lactose analisado foi comprado (Mimosa), assim como o iogurte natural

acucarado solido (Nutrégi), a alga em p6 (BioSamara) e o acucar (Intermarché).

Para todas as amostras foram realizadas, em duplicado, as seguintes analises

guimicas: determinagdo das proteinas, determinacdo da matéria-gorda, determinagédo da
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acidez, determinacdo da lactose, determinacdo das fibras, determinagcdo das cinzas e
determinacdo da atividade antioxidante. Apenas as seguintes andlises foram realizadas
em triplicado: determinacdo do pH e determinacdo da cor. As analises quimicas nao
foram realizadas em triplicado pelo facto de a iogurteira apenas ter capacidade para
fermentar 8 frascos de iogurte de cada vez e ser necessario que ambas as andlises
guimicas e microbiolégicas tivessem origem no mesmo lote, para obtengéo de resultados

mais fiaveis.
3.2 Analises Fisico-Quimicas

Todas as pesagens necesséarias foram efetuadas em balanga analitica (Explorer
Pro-EP213, OHAUS).

3.2.1 Determinacgao do Teor de Proteina Bruta

A Norma utilizada para a determinagdo em causa foi a Norma Portuguesa 1986 de
1991, a qual foi anulada em 2007 e substituida por EN ISO 8968-1:2001. De acordo com
esta Norma (NP 1986:1991), entende-se por teor de proteina bruta o resultado que se
obtém multiplicando pelo fator 6,38 o teor de azoto, doseado segundo a técnica de

Kjeldahl. Esta encontra-se no anexo 7.2.

O procedimento seguido foi 0 seguinte, resumidamente: pesou-se aproximadamente 2 g
de amostra e, num tubo de digestao, colocou-se a toma da amostra, duas pastilhas de
catalisador (selénio e cobre) e 25 ml de &cido sulfarico (H,SO,4) concentrado, 95 a 97%
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Foram preparados dois tubos com amostra de iogurte
com alga, dois tubos com amostra de iogurte controlo (sem alga) e dois tubos para o
ensaio em branco (apenas com 2 pastilhas e 25 ml de &cido sulfarico). O digestor
(Digestor 2006 Foss, Tecator Technology) foi previamente programado para a
temperatura de 220°C e em seguida foram colocados os tubos no digestor e ligou-se a
torneira da agua. Passados 30 minutos, o digestor foi reprogramado para 400°C,
permanecendo a esta temperatura por 90 minutos. Apos este tempo, o digestor foi
desligado e deixou-se a torneira da agua aberta até ao arrefecimento dos tubos (cerca de
60 minutos) (anexo 7.1.2, figura 7.1.4). Apos o arrefecimento dos tubos foi ligado o
destilador (Foss Kjeltec 2010, Tecator Technology) que se encontra representado no
anexo 7.1.2, figura 7.1.5, e ap0s 0 seu aquecimento, foram adicionados a cada tubo 80 ml
de &gua destilada. De seguida, foi realizado o ensaio em branco (tubo que contém

somente os 25 ml de acido sulfurico e 2 pastilhas de catalisador), tendo-se colocado no
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Erlenmeyer 30 ml de solugédo de acido bérico (HsBO3) a 4% com indicador (Panreac,
Espanha) e carregou-se no botdo que corresponde a adigdo de 100 ml de hidroxido de
sodio (NaOH) a 40%, o qual inicia o processo de destilacdo. Depois foi efetuado 0 mesmo
procedimento para os tubos que continham as amostras. Apés a destilacdo foi realizada
uma titulagdo com uma solucao de acido cloridrico (HCI) 0,1 M (Panreac, Espanha) como
titulante. O ponto de viragem foi atingido quando a solucdo verde mudou para azul
acinzentado (anexo 7.1.2, figura 7.1.6).

3.2.2 Determinacédo do Teor de Matéria Gorda

Esta determinacéo foi baseada na Norma Portuguesa 468 de 1990 (anexo 7.3), que
€ 0 processo de referéncia para a determinacdo do teor de matéria gorda em leite gordo,
meio gordo e magro e leites compostos. Esta Norma foi anulada em 2007 e substituida
por EN ISO 1211:2001. Segundo a Norma (NP 468:1990), entende-se por matéria gorda o
conjunto das substancias extraidas por solventes organicos e determinadas de acordo
com a técnica de Rése-Gottlieb.

O procedimento seguido foi o seguinte, de forma resumida: numa ampola de
decantacao, foram introduzidos 10 ml da amostra (iogurte controlo e iogurte com algas),
rigorosamente pesados. Foram adicionados 2 ml de amodnia a 25% (Panreac, Espanha),
agitou-se durante 30 segundos, foram acrescentados 10 ml de alcool etilico a 95% (aga,
Portugal) e agitou-se novamente. De seguida foram adicionados 25 ml de éter dietilico
(Panreac, Espanha), rolhou-se e agitou-se energeticamente durante 30 segundos, abrindo
por vezes a torneira, de modo a libertar a acumulacdo de vapores. Depois foram
introduzidos 25 ml de éter de petr6leo (Panreac, Espanha) e procedeu-se como
anteriormente. A ampola de decantagcdo ficou em repouso durante 30 minutos para
separacdo de fases (anexo 7.1.3, figura 7.1.7). ApGs o tempo de repouso, a camada
etérea foi decantada para um baldo de 250 ml tarado, previamente seco a 100-105°C.
Procedeu-se a mais duas extracfes da fase aquosa nas mesmas condi¢des, recolhendo
as fases etéreas no mesmo baldo. De seguida, o éter foi evaporado num evaporador
rotativo (Laborota 4000, Heidolph) (anexo 7.1.3, figura 7.1.8). Por fim, secou-se o baldo
em estufa (WTB 7200, Binder) a uma temperatura de 100-105°C durante cerca de 24

horas, tendo o balao arrefecido em exsicador.

19



3.2.3 Determinacdo da Acidez

A Norma utilizada para a determinacéo da acidez foi a Norma Portuguesa 470 de
1983 (anexo 7.4), a qual se destina a leites e compostos. De acordo com esta Norma,
entende-se por acidez de um leite o volume de solucdo alcalina normal, expresso em

mililitros (ml), necessério para neutralizar 1 litro (l) de leite.

Para a determinacdo da acidez, procedeu-se da seguinte forma: inicialmente foram
pesados 10 g de amostra (iogurte controlo e iogurte com algas), aos quais foram
adicionadas seis gotas de solucdo alcodlica de fenolftaleina (Panreac, Espanha). Com
agitacdo, atraveés de um agitador magnético (Velpr Scientifica), foi efetuada a titulacao
com a solucdo de hidréxido de soédio (NaOH) 0,1 N (Panreac, Espanha) como titulante,

até viragem do indicador.

3.2.4 Determinacéo do Teor de Lactose

Esta determinacgéo foi efetuada segundo o Kit Enzimético da Lactose (Megazyme).
O kit é composto por varios compostos nomeadamente por: tampdes, NAD" e diferentes
solugbes de pB-Galactosidase, os quais foram preparados conforme as indicacoes
descritas no kit.

O procedimento seguido foi o seguinte, resumidamente: foi pesado 1 g de amostra
(iogurte controlo e iogurte com algas) para um baldo volumétrico, tendo sido adicionados
60 ml de agua destilada. De seguida os baldes foram colocados em banho-maria (SW22,
Julabo) a 50°C, durante 15 minutos, agitando ocasionalmente. Apds este tempo, foram
adicionados 2 ml de solucédo Carrez | (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) e 2 ml de solucdo
Carrez Il (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), agitou-se e foram acrescentados mais 4 ml de
Hidréxido de Sodio (NaOH) (Merck, Alemanha) 100 mM, agitando vigorosamente. Perfez-
se o0 volume com agua destilada e foi efetuada a filtracao da solucéo, utilizando para o
ensaio apenas o filtrado limpido. Para a realizacdo do ensaio enzimético (branco e
amostra), com a utilizacdo de micropipetas, foram introduzidos em cuvettes de plastico
0,200 ml da amostra e 0,200 ml da solugao 4 (B-Galactosidade), sendo que o ensaio
branco ndo contém amostra. As cuvettes foram agitadas cuidadosamente, tapadas com
parafilme e incubadas a 25°C por 10 minutos. Apds este tempo foram adicionados ao
ensaio branco: 2,20 ml de agua destilada, 0,20 ml de solucdo 2 (tampao) e 0,10 ml de

solucéo 3 (NAD"). Ao ensaio da amostra foram adicionados: 2 ml de agua destilada, 0,20
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ml de solucdo 2 (tampdo) e 0,10 ml de solugdo 3 (NAD"). Apds a adicdo destes
compostos as cuvettes foram novamente agitadas e foi lida a absorvancia das mesmas a
um comprimento de onda de 340 nm, sendo que depois foi iniciada a reacéo pela adi¢édo
de 0,02 ml da suspensédo 5 (B-Galactosidase desidrogenase e Galactose mutarotase) a
cada uma das cuvettes, incluindo o branco. As cuvettes foram mais uma vez agitadas e
foi novamente lida a absorvancia (340 nm) das solucdes no final da reacéo, que deve ser

inferior a 5 minutos, até que o valor de absorvancia seja 0 mesmo entre os intervalos.

3.2.5 Determinacao do Teor de Fibras

Esta determinacao foi efetuada de acordo com o Kit de Ensaio para Fibra Alimentar
Total (TDF-100A, Sigma-Aldrich, Estados Unidos), que inclui a-amilase, protease,

amiloglucosidase e celite.

A amostra a utilizar para a determinagdo das fibras, segundo este método, deve
estar devidamente liofilizada, através do uso de um liofilizador (Scanvac, Coolsafe). Antes
de liofilizar, a amostra deve estar previamente congelada a -80°C num ultracongelador

(Forma-86C Ult Freezer, Thermo Electron Corporation).

O procedimento seguido foi o seguinte, resumidamente: para a degradagéo
enzimatica foi pesado 1 g de amostra para um gobelé de 400 ml, tendo sido adicionados
40 ml de tampdo MES/TRIS (Merck, Alemanha) e ajustado o pH a 8,3 com solucéo
Hidréxido de Sodio (NaOH) a 5%. O gobelé foi colocado em banho-maria (SW22, Julabo)
a uma temperatura de 95-100°C, com agitac&o e tapado com vidro de relégio. De seguida
foram acrescentados 50 ul de a-amilase, permanecendo em incubag&o por 30 minutos a
95-100°C, tendo apds este tempo sido reduzida a temperatura para 60°C. Quando
atingida esta temperatura, foram adicionados 50 ul de protease ficando em incubacao por
mais 30 minutos. Passado este tempo foram acrescentados 5 ml de HCI a 0,56 mol/l e foi
ajustado o pH para 4-4,7, com utilizacdo de NaOH/HCI a 5%. Por fim foram adicionados
150 pl de amiloglucosidase e permaneceu em incubacdo por mais 30 minutos. Foi
efetuado 0 mesmo procedimento para o ensaio branco que ndo continha amostra. Para a
determinacgéo da fibra total foram aquecidos 220 ml de etanol a 95% (aga, Portugal) até
60°C, os quais foram adicionados a cada um dos gobelés (amostra e branco). Precipitou-
se a solucdo a temperatura ambiente cerca de 1h, tendo posteriormente a solugéo sido
decantada e filtrada num cadinho de goosh devidamente preparado (anexo 7.1.4, figura
7.1.9).
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Para a preparacdo dos cadinhos, estes foram aquecidos durante 1h a 525°C na
mufla (Controller B170, Nabertherm), foi depois adicionado 1 g de celite 545 (Fisher
Scientific, Inglaterra) e voltou-se a incinerar a 525°C durante a noite, tendo sido arrefecido
e armazenado em exsicador. De seguida os cadinhos foram secados durante a noite a
105°C, arrefeceu-se em exsicador e procedeu-se a pesagem com erro maximo de 0,1 mg.

Apos a filtragdo, os restos presentes no gobelé foram lavados com etanol a 78%
(Panreac, Espanha), etanol a 95% e acetona (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Os
cadinhos foram colocados na estufa (WTB 7200, Binder) a 105°C durante a noite,

arrefecidos e pesados com erro maximo de 0,1 mg.

De seguida foi necesséario determinar a percentagem de proteina pela técnica do
Kjeldahl do residuo seco, assim como determinar as cinzas do residuo a 525°C durante

5h na mufla.

3.2.6 Determinacgéo da Cinza Total

A cinza total foi determinada através do residuo por incineragdo, com base na
Norma Portuguesa 477 de 1983 (anexo 7.5), com algumas altera¢gfes. O residuo final é

obtido por aquecimento do produto pretendido a uma temperatura entre 500-550°C.

Para a determinacéo da cinza total, procedeu-se da seguinte forma: foram pesados
cerca de 5 g de amostra para um cadinho de porcelana, previamente seco e pesado. Os
cadinhos foram colocados na mufla (Controller B170, Nabertherm) (anexo 7.1.5, figura
7.1.10) a uma temperatura de 500°C durante 5 horas. Deixou-se arrefecer em exsicador e

procedeu-se a pesagem.

3.2.7 Determinagéo do Teor de Humidade

Para a determinacdo do teor de humidade por gravimetria, com base na Norma
Portuguesa 875 de 1994, procedeu-se da seguinte forma: foram pesados cerca de 2 g de
amostra para um cadinho de porcelana, previamente seco e pesado. Os cadinhos foram
colocados na estufa (WTB 7200, Binder) a uma temperatura de 105°C durante

aproximadamente 8 horas. Deixou-se arrefecer em exsicador e procedeu-se a pesagem.
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3.2.8 Determinacao da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada através da técnica do DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl), a partir da adaptacdo do método descrito por Duan e
colaboradores (2006). Para a realizacdo desta técnica foram previamente feitos os
extratos a partir da amostra liofilizada, recorrendo ao uso de um liofilizador (Scanvac,
Coolsafe), com prévia ultracongelacdo a -80°C num ultracongelador (Forma-86C Ult
Freezer, Thermo Electron Corporation) (anexo 7.1.6, figura 7.1.11). Foi colocado num
falcon 1 g de amostra liofilizada para 8 ml de 4gua destilada, sendo o falcon agitado em
vortex (Velpr Scientifica) por 30 minutos, com posterior centrifugagdo (Centrifuge
5804R, Eppendorf) a 5000 rpm por 10 minutos, seguido de uma filtracdo com filtro N°4.,
Este processo foi repetido sempre 2 vezes para garantir 0 maximo aproveitamento da
amostra. O liquido resultante da filtracdo foi novamente liofilizado e posteriormente
dissolvido a uma concentracdo conhecida em agua destilada para utilizagdo na
determinagéo da atividade antioxidante em ambos os métodos. N&o foi utilizado DMSO

devido ao facto de dificultar o processo de dissolugdo da amostra liofilizada.

O método do DPPH baseia-se na captura do radical livre DPPH por
antioxidantes, produzindo uma diminui¢cdo da coloragédo da solugédo. Foram preparados
2 mg de DPPH (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) em 50 ml de etanol (Panreac,
Espanha) num falcon protegido da luz, tendo sido agitado em vortex e colocado nos
ultrassons (VWR Prolabo Chemicals, Bélgica) até & sua completa dissolugdo. De
seguida foi lida a sua absorvancia no espetrofotometro UV-VIS (HeAios a, Thermo
Electron Corporation) com comprimento de onda de 517 nm e confirmado se o valor
obtido estava acima de 1. Caso esteja abaixo de 1 tem que se colocar nhovamente nos
ultrassons. Como controlo, foi colocado num eppendorf protegido da luz 10 pl de agua
destilada e 990 yl de DPPH, tendo sido posteriormente a solugdo homogeneizada
através de um vortex e foi deixado reagir durante 30 minutos. Depois foi colocado num
eppendorf protegido da luz 10 ul de amostra e 990 pyl de DPPH, tendo-se procedido
como anteriormente. Como branco foi preparado novamente outro eppendorf protegido
da luz com 10 ul de amostra e 990 ul de etanol, tendo-se procedido de forma igual. A
absorvancia foi lida a um comprimento de onda de 517 nm. Foram utilizados

duplicados para a realizacao deste método.

3.2.9 Determinacéo do pH

Esta determinacao foi realizada utilizando um potenciometro (WTW, inoLab pH

720), com prévia calibracdo do aparelho de medicdo e foram registadas trés leituras de
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cada amostra de modo a obter resultados mais rigorosos.

3.2.10 Determinacao da Cor

Esta determinagéo foi realizada utilizando um colorimetro (Chroma Meter CR-
400, Konic Minolta) previamente calibrado e foram registadas trés leituras de cada

amostra de modo a obter resultados mais coerentes.

3.3 Andlises Microbiolbgicas

Durante todas as analises microbiologicas efetuadas, todo o material utilizado,
assim como o0 espaco de trabalho estava devidamente esterilizado, para evitar
contaminacdes e alteracdes nos resultados. O material foi esterilizado em autoclave
(Steam Sterlizer, Raypa). Foram sempre efetuados duplicados por diluicdo e
preparadas placas controlo sem amostra para verificar a esterilidade do meio. Todas
as pesagens necessdérias foram efetuadas em balanca analitica (Explorer Pro- EP213,
OHAUS).

3.3.1 Microrganismos Totais (Aerébios e Anaerdbios) a 20°C

A contagem de microrganismos totais foi baseada na EN 1SO 4833:2003 (anexo
7.6), que foi atualizada e substituida para EN ISSO 48 que é um método por

incorporacéao.

O procedimento seguido foi o seguinte, de forma resumida: inicialmente foi
preparada a solugdo mée (s.-mde) onde foram pesados 25 g de amostra e
posteriormente dissolvidos em 225 ml de triptona sal (Maximum Recovery Diluent,
Oxoid, Inglaterra). O saco foi homogeneizado num Stomacher (BagMixer 400P,
Interscience). De seguida foram transferidos 2 ml da s.-mé&e para um tubo de ensaio
que continha 18 ml de diluente (triptona sal), tendo este sido depois homogeneizado.
Procedeu-se as seguintes diluicbes por ordem decrescente desde a diluicdo -9 a -1.
Por incorporacdo, numa placa de petri esterilizada foi colocado 1 ml da s.-mé&e, tendo
esta operacdo sido sucessivamente repetida, com as diluicbes seguintes. Foi
misturado cuidadosamente ao indculo Plate Count Agar (PCA, Oxoid, Inglaterra)
derretido e suplementado com L-cisteina (Scharlau, Espanha), de modo a obter uma
reparticio homogénea dos microrganismos. As placas foram deixadas a solidificar e
incubadas de seguida a 20°C + 1°C durante 72 + 6h em estufa (Hot line, Binder),
sendo que no caso dos microrganismos anaerobios, as placas foram colocadas num

jarro de anaerobiose com Anaerocult A (Merck, Alemanha) e Anaerotest (Merck,
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Alemanha) para criacdo do meio anaerobio. Apos este tempo foi efetuada e registada a
contagem das col6nias em cada placa de petri de 2 diluicbes sucessivas que
apresentem entre 15 e no maximo 300 colbnias. Esta contagem foi efetuada
recorrendo a um contador de unidades formadoras de colénias (Colony Counter SC6,
Stuart).

3.3.2 Escherichia coli (E.coli)

A contagem de E. coli foi baseada na EN 1SO 6887-4:2003, que € um método

por incorporacao.

O procedimento seguido foi o seguinte, de forma resumida: inicialmente foi
preparada a solugdo mée (s.-mde) onde foram pesados 25 g de amostra e
posteriormente dissolvidos em 225 ml de triptona sal (Maximum Recovery Diluent,
Oxoid, Inglaterra). O saco foi homogeneizado num Stomacher (BagMixer 400P,
Interscience). De seguida foram transferidos 2 ml da s.-mé&e para um tubo de ensaio
que continha 18 ml de diluente (triptona sal), tendo este sido depois homogeneizado.
Procedeu-se as seguintes diluicbes por ordem decrescente desde a diluicdo -9 a -1.
Por incorporagdo, numa placa de petri esterilizada foi colocado 1 ml da s.-mée, tendo
esta operacdo sido sucessivamente repetida, com as diluicbes seguintes. Foi
misturado cuidadosamente ao in6culo Tryptone Bile X-glucuronide Agar (TBX,
Scharlau, Espanha) derretido, de modo a obter uma reparticdo homogénea dos
microrganismos. As placas foram deixadas a solidificar e incubadas de seguida a 37°C
+ 1°C durante 4h em estufa (Hot line, Binder), tendo as placas sido posteriormente
transferidas para estufa a 44°C + 1°C durante 24h aerobicamente. Apos este tempo foi
efetuada e registada a contagem das col6nias azuis claras ou escuras ou azul-
esverdeadas em cada placa de petri de 2 diluicBes sucessivas que apresentem entre
15 e no maximo 300 colbénias (tipicas e nao tipicas). Esta contagem foi efetuada
recorrendo a um contador de unidades formadoras de colénias (Colony Counter SC6,
Stuart). Pelo menos 1 placa tem que conter 15 colénias azuis para utilizagdo do caso

geral.

3.3.3 Enterobactérias

A contagem de Enterobactérias foi baseada na EN ISO 21528-2:2004, que é

um meétodo por incorporagao.
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O procedimento seguido foi o seguinte, de forma resumida: inicialmente foi
preparada a solugdo mae (s.-mae) onde foram pesados 25 g de amostra e
posteriormente dissolvidos em 225 ml de triptona sal (Maximum Recovery Diluent,
Oxoid, Inglaterra). O saco foi homogeneizado num Stomacher (BagMixer 400P,
Interscience). De seguida foram transferidos 2 ml da s.-mé&e para um tubo de ensaio
que continha 18 ml de diluente (triptona sal), tendo este sido depois homogeneizado.
Procedeu-se as seguintes diluicbes por ordem decrescente desde a diluicdo -9 a -1.
Por incorporacdo, nhuma placa de petri esterilizada foi colocado 1 ml da s.-méae, tendo
esta operacdo sido sucessivamente repetida, com as diluicbes seguintes. Foi
misturado cuidadosamente ao indculo Violet Red Bile Glucose Agar (VRBG, Oxoid,
Inglaterra) derretido, de modo a obter uma reparticdo homogénea dos microrganismos.
As placas foram deixadas a solidificar e incubadas de seguida a 37°C durante 24 + 2h
em estufa (Hot line, Binder), aerobicamente. ApGs este tempo foi efetuada e registada
a contagem das col6nias de coloragéo rosa a vermelho-purpura (com ou sem halo de
precipitacdo) em cada placa de petri de 2 diluicbes sucessivas que apresentem entre
15 e no maximo 150 colbnias, seguida da confirmacdo das mesmas. Esta contagem foi
efetuada recorrendo a um contador de unidades formadoras de colénias (Colony
Counter SC6, Stuart). Para confirmagéo, foram isoladas 5 colénias carateristicas por
placa. Se a placa tiver menos que 5 colbnias, sdo testadas as que existirem. As
colonias selecionadas foram inoculadas em Nutrient Agar (NA, VWR Prolabo
Chemicals, Bélgica) para purificacdo e as placas foram incubadas a 37°C durante 24 +
2h em estufa, aerobicamente. Apos este tempo foi efetuado o teste da oxidase e
inoculados os tubos com col6nias oxidase negativas em caldo Dextrose BCP, sendo

novamente incubados a 37°C durante 24 + 2h.

3.3.4 Salmonella

A pesquisa de Salmonella foi efetuada com base na EN ISO 16140:2003, pela
técnica VIDAS.

O procedimento seguido foi o seguinte, de forma resumida: inicialmente foi
preparada a fase de pré-enriquecimento onde foram pesados 25 g de amostra,
posteriormente dissolvidos em 225 ml de agua peptonada tamponada (buffered
peptone water, Oxoid, Inglaterra). O saco foi homogeneizado num Stomacher
(BagMixer 400P, Interscience) e incubado a 37°C + 1°C durante 24-26h em estufa (Hot
line, Binder), aerobicamente. Segue-se a fase de enriquecimento, na qual foram

transferidos 0,5 ml da suspensdo para um tubo com 10 ml de caldo Salmonella
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Express (SX), sendo este incubado a 41,5°C + 1°C durante 24-26h. Apos este tempo,
o caldo SX foi homogeneizado e foi transferido 1-2 ml deste para um tubo vazio. Este
tubo foi fechado hermeticamente e colocado em banho-maria a 95°C-100°C e deixado

a ferver durante 15 £ 1 min. Depois foi deixado arrefecer e foi efetuado o teste VIDAS.

ApOs obter o resultado proveniente do equipamento mini-VIDAS (Biomerieux,
Estados Unidos), o valor pode dar presenca ou auséncia de Salmonella em 25 g de
produto. No caso positivo, é necessario efetuar a confirmacao, sendo repicado em XLD
e SMID 2 e incubado a 37°C durante 24h. Se for negativo, a incubacéo € prolongada
mais 24h a 37°C e sio transferidos 0,5 ml do caldo SX para 10 ml de RVS e incubado
a 41,5°C + 1°C durante 18-24h. De seguida é efetuado o isolamento do caldo RVS
para XLD e SMID2 a 37°C durante 24-48h. Depois é recuperado e purificado em
Nutrient Agar (NA, VWR Prolabo Chemicals, Bélgica) e tubos kliger 1 colénia tipica
e/ou suspeita. Se a confirmacédo for negativa sdo depois isoladas até 4 colonias por
meio e incubar a 37°C + 1°C durante 24 + 3h. Por fim séo realizados os testes Gram e

oxidase, onde é utilizado API 20 E para confirmacao.

3.3.5 Listéria monocytogenes (L. monocytogenes)

A pesquisa de L. monocytogenes foi baseada na EN ISO 11290-2:1998 (anexo
7.7), que é um método por incorporacao.

O procedimento seguido foi o seguinte, de forma resumida: inicialmente foi
preparada a solugdo mae (s.-mae) onde foram pesados 25 g de amostra e
posteriormente dissolvidos em 225 ml de &agua peptonada tamponada (buffered
peptone water, Oxoid, Inglaterra). O saco foi homogeneizado num Stomacher
(BagMixer 400P, Interscience). De seguida foi transferido 1 ml da s.-méae para um tubo
de ensaio que continha 9 ml de diluente (Agua peptonada tamponada), tendo este sido
depois homogeneizado. Procedeu-se as seguintes diluigbes por ordem decrescente
desde a dilui¢do -9 & -1. Por incorporacdo, numa placa de petri esterilizada foi colocado
1 ml da s.-mée, tendo esta operacgdo sido sucessivamente repetida, com as diluicdes
seguintes. Foi misturado cuidadosamente ao in6culo o meio RAPID’L.mono (Bio-Rad,
Estados Unidos), de modo a obtendo uma reparticdo homogénea dos microrganismos.
As placas foram deixadas a solidificar e incubadas de seguida a 37°C +1°C durante
48h em estufa (Hot line, Binder), aerobicamente. ApGs este tempo foi efetuada e

registada a contagem das colonias de coloracdo verde com depressédo central e
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rodeadas por halos pretos, em cada placa de petri de 2 diluicdes sucessivas (quando
possivel) que apresentem no maximo 150 colonias, seguida da confirmacdo das
mesmas. Esta contagem foi efetuada recorrendo a um contador de unidades
formadoras de colonias (Colony Counter SC6, Stuart). Para confirmag¢do, foram
isoladas 5 colonias por cada placa que continha até 150 colonias. Se a placa tiver
menos que 5 coldnias, séo testadas as que existirem. As coldnias selecionadas foram
inoculadas em Tryptone Soya Yeast Extract (TSYEA) e as placas foram incubadas
entre 35°C a 37°C durante 18-24h em estufa, aerobicamente. Apds este tempo foi
efetuada a reacdo catalase, onde é retirada uma colénia da placa com TSYEA e
suspensa numa solucdo de peréxido de hidrogénio, sendo que a formacao imediata de
bolhas de géas indica uma reacdo positiva. Caso este teste dé uma reacdo positiva
indicativa que esté presente Listéria, deve-se efetuar outros testes para confirmacao da
espécie caso seja L. monocytogenes.

3.3.6 Lactobacillus sp.

A pesquisa de Lactobacillus sp. foi efetuada com base no artigo “Microbiological

and rheological studies on portuguese kefir grains” (Pintado, M., et al., 1996).

O procedimento seguido foi o seguinte, de forma resumida: inicialmente foi
preparada a solucdo mée (s.-mée) onde foram pesados 25 g de amostra, que foram
posteriormente dissolvidos em 225 ml de Cloreto de Sédio (NaCl) (Merck, Espanha),
com uma concentracdo de 0,85%. O saco foi homogeneizado num Stomacher
(BagMixer 400P, Interscience). De seguida foi transferido 1 ml da s.-mae para um tubo
de ensaio que continha 9 ml de diluente (NaCl) a 0,85%, tendo este sido depois
homogeneizado. Procedeu-se as seguintes diluices por ordem decrescente desde a
diluicdo -9 a -1. Por incorporacdo, numa placa de petri esterilizada foi colocado 1 ml da
s.-mée, tendo esta operacdo sido sucessivamente repetida, com as diluicbes
seguintes. Foi misturado cuidadosamente ao in6culo MRS Agar (MRS, Scharlau,
Espanha) derretido e suplementado com solucdo de ciclohexamida a 0,5% (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos), de modo a obter uma reparticdo homogénea dos
microrganismos. As placas foram deixadas a solidificar e incubadas de seguida a 30°C
durante 5 dias em estufa (Hot line, Binder), anaerobicamente. Para criacdo da condicéo
anaerobia, as placas foram colocadas num jarro de anaerobiose com Anaerocult A
(Merck, Alemanha) e Anaerotest (Merck, Alemanha). Apos este tempo foi efetuada e
registada a contagem das colonias em cada placa de petri de 2 diluicdes sucessivas.

Esta contagem foi efetuada recorrendo a um contador de unidades formadoras de
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coldnias (Colony Counter SC6, Stuart).

3.3.7 Streptococcus

A pesquisa de Streptococcus foi efetuada com base no artigo “Microbiological
and rheological studies on portuguese kefir grains” (Pintado, M., et al., 1996).

O procedimento seguido foi o seguinte, de forma resumida: inicialmente foi
preparada a solucdo mée (s.-mée) onde foram pesados 25 g de amostra, que foram
posteriormente dissolvidos em 225 ml de Cloreto de Sédio (NaCl) (Merck, Espanha),
com uma concentracdo de 0,85%. O saco foi homogeneizado num Stomacher
(BagMixer 400P, Interscience). De seguida foi transferido 1 ml da s.-mae para um tubo
de ensaio que continha 9 ml de diluente (NaCl) a 0,85%, tendo este sido depois
homogeneizado. Procedeu-se as seguintes diluicbes por ordem decrescente desde a
diluicdo -9 a -1. Por incorporagéo, numa placa de petri esterilizada foi colocado 1 ml da
s.-mée, tendo esta operacdo sido sucessivamente repetida, com as diluicdes
seguintes. Foi misturado cuidadosamente ao inéculo M17 Agar (M17, Merck,
Alemanha) derretido e suplementado com solucdo de ciclohexamida a 0,5% (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos), de modo a obter uma reparticio homogénea dos
microrganismos. As placas foram deixadas a solidificar e incubadas de seguida a 30°C
durante 48h em estufa (Hot line, Binder), aerobicamente. Apds este tempo foi efetuada
e registada a contagem das colénias em cada placa de petri de 2 diluices sucessivas.
Esta contagem foi efetuada recorrendo a um contador de unidades formadoras de

coldnias (Colony Counter SC6, Stuart).

3.4 Anédlise Sensorial

A andlise sensorial foi realizada atraves de varias provas, de aceitacao, afetiva
e triangular, tendo sido efetuadas diferentes folhas de prova, de acordo com a evolucéo

da preferéncia do iogurte, até chegar a formulagéo final.

No primeiro caso, em que o iogurte foi formulado com leite meio gordo, a prova
foi realizada com entre 8 a 9 provadores e foi-lhes pedido que provassem inicialmente
8 amostras codificadas, tendo este numero sido reduzido para 3 amostras codificadas.
Os tabuleiros distribuidos continham os frascos com amostra devidamente codificados,
namero de colheres correspondente ao nimero de amostras, um cOpo com agua e um
guardanapo. As 8 amostras iniciais referiam-se a 4 formulagcfes diferentes de iogurte,

sendo que 4 foram fermentados em banho-maria e as outras 4 na iogurteira. Na prova
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sensorial final com iogurte formulado com leite meio gordo foram testadas 3
formulacdes diferentes de iogurte, onde variava o tipo de iogurte natural (iogurte natural
e/ou iogurte grego natural), e o tipo (aglcar branco e/ou acUcar amarelo) e quantidade
de acucar (50 g e/ou 80 g). Na folha de prova (anexo 7.8) apresentada aos provadores
foi-lhes pedido que provassem as amostras fornecidas e que, numa escala de
avaliagdo de aceitabilidade de 1 a 9 (em que 1 correspondia a “extremamente
desagradavel” e 9 correspondia a “extremamente agradavel’) e numa escala de
avaliagdo de intensidade de 1 a 9 (em que 1 correspondia a “pouco intenso” e 9
correspondia a “extremamente intenso”), as caracterizassem de acordo com sete
parametros, particularmente o odor, a cor, o doce, o &cido, a textura, o sabor a
produtos do mar e o flavour residual/persisténcia de sabor. No final, colocou-se uma

guestao de qual das amostras o provador preferia.

No caso do iogurte formulado com leite sem lactose, a prova foi inicialmente
realizada entre 7 e 9 provadores e foi-lhes pedido que provassem inicialmente 2
amostras codificadas, tendo no final sido testadas 3 amostras codificadas. Os
tabuleiros distribuidos continham os frascos com amostra devidamente codificados,
namero de colheres correspondente ao nimero de amostras, um copo com agua e um
guardanapo. As 2 amostras iniciais referiam-se a 2 formulagfes diferentes de iogurte,
onde variava a quantidade de leite sem lactose (900 ml e/ou 1000 ml) e de agucar (20
g e/ou 40 g). A partir das 2 amostras avaliadas, foi efetuada uma prova sensorial de
aceitacdo final, onde a Unica diferenca era o tipo de espessante utilizado, entre farinha
de tapioca, amido de milho e agar. Na folha de prova (anexo 7.9) apresentada aos
provadores foi-lhes pedido que provassem as amostras fornecidas e que, numa escala
de avaliacdo de aceitabilidade de 1 a 9 (em que 1 correspondia a “extremamente
desagradavel” e 9 correspondia a “extremamente agradavel’) e numa escala de
avaliagao de intensidade de 1 a 9 (em que 1 correspondia a “pouco intenso” e 9
correspondia a “extremamente intenso”), as caracterizassem de acordo com sete
parametros, particularmente o odor, a cor, o doce, o &cido, a textura, o sabor a
produtos do mar e o flavour residual/persisténcia de sabor. No final, colocou-se uma

guestdo de qual das amostras o provador preferia.

No caso da prova afetiva, esta foi realizada com apenas duas amostras
codificadas, uma era com iogurte formulado com leite meio gordo e outra com leite sem
lactose, ambas as preferidas anteriormente pelos provadores. O objetivo desta prova

foi avaliar a preferéncia dos provadores em relacdo aos 2 iogurtes diferentes, sem o0s
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mesmos saberem qual dos iogurtes continha ou néo lactose. Esta prova foi realizada
com 50 provadores de ambos os géneros e com idades compreendidas entre os 18 e
0s 62 anos. Os tabuleiros distribuidos continham os frascos com amostra devidamente
codificados, 2 colheres, um copo com agua e um guardanapo (anexo 7.1.8, figura
7.1.13). Na folha de prova (anexo 7.10) encontravam-se 0s cédigos das amostras e era
pedido que os provadores escolhessem a amostra mais agradavel. Por fim, pediu-se

gue indicassem duas razdes (atributos) que influenciaram a sua escolha.

No caso da prova triangular, esta foi realizada com trés amostras codificadas,
sendo que duas eram iguais e apenas uma era diferente, mas todas apresentavam
cbdigos diferentes. Todas as amostras foram formuladas de igual forma mas com
tempos de fabricagéo diferentes (0O e 30 dias). O objetivo desta prova foi avaliar se os
provadores conseguiam notar diferenga no sabor entre um iogurte produzido no
momento e um iogurte produzido ha 1 més, sem os mesmos saberem qual a diferenca
entre os 3 iogurtes. Esta prova foi realizada com 16 provadores de ambos 0s géneros.
Os tabuleiros distribuidos continham os frascos com amostra devidamente codificados,
3 colheres, um copo com agua e um guardanapo. Na folha de prova (anexo 7.11)
encontravam-se trés questdes, codigo da amostra diferente e qual a amostra preferida.
Por fim, pediu-se que indicassem a razéo da escolha pela sua preferéncia.
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4. Discussao de Resultados

4.1 Analises Fisico-Quimicas

Os resultados obtidos nas diferentes analises fisico-quimicas realizadas encontram-se discriminados na tabela 4.1 em baixo

apresentada.

Tabela 4.1 - Resultados obtidos nas diferentes andlises quimicas, onde logurte Ctl, Ct2 e Ct3 correspondem as trés repeticbes para cada amostra
controlo, logurte Ct_0, Ct_15 e Ct_30 correspondem as médias das trés repeticdes, logurte Al, A2 e A3 correspondem as trés repeticbes para cada
amostra com alga, logurte A_0, A_15 e A_30 correspondem as médias das trés repeticdes e, por fim, DP corresponde ao desvio padrdo associado a cada

média, respetivamente.

Parametros Analisados

_T Amostra Proteina I\élsagre(;gi Acidez | Lactose | Fibras | Cinzas | Humidade | Hidratos de En\e/recf;]lg[ico Rggﬁ:‘ 0 oH Cor
(dias) (%) (%) (ml/) (%) (%) (%) (%) Carbono (%) (kcal) (%) (AE)
logurte Ctl 3,37 2,50 95 2,17 0,68 83,97 9,38 73,50 2,38 4,34
logurte Ct2 3,30 2,99 94 022 2,18 0,71 84,14 8,92 75,80 4,61 4,37
logurte Ct3 ' 4,38
logurte Ct 0| 3,34 2,75 94,5 2,18 0,69 84,06 9,15 74,65 3,49 4,36
0 DP 0,05 0,35 0,71 0,01 0,02 0,12 0,32 1,63 1,58 0,02 3196
logurte A1 3,61 1,63 81 2,90 0,73 83,30 10,62 71,59 2,71 4,41 '
logurte A2 3,77 1,58 81 0.41 2,9 0,71 83,46 10,49 71,26 4,11 4,41
logurte A3 ' 4,43
logurte A_O 3,69 1,61 81 2,90 0,72 83,38 10,56 71,43 3,41 4,42
DP 0,11 0,04 0,00 0,00 0,01 0,11 0,09 0,23 0,99 0,01
logurte Ctl 91 4,33
15 logurte Ct2 90 4,34
logurte Ct3 4,34
logurte 90,5 4,34
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Ct_15

DP 0,71 0,01
logurte Al 88 4,34
logurte A2 89 4,34
logurte A3 4,34

logurte A_15 88,5 4,34

DP 0,71 0
logurte Ct1 | 3,43 2,60 95 0,73 84,47 8,78 72,23 494 | 4,31
logurte Ct2 | 3,35 2,92 93 0,75 84,54 8,55 73,88 4,70 | 4,33
logurte Ct3 0,30 4,34

'g?uége 3,39 2,76 94 0,74 84,51 8,66 73,05 482 | 433

30 DP 0,06 0,23 1,41 0,01 0,05 0,16 1,16 0,17 | 002 |34.88
logurte Al 3,65 1,58 85 0,78 83,80 10,19 69,58 251 | 4,33
logurte A2 3,82 1,65 83 0.44 0,78 83,77 9,98 70,03 2,60 | 4,34
logurte A3 ' 4,33
logurte A_30| 3,74 1,62 84 0,78 83,79 10,08 69,81 255 | 4,33
DP 0,12 0,05 1,41 0,00 0,02 0,15 0,32 0,06 | 0,01
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4.1.1 Tratamento Estatistico

Com o objetivo de averiguar a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre as amostras (logurte Ct_0, logurte A_0, logurte Ct_15, logurte A_15,
logurte Ct_30, logurte A _30), para os parametros em analise (Proteina (%), Matéria
Gorda (%), Acidez (ml/l), Lactose (%), Cinzas (%), Humidade (%), Hidratos de Carbono
(%), Valor Energético (kcal), Reducao de DPPH (%), pH e Cor) foi realizada uma ANOVA
(anexo 7.12, tabela 7.12.4 e tabela 7.12.9) ou o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
(anexo 7.12, tabela 7.12.2 e tabela 7.12.7), dependendo da violagdo ou n&o dos
pressupostos de normalidade dos dados e homogeneidade das variancias (anexo 7.12,
tabela 7.12.1 e tabela 7.12.6). Sempre que os resultados foram estatisticamente
significativos, as respetivas comparagfes multiplas foram realizadas (anexo 7.12, tabela
7.12.3, tabela 7.12.5 e tabela 7.12.8). Foram efetuados os testes estatisticos com base
em dois fatores diferentes: o tipo de iogurte e o tempo de produgcdo. Todos os
procedimentos estatisticos foram realizados através do software IBM SPSS Statistics
21.0. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de

significancia (a) de 0,05.

Com o objetivo de determinar as componentes principais que expliquem o
méaximo possivel da variacdo total dos dados com o menor numero possivel de
componentes, foi efetuado o teste estatistico PCA. De referir que todos 0s pressupostos
inerentes a realizacdo do PCA foram analisados, nomeadamente a prévia realizacao de
um DCA, onde foi observado o valor de “length of gradient”, de modo a perceber se as
variaveis respondem aproximadamente de forma linear aos gradientes (Anexo 7.12,
figura 7.12 e figura 7.12.1).

Ioggrte Ct_30 (sjor
Cinzas
logurte A_30
Humidade o 9 -
DPPH Lactose
Gord, ,
7777777 or urﬁ\ —"_Proteina
Calorias
Hidratos
o i
logurte Ct_0 Ologurte A 0

Figura 4.1 - Representacéo gréfica (CanoDraw) do PCA com base nos parametros fisico-
guimicos (Proteina, Matéria Gorda, Lactose, Cinzas, Humidade, Hidratos de Carbono, Valor
Energético, Reducdo de DPPH e Cor), em relacdo as diferentes amostras e respetivos tempos
(logurte Ct_0, logurte A_0, logurte Ct_30 e logurte A_30).
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Através da observacdo do gréafico acima representado foi possivel constatar que
em relacdo a Proteina, a amostra que apresenta maior teor proteico € logurte A_30 e a
que apresenta menor teor proteico € logurte Ct_0, com pouca diferenca de logurte
Ct_30. Relativamente a Matéria Gorda (Gordura), a amostra com valor de Matéria Gorda
mais elevada € logurte Ct_30 e a que apresenta menor matéria gorda é logurte A_0. Em
relacdo a Lactose, a amostra logurte A_30 apresenta um maior conteido em Lactose e
logurte Ct_0O apresenta menor contetdo. Para o pardmetro Cinzas, a amostra logurte
A_30 tem maior contetado de cinzas e logurte Ct_0 tem menor conteldo de cinzas.
Relativamente a Humidade, a amostra logurte Ct_30 tem a percentage de Humidade
mais elevada, sendo que logurte A_0 tem a percentage menor. No caso dos Hidratos de
Carbono, a amostra logurte A 0 apresenta o valor mais elevado e logurte Ct_30
apresenta o menor valor. Em relagdo ao Valor Energético (Calorias), a amostra logurte
Ct_30 tem um valor mais elevado, enquanto logurte A 30 tem o valor menor. No caso
da capacidade de reducdo do DPPH, a amostra logurte Ct_30 apresenta o maior valor,
enquanto logurte A 30 apresenta o menor valor. Por fim, no caso da Cor, ambas as
amostras ao dia 30 (logurte Ct_30 e logurte A_30) tém um valor mais elevado, enquanto

ambas as amostras ao dia 0 (logurte Ct_0 e logurte A_0) tém um valor mais reduzido.

Em relacdo ao tipo de relacbes existentes entre os parametros fisico-quimicos, é
possivel indicar como tendo uma relacao inversa: Proteina e DPPH, Proteina e Gordura,
Proteina e Calorias, Proteina e Humidade, Hidratos e DPPH, Hidratos e Gordura,
Hidratos e Humidade, Hidratos e Cor, Calorias e Cinzas, Calorias e Lactose, Calorias e
Cor, Gordura e Lactose, Gordura e Cinzas, DPPH e Lactose. A relacdo inversa é
caraterizada pela existéncia de um angulo superior a 90°C entre os parametros, sendo
que quando um aumenta o outro diminui. Em termos de relacbes nulas & possivel
indicar: Calorias e Humidade, DPPH e Cinzas, Humidade e Lactose. A relacao nula é
caraterizada pela existéncia de um angulo de 90°C entre os parametros, sendo que nao
existe qualquer relagcdo entre os mesmos. Quando o &ngulo existente entre o0s
parametros € inferior a 90°C, significa que existe realmente correlagdo entre 0S mesmaos,
sendo que quando um aumento o outro também aumenta. Este tipo de correlacao ocorre
entre: Proteina e Lactose, Hidratos e Proteina, DPPH e Gordura, Calorias e Gordura,
Humidade e DPPH, Cor e Humidade, Cinzas e Cor, Lactose Cinzas. Quanto menor o

angulo, maior a correlagéo.

O tratamento estatistico relativo aos parametros fisico-quimicos acidez e pH

foram realizados em separado por terem em conta mais um tempo (Dia 15). Foi
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efetuado novamente o teste PCA, sendo que mais uma vez todos 0S pressupostos
inerentes a realizacdo do PCA foram tidos em conta (Anexo 7.12, figura 7.12.2 e figura
7.12.3).

logurte A_30
O
logurte A_15
O
logurte Ct_154
O
logurte Ct_30 e}
logurte A_0
Ologurte Ct_0
Acidez ¢ N pH

Figura 4.2 - Representacéo gréafica (CanoDraw) do PCA com base nos parametros fisico-quimicos
(Acidez e pH), em relacdo as diferentes amostras e respetivos tempos (logurte Ct_0, logurte A_0,
logurte Ct_15, logurte A_15, logurte Ct_30 e logurte A_30).

Através da observacdo do grafico acima representado foi possivel constatar que
em relacao a Acidez, a amostra que apresenta um valor mais elevado é logurte Ct 0 e a
que apresenta menor valor é logurte A_0. Relativamente ao pH, a amostra com valor de
pH mais elevado é logurte A_0 e a que apresenta pH mais baixo é logurte A_30 e logurte
Ct_30.

Em relacdo ao tipo de relacdes existentes entre a Acidez e o pH, ndo é possivel
indicar a existéncia de qualquer relagédo inversa. Em termos de relagfes nulas é possivel

indicar: pH e Acidez.

4.1.2 Determinacé&o do Teor de Proteina Bruta

O teor de proteina bruta foi dado pela seguinte férmula:

Onde:
V0 — Volume da solucdo de HCI 0,1M
0,14 x (V1-V0) gasto na titulacdo do ensaio em branco
Proteina (%) = (ml);
m V1 - Volume da solucdo de HCI 0,1M

gasto na titulacdo do ensaio com a
amostra (ml);
m — massa da toma da amostra (g).

37



Quando comparadas as 4 amostras, os resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas (p value>0.05) em nenhum dos fatores avaliados (tipo de iogurte e tempo de
producdo) (anexo 7.12, tabela 7.12.1 e tabela 7.12.10). De seguida foi efetuada uma
ANOVA (anexo 7.12, tabela 7.12.4), a qual indicou a presenca de diferencas
estatisticamente significativas (p-value<0,05), pelo que se procedeu a um Teste de
Comparacdes Mdltiplas (anexo 7.12, figura 7.12.5) recorrendo ao teste de Tukey. Apés
analise do Teste, foi possivel concluir que apenas sao detetadas diferencas
estatisticamente significativas quando comparadas as amostras de logurte Ct_ 0 com
logurte A_30.
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Figura 4.3 - Comparacgdo dos valores médios do teor proteico, quando comparadas as amostras
logurte Ct_0, logurte A_0, logurte Ct_30 e logurte A_30. Os resultados referem-se a média das duas
experiéncias independentes realizadas em duplicado. As colunas representam os valores médios de
proteina. As linhas verticais representam a média + Desvio-Padrdo (DP); detetadas diferencas
estatisticamente significativas (p<0.05) quando comparadas as amostras logurte Ct_0 (*) com logurte
A_30 (1).
Adicionalmente € ainda possivel concluir que o logurte A_30 apresentou um valor
médio de teor proteico de 3,74, superior ao logurte A_0 (3,69), ao logurte Ct_30 (3,39) e
ao logurte Ct_0 (3,34). Em termos gerais, verificou-se que ndo ocorreram alteracdes
acentuadas entre os 0 e 30 dias, sendo que a maior diferenca detetada foi entre o logurte

Ct_0(3,34) e o logurte A_30 (3,74).

Nas duas repeticbes da determinacdo do teor de proteina bruta para cada
amostra de iogurte, tabela 4.1, é visivel que o logurte produzido com Spirulina apresenta
um teor proteico mais elevado, apesar de nado existirem diferengas estatisticamente

significativas.
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De acordo com o USDA, um iogurte natural apresenta cerca de 3,47% de
proteina, sendo este valor inferior ao apresentado no iogurte produzido com Spirulina,
mas superior ao iogurte Controlo, evidenciando mais uma vez o elevado teor proteico da

alga adicionada.

4.1.3 Determinacdo do Teor de Matéria Gorda

O teor de matéria gorda foi dado pela seguinte férmula:

Onde:

(m seca — m balao) m seca — massa final do baldo, com o
Mat. gorda (%) = m amostra X100 sedimento retido (g);
m baldo — massa final do baléo (g);
mamostra — massa da toma da
amostra (g).

Quando comparadas as 4 amostras, o0s resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram a existéncia de diferengas estatisticamente
significativas (Teste de Kruskal-wallis, x2 = 5,398, p-value<0.05), mas apenas num dos
fatores avaliados (tipo de iogurte) (anexo 7.12, tabela 7.12.1 e tabela 7.12.10). De
seguida foi efetuado um Teste de Comparagbes Multiplas (anexo 7.12, figura 7.12.3)
recorrendo ao teste de Tukey. Apds andlise do Teste, foi possivel concluir que apenas
ndo sdo detetadas diferencas estatisticamente significativas quando comparadas as

amostras de logurte Ct_0 com logurte Ct_30 e logurte A_0 com logurte A_30.
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Figura 4.4 - Comparacdo dos valores médios do teor de matéria gorda, quando comparadas as
amostras logurte Ct_0, logurte A 0, logurte Ct_30 e logurte A_30. Os resultados referem-se a média
das duas experiéncias independentes realizadas em duplicado. As colunas representam os valores
médios de matéria gorda. As linhas verticais representam a média + Desvio-Padrédo (DP); detetadas
diferencas estatisticamente significativas (p<0.05) quando comparadas as amostras logurte Ct_0 (*),
com logurte A_0 (#), com logurte Ct_30 (1), com logurte A_30 (1).
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Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte Ct_30 apresentou um valor
médio de teor de matéria gorda de 2,76, superior ao logurte Ct_0 (2,75), ao logurte A_30
(1,62) e ao logurte A_O (1,61). Em termos gerais, verificou-se que praticamente nao
ocorreram alteracdes entre os 0 e 30 dias, dentro da mesma categoria de iogurte
(Controlo e com Spirulina).

Nas duas repeti¢cdes da determinacdo do teor de matéria gorda para cada amostra
de iogurte, tabela 4.1, é visivel que o logurte produzido com Spirulina apresenta um teor
de matéria gorda mais reduzido, sendo que efetivamente existem diferencas

estatisticamente significativas quando o fator tido em conta foi o tipo de iogurte.

De acordo com o USDA, um iogurte natural apresenta cerca de 3,25% de gordura
total, sendo este valor superior a ambos os iogurtes produzidos, com diferenga maior
entre o iogurte produzido com Spirulina, com diferenca de 1,6%. A matéria gorda
presente no leite passa por muitas alteragdes bioquimicas durante a producéo de iogurte,
nomeadamente nos processos de homogeneizacdo e fermentagdo que resultam na
degradacdo de alguma gordura que passa a acidos gordos, 0s quais aumentam a
digestdo e absorcéo do iogurte final.

4.1.4 Determinacédo da Acidez

A acidez foi expressa pela seguinte formula:

Onde:

V — Volume da solugédo de NaOH 0,1 N
gasto na titulagdo (ml).

Acidez(ml /1) =10 XV

Quando comparadas as 6 amostras, os resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram a existéncia de diferengas estatisticamente
significativas (Teste de Kruskal-wallis, x2 = 1,249, p-value<0.05) apenas num dos fatores
avaliados (tempo de producdo) (anexo 7.12, tabela 7.12.6 e tabela 7.12.13).
Relativamente ao fator tipo de iogurte, foi efetuada uma ANOVA onde o p-value>0,05,
pelo que se conclui que n&o existem diferencas estatisticamente significativas entre os 2
tipos de iogurte relativamente ao parédmetro acidez. Em relacdo ao fator tempo de
producéo, foi efetuado o Teste de Kruskal-wallis (anexo 7.12, tabela 7.12.14) onde p-
value>0,05 , pelo que se conclui que n&o existem diferencas estatisticamente

significativas entre os varios tempos de producao (dia 0, 15 e 30).
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Figura 4.5 - Comparagéo dos valores médios de Acidez, quando comparadas as amostras logurte
Ct_0, logurte A_0, logurte Ct_15, logurte A_15, logurte Ct_30 e logurte A_30. Os resultados referem-
se a média das duas experiéncias independentes realizadas em duplicado. As colunas representam
os valores médios de acidez. As linhas verticais representam a média + Desvio-Padrédo (DP).

Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte Ct_0 apresentou um valor
médio de acidez de 94,5, superior ao logurte Ct 30 (94), ao logurte Ct 15 (90,5), ao
logurte A_15 (88,5), ao logurte A 30 (84) e ao logurte A_0 (81). Em termos gerais,
verificou-se que nao ocorreram alteracdes acentuadas entre os 0 e 30 dias, sendo que a

maior diferenca foi entre o logurte Ct_0 (94,5) e o logurte A_0 (81).

Nas duas repeticbes da determinagdo da acidez para cada amostra de iogurte,
tabela 4.1, é visivel que o logurte produzido com Spirulina apresenta um valor de acidez
mais reduzido, apesar de as diferencas estatisticamente significativas detetadas serem

com base no tempo de producéo (0,15 e 30 dias).

A acidez do iogurte contribui para muitos dos seus efeitos culinarios e de saude.
Os acidos presents no iogurte é que sdo responsaveis pelo sabor acentuado. Os
compostos acidos produzidos pelas LAB também contribuem em beneficios para a
saude, sendo que de acordo com o NIH, estes incluem a saude digestive e suporte

imunitario (Russo, Juniper).

4.1.5 Determinac&o do Teor de Lactose

Para o calculo do teor de lactose, foi necessario introduzir os valores obtidos no
Excel fornecido pelo website Megazyme e proceder de acordo com as instrucbes

fornecidas.
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Quando comparadas as 4 amostras, os resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram a auséncia do valor de p-value, pelo que néo é
possivel avaliar a existéncia de diferengas estatisticamente significativas em qualquer um
dos fatores avaliados (anexo 7.12, tabela 7.12.1 e tabela 7.12.10), pela falta de dados
suficientes para a aplicacdo do método estatistico.

0,5 -
0,4 -
0,3 -

0,2 -

Valores médios do Teor de
Lactose

%%

A

logurte Ct_0O logurte A_O logurte Ct_30 logurte A_30
Amostras

Figura 4.6 - Comparacéo dos valores médios do teor de lactose, quando comparadas as amostras
logurte Ct_0, logurte A_O, logurte Ct_30 e logurte A _30. Os resultados referem-se aos valores
obtidos na base de calculo Megazyme. As colunas representam os valores médios de lactose.

Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte A_30 apresentou um valor
médio de lactose de 0,44, superior ao logurte A 0 (0,41), ao logurte Ct 30 (0,30) e ao
logurte Ct_ 0 (0,22). Em termos gerais, verificou-se que n&o ocorreram alteracdes
acentuadas entre os 0 e 30 dias, no mesmo tipo de iogurte (Controlo e com Spirulina). A

maior diferencga verificada foi entre o logurte A_30 (0,44) e o logurte Ct_0 (0,22).

Nas determinacéo do teor de lactose para cada amostra de iogurte, tabela 4.1, é
visivel que o logurte produzido com Spirulina apresenta um valor de lactose mais
elevado, sendo ainda assim um valor bastante reduzido praticamente nulo, confirmando
que o iogurte formulado, tanto o Controlo como com Spirulina, sdo iogurtes sem lactose

ideais para pessoas intolerantes a lactose.

4.1.6 Determinacéo do Teor de Fibras

O teor de proteina foi calculado de acordo com a férmula do topico 4.1.2. O teor

de cinzas foi calculado de acordo com a seguinte férmula:
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m3 —m2 Onde:
Cinzas (%) = ——— X 100 m1 — massa da toma da amostra (g);

ml m2 - massa cadinho inicial (g);

m3 — massa final (cadinho + amostra calcinada) (g).

O teor de fibra alimentar total (TDF-“Total Dietary Fiber”) foi calculado de acordo

com a seguinte férmula:

R amostra — P amostra — C amostra — B
TDF (%) = x 100
Sw
Onde:
_ Rlbranco + R2 branco R — peso médio dos residuos (mg);
- 2 P — peso médio das proteinas (mg);
C — peso médio das cinzas (mg);

B — peso médio dos brancos (mg);
SW — peso médio das amostras (mg);
R1 branco + R2 branco — peso médio
dos residuos dos brancos (mg).

Relativamente ao tratamento estatistico do teor de fibras, este ndo foi possivel
efetuar mais uma vez por falta de valores. Foram efetuadas varias tentativas para a
metodologia das fibras, sendo que os valores eram sempre bastante discrepantes, pelo
que optei por ficar apenas com os resultados relativos ao dia O para ambas as amostras
de iogurte (Controlo e com Spirulina). Um dos motivos para os resultados serem incertos
foi porque ocorreu uma avaria do equipamento na etapa de efetuar o teor proteico. De
acordo com o USDA, um iogurte natural apresenta 0% de fibra, sendo que em
comparacgao os valores obtidos nos 2 tipos de iogurte foram bastante elevados. O valor
mais elevado no iogurte A_0 pode dever-se a presenca de alga, mas mesmo assim nao
justifica o valor ser téo elevado. Pela razdo de n&o ter amostra em quantidade suficiente
para conseguir fazer triplicados na maioria das analises, também ndo me foi possivel
efetuar duplicados na etapa das fibras em que se efetua as cinzas e o teor proteico, pelo
gue nunca tinha muita fiabilidade nos valores obtidos nem tinha mais valores que me

permitissem a comparacao.
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Figura 4.7 - Comparacao dos valores médios do teor de fibras, quando comparadas as amostras
logurte Ct_ 0 e logurte A 0. Os resultados referem-se & média das duas experiéncias
independentes realizadas em duplicado. As colunas representam os valores médios de fibras.

Adicionalmente € ainda possivel concluir que o logurte A_0 apresentou um teor
médio de fibras de 2,90, superior ao logurte Ct_0 (2,18).

Nas duas repeticbes da determinagdo do teor de fibras para cada amostra de
iogurte, tabela 4.1, é visivel que o logurte produzido com Spirulina apresenta um valor de
fibras mais elevado, mas como néo foi possivel verificar as diferencas estatisticamente

significativas, ndo me foi possivel tirar qualquer conclusdo em termos estatisticos.

4.1.7 Determinacédo da Cinza Total

O teor de cinzas foi calculado de acordo com a férmula do tépico 4.1.6. Quando
comparadas as 4 amostras, 0s resultados obtidos no Teste da Homogeneidade de
Variancias indicaram que ndo existem diferencas estatisticamente significativas (p-
value>0.05) em ambos os fatores avaliados (anexo 7.12, tabela 7.12.1 e tabela 7.12.10).
De seguida foi efetuada uma ANOVA em relagcdo aos 2 fatores, sendo que no tipo de
iogurte, p-value>0,05, pelo que se conclui que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas entre os 2 tipos de iogurte relativamente ao parametro cinza total. Em
relacdo ao fator tempo de producgéo, na ANOVA obtida, p-value<0,05 (anexo 7.12, tabela
7.12.11), pelo que se procedeu a um Teste de Comparac6es mudltiplas (anexo 7.12,
tabela 7.12.12), recorrendo ao Teste de Tukey. Apés andlise do Teste, foi possivel
concluir que apenas sao detetadas diferencas estatisticamente significativas quando
comparadas as amostras de logurte Ct_0 com logurte A_30 e logurte A_0 com logurte
A _30.
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Figura 4.8 - Comparacéo dos valores médios da cinza total, quando comparadas as amostras logurte
Ct O, logurte A_O, logurte Ct 30 e logurte A 30. Os resultados referem-se a média das duas
experiéncias independentes realizadas em duplicado. As colunas representam os valores médios de
cinza. As linhas verticais representam a média * Desvio-Padrdo (DP); detetadas diferencas
estatisticamente significativas (p<0.05) quando comparadas as amostras logurte Ct_0 (*), com logurte
A 0 (#), com logurte Ct_30 (1), com logurte A_30 (%).

—

Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte A_30 apresentou um valor
médio de cinzas de 0,78, superior ao logurte Ct_30 (0,74), ao logurte A_0 (0,72) e ao
logurte Ct_ 0 (0,69). Em termos gerais, verificou-se que n&o ocorreram alteracdes
acentuadas entre os 0 e 30 dias, sendo os valores ndo variam muito mesmo entre os 2
tipos de iogurte (Controlo e Spirulina). A maior diferenca detetada foi entre o logurte A_30
(0,78) e o logurte Ct_0 (0,69).

Nas duas repeticdes da determinacdo da cinza total para cada amostra de iogurte,
tabela 4.1, ndo é visivel qualquer tipo de iogurte que se tenha destacado por ter valores
de cinzas mais elevados, tendo sido detetadas diferengas estatisticamente significativas

com base apenas no tempo de producgéo (0 e 30 dias).

De acordo com um estudo (El-bakri et al., 2009), um iogurte natural apresentou
valores de cinzas entre 0,532% e 0,824%, estando os valores obtidos em ambos os
iogurtes dentro dos valores obtidos neste estudo.

4.1.8 Determinacgédo do Teor de Humidade

Para a obtencg&o do teor de humidade realizou-se o seguinte calculo:

i o ml—m2 Onde:
Humidade (%) = mi x 100 m1 — massa da toma da amostra (g);
m2 - massa da toma da amostra apds

secagem a 105°C (g).
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Quando comparadas as 4 amostras, o0s resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas (p-value>0.05) em ambos os fatores avaliados (anexo 7.12, tabela 7.12.1 e
tabela 7.12.10). De seguida foi efetuada uma ANOVA em relacdo aos 2 fatores, sendo
gue no tipo de iogurte, p-value<0,05 (anexo 7.12, tabela 7.12.4), pelo que se procedeu a
um Teste de Comparag8es multiplas (anexo 7.12, tabela 7.12.5), recorrendo ao Teste de
Tukey. ApoOs andlise do Teste, foi possivel concluir que apenas ndo sdo detetadas
diferencas estatisticamente significativas quando comparadas as amostras de logurte
Ct_0 com logurte A_30. Em relacédo ao fator tempo de producdo, na ANOVA obtida, p-
value>0,05 (anexo 7.12, tabela 7.12.11), pelo que se se conclui que ndo existem
diferencas estatisticamente significativas ao longo do tempo de produgdo para o

parametro Humidade.
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Figura 4.9 - Comparacdo dos valores médios do teor de humidade, quando comparadas as
amostras logurte Ct_0, logurte A 0, logurte Ct_30 e logurte A_30. Os resultados referem-se a
meédia das duas experiéncias independentes realizadas em duplicado. As colunas representam os
valores médios de humidade. As linhas verticais representam a média + Desvio-Padrdo (DP);
detetadas diferencas estatisticamente significativas (p<0.05) quando comparadas as amostras
logurte Ct_0 (*), com logurte A_0 (#), com logurte Ct_30 (1), com logurte A_30 ().

Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte Ct_30 apresentou um valor
médio de humidade de 84,51, superior ao logurte Ct_0 (84,06), ao logurte A_30 (83,79) e
ao logurte A_0 (83,38). Em termos gerais, verificou-se que praticamente ndo ocorreram
alteracGes entre os 0 e 30 dias para 0 mesmo tipo de iogurte, sendo que a maior

diferenca verificada foi entre o logurte Ct_30 (84,51) e o logurte A_0 (83,38).
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Nas duas repeticdes da determinacdo da humidade para cada amostra de iogurte,
tabela 4.1, é visivel que o logurte produzido com Spirulina apresenta valores de
humidade mais reduzidos, tendo sido detetadas diferengas estatisticamente significativas

com base no tipo de iogurte (Controlo e com Spirulina).

De acordo com o USDA, um iogurte natural apresenta cerca de 87,90% de agua,
sendo este valor superior a ambos os iogurtes produzidos, com diferenca maior entre o
iogurte produzido com Spirulina, com diferenca de 4,42%, ndo sendo no entanto uma
diferenca muito elevada que pode existir devido a diferencas na producdo do iogurte e

ingredientes utilizados.

4.1.9 Determinacé&o da Atividade Antioxidante

Para a obtencéo do valor correspondente a percentagem de reducdo do DPPH

foi utilizada a seguinte formula:

. Abs amostra — Abs branco
Reduc¢do DPPH (%) = Abs controlo x 100

Onde:

Abs amostra — Absorvancia da solucdo de
DPPH e amostra,

Abs branco - Absorvancia de solvente
(etanol) com amostra;

Abs controlo - Absorvancia da solucéo de
DPPH com solvente (agua destilada).

Quando comparadas as 4 amostras, o0s resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram que ndo existem diferengas estatisticamente
significativas (p-value>0.05) em ambos os fatores avaliados (anexo 7.12, tabela 7.12.1 e
tabela 7.12.10). De seguida foi efetuada uma ANOVA, sendo que nos 2 fatores avaliados
(tipo de iogurte e tempo de producao), p-value>0,05 (anexo 7.12, tabela 7.12.4 e tabela
7.12.11), pelo que se conclui que ndo existem diferengas estatisticamente significativas
guando comparados os 2 tipos de iogurte (Controlo e com Spirulina), nem em relac&o ao

tempo de producéo (0 e 30 dias) relativamente ao parametro reducdo de DPPH.

47



S
%

I
1

w
1

DPPH

SaSEaNIANINNNS

o,

T

Valores médios da Reducdo do

777

o

logurte Ct_0 logurte A_O logurte Ct_30 logurte A_30
Amostras
Figura 4.10 - Comparacao dos valores médios da reducdo do DPPH, quando comparadas as

amostras logurte Ct_0, logurte A 0, logurte Ct_30 e logurte A_30. Os resultados referem-se a média
das duas experiéncias independentes realizadas em duplicado. As colunas representam os valores
médios de reducéo do DPPH. As linhas verticais representam a média + Desvio-Padrao (DP).
Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte Ct_30 apresentou um valor
médio de redugcdo de DPPH de 4,82, superior ao logurte Ct_0 (3,49), ao logurte A_O
(3,41) e ao logurte A 30 (2,55). Em termos gerais, verificou-se que ndo existe uma
tendéncia de crecimento ou declinio ao longo do tempo e que ocorreram algumas
alteracdes entre os 0 e 30 dias, ainda que ndo muito acentuadas. A maior diferenca

detetada foi entre o logurte Ct_30 (4,82) e o logurte A_30 (2,55).

Nas duas repeticoes da determinacéo da reducdo de DPPH para cada amostra de
iogurte, tabela 4.1, é visivel que o logurte produzido com Spirulina apresenta um valor de

mais reduzido, apesar de ndo existirem diferencas estatisticamente significativas.

4.1.10 Determinacéo do pH

Quando comparadas as 6 amostras, os resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram que existem diferencas estatisticamente
significativas (p-value<0.05) em ambos os fatores avaliados (anexo 7.12, tabela 7.12.6 e
tabela 7.12.13). De seguida foi efetuada o Teste de kruskall-wallis para ambos os fatores,
sendo que em relacdo ao tipo de iogurte (anexo 7.12, tabela 7.12.7), (x2 = 6,071, p-
value<0.05) foram verificadas diferencas estatisticamente significativas, pelo que se
procedeu a um Teste de Comparacdes Mdltiplas, recorrendo ao Teste de Tukey (anexo
7.12, tabela 7.12.8). Apds analise do Teste, foi possivel concluir que foram detetadas
diferencas estatisticamente significativas quando comparadas as amostras de logurte
Ct_0 com logurte Ct_15 e logurte A_15, logurte A_O com logurte Ct_15, logurte Ct_15

com logurte A 15, logurte Ct 30 e logurte A 30. Relativamente ao fator tempo de
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producdo (anexo 7.12, tabela 7.12.14), (x2 = 3,164, p-value>0,05) ndo foram detetadas
diferencas estatisticamente significativas ao longo do tempo de producgdo (0, 15 e 30
dias) para o parametro pH.
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Figura 4.11 - Comparacgéo dos valores médios de pH, quando comparadas as amostras logurte Ct_0,
logurte A_0O, logurte Ct_15, logurte A_15, logurte Ct_30 e logurte A_30. Os resultados referem-se a
média das trés experiéncias independentes realizadas em triplicado. As colunas representam os
valores médios de pH. As linhas verticais representam a média + Desvio-Padrdo (DP); detetadas
diferencas estatisticamente significativas (p<0.05) quando comparadas as amostras logurte Ct_0 (*),
com logurte A 0 (#), com logurte Ct_15 (§), com logurte A_15 (¥), com logurte Ct 30 (f) e com
logurte A_30 ().

Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte A_0 apresentou um valor
médio de pH de 4,42, superior ao logurte Ct_0 (4,36), ao logurte Ct_15 (4,34), ao logurte
A 15 (4,34), ao logurte Ct_30 (4,33) e ao logurte A 30 (4,33). Em termos gerais,
verificou-se que praticamente ndo ocorreram oscilagdes nos valores de pH entre os 0 e
30 dias, sendo que a maior diferenca detetada foi entre o logurte A_0 (4,42) e o logurte
Ct_30 e logurte A_30 (4,33).

Nas trés repeticbes da determinacdo do pH para cada amostra de iogurte, tabela
4.1, é visivel que ndo houve um tipo de iogurte que se tenha destacado por ter valores de
pH mais elevados e apesar de os valores serem muito proximos uns dos outros, existem
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao tipo de iogurte (Controlo e com

Spirulina).

De acordo com um estudo (El-bakri et al., 2009), um iogurte natural apresentou

valores de pH entre os 4,52 e os 4,72, estando estes valores um pouco acima dos
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obtidos em ambos os iogurtes, 0 que sugere que S0 um pouco mais acidos.

4.1.11 Determinacao da Cor

O delta E (AE), que corresponde a diferenga total de cor foi calculado através da
seguinte formula:

AE = /AL + Aa? + Ab? Onde:

AL — Variag8o da luminosidade entre o
preto (escuro) e o branco (claro);

AL = L amostra — L padrio Aa — Variagao da luminosidade entre o
vermelho e o verde;

Ab — Variagdo da luminosidade entre o
Aa = a amostra — a padrao amarelo e o azul.

Ab = b amostra — b padrao

Quando comparadas as 4 amostras, o0s resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram a auséncia do valor de p-value, pelo que néo é
possivel avaliar a existéncia de diferengas estatisticamente significativas em qualquer um
dos fatores avaliados (anexo 7.12, tabela 7.12.1 e tabela 7.12.10), pela falta de dados
suficientes para a aplicacdo do método estatistico.
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Figura 4.12- Comparacao dos valores médios da cor, quando comparadas as amostras logurte Ct_0,
logurte A_O, logurte Ct_30 e logurte A_30. Os resultados referem-se ao valor de AE, obtido a partir
da média das trés experiéncias independentes realizadas em triplicado. As colunas representam os
valores médios da Cor. As linhas verticais representam a média + Desvio-Padrdo (DP).

Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte Ct 30 e o logurte A 30
apresentaram um valor médio da Cor de 34,88, superior ao logurte Ct_0 e ao logurte A_0O
(31,26). Em termos gerais, verificou-se que ao longo do tempo ocorreu um aumento no

valor da diferenca de Cor (AE).
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Na determinacdo da cor para cada amostra de iogurte, tabela 4.1, é visivel que
ambos os 2 tipos de logurte ao dia 30 apresentam um valor mais elevado, apesar de nao

ser possivel tirar quaisquer conclusdes em termos estatisticos.

Relativamente as coordenadas utilizados no Sistema CIELAB para calcular a
diferenca de cor, nomeadamente no L (luminosidade), os valores obtidos foram sempre
positivos, ainda que mais elevados no caso do iogurte Controlo, por ser branco. Na
coordenada a (conteudo de vermelho a verde), foram sempre obtidos valores negativos,
o0 que significa vermelho, sendo que o iogurte com alga apresentou valores mais
elevados, por ter uma tonalidade azul esverdeada. Por fim, na coordenada b (conteddo
de amarelo a azul), ambos os iogurtes apresentaram valores positivos que corresponde
ao amarelo e esta foi a unica variavel onde ndo se verificaram diferencas nos valores

entre os 2 iogurtes.

4.1.12 Determinacédo dos Hidratos de Carbono

A determinagdo do teor de hidratos de carbono foi obtida de modo indireto,
através dos valores das cinzas, matéria gorda e humidade (%). Para a obteng&o do valor

correspondente aos hidratos de carbono foi utilizada a seguinte férmula:

Onde:

Hidratos de Carbono (%) =100— (P+C+ H + G) P — valor da proteina (%);

C — valor das cinzas (%);
H — valor da humidade (%);
G — valor da matéria gorda (%).

Quando comparadas as 4 amostras, o0s resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas (p-value>0.05) em ambos os fatores avaliados (anexo 7.12, tabela 7.12.1 e
tabela 7.12.10). De seguida foi efetuada uma ANOVA para ambos os fatores, sendo que
em relacdo ao tipo de iogurte (anexo 7.12, tabela 7.12.4), p-value<0.05 pelo que se
procedeu a um Teste de Comparacdes Mdltiplas, recorrendo ao Teste de Tukey (anexo
7.12, tabela 7.12.5). Ap6s analise do Teste, foi possivel concluir que apenas néo foram
detetadas diferencas estatisticamente significativas quando comparadas as amostras de
logurte Ct_0 com logurte Ct_30 e logurte A_0 com logurte A_30. Relativamente ao fator
tempo de producédo (anexo 7.12, tabela 7.12.11), p-value>0,05 pelo que se conclui que
ndo foram detetadas diferencas estatisticamente significativas ao longo do tempo de

producéo (0 e 30 dias).
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Figura 4.13 - Comparacgdo dos valores médios dos hidratos de carbono, quando comparadas as
amostras logurte Ct_0, logurte A 0O, logurte Ct_30 e logurte A_30. Os resultados referem-se ao
célculo efetuado a partir dos valores médios de proteina, cinzas, matéria gorda e humidade,
realizadas em duplicado. As colunas representam os valores médios de hidratos de carbono. As
linhas verticais representam a média + Desvio-Padrdo (DP); detetadas diferengas estatisticamente
significativas (p<0.05) quando comparadas as amostras logurte Ct_0 (*), com logurte A_0 (#), com

logurte Ct_30 (1) e com logurte A_30 ().
Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte A_0 apresentou um valor
médio de hidratos de carbono de 10,56, superior ao logurte A_30 (10,08), ao logurte A_0
(9,15) e ao logurte Ct_30 (8,66). Em termos gerais, verificou-se que apesar de néo terem
ocorrido alteracbes acentuadas ao longo do tempo, os valores mais elevados foram
registados ao dia 0, para os 2 tipos de iogurte, sendo que a maior diferenca registada foi

entre o logurte A_0 (10,56) e o logurte Ct_30 (8,66).

Nas duas repeticdes da determinacdo dos hidratos de carbono para cada amostra
de iogurte, tabela 4.1, é visivel que o logurte produzido com Spirulina apresenta um teor
de hidratos mais elevado, tendo sido detetadas diferengas estatisticamente significativas

entre os 2 tipos de iogurte (Controlo e com Spirulina).

De acordo com o USDA, um iogurte natural apresenta cerca de 4,66% de hidratos
de carbono, sendo este valor bastante inferior a ambos os iogurtes produzidos, com
diferenca maior entre o iogurte produzido com Spirulina, com diferenca de 5,9%. Devido
ao facto dos hidratos de carbono terem sido calculados de modo indireto e nesse calculo
entra o valor da proteina que foi superior, € normal que o valor obtido seja também mais
elevado, mas apenas no iogurte produzido com Spirulina, o que confere pois este tem um
valor de hidratos mais elevado em relacdo ao controlo. Outra diferenca pode dever-se ao

facto de na producédo de ambos os iogurtes se ter utilizado um iogurte natural agucarado
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em vez de um iogurte natural, aumentando assim a carga de hidratos de carbono.

4.1.13 Determinacdo do Valor Energético

A determinacdo do valor energético foi obtida de modo indireto, através dos
valores das cinzas, matéria gorda e humidade (%). Para a obtencdo do valor

correspondente aos hidratos de carbono foi utilizada a seguinte férmula:

Onde:

Valor Energético (kcal) = (4xP)+ (9xG)+ (4x H) P — valor da proteina (%);

G — valor da matéria gorda (%).
H — valor dos hidratos de
carbono (%);

Quando comparadas as 4 amostras, os resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas (p-value>0.05) em ambos os fatores avaliados (anexo 7.12, tabela 7.12.1 e
tabela 7.12.10). De seguida foi efetuada uma ANOVA para ambos os fatores, sendo que
em relacdo ao tipo de iogurte (anexo 7.12, tabela 7.12.4), p-value<0.05 pelo que se
procedeu a um Teste de Comparacdes Mdltiplas, recorrendo ao Teste de Tukey (anexo
7.12, tabela 7.12.5). Apds analise do Teste, foi possivel concluir que apenas foram
detetadas diferencas estatisticamente significativas quando comparadas as amostras de
logurte Ct_O com logurte A_30. Relativamente ao fator tempo de produgéo (anexo 7.12,
tabela 7.12.11), p-value>0,05 pelo que se conclui que ndo foram detetadas diferencas

estatisticamente significativas ao longo do tempo de producéo (0 e 30 dias).
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Figura 4.14 - Comparacéo dos valores médios do valor energético, quando comparadas as amostras
logurte Ct_0O, logurte A O, logurte Ct 30 e logurte A 30. Os resultados referem-se ao calculo
efetuado a partir dos valores de proteina, matéria gorda e hidratos de carbono, realizadas em
duplicado. As colunas representam os valores médios do valo energético. As linhas verticais
representam a média + Desvio-Padrdo (DP); detetadas diferencas estatisticamente significativas
(p<0.05) quando comparadas as amostras logurte Ct_0 (*) com logurte A_30 ().

Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte Ct_0 apresentou um valor
médio de valor energético de 74,65, superior ao logurte Ct_30 (73,05), ao logurte A O
(71,43) e ao logurte A_30 (69,81). Em termos gerais, verificou-se que apesar de nao
terem ocorrido alteracdes acentuadas ao longo do tempo, os valores mais elevados
foram registados ao dia 0, para os 2 tipos de iogurte, sendo que a maior diferenca
registada foi entre o logurte Ct_0 (74,65) e o logurte A_30 (69,81).

Nas duas repeticdes da determinacdo do valor energético para cada amostra de
iogurte, tabela 4.1, é visivel que o logurte produzido com Spirulina apresenta um valor
energético mais reduzido, tendo sido detetadas diferencas estatisticamente significativas

entre os 2 tipos de iogurte (Controlo e com Spirulina).

De acordo com o USDA, um iogurte natural apresenta cerca de 61kcal, sendo
este valor inferior a ambos os iogurtes produzidos, com diferenca maior entre o iogurte
Controlo, com diferenga de 13,65kcal. O valor obtido em ambos os iogurtes foi superior
provavelmente por se ter utilizado um iogurte natural acucarado para a producdo dos
mesmos e pela formula para célculo indireto entrar o valor dos hidratos e de proteina,
sendo ambos (a excecdo do controlo no caso da proteina) ja mais elevados do que os

valores mencionados no USDA.
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4.2 Andlises Microbiolbgicas

Os resultados obtidos nas diferentes analises microbioldgicas realizadas encontram-se discriminados na tabela 4.2 em baixo

apresentada.

Tabela 4.2 - Resultados obtidos nas diferentes analises microbiolégicas, onde logurte Ct 0, A 0, Ct 15, A 15, Ct 30 e A 30 correspondem as
médias das duas repeticées em cada fator de diluicao.

Parametros Analisados
T Mlcrc.)rganllsn?os M|c.rorgan|stnc.)s E. coli | Enterobactérias | Salmonella L. Lactobacillus | Streptococcus
(dias) Amostra Totais Aerdbios | Totais Anaerdbios (ufc/e) (ufc/e) (ufc/g) monocytogenes sp. (ufc/g) (ufc/e)
(ufc/g) (ufc/g) (ufc/g) '
195 575 320
0 logurte ¢t.0 1,95x10° 5,75x10° 0 0 0 0 0 3,2x10°
5 25 225 50
logurte A_O 5x10° 2,5x10" 0 0 0 0 2,25x10° 5x10"
10 5 195
. logurte Ct_15 1x10" 5410 0 0 0 0 1,95x102 0
25 20 130
logurte A_15 2 5x10" 510" 0 0 0 0 1,3x10? 0
30 25 380 355
30 logurte G130 3x10" 2,5x10" 0 0 0 0 3,8x10° 3,55x10°
20 105 45
logurte A_30 %10 0 0 0 0 0 1,05x10> 4,5x10"
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4.2.1 Tratamento Estatistico

Com o objetivo de averiguar a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre as amostras (logurte Ct_0, logurte A_0, logurte Ct_15, logurte A_15,
logurte Ct_30, logurte A _30), para os parametros em andlise (Microrganismos Totais
Aerdbios, Microrganismos Totais Anaerébios, Lactobacillus sp. e Strepctococcus) foi
realizada uma ANOVA (anexo 7.12, tabela 7.12.17) ou o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis (anexo 7.12, tabela 7.12.16 e tabela 7.12.19), dependendo da violacdo ou
ndo dos pressupostos de normalidade dos dados e homogeneidade das varidncias
(anexo 7.12, tabela 7.12.15 e tabela 7.12.18). Foram efetuados os testes estatisticos com
base em dois fatores diferentes: o tipo de iogurte e o tempo de produgdo. Todos o0s
procedimentos estatisticos foram realizados através do software IBM SPSS Statistics
21.0. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de

significancia (a) de 0,05.

Com o objetivo de determinar as componentes principais que expliquem o
méaximo possivel da variacdo total dos dados com o menor nimero possivel de
componentes, foi efetuado o teste estatistico PCA. De referir que todos 0s pressupostos
inerentes a realizacdo do PCA, nomeadamente a prévia realizagdo de um DCA, onde foi
observado o valor de “length of gradient’”, de modo a perceber se as variaveis
respondem aproximadamente de forma linear aos gradients (anexo 7.12, figura 7.12.4 e
figura 7.12.5).

Lacto Ct630 Strep
A0 M G50 0
SV _ oy
]
Ct 15
A 1 5C§3A_30

Figura 4.15 - Representacdo gréfica (CanoDraw) do PCA com base nos parametros microbioldgicos
(Microrganismos Totais Aerébios, Microrganismos Totais Anaerobios, Lactobacillus sp. e
Streptococcus), em relagdo as diferentes amostras e respetivos tempos (logurte Ct_0, logurte A_O,
logurte Ct_15, logurte A_15, logurte Ct_30 e logurte A_30).
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Através da observacdo do gréfico acima representado foi possivel constatar que
em relagdo aos Microrganismos Totais Aerdbios (M_aero) e Microrganismos Totais
Anaerbbios (M_anaero), a amostra que apresenta maior densidade é logurte Ct_0. Em
relacdo a Lactobacillus sp. (Lacto) e Streptococcus (Strep), a amostra logurte Ct_30

apresenta uma maior densidade.

Em relacé@o ao tipo de relagBes existentes entre os pardmetros microbiologicos, é
possivel indicar como tendo uma relacdo inversa: Microrganismos Totais Aerdbios com
Lactobacillus sp. e Microrganismos Totais Anaerébios com Lactobacillus sp. A relacao
inversa é caraterizada pela existéncia de um Aangulo superior a 90°C entre os
parametros, sendo que quando um aumenta o outro diminui. Em termos de relactes
nulas, ndo é possivel indicar nenhum caso. A relacdo nula é caraterizada pela existéncia
de um angulo de 90°C entre os parametros, sendo que nao existe qualquer relacdo
entre os mesmos. Quando o angulo existente entre os parametros € inferior a 90°C,
significa que existe realmente correlagdo entre os mesmos, sendo que quando um
aumento o outro também aumenta. Este tipo de correlagédo ocorre entre: Microrganismos
Totais Aerdbios e Microrganismos Totais Anaerébios, Microrganismos Totais Aerébios e
Streptococcus, Microrganismos Totais Anaerobios e Streptococcus, Streptococcus e

Lactobacillus sp. Quanto menor o &ngulo, maior a correlacao.

4.2.2 Microrganismos Totais Aerdbios

Quando comparadas as 6 amostras, os resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram que existem diferencas estatisticamente
significativas (p value<0.05), em ambos os fatores avaliados (tipo de iogurte e tempo de
producéo) (anexo 7.12, tabela 7.12.15 e tabela 7.12.18), tendo sido efetuado de seguida
um Teste de Kruskal-wallis. Em relag&o ao fator tipo de iogurte (x2 = 1,190, p-value>0,05)
(anexo 7.12, tabela 7.12.16), o qual indicou a auséncia de diferencas estatisticamente
significativas quando comparadas as 2 amostras de logurte (Controlo e com Spirulina).
Relativamente ao fator tempo de producéo (x2 = 0,286, p-value>0,05) (anexo 7.12, tabela
7.12.19), o qual indicou a auséncia de diferencas estatisticamente significativas quando

comparadas as amostras de logurte entre os varios tempos de producao (dia 0, 15 e 30).
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Figura 4.16 - Comparagdo dos valores médios dos microrganismos totais aerdbios, quando
comparadas as amostras logurte Ct_0, logurte A 0O, logurte Ct_15, logurte A 15, logurte Ct_30 e
logurte A_30. Os resultados referem-se a média das contagens por placa, tendo em conta o fator de
diluicdo. As colunas representam os valores médios dos M_aero.

Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte Ct_0 apresentou um valor
médio de microrganismos totais aerébios de 195, superior ao logurte Ct 30 (30), ao
logurte A_15 (25), ao logurte A_30 (20), ao logurte Ct_15 (10) e ao logurte A_0 (5). Em
termos gerais, verificou-se apenas uma alteracdo acentuada ao longo do tempo, no caso
do iogurte Ct_0 reduzir o seu valor de forma repentina do dia 0 para o dia 15, sendo que
de resto os valores ndo oscilam muito entre eles. Nao se verificou uma tendéncia para
aumentar ou reduzir ao longo do tempo, em nenhum dos iogurtes. A maior diferenca

registada foi entre o logurte Ct_0 (195) e o logurte A_0 (5).

Na determinacdo dos M_aero para cada amostra de iogurte, tabela 4.2, é visivel
que o logurte produzido com Spirulina apresenta um valor mais elevado ao dia 15, ndo
tendo sido detetadas diferencas estatisticamente significativas. Para efeitos de
comparacéo, foi efetuada uma anélise microbiologica a um iogurte da marca Nutrégi sem
lactose com aroma de morango, que deu um valor médio de 5 ufc/g, igual ao iogurte com
alga ao dia 0 mas inferior aos restantes, tendo em conta que néo foi avaliado ao longo do

tempo.

4.2.3 Microrganismos Totais Anaerédbios

Quando comparadas as 6 amostras, o0s resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram que existem diferencas estatisticamente
significativas (p value<0.05), em ambos os fatores avaliados (tipo de iogurte e tempo de

producéo) (anexo 7.12, tabela 7.12.15 e tabela 7.12.18), tendo sido efetuado de seguida
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um Teste de Kruskal-wallis. Em relag&o ao fator tipo de iogurte (x2 = 0,784, p-value>0,05)
(anexo 7.12, tabela 7.12.16), o qual indicou a auséncia de diferencas estatisticamente
significativas quando comparadas as 2 amostras de logurte (Controlo e com Spirulina).
Relativamente ao fator tempo de producéo (x2 = 2,721, p-value>0,05) (anexo 7.12, tabela
7.12.19), o qual indicou a auséncia de diferencas estatisticamente significativas quando
comparadas as amostras de logurte entre os varios tempos de producéo (dia 0, 15 e 30).

600 -
500 -
400 -

300 -

Totais Anaerébios (ufc/g)
N
o
o

[
o
o
1
bl s e e e e e e e e e e e e e b

rastd Sl ol
a2 2 2 S 2 22 2222l s 22

Valores médios dos Microrganismos

L2 gy kb

logurte logurte A_O logurte logurte logurte logurte
ct 0 Ct_15 A_15 Ct_30 A_30

Amostras

:

Figura 4.17 - Comparagdo dos valores médios dos microrganismos totais anaerdbios, quando
comparadas as amostras logurte Ct 0, logurte A 0, logurte Ct 15, logurte A_15, logurte Ct_30 e
logurte A_30. Os resultados referem-se a média das contagens por placa, tendo em conta o fator de
diluicdo. As colunas representam os valores médios dos M_anaero.

Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte Ct_0 apresentou um valor
médio de microrganismos totais anaerébios de 575, superior ao logurte Ct_30 (25), ao
logurte A_0 (25), ao logurte A_15 (20), ao logurte Ct_15 (5) e ao logurte A_30 (0). Em
termos gerais, verificou-se apenas uma alteracdo acentuada ao longo do tempo, no caso
do iogurte Ct_0 reduzir o seu valor de forma abrupta do dia O para o dia 15, sendo que de
resto os valores oscilam pouco entre eles. Apenas se verificou uma tendéncia para
reduzir ao longo do tempo, no caso do logurte com Spirulina. A maior diferenca registada

foi entre o logurte Ct_0 (575) e o logurte A_30 (0).

Na determinacdo dos M_anaero para cada amostra de iogurte, tabela 4.2, é
visivel que o logurte produzido com Spirulina apresenta um valor mais elevado ao dia 0,
ndo tendo sido detetadas diferencas estatisticamente significativas. Para efeitos de
comparacao, foi efetuada uma andlise microbiologica a um iogurte da marca Nutrégi sem
lactose com aroma de morango, que deu um valor médio de 25 ufc/g, igual ao iogurte

controlo ao dia 30 e ao iogurte com alga ao dia 0.
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4.2.4 Escherichia coli (E.coli)

Na determinacao de E. coli para cada amostra de iogurte, tabela 4.2, é visivel que
em todas as amostras, em todos os tempos de producédo, o resultado é sempre nulo.

Devido ao facto de néo ter valores, nao foi possivel efetuar uma analise estatistica.

Segundo a revista da “ASAE — Riscos e Perigos Alimentares em Leites e
derivados”, Escherichia coli 0157:H7 esta referenciada como perigo biolégico associado
ao leite, pelo que pode também surgir durante a producao de iogurte, mas geralmente sé

em grande quantidade nos alimentos é que podem causar doencas.

De acordo com o livro “Handbook of Marine Microalgae”, a ficocianina purificada,
obtida a partir da alga S. platensis tem efeito inibitério no crescimento de algumas
bactérias como é o caso de E. coli, K. pneumonia, P. aeruginosa e S. aureus. Apesar de
a quantidade de S. platensis adicionada ao iogurte ser reduzida, esta possui efeito
antimicrobiano no iogurte, ao longo do tempo (30 dias).

4.2.5 Enterobactérias

Na determinacdo das Enterobactérias para cada amostra de iogurte, tabela 4.2, é
visivel que em todas as amostras, em todos os tempos de producgdo, o resultado é
sempre nulo. Devido ao facto de ndo ter valores, ndo foi possivel efetuar uma analise
estatistica. O facto de ndo terem sido detetadas estas bactérias em nenhum dos iogurtes
ao longo dos 30 dias é sinal que desde os ingredientes utilizados (leite pasteurizado e
iogurte), que apresentavam seguranca alimentar controlada, até & manipulacdo dos
mesmos para a producdo de iogurte e armazenamento do mesmo foram tidos todos os

cuidados higiénicos necessarios.

4.2.6 Salmonella

Na determinacéo de Salmonella para cada amostra de iogurte, tabela 4.2, é visivel
gue em todas as amostras, em todos os tempos de producéo, o resultado é sempre nulo.

Devido ao facto de nao ter valores, nao foi possivel efetuar uma analise estatistica.

Segundo a revista da “ASAE — Riscos e Perigos Alimentares em Leites e
derivados”, Salmonella spp. esté referenciada como perigo biolégico associado ao leite,
pelo que pode também surgir durante a producgéo de iogurte. Gracgas a pasteurizagdo, 0s

agentes microbianos patogénicos associados ao leite e seus derivados sé&o

60


https://pt.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli

imediatamente destruidos, com uma margem razoavel de seguranca. Devido a sua
frequéncia e gravidade, a Salmonelose, doenca infeciosa causada por uma bactéria do
género Salmonella, sendo que algumas salmonelas ndo s@o patogénicas. Por ser
essencialmente encontrada nas fezes humanas e de animais, é transmitida através da
ingestdo de alimentos contaminados por material fecal.Caso exista falta de hygiene,

alimentos como € o caso do leite, carne e ovos podem conter esta bactéria.

4.2.7 Listeria monocytogenes (L. monocytogenes)

Na determinacao de L.monocytogenes para cada amostra de iogurte, tabela 4.2, é
visivel que em todas as amostras, em todos os tempos de producdo, o resultado é
sempre nulo. Devido ao facto de ndo ter valores, ndo foi possivel efetuar uma andlise

estatistica.

Segundo a revista da “ASAE — Riscos e Perigos Alimentares em Leites e
derivados”, Listeria monocytogenes esta referenciada como perigo biolégico associado
ao leite, pelo que pode também surgir durante a producdo de iogurte. Devido a sua
frequéncia e gravidade, a Listeriose tem reputacdo de causar grandes surtos de infecdes
nos produtos lacteos. L. monocytogenes é eliminada durante a pasteurizacdo, sendo a
contaminacao pés-pasteurizacdo uma das principais preocupacoes.

4.2.8 Lactobacillus sp.

Quando comparadas as 6 amostras, os resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram que existem diferencas estatisticamente
significativas (p value<0.05), mas apenas num dos fatores avaliados (tempo de producéo)
(anexo 7.12, tabela 7.12.15 e tabela 7.12.18). Em relagcdo ao fator tipo de iogurte, de
seguida foi efetuada uma ANOVA (anexo 7.12, tabela 7.12.17), onde p-value>0,05, sendo
possivel concluir que ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre os 2
tipos de iogurte (Controlo e com Spirulina). Relativamente ao fator tempo de producéo, foi
efetuado o Teste de Kruskal-wallis (x2 = 3,529, p-value>0,05) (anexo 7.12, tabela
7.12.19), o qual indicou a auséncia de diferencas estatisticamente significativas quando

comparadas as amostras de logurte entre os varios tempos de producao (dia 0, 15 e 30).
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Figura 4.18 - Comparacao dos valores médios de Lactobacillus sp., quando comparadas as amostras
logurte Ct_0, logurte A_O, logurte Ct_15, logurte A 15, logurte Ct_30 e logurte A_30. Os resultados
referem-se & média das contagens por placa, tendo em conta o fator de diluicAo. As colunas
representam os valores médios de Lactobacillus sp.

Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte Ct_30 apresentou um valor
médio de Lactobacillus sp. de 380, superior ao logurte A_0 (225), ao logurte Ct_15 (195),
ao logurte A 15 (130), ao logurte A_30 (105) e ao logurte Ct_0 (0). Em termos gerais,
verificou-se apenas uma alteragdo acentuada ao longo do tempo, nomeadamente do
logurte Ct_0 para o logurte Ct_15. Neste caso foram detetadas duas tendéncias ao longo
do tempo, sendo que em relacéo ao logurte Controlo, este aumenta ao longo do tempo,
enquanto no caso do logurte com Spirulina, este reduz ao longo do tempo. A maior
diferenca registada foi entre o logurte Ct_30 (380) e o logurte Ct_0 (0).

Na determinagéo dos Lactobacillus sp., para cada amostra de iogurte, tabela 4.2,
é visivel que o logurte produzido com Spirulina apenas apresenta valores mais elevados
comparativamente ao logurte Controlo ao tempo 0. N&o foram detetadas diferencas
estatisticamente significativas. Para efeitos de comparacao, foi efetuada uma andlise
microbioldgica a um iogurte da marca Nutrégi sem lactose com aroma de morango, que
deu um valor médio de 655 ufc/g, bastante superior aos valores obtidos, sendo que na
producdo do iogurte em termos industriais, é possivel que a taxa de LAB ndo seja
proporcional 1:1. De acordo com um estudo (Sabbah, M. T. et al., 2012), a diferenga na
taxa de proporcao pode levar a alteracdo dos parametros microbiolégicos, fisico-quimicos

e sensoriais.

4.2.9 Streptococcus

Quando comparadas as 6 amostras, o0s resultados obtidos no Teste da
Homogeneidade de Variancias indicaram que existem diferencas estatisticamente

significativas (p value<0.05), em ambos os fatores avaliados (tipo de iogurte e tempo de
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producéo) (anexo 7.12, tabela 7.12.15 e tabela 7.12.18), tendo sido efetuado de seguida
um Teste de Kruskal-wallis. Em relag&o ao fator tipo de iogurte (x2 = 0,784, p-value>0,05)
(anexo 7.12, tabela 7.12.16), o qual indicou a auséncia de diferencas estatisticamente
significativas quando comparadas as 2 amostras de logurte (Controlo e com Spirulina).
Relativamente ao fator tempo de producéo (x2 = 0,286, p-value>0,05) (anexo 7.12, tabela
7.12.19), o qual indicou a auséncia de diferencas estatisticamente significativas quando
comparadas as amostras de logurte entre os varios tempos de producao (dia 0, 15 e 30).
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Figura 4.19 - Comparacgédo dos valores médios de Streptococcus, quando comparadas as amostras
logurte Ct_0, logurte A_O, logurte Ct_15, logurte A_15, logurte Ct_30 e logurte A_30. Os resultados
referem-se & média das contagens por placa, tendo em conta o fator de diluicdo. As colunas
representam os valores médios de Streptococcus.

Adicionalmente é ainda possivel concluir que o logurte Ct_30 apresentou um valor
médio de Streptococcus de 355, superior ao logurte Ct_0 (320), ao logurte A_0 (50), ao
logurte A_30 (45), ao logurte Ct_15 (0) e ao logurte A 15 (0). Em termos gerais,
verificou-se algumas alteragfes bastante acentuadas ao longo do tempo, sendo que nos
2 tipos de iogurte, ao dia 15 apresentam valor nulo. A parte do dia 15, os valores obtidos
para ambos os iogurtes sdo bastante homogéneos. A maior diferenca registada foi entre
o logurte Ct_30 (355) e o logurte Ct_15 (0) e logurte A_15 (0).

Na determinacdo de Streptococcus, para cada amostra de iogurte, tabela 4.2, é
visivel que o logurte produzido com Spirulina apenas valores bastante mais baixos
relativamente ao logurte Controlo, a exce¢do do dia 15. Nao foram detetadas diferencas
estatisticamente significativas. Para efeitos de comparacdo, foi efetuada uma analise
microbiol6gica a um iogurte da marca Nutrégi sem lactose com aroma de morango, que

deu um valor médio de 40 ufc/g, apenas superior aos valores obtidos no caso de ambos
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os iogurtes ao dia 15. Tendo em conta o valor obtido para Lactobacillus sp., € visivel que
existe uma diferenca na taxa 1:1 de LAB.

4.3 Analise Sensorial

Os resultados obtidos na andlise sensorial de aceitacdo efetuada com iogurte
produzido com leite meio gordo com lactose, entre 3 amostras diferentes (15, 16 e 17)

encontram-se demonstrados no anexo 7.12, tabela 4.12.20.

Os resultados obtidos na andlise sensorial de aceitacdo efetuada com iogurte
produzido a partir de leite meio gordo sem lactose, entre 3 amostras diferentes (L3A,

L3FT e L3AM) encontram-se demonstrados no anexo 7.12, tabela 7.12.30.

Relativamente aos resultados obtidos na andlise sensorial afetiva efetuada com
iogurte produzido a partir de leite meio gordo com lactose e leite meio gordo sem
lactose, entre 2 amostras diferentes (567-iogurte com lactose e 891-iogurte sem lactose)
encontram-se demonstrados no anexo 7.12, tabela 7.12.40.

Por fim, os resultados obtidos na andlise sensorial triangular efetuada com
iogurte produzido com leite meio gordo sem lactose ao fim de O e 30 dias, entre 3
amostras diferentes (1, 2 e 3) encontram-se demonstrados no anexo 7.12, tabela
7.12.45.

4.3.1 Tratamento Estatistico

No caso das provas de aceitacdo, com o objetivo de averiguar a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas entre as amostras ao longo das varias provas
sensoriais em termos de aceitabilidade, foi realizado o Teste de Independéncia do Qui-
Quadrado (anexo 7.12, tabela 7.12.28 e tabela 7.12.37), com base no fator amostra de
iogurte. No caso da prova afetiva, com o objetivo de averiguar a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas entre as amostras e os fatores avaliados, foi realizada uma
ANOVA (anexo 7.12, tabela 7.12.42), com base no género e idade do provador. Por fim,
no caso da prova triangular, com o objetivo de averiguar a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas entre as amostras e os fatores avaliados, foi realizada uma
ANOVA (anexo 7.12, tabela 7.12.45), com base no género do provador. Todos 0s

procedimentos estatisticos foram realizados através do software IBM SPSS Statistics
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21.0. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de

significancia (a) de 0,05.

Com o objetivo de simplificar a informacgéo através da representagéo de relacdes
entre um conjunto de variaveis, através de um menor numero de caracteristicas, foi
efetuado o teste estatistico AF (Analise Fatorial) também nas provas de aceitacdo. As
relacbes entre as varidveis observadas decorrem da sua relagdo com varidveis ndo
observadas (fatores comuns), expressando o que existe de comum nas variaveis
originais. De referir que todos o0s pressupostos inerentes a realizacdo da AF,
nomeadamente a prévia realizacdo do Teste KMO e Bartlett e Matriz anti-imagem, onde
foi observada a hipotese de correlacdo entre as variaveis (anexo 7.12, tabela 7.12.21,
tabela 7.12.22, tabela 7.12.23, tabela 7.12.30, tabela 7.12.31 e tabela 7.12.32). Este

teste foi efetuado apenas nas provas de aceitacao.

Em termos de intensidade, os resultados obtidos nas provas sensoriais de
aceitacdo foram ilustrados recorrendo a um grafico Radar e/ou Aranha, por ser de facil

entendimento e andlise (figura 4.21 e 4.24).

4.3.2 Prova de Aceitacéo de logurte produzido com Leite Meio Gordo com Lactose

Apoés verificacdo dos pressupostos para efetuar a Andlise Fatorial, foram
realizados varios passos até chegar ao grafico onde € visivel a relagdo entre os
componentes e as variaveis (Figura 4.20), nomeadamente as Comunalidades onde se
verifica a propor¢cédo de varidncia comum presente numa variavel. De acordo com 0s
resultados obtidos (anexo 7.12, tabela 7.12.24), a percentagem de variancia comum das
variaveis nos fatores extraidos foi superior a 50% para todas as variaveis, a excecdo do
odor. De seguida foi efetuada a Variancia Total Explicada (anexo 7.12, tabela 7.12.25),
onde é observada a percentagem da variancia que os fatores sédo capazes de explicar, e
a percentagem de variancia explicada acumulada em cada fator. Tendo em conta que s6
sao retidos os componentes com Eigenvalue superior a 1, foram retidos 2 componentes,
que em conjunto explicam aproximadamente 75% da variabilidade total dos dados, o
qgue foi comprovado pelo Scree Plot (anexo 7.12, figura 7.12.6). Apés o Scree Plot foi
efetuada a Matriz de Componentes apés rotacdo (anexo 7.12, tabela 7.12.26), onde foi
verificado que em relagdo ao componente 1, este discrimina os parametros odor e a cor,

sendo que em relacdo ao componente 2, este apenas discrimina a textura.
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Component Plot in Rotated Space
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Figura 4.20 — Representacao gréafica da solugdo proveniente da analise fatorial, apos rotacao.

Tabela 4.3 - Resultados obtidos na Component Score Coefficient Matrix.

Compaonent

1 2
Odor -128 (346
Cor -,228 482
Doce ,280 027
Acido 315 -045
Textura 456 -,342
SahoriMar oes 241
Flavour 1463 165

Apés analise da figura e tabela acima, é possivel concluir que em relacdo ao
componente 1, a textura apresenta um valor mais elevado (0,456), seguindo-se o acido
(0,315) e o doce (0,290), sendo portanto a textura o parametro mais importante a
interpretar, ndo sendo invariante para os dados. Relativamente ao componente 2, é a
cor que apresenta o valor mais elevado (0,482), seguindo-se o odor (0,346) e o sabor a
produtos do mar (0,241). Na tabela 4.3 € possivel entender como cada variavel se
relaciona com os scores dos componentes calculados para cada variavel, sendo que
correlagBes item componentes superiores a 0,1 sdo consideradas satisfatorias, no caso
do componente 1 ocorreram correlagBes fracas nos parametros cor, odor e sabor a
produtos do mar, enquanto no componente 2 foi nos pardmetros textura, &cido e doce.
Para verificar a analise da confiabilidade pelo método da consisténcia interna, foi

realizada a analise Reliability e verificado o alfa de Cronbach (0,865) dos conjuntos de
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variaveis correspondentes a cada componente (anexo 7.12, tabela 7.12.27). Acima de
0,5 o valor de alfa € considerado satisfatorio.

Em termos de intensidade, de modo a perceber como os provadores avaliaram as

amostras, foi efetuado o grafico de Radar.

Flavour residual Cor

SaborMar Doce

Figura 4.21 — Representagédo gréafica da intensidade avaliada pelos provadores.

Apés andlise da figura acima, € possivel concluir que em o logurte 15 apresenta
uma intensidade mais elevada apenas em relagdo a cor, o logurte 16 apresenta uma
intensidade mais elevada em relacdo ao odor, acido e flavour residual. Por fim o logurte

|7 tem uma maior intensidade relativamente ao doce e sabor.

De seguida foi efetuada uma andlise da preferéncia entre os 3 tipos de iogurte (15,
I6 e 17), onde claramente a amostra |5 obteve a maioria (56%), sendo considerada a

amostra preferida.

M Amostra IS5
B Amostra 16
m Amostra |7

Figura 4.22 — Representacao gréafica da preferéncia por parte dos provadores.
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Quando comparadas as 3 amostras, os resultados obtidos no Teste do Qui-
Quadrado indicaram que ndo existem diferengas estatisticamente significativas (p
value>0.05) entre todos os parametros avaliados e as 3 amostras de iogurte (15, 16 e 17)
(anexo 7.12, tabela 7.12.28), concluindo-se que sdo independentes.

4.3.3 Prova de Aceitacao de logurte produzido com Leite Meio Gordo sem Lactose

Apos verificacdo dos pressupostos para efetuar a Andlise Fatorial, foi verificada
na Matriz Anti-imagem que o tamanho da amostra ndo era adequado, devo ao
parametro Cor ter o valor inferior a 0,5, pelo que foi efetuada a AF sem o0 mesmo. Foi
efetuado o grafico onde é visivel a relacéo entre os componentes e as variaveis (Figura
4.23), nomeadamente as Comunalidades (anexo 7.12, tabela 7.12.33) onde de acordo
com os resultados obtidos, a percentagem de variancia comum das variaveis nos fatores
extraidos foi superior a 50% para todas as variaveis. De seguida foi efetuada a Variancia
Total Explicada (anexo 7.12, tabela 7.12.34), onde foram retidos 2 componentes, que
em conjunto explicam aproximadamente 73% da variabilidade total dos dados, o que foi
comprovado pelo Scree Plot (anexo 7.12, figura 7.12.7). Ap6s o Scree Plot foi efetuada a
Matriz de Componentes apdés rotagdo (anexo 7.12, tabela 7.12.35), onde foi verificado
gue em relagdo ao componente 1, este ndo discrimina qualquer parametro, sendo que

em relagdo ao componente 2, este discrimina o odor e a textura.

Component Plot in Rotated Space
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Figura 4.23 — Representacao gréafica da solugdo proveniente da analise fatorial, apos rotacao.
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Tabela 4.3.1 - Resultados obtidos na Component Score Coefficient Matrix.

Component

1 2
Odor 329 -,233
Doce 073 397
Acido 323 045
Textura 260 -584
SabarMar 118 328
Flavour 315 -016

Apbs andlise da figura e tabela acima, € possivel concluir que em relacao
ao componente 1, o odor apresenta um valor mais elevado (0,329), seguindo-se o acido
(0,323) e o flavour (0,315), sendo portanto o odor o parametro mais importante a
interpretar, ndo sendo invariante para os dados. Relativamente ao componente 2, é o
doce que apresenta o valor mais elevado (0,397), seguindo-se o sabor a produtos do
mar (0,328). Na tabela 4.3.1 é possivel entender como cada variavel se relaciona com
0s scores dos componentes calculados para cada variavel, sendo que correlagdes item
componentes superiores a 0,1 sédo consideradas satisfatérias, no caso do componente 1
ocorreram correlacdes fracas apenas no parametro doce, enquanto no componente 2 foi
nos parametros odor, acido, textura e flavour. Para verificar a andlise da confiabilidade
pelo método da consisténcia interna, foi realizada a analise Reliability e verificado o alfa
de Cronbach (0,746) dos conjuntos de variaveis correspondentes a cada componente
(anexo 7.12, tabela 7.12.36). Acima de 0,5 o valor de alfa € considerado satisfatorio.

Em termos de intensidade, de modo a perceber como os provadores avaliaram as

amostras, foi efetuado o gréafico de Radar.

Odor
7
6
Flavour residual : Cor
2
1
e | 3FT
L3AM
SaborMar Doce
Acido

Figura 4.24 — Representacao grafica da intensidade avaliada pelos provadores.
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Apés andlise da figura acima, € possivel concluir que em o logurte L3A apresenta
uma intensidade igual a L3AM em relagcdo a cor, o logurte L3FT apresenta uma
intensidade mais elevada em relacéo ao odor, &cido e doce. Por fim o logurte L3AM tem

uma maior intensidade relativamente a cor, sabor a produtos do mar e flavour residual.

De seguida foi efetuada uma andlise da preferéncia entre os 3 tipos de iogurte
(L3A, L3FT e L3AM), onde claramente a amostra L3A (logurte sem lactose, com agar
como espessante) obteve a maioria (71%), sendo considerada a amostra preferida.

W Amostra L3A
B Amostra L3FT
Amostra L3AM

Figura 4.25 — Representacao gréafica da preferéncia por parte dos provadores.

Quando comparadas as 3 amostras em relacdo ao fator amostra de iogurte, os
resultados obtidos no Teste do Qui-Quadrado indicaram que existem diferencas
estatisticamente significativas (p value<0.05) apenas nos parametros doce e acido,
(anexo 7.12, tabela 7.12.37), sendo possivel constatar que estes parametros ndo sao
independentes da amostra de iogurte (L3A, L3FT e L3AM).

4.3.4 Prova Afetiva

Quando efetuado o Teste da Homogeneidade de Variancias, os resultados
indicaram que apenas existem diferencas estatisticamente significativas (p value<0.05)
quando o fator avaliado foi a idade (anexo 7.12, tabela 7.12.39 e tabela 7.12.41). Em
relacdo ao fator idade, de seguida foi efetuado o Teste de Kruskal-wallis (x2 = 12,243, p-
value>0,05) (anexo 7.12, tabela 7.12.40), o qual indicou a auséncia de diferencas
estatisticamente significativas quando analisadas as escolhas dos provadores em relacéo
a amostra preferida, comparativamente a sua idade. Relativamente ao fator género do
provador, foi efetuada uma ANOVA (anexo 7.12, tabela 7.12.42), onde p-value>0,05,
sendo possivel concluir que ndo existem diferencas estatisticamente significativas nas

escolhas da amostra preferida em relacdo ao género do provador.
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De seguida foi efetuada uma andlise da preferéncia entre os 2 tipos de iogurte
(logurte com lactose e logurte sem lactose), onde claramente a amostra com lactose
obteve a maioria (66%), sendo considerada a amostra preferida. Esta foi a amostra final
considerada para efeitos de andlises fisico-quimicas e microbiol6gicas.

M logurte com lactose

M logurte sem lactose

Figura 4.26 — Representagdo gréafica da preferéncia por parte dos provadores entre o
iogurte com lactose e o iogurte sem lactose.

4.3.5 Prova Triangular

Quando efetuado o Teste da Homogeneidade de Variancias, os resultados
indicaram que ndo existem diferencas estatisticamente significativas (p value>0.05) em
qualquer um dos parametros avaliados (Amostra diferente e Amostra preferida) quando o
fator avaliado foi o género do provador (anexo 7.12, tabela 7.12.44). De seguida foi
efetuada uma ANOVA (anexo 7.12, tabela 7.12.45), onde p-value>0,05, sendo possivel
concluir que ndo existem diferencas estatisticamente significativas nas escolhas da

amostra diferente e amostra preferida em relagéo ao género do provador.

De seguida foi efetuada uma andlise da preferéncia entre os 2 tipos de iogurte
(logurte com 0 dias e logurte com 30 dias), onde a amostra com O dias obteve a maioria

(63%), sendo considerada a amostra preferida.

M logurte com 0 dias

M logurte com 30 dias

Figura 4.27 — Representagdo gréafica da preferéncia por parte dos provadores entre o
iogurte com 0 dias e o iogurte com 30 dias.
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Em relacdo a amostra diferente escolhida pelos provadores, dos 16 provadores,
apenas 7 (44%) acertaram na resposta entre as 3 amostras, provando que mesmo ao fim
de 30 dias, a maioria ndo conseguiu distinguir entre o iogurte acabado de fazer e o
iogurte com 30 dias, o que comprova que mesmo ao fim deste tempo o iogurte ainda

apresentava um sabor, odor e textura agradaveis.
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5. Conclusao

De acordo com os resultados obtidos ao longo desta dissertacdo denotou-se que
o logurte suplementado com Spirulina é um produto bastante inovador e com qualidade
nutricional elevada, indicado para o consumo. Tendo em conta o teor de proteina bruta
obtido nas diferentes amostras verificou-se que as amostras com alga apresentam
sempre um valor mais elevado em relacdo as amostras sem alga, o que leva a crer que
apesar de a quantidade de alga adicionada ao iogurte ndo ser elevada, é o suficiente
para aumentar o teor proteico. Ao longo do tempo, ndo ocorreram grandes variagdes no
teor proteico, 0 que por sua vez sugere que o tempo ndo afeta o teor de proteina bruta.
Em relacdo ao teor de matéria gorda, verificou-se que as amostras sem alga apresentam
sempre um valor mais elevado em relacdo as amostras com alga, o que sugere que de
alguma forma a alga interage com a matriz do iogurte de modo a diminuir a
disponibilidade de gordura livre que pode ser extraida e quantificada através do método
utilizado. Ao longo do tempo também ndo ocorreram grandes variagcbes no teor de
matéria gorda. No que diz respeito a determinacg&o da acidez, tal como ocorreu no teor de
matéria gorda, verificou-se que as amostras sem alga apresentam sempre um valor mais
elevado em relagdo as amostras com alga, 0 que leva a crer que a presenca da alga
atenua a acidez existente por natureza no iogurte. Ao longo do tempo ndo ocorreram
grandes variagfes no valor de acidez, o que indica a estabilidade da fermentacdo. Em
relacdo ao teor de lactose, o iogurte com alga apresentou valores mais elevados ainda
gue bastante reduzidos, comparativamente ao iogurte sem alga. Os valores sao bastante
reduzidos (abaixo de 0,5%), pelo que é considerado um iogurte sem lactose. Nao se
verificaram grandes alteragfes no teor de lactose al longo do tempo. Para o teor de
fibras, s6 foi possivel analisar os resultados obtidos ao tempo 0, tendo-se obtido valores
bastante elevados em comparacdo com os valores usuais para os iogurtes. Nesta
determinacéo possivelmente estdo erros associados a falhas nos equipamentos e falta de
amostra, pelo que de futuro seria aconselhavel repetir. No que diz respeito a cinza total,
nao é possivel indicar um tipo de iogurte que se tenha destacado por ter sempre valores
mais elevados, mas a comparar as 4 amostras, o iogurte A_30 apresentou um valor mais
elevado. N&o ocorreram alteragcbes elevadas nem ao longo do tempo nem entre
amostras. No teor de humidade, é possivel indicar o iogurte sem alga que apresentou
sempre valores mais elevados em relacdo ao iogurte com alga, ainda que a diferenca
entre estes seja minima. Nao ocorreram alteracfes elevadas ao longo do tempo. Em
relacdo a determinacao da atividade antioxidante, ao contrario do que seria de esperar, 0

iogurte sem alga apresentou sempre um valor de reducdo de DPPH mais elevado em
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relagdo ao iogurte com alga, provavelmente devido a erros experimentais. Ao longo do
tempo, ocorreram algumas alteragbes entre as amostras, sendo que a alteragdo mais
acentuada foi entre o iogurte sem alga, com valor mais elevado ao dia 30. No valor de pH
obtido, apesar de o iogurte com alga ter apresentado um valor mais elevado, em
comparagdo com as 6 amostras, ndo houve um tipo de iogurte que se tenha destacado
por apresentar sempre valores mais elevados, sendo que as variacdes quer ao longo do
tempo, quer entre amostra tenham sido minimas. Relativamente a cor, verificou-se que
as amostras ao dia 30 apresentam um valor de AE mais elevado em relacdo do dia 0,
tendo em conta que neste parametro, apesar de se tentar ser o mais similar possivel em
todas as medicdes, ha varios fatores que podem influenciar na medicdo da cor, como a
fonte de luz e as condi¢des de superficie. Na determinacdo dos hidratos de carbono, o
iogurte com alga apresentou sempre valores mais elevados em relagcdo ao iogurte sem
alga, o que sugere que os hidratos de carbono presentes na microalga contribuem para
aumentar ligeiramente o teor de hidratos de carbono final, tal como no caso do teor
proteico. N&o ocorreram alteracdes elevadas ao longo do tempo. Em relagdo ao valor
energético, o iogurte sem alga destacou-se por apresentar valores mais elevados em
relacdo ao iogurte com alga, ainda que as diferengas tenham sido reduzidas. N&o
ocorreram alteragfes elevadas ao longo do tempo.

Relativamente as analises microbioldgicas, na determinagdo dos microrganismos
totais aer6bios e anaerdbios, o iogurte Ct 0 destacou-se por apresentar um valor
bastante elevado comparativamente as restantes amostras. Ao longo do tempo, as
variagbes mais acentuadas ocorreram entre o iogurte sem alga. Em relacdo a E. coli,
enterobactérias, Salmonella e L. monocytogenes, os valores obtidos em todas as
amostras ao longo do tempo deu sempre valor nulo, 0 que comprova que o iogurte nao
esta contaminado com estes agentes, alguns patogénicos, causadores de grande risco
para a salde humana. Relativamente as bactérias laticas, nomeadamente Lactobacillus
sp., a amostra Ct_30 apresentou um valor mais elevado, ainda que com grandes
discrepancias ao longo do tempo. No caso do iogurte com alga, os valores reduziram
gradualmente ao longo do tempo. Para Streptococcus, em ambos os iogurtes ao dia 15 o
valor foi nulo, sendo que de resto o iogurte sem alga apresenta valores mais elevados
comparativamente ao iogurte com alga. A excec¢éo do dia 15, ndo ocorreram alteracoes

acentuadas ao longo do tempo.

Por fim, em relacdo a analise sensorial, conclui-se que sem terem conhecimento

da diferenca entre as amostras, 66% dos provadores preferiram o iogurte sem lactose
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utiizando agar como espessante, tendo sido com base neste resultado que foi
selecionado este iogurte para efetuar as respetivas analises fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais, 0 que é 6timo por ser um produto indicado para individuos
com intolerancia a lactose. Relativamente a prova triangular, em termos de preferéncia,
apesar de 63% dos provadores terem preferido o iogurte com 0 dias, foi possivel verificar
gue a maioria dos provadores (56%) ndo escolheu a amostra diferente corretamente, pelo
que se conclui que ao fim de 30 dias o iogurte continua com sabor, odor e textura

agradaveis para o consumidor.
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7. Anexos
7.1 Anexo 1 — Metodologia

7.1.1 Preparac&o das Amostras

Figura 7.1.1 — Frascos de Vidro
com logurte suplementado com
Espirulina.
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Figura 7.1.2 — Registo da variacdo da temperatura registada pela sonda
introduzida na iogurteira.

Figura 7.1.3 — Armazenamento dos frascos de iogurte no frigorifico
devidamente identificados, para posterior realizagcao de andlises.
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7.1.2 Determinacgéo do Teor de Proteina Bruta

Figura 7.1.4 -  Digestor Figura 7.1.5 — Destilador (Foss,

(Digestor 2006 Foss, Tecator Kjeltec ~ TM 2100, Tecator
Technology). Technology).

Figura 7.1.6 — Solugdo apés a
titulacdo.
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7.1.3 Determinagéo do Teor de Matéria Gorda

Figura 7.1.8 — Evaporacéo do éter no evaporador rotativo
(Laborota 4000, Heidolph).

Figura 7.1.7 — Separacgéo de
fases ao fim de 30 minutos.

7.1.4 Determinacgéo do Teor de Fibras

Figura 7.1.9 — Filtragdo num cadinho
de goosh.

83



7.1.5 Determinacgéo da Cinza Total

Figura 7.1.10 - Mufla (Controller B170,
Nabertherm).

7.1.6 Determinacgao da Atividade Antioxidante

Figura 7.1.11 — Extratos para analise da atividade antioxidante
provenientes do iogurte com alga (2 tubos falcon a esquerda) e do
iogurte controlo (2 tubos falcon a direita).
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7.1.7 Analise Sensorial

Figura 7.1.12 — Tabuleiro distribuido a cada provador na
prova afetiva.
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7.2 Anexo 2 — Determinacgéo do Teor de Proteina Bruta

NORMA PORTUGUESA
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Determination de la Jensur n protéing brute. Technique de Kieldahl

Milks
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NP 1986
1991

p3dab

1. Objectivo @ campo de aplicacdo

A prasgrme Noma deetina-s2 8 fixar 0 MEndo pare o céculd do 160r de proeina
bruta dus letes em nelreza, ce vaca, ovelha ¢ cabra, interos parciaimente
desnatados e cesralados & pantin do seu teor de &zoio determinado 2egundo &
1écrica de Kjeldshi

2. Referéncla

NP 402(1966)
Lefia Colheta dée amostras

3. Definicao

Para e fins da grosente Norma entende-se por 190r de proteina Drula 0 resukado

que se pbiém mulliphcanda peo facior 658 o leor Ce azoto, doseado segundo a 1cnica
de

Kjeldant ¥,

4. Resumo do processo

Mingralizaglic do azoto pelo écido sulidrico corcentrado, em presenga de um
catgisador; alczinzacdo dos proculos da reaccdo; destilagio & titulacso o
amonlaco libenado pere obiengdo do teor de azoto, Calkoulo da peoteina brusa
multiphcando o lecr de azolo peio factor 636

5. Reagentes

Todos o6 reagentes devem sar prd-andlise

A 3gua ulilizada Cave sar destilada ou de pureza eguialarie.

5.1, Acido sullinco (p20 = 184 glorf).

5.2. Mistura cetdisadora:

Sulfato de cobre (Cu SCLHHAD) - 3 g

Qxicko ce ténio - 3 g

Acido este@nco - 1 g

Suffato de potassio - 93 g

5.3. Papd vermdho da tomesol.

5.4, Secaroze =enta de azoto at
§.5. Tiptclano, ferecetina, cioreto o diorsto de lsne.  A¢jdp edei D ~ 103025
5.8. Sclugdo de écidu borwe. & 4% (m/V),

{A cis=olucao 00 dcido borco deve sae feila com dgua quanta)

5.7. Sclugan de atido clorkdnee 01 N, ou de acdo sulfdrico 01 N,

5.8. Sclucdp de hidrdxide de sodip & 47% (mim) - 704 g NaOH/dm® cu ume solucio
mence concenirada, por exempio: 40% (mim) - 372 g NaOW/Gm? ou 3086 (mim] -
399 g NaOM/dm?.

59, Solugdo de indizadior do pH

Dmssatver 001 g de vermelho de metio, 002 g de azul de bromotimol e 0,06 g de
verce de bromocresal ém 100 cm? de dlcodl elitco & 95% (VIV}

A solugdo deve conservar-se am frasco escuro ¢ ligar fresco.

1y Esta técnica pode ser execulada em equipamentd semisAomatico.
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6. Aparelhos e utensilios

Matena corrente de lzboratdng, nomeadaments:

6.1, Aparelno de destilacio por vepor ou aparelbo de cestlagdo corrente em vidio
borossihcalade com adaptagio perfeifaments eslanque para bsdes de ¥elde o
refngorante.

6.2, Balznga sansivel B0 déemo de mii

6.3. Balbes de Kieldanl, de 500 & B00 om? de capaciCide munidos, 88 necessirna,
de uma rolha de wicro pindarme scaptada ac colo ow smples funil de vidro

6.4. Banho de agua, requlavel para 30405 C,

6.5. Bureta, de 50 cm? graduada em décimos

6.6. Dispasivo de aquedmenio unifomne, na qual os baldes de Kjeldah! possam

s8¢ Bquecidos em posicdo indinada (aproximadaments 459, que ndo aqueca o5 taldes
acima do nivel do seu conteddo e munido de diSposilive coicior de vaponss,

6.7. Frascos de Edermeyer de 200 o,

6.8. Folencidmeto

6.9. Provelas, de 50 em® e de 200 cm’, graduadas em décimoss

6.10. Reguiarizador de ebulicio. come, por exemplo, pequencs pedacos de porcelans,
pedra-pomes, péroles 02 vidro ou Culres apropriados.

7. Colheita da amostra
Vesmss @ NP 402,

8. Preparagao da amostra )
Aguece-se a amostra 8 20 = 2° C e agtase cudadosamenia Se nao so obther uma
dispersic homogénes ¢a maténz gorda equesesa lentamente 2 amostra 3 40° G,
sgna-se sugemene ¢ anplacess 8 20 = 2°C.

9. Técnica

9.1. Determinagdo

Devern efectuarse duas determinacdes paralelas

9.1.1. Mineralizagdo

Introdurem.se em baldo de Kjeldahi o regularzador de ebuicda 5 g da mistura
caldsacom 8 5 g de leite, pesadce com & precisio de = 0001 g. Adcionam-ea &m
seguida, cuidadosaments. 25 cm? de dcido sullirico concenirads ou 30 cmd no caso
de |efes com tear de matéria gords maor que 5% (mim). Miglura-se sumvemente &
colcca-se o baldo em poscas inclinada sobre © dispesitive de squecimenta

Oe inicio aguece-s& mederadaments de mode que os fumos negrod ndo anam o coka
oo balan

Apde o aparenmenie d2 abundares fumos trances, aguace-se fortements. ggtardo de
¥az em quanao, até gue o lisudo eslez compietaments Impvio.

Proionga-se & ebulicin mas moderada. durante pelo manos Th 30 min

Deve ter-sa em atenco © seguinte;

a3} 0 lempo necessdric ParE que © conteudo do beldo fique completamente limpics nio
deve utrapassar 1 h O tempa de mineralizagao total ndo deve sar Inferior a

2 h 30 min. Se for necsssant mas de 3 h para & oblencao da limpidez, & tempo
total de minerslizagfo deve ingiuir esse aCrdscimo,
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b) Se o voume residual de dsido sublnce for menar Gue 15 cm?® (aproximacaments)
no final da minereizagan, pode ter havido perda de arcio dendo a

sobreaguecimenin Para o eviir pode recorenss & colocacdo de anéls metilicos na
pane Infenor do balao, de mode que o caloriico apsnas contacte a zona do
baldo abaxe co nival do comedda liquida

9.1.2. Deslilagho

Deba-se srratecer © contaldo do baldo a lemperatra ambiente @ adicionam-se

200 cm? de &gua, favando cudadosamenta o colo de baldo. Mistura.se o conteddo,
cuidadosaments, aSseQUIENTo & desoluga 1olal dos cristais encretanto jormados.
Dexa-se arrelecer Para um frasso de Erlenmeyer medem-se, por proveta. 50 cm® de
=lugio de dode bénco urtam-se 4 gotas de solucso do indicadcr, misturam-sa ¢
coloca-se o balio sob o refligeranie do apatelhn da destilacde, de 13l maneia que

a exjremidade da alonga mergulhe na soucao de acido bérico. Medem-g8 por proveta
80 cm? de soda cdustica para o baldo de Kieldahi, mamendo durarte esta cperagio o
baﬁoincliradqde!ammqueasodaewonaaolongodapamdea o5

ligudos ndo g8 mEram, O volume oty de foua 8 higréado de sodio deve ser

370 cm?, da modo & pemitir a recolha e sprormadaments 150 ecm?® do destiado antes
da

Inico ca fervura imegular Por exemplo se s40 adicionados BS ¢m? de hidrdxido de
s0ci0 8 40% (mim) ou 125 cm’dehidrd:ddodesédnoaso%(mlm).ovolmve&tma
adicionado deve ser aproumadamente de 285 em? ou 245 em? da modo que o wlume
fin® ndo excede 2/3 da capacidade ol do baldo, Uga-se medizamente o baldo

de KGeldahl 2o refrigerants e squece-se até a ebulipgdo, eviando a lormegio de
espuma. Raguia-se depois 0 equecimento de 18 mansire Gue a ebulicao dwra. pelo
menos, 30 min. Quands j& foram recalhidos 100 3 125 em® do destilado, bEoa-se o
baifo de Edermeayer alé que a extremicade da alanga esle@ sproximacdemente 40 mm
acena da marca de 200 o, Cortinua-se a destiacdo até ao inisio da fervura
rragular

A destilacic do amonlaco erminara quando o papal vermelho de tormesol humedesido
©om agua muce de cor cam o liguide crovenienta da eiremidade da alonga.

Parz-se entSo imediatamente ¢ aguscimenia

Se 2 deslilacio se conzdera incomplata, elestua-se nova determinacdo Se esta
compieta, dedigase o aquecimentc e lava-se a extremidade ds alonga e a3s suas
Parades Intenores com agua, recebendo o liguicos de Evagem no baldo de recoiha
do destlado. Esle ensalo deve alecluarse am ambiante 1Sea e amaniaco

Tilula-s2 © destitado com soluglo de &Scido 0 N [57) até qua o pH seja

4E = 01 meddo por potencicmetra

9.2, Ensaip em branco

Efectua 55 um ensais em brance, ulilizardo 5 cm® do EQua destiada em vz de lene
€ procedendo-se como em 9.1

9.3. Ersaios de coniroio

Deve testarse periodicaments & fabilidade ca técrea do seguinte modo:

Para 3 minersizagdo, usam-se 0,20 g de lrigtotsna. 035 9 ce fenaceting ou 0,20 g

de cloreto de ligine.

Devem recuperar-se pelo menos 98 3 99% de azotn.

Para a destlaglo, usam-s2 015 g de cxalsio oy sulfalo ge aménio juntaments com

01 p de sacarcse

Devem recuperarse entre 89 & 100% de azoto
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Aesulados dierertes indicam i3lhas na técnica elou concentragdo mprecisa da
solucio de #&ido (5.7)

10. Resultados
10.1 Célcuo
Sendo:
Vi 0 wolume, em cantimsteos cubicos, da solucdo de acido 01 N (5.7) gasto na
thutacdo do ansso com lets;
Vo 0 volume, em centimetros cibicos da eclugdc de dcido 01 N (5.7 gasto no
ensa em branco;
m a massa, em gramas, da toma do lens,
o teor de azoto total do leite, expresso em percentagem, é:
014 x (Vy - V)
m

Oatgor da proteina bruta obtém-ae multiplicando 2 percentagem de szoto pelo factor
8,

10.2. Apresentasio

Os resullados apresentan-$e com aproximagdo as milésimas para o azolo @ com
aproxenacio s cenlésmas para a proteina bnsa

10.3. Repetibildade

A diferenga entre cs resullades de duss determinagSes paraielas, electuadas pelo
mesmo analsia, nio deve exceder 0007 g de azoto por 100 g de-leite

11. Bibliografia

AOAC - Assccation of Official Analytical Chemats. Oficial Methods of Analysis of
the Association of Official Analytical Chemigts - 14¢ adigan, Washington, Wiliam
Haretz, 1584

150 1874{1975) Agricultural food products General directions for the deferminalicn
ol nitrogen by the Kjekiahl mathed.
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7.3 Anexo 3 — Determinagéo do Teor de Matéria Gorda

NP 488

NORMA PORTUGUESA 1290

Leites

Determinagdo co 1eor da matéra gorda. Tecnica de RoseGolllieh. Processo de
referénca

Laits

Détermination de la tenaur en mabidre grasse. Technique des Roes-Gottiab. Méthode
do réference

Milks
Determiration of @l coment. Rase-Gotleb method. Reference method

Cbu
637.1544.2

Descritores
Leike. ensaics: delerminacdo do leor de gordurs; método de Rase Gotllieb;

delrigdes: especilicagles do processo, reapantes em solugio; equipamento de
labosatono

Correspondéncia
~ IS0 1211 (1964), hermonizada

Homologacgéo
Didrio da Aepabica, Il Sére. N® 260, de 1990-11-10

Elaborado por Edicdo
Craz2 (FQ) Janeiro de 1891

© PO sprodugio peolin

Instituto Portugués da D,ualfdadé
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1. Objectivo e campo de ap

A presante Norma destina-se a fixar 0 processo de releréncia para determinar o
teor de maiéna gorda do kite gordo, parcialmerte desnatedo & desnatado assim
Como cos leiles de czbra e oweihi homogeneizedes ou ndo, & do lele composio

2. Referéncias

NP 402

Lesa. Cothea dss amostras

NP 203

Leites Preparagéo das amostras para andlise

3. Definigao

Para 08 fins da presente Norma, entende-se por malgna Qorda, O conjumo das
substancies exiraidas por sohentes orgiincos @ delerminadas ponderalmente segundo
a lécnice de Rise-Gotleh

4. Resumo do processo
Exiracgio da matéria gorda por sohventes apropriados, evaporagio dos soiventes e
pesagem do resicuo obido,

5. Reagentes

Todus 05 reagentes devern ser de qualidade angdica A dgus utizacs deve ser
destilaca ou de pureza equivalems

5.1, Alcool etifco 8 96 + 2 % (V)

5.2, Eter etlico, sanio de perdxdes e de residuo

NOTA 1: Venfica-se se o éer eslico contem perdxiios, adicionando & 10 am® de

ater eflico, contido NnuUMa pequena proveta munida de rolha de vidro e prevismente
impa com um pouco deste solverve, 1ot de uma solugdo a 10 55 (m'V) de iodeto de
potasso preparada recentemente. Agitase e dalxese em mpousc durante 1 min. Néo
deve aparecer colregao amarela em quaiquer das duas camadas.

NOTA 2: O éler etfico pode iomarse e manier-so Banin ce perdxidos por adigo
defuhasdezincoprwiamenminmaesmlmm&duﬁowmmode
sulalo de cobee (Cu SO4 5Hz O) @ 2 om? de Acico sulinico por dmé e depos
Gvades com dgua. Para 1dm? de éler adiciona.se uma fobwa de zinco com cerca de
80 o, cortada em tias suficientemente longas para atingr, peic menos, matade

da sliura do recipienie
Omalmﬁm&nrwiadopdomu&disamaadgaomm
oe 7inco tratada.

53, Eter de petrokeo, isemo de residuo, com ponto de ebuligss entre 30 8 60°C
54. Hidrooido de amonio a 25 ™ (mim) (px = 0310 glem),

5.5. Mistura em partes iguas de & etlico (5.2) e de &ar de petrdleo (5.3),
preparada pouco fempo antes da uliizaciio

5.5, Solugdo da varmeho <Congoe 2 1 % (m/V).

6. Aparelhos e utensilios

Matenal corrente de laboratério ¢ nomeadamente:

6.1. Aparetho da extracgdo, ico Mojonnies munido de rothe de vidro esmeriado,
de codiga oo boa qualdade cu de oulros dispositivas de vedagdo inallerdveis

A2
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pelos solvemes utilzados (fig. 1).

NOTA: As robas de coiga devemn ser tratadss pelo éler etlico, depols pelo &er
de petrflen e em seguida imersas em dgua, no minime & 60° C, pelo menos durante 20
min. Delxam-ge permanacar re dgua durante o arrefecimento para que esteam
sauradas no momanto ds utilzacia

6.2. Balanga sansivel a 00001 g.

6.3, Balgo de fundo plano e colo esmedilado ge 250 cm®.

6.4. Banho de #gua com aguecimento oldctico e termdéstalo reguldvel para 60 a
o C

6.5, Centriluga de motor ant-deflagrante, reguldvel para 500 & 600 tpm.

6.6 Estfa de secagem. reguidvel pas 102 = 2°C

6.7. Provelas de 5, 10 e 25 e graduadas em centimetros cibkcos.

7. Colhelta das amostras
\eja-se a NP 402

8. Preparacao da amostra
Vajgse a NP 403

9. Técnica

9.1, Ensaio em branco

Electua-se, e paralelo com 2 delerminagio, um ensaio em branco com 10 crd de
agua, utlizando ¢ mesmo tipo de aparetho de edracgao, os mesmos reagentes, nNas
mesmas propadgdes & 0 mesmo maode operatdne (3.2)

Se 0 reslado do ensao em renco for supener & 05 my, os respentes devem ser
verficados

9.2, Cetermnacio

Pesa-se directa ou indirectamente, com aprodmazds ao 0001 g, para o apareiho de
ex¥eceS0 (81), uma toma de 10 om? de leile Adicionase 2 cm? de hidréxide de
amonio & micture-sa Adicions-se 10cm? de alcod alilics, roha-se @ misiure-se

com cuidado,

Adconase 26 cm® de éler elilico, ratha-se © apareho de extracgEo com rolha
molhade e agla-se energicamenta durante I min, inveriendo-o varas vezes
Arrefeca-ge, 86 nacessano, 50D aQua corrente para evitar a formagic de emuksbes.
Aesra-se a2 miha com cudado, adicona-se 25cm® oo éter de petrdeq utiizando
06 orimeros err? pare laver a ralha @ o interior do colo do aparetha. Aoha-se e
apta-se suavemente durante 30 5, ilveriendo © tubo

Deia-58 am repouso @é separa¢ao nitida das cemadas &erea ¢ aquosa ).

Pode scelerarse & separacdo perfeils dos liquidos utilzande a centrifuga,

Aetra-e2 & miha do sparelho o laye-se com alguns cm™ da mistura de solventes,
Tanslerese a camada superior para o bafdo de 250 em? previamente seco em estufa
2 tarado depeis de arratecida

Adiclona-ea 5 o de dicodl etlico an conledds do aparelho € procedese a mais

') P2 faclitar a visibiidade da linhe de separagio entre as camadas etérea e
aquisa pode adicionarse duas goas de uma solucio de vermelho «Congos (55) ou ce
outro corante hidrossolivel que ndo allere o resulados,
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duas extfacebes come anlafiormente mas usando apenss 15 ¢m? de dler etfico &
150om® de fter de pardeo. No caso de lelte magro ndo & necessdrio &ecluar a
iBrcera extiscgso,

Destila-se a maior pane da mistura etéres, mapora-se & restante em banho de égua
& saca-se em estula par periodos sucessives de uma hora &té que duas pesagens
sucessivas néo dfiiam mas de 05 mg cu hga ligeiro aumenio de massa

Neste dftimo ceso corsidera-se nos clculos o valor da pasagem & que coresponde a
MEence Messa.

Adoona-se 15 a 20cm? de der de patrdleo para verficar se a maléria extraida &
otaimente solivel. Para issc aquece-se fgeiramente ¢ baldp e agite-se com
cudada Se 8 maténa edraica ndo for totalments sokivel no éler de petrdiec,
exirai-5e compielamen a matévia gorda contica no beldn por sucessivas

com éer de petrclen gquente, dexando depositar a maidie ndo saluvel antes de
cada decartazao

Repate-sa I1és vezes esla operagdo uliizando o éter da petréleo para laver o
imerior go colo do balie Lanase em seguida o exlerior do ceolo do belio com a
mistura de sclventes. Seca-se o balla. por parodos sucesshos ce uma hora. em
esiLfa, ate gque duat pesagens sucessvas ndo difiram mais de 05 mg ou hag
igeilo awnenio de massa. Neste URIMO caso corsidara-se nos ciloulos o valor de
PesSgem 2 gue corresponda a menor massa.

10. Resultados
10.1. Calculo
Sendo.
A 0 balio que cordem & extracctes da matérie gorda: -
B o balfo witzado no &nsaid em branco;
Mo & Massa, em gramas, da oma de lake;
m; 8 massa, em grames, do belda A e da matéra extraida, apds secagem;
my @ massa, am gramas, do baldo A apds secagem, Ou, em caso de matdrias nGo
soiveis, do balo A £ das matérias ndo sclivess, apoe secagem;
my E massa, em giamas, do balio B e de alguma maidsia exraida, apds secagam:;
my @ Massa, em QEMAas, do balfo B, apcs secagem ou, em caso de maténas ndo
saives do balio B e das maténas nio soliveis, apbs secagem,
© leor de maketia gorda, expresso em percentagem em massa, do lede &
1m-mz)-("ls'm43 x 100

My
Toma-se como resutado a meda antmétice de duas determinagdes sobre & mesma
amosira que obedecam &s condighss de repetiblidade (10.2),
10.2. Apresertacio
Os resutados apresentam-se com aproximacdo 4 centésmas.
10,3, Repetividade
A diferenca entre os resultados de duas determinegdes dectuadas simukaneaments
sobre a mesma amosta 8 pelo meeme aralisla ndodeve exceder os valores seguines:
- para o leile com o jeor da mEténa gorta superior ou igual @ 05 % [mim): 002 g
o2 matéria gorda por 100 g ce produta

49
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- pame o laite com o eor de maléna gorca inferior a 0.5% (mim): 001 g de
menénia gorda por 100 g de produle.

10.4. Reprochatalidads

A dilérenga entre 05 resutados de duas delerminagdes dfectuadas em dols
laboratonos diferentes, sobre & mesma amasira, ndo deve excede: 05 valores
seguntes.

* para o lgfte com o teor de maténa gorda superior a 0,3% (mim): 004 g de
maléna porda por 100 g de produia

- pard o leks com o© teor de matéria gorda infeder & D3% (mim): 002 g de
matéra goeda por 100 g de produso,

11. Referéncia & normaliza¢do internacional

Esta Norma baseia-se na Noma Internaconal IS0 1211 [1984) «Lalt. Déerminatien de
I8 teneur en matiere grazse Méthode gravimétrique (Méthods de rédérence)s, a qual
8 equivaients
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7.4 Anexo 4 — Determinagéo da Acidez

DIRECCAD = GEMAL DA OUALIDADE (DGQ) ! Nun Jesk Exlarka, 3.4 — 1100 Lishoa Coder

£=) S - ORIGINAL
LEITES NP-470
NORMA PORTUGLIESA Determinagio da acides 1983 *

Leite. Déterainaticn de 1 scidité.

1 = QOBJBCTIVO E CAMPO DB APLICAGKO

A presenie Norma gestins-se & fixer 0 Processo para deterainpar =
acideg 4o leite e dos leijes compostos, REElm COmMO dos leites de
cobra ¢ de ovelns.

2 - REVERRRCIAS

EP-402 - Leite. Colheite das smostras.
¥P-403 — Leite. Preparegiio deas anoeirss para andlise.

3 . DEFINIGAO

Entende-s¢ por mcides dum leite o volume de solugio glcalins
normal, e€xpresso em centimetros ctbicos, nepessério pera
neutrelizer | de3 de leite. )

4 - HESUMO DO FROCESS0

Keutralisagfo dos fecidos 1ivres contidos no leite, por golugid
alcalina titulads.

5 - RBAGERTES

A Sgue utilizeds deve ser destilada ou desminerslizads, {gents
ge gidxido de carbono por ebuligéo dursnte 10 minutos e
arrefecida, tepada, antes ds sua utiligagio. ”

s ‘wn}

i~

5.1 - Soluglio slcoblica de fenclfinleinn & O.és em 100cm® de
£icool etilico a 95% (V/V) previamente neutralisado.

5.2 - Soluglo de bidréxido de sddio 0,1K. o

v

DR.II* Serwe N 236 de | CC
1983-10-13

CT-32
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6 — APAREIAOS ® UTENSILIOS

6.1 — Agitador msgnético.

6.2 - Bureta de precisido gradusds em d&cimos de centinetro
efibice.

6.3 - Copo de precipitagio de 50cm3 (NP-183).

6.4 — Praosco de Erlemmeyer (e 100cn? (¥P-183).

6.5 — Pipetas de precisdo de 10cm3 (¥P-183).

6.6 — Potencidmetro con eléctirodo de vidro e un eléctrodo de
referéncins aproprisdc calibrade por meio de sclugdes tampdo de
pd 6 ¢ pE 9 com precisio de * 0,01.

7 = COLHEITA DAS AMOSTRAS

Veje-se & NP-402.

8 - PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

Veja-gze a NP=403.

9 - TECHICA
9.1 - DETERMINAGAC

9.1.1 = Para o frasco de 2Irlenmeyer, nede-se¢ com & pipete de

precisic 10cm3 de leite. Adicionam-se seis gotas ds solugio-

slcodlica de fenolftaleina e titnla-se com soluglo de hidrdxido
de sddio 0,1F, contida na bureta de precisio a%8 viragen do
indicador.

9.1.2 = No caso fe dificuldade de observagio da viragen do
indicsdor, procede-se do seguinte mode:

Mede-sze com pipeta de precisio 20cm’ de lelte para O COPO de
precipitagioc. Introduszen-se OE eléctrodos 4o potencidmetro no
leite & titula-se com eolugdo de hidrdxido de sddic O,1R,
econtids na burets de precisdo, até gque o pE nedido pelo
potencidmetro atinjs o walor de 8,J.Durante a titulagio, o leite
deve ger sgitadc constantemente por melo de sgitador megnético.

(Continua)
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DRECCAO-OENAL DA QUALIDADE (DGO~ Mes Jond Estevio,83 A ~1109 Lisbos Codex

* glecalina normal por decimetro clbico, &:

NP-470, p. 3 de 3

10 — RESULTADOS
10.1 = CAILCUIO
Sendo:

V o volume, expresso ex centimetros c@bicos, da solugdio de
hidrdxido de sddio O,1¥, gasto na titulagdo,

e gcides do leite, expressa en centimetros clivicos de solugdo

10.1.1 - Segundo & técnica desorita em 9.1.1 - 10 ¥
10.1.2 - Segundc s técnics descrits em 9.1.2 -« 5V
10.2 - APRESERTAGAC

Cs resulisdoe spresentam-se com mproximagBo &e unidades.

11 - BIBLIOGRAPIA

IS0 6091~ 1980 = Lai4¥ sec. Détermination d“aciditd titrabdle.
(Méthode de ré&farence).
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7.5 Anexo 5 — Determinagéo da Cinza Total

!-, et OR'G'NA':
CDU 637.1:543.2
LEITES NP-477
| NOFRGA RCRTUGLESA Determinagiio da cinza total 1983

Laits. Dé€termination de la cendre zotale.

1 =~ OBJECTIVO E CAMPO DE APLICAGAO
A presente Norma destina-se a fixar o processc para deterainar

& cinza %total do lesite e dos leites compostos, assim como dos
leites de ovelha e de cabra.

2 - REFERENCTIAS

-~

NP-402 - Leite. Colheita das amos4ras.

NP-407 - Leite. Preparagio d2s amostras para andlise.

% - DEPINIGAO

Para o8 fina da presente Noraa, entende~-se por cinza total dum
leite, o residuo amineral ovtide por incinerag¢io segundo o
processo a aeguir descrito.

4 - RBSUMO DO FROCESS0Q

Evaporagdo do leite & secura. Calcinagic do residuc a 450°C e
respectiva pesagem.

-

DIRECGAD ~ GERAL DA QUALIDADE (nno)'—mu Eslavio, 03-A — 1199 Lisbos Codax

‘5> - REAGENTE

Keido ac@ético glacisl.

6 - APARELHOS B UTENSILIOS
; 6.1 - Balanga sensfvel 30 0,img.

6.2 = Banho~maria.

(Con%tinua)

DR, TIT* Serie, N*236 de
1WE3-01)

CT-32
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6.3 — Capsula de platina ou outra aproprisda de, pelo menos,
25c¢n3%.
6.4 - Copo de precipitagfo.
6.5 - Batufa de secagem, reguldvel para 105 + 5°C.

6.6 - Exsicador com subeténcia exasicante activada @ com indica-
dor de humidade.

6.7 . M]..
6.8 - Mufla com pirdmetro.

6.9 = Pipeta de 25cm3.

T - COLHBITA DAS AMOSTRAS

Veja-se a NP-402.

8 - PREPARAGAC DAS AMOSTRAS

Teja-se a NP-403. =

9 - TECNICA

Pare cépanla tarads apde caloinagdo e arrefecimente em exasica-
dor, medem-se 25cm3 de leite.

Pesa-se com & precisio de tmg e evapera-se, no banho-maria, até
i secura, depois de prévia adig8c de algumas gotas de acido
acético, para impedir a formag@o de uma pelfcula 3 superficie do
leite.

Carboniza=-se, lentamente, o residuc & chama @ calcina-se enm
mufla s temperatura que nio exceda a do rudro somdrio (450°).

Azds a calcinagdo, deixa-se srrefecsr em exsicador ¢ pesa-se.

{Continua)
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10 - HESULTADOS
10.1 = CALCULO
Sendo:
'1-‘ 8 nassa da toma dos 25cm? de leite, expressa em gramas;
o - 2 mﬁaaa da cinza, expressa em gramas,
a cinza total do leite expressa em percentagem 3:
=
By
10.2 - APRESENTAGAO
0a resultados apreaontaﬁ-lo com aproximacdo dz décimas.
11 — REPETIBILIDADE
A diferenga entre os resultados de duas determinagdes erectuadas
sinultaneamente, gobre a mesma amcstra e pelo mesmo opersdor ndc
deve exceder 0,01g por 100g de leite.

12 = BIELIOGRAFIA

NF V 04-208 (1979) Lait. Détermination des cendres.
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7.6 Anexo 6 — Microrganismos Totais (Aerdbios e Anaerdbios) a 20°C

INTERNATIONAL |1SO
STANDARD 4833

Microbiology of food and animal feeding
stuffs — Horizontal method for the
enumeration of microorganisms —
Colony-count technique at 30 °C

Microbiologie des alimenfs — Methode horizontale pour le
dénombrement des micro-arganismes — Technigue de compfage das
colonies 3 30 °C

Refenence number
150 4633 2003E)

=150 2002
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INTERHATIOMAL STANDARD 150 483320034 E)

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal
method for the enumeration of microorganisms —
Colony-count technique at 30 °C

1 Scope

This Intemational Standard specifies a horizontal method for the enumeration of microorganisms, by counting
the colonies growng in 3 solid medium after senobic incubation at 30 *C. Subject to the limitations discussed
in the miroducton, this Intermational Standard s applicable to products mtended for human consumption or
the feeding of anemals.

The applicabdity of this Intemational Standard to the examination of cerian fermented food and animal

feading stuifs is limited. For the examination of fermented food and animal feeding stuffs. other meda andior
incubation conditions might b= more appropriate.

2 MNormative references

The followng referenced documents are ndispensable for the application of this document. For dated
references, only the edition cited applies. For undated references, the latest edition of the referenced
documnent (including any amendments) applies.

150 6BET (all parts), Microbislogy of food and animal fesding siuffs — FPreparation of fesf samples, initial
suspension and decimal dilidions for microbiological examinabon

150 72181998, Mcrobiclogy of food and animal feeding siwffs — General miles for microbiclogical
examinafions

150 B261, Mk and milk produwcs — General guidance for the preparabon of fesf samples, inifial suspensions
and decimal dilufions for microbinlogical examinzfion

ISONTS 111331, Microbiology of food amd animal feeding shulfs — Guidelines on preparafion and production
of cuffure medis — Part 1: General quidelines on qualily assurance for the preparabon of cufture media in the
laboratory

3  Term and definition

For the purposes of this document, the followsng terrm and definiton applies.

31

MiCroorganism

bacteria, yeast and mould-fooming countable coleny, produced wnder the conditions speciied i this
Intemational Standard

© 190 2003 — AJ rights reserved 1
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4  Principle

41 Two poured plates are prepared using a specified culture medivom and a specified quantity of the test
sample, if the nitial product is liquid, or using a specified guantity of an initial swspension in the case of other
products.

Other pairs of poured plates are prepared, under the same conditions, using decimal dilutiens of the test
sample or of the iniial suspension.

43 The plates are aerchbically incubated at 30 °C for 72 ho

4.3 The number of microorganisms per millilire or per gram of sample s calculated from the number of
colonies obtained on selected plates (see Clause 10).

5 Culture media and diluents

For cument |laboratory practice, see 150 7218 and I300TS 11133-1.
31 Diluents

See the relevant part of 150 BBET.

52 Plate count agar (PCA)

221 Composition

Enzymiatic digestion of casein 50g
¥east extract 25g
Glucose, anhydrows (T H, 2000 1.0g
Agarl) BgteiEg
Water 1000 ml

When dairy products are examined, add 1.0 g of skimmed milk powder per lire of the culiwre medum. The
skimmed mik powder shall be free from inhibitory substances.

522 Preparation

2221 Preparation from commercial dehydrated complete medium

Follow the manufaciurer's instructions and add. if necessary. the skimmed milk powder (see 52,11
Adpust the pH. if necessary, so that after sterlization it is 7,0 £ 0.2 at 25 °C.

53222 Preparation from dehydrated basic components

Dissolve and disperse in the water, in the following order: the yeast extract, the enzymatic digestion of casen,
the glucose and, if necessary, the skimmed milk powder. Heating the water will assist this procadure.

Add the agar and heat to boding, stiming frequently wntil the agar is completely dissolved.

1] Dapanding on the gel strength of the agar.

2 2120 2003 — All Fighks resened
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Adjust the pH, if necessarny, so that after sterlization it 5 7,0 0,2 a3t 25 *C.
5223 Distribution, sterilization and storage

De=pense the medium into test ubes (6.8), in quanfities of 12 ml to 15 ml per tube, or into flasks or botiles
(6.8} of capacsty not greater than 500 mil.

Sterlize in an auboclave at 121 °C for 15 min.

If the medium is to be used immediately, cool it to 24 *C to 47 °C in a3 water bath {6.5) before use. If not, store
it in the dark at a termperature of 3 *C £ 2 “C for no lenger than 3 meonihs, under condibons which do not allow
any change in its composition and propertes.

Before beginning the microbiological examination, i onder to avoid any delay when pouring the medium,
completely meft the medium, then cool it to 44 °C to 47 *C in a water bath (8.5) before use.

In order to check the termperature of the agar, it is recommended to place a thermometer into a portion of
16 g/l agar control solution in a separate container identical to that wsed for the medium. The temperature
control soluticn should b= exposed to the same heating and cooling operations as the medium itself.

323 Performance testing for the quality assurance of the culture medium

To test the performance of the medium, see IS00TS 11133-1.

33  Owerlay medium (if necessany, see B2 T)

331  Composition

Agar! 12gto 1B g
Water 1000 mi

532 Preparation

Add the agar to the water and heat to boiling, stiming frequently unid the agar is completely dissclved, or
steam for about 30 mn.

Adjust the pH, if necessany. so that after sterlization it s 7,0 20,2 at 25 °C.
333 Distribution, sterilization and storage

Di=pense the medium inte test tubes (6.8) in guantiies of 4 ml per tube, or inio flasks or bottles (6.8) of
appropriate capacity.

Sterilize in an autoclave at 121 *C for 15 min.

If the medium is to be used immediately, cool it to 44 °C to 47 *C in a water bath (6.5) before use. I not, store
it in the dark at a termperature of 3 *C £ 2 “C for no lenger than 3 meonths, under condiions which do not allow
any change in its composibon and properbes.

Before beginning the microbiological examination, in order to avoid any delay when powning the medium,
completely medt the medium, then cool it to 44 °C to 47 *C in a water bath (8.5) before use.

© 120 2003 — AN rights reserved 3
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G Apparatus and glassware

Disposable glassware is an acceptable aliemative to re-usable glassware i it has suitable specifications.
Lisual microbiolegical laboratory equipment and, in particular, the following.

6.1 Apparatus for dry stenilization (owen) or wet sterilization (autoclave)

See |50 T218.

6.2 Incubator, capable of operating at 30°C £ 1°C.

6.3 Petri dishes. made of glass or plastic, 20 mm to 100 mm in diameter.

6.4 Pipettes. of nominal capacity 1 mi.

6.5 Water bath, capable of operating at 44 *C to 47 "C.

66 Colony-counting equipment, for example, consisting of an illuminated base with a dark background,
fitted with magnifying bens of suitable magnification of about 1.5 « may be wsed and a mechanical or elecronic
digital counter.

6.7 pH-meter, having an accuracy of calibration of £ 0.1 pH unit at 25 °C.

6.8 Testtubes, flashs or bottles, of appropriate capacity and not greater than 500 mi.

7 Sampling

It is important that the laboratory receive a sample which is truly representative and has not been damaged or
changed during transport or storage.
Sampling is not part of the method specified in this Intemational Standard. See the specific Intemational

Standard dealing with the product concemed. I there is no specific Intemational Standard, it is recommended
that the paries concemed come to an agreement on this subject.

8 Preparation of test sample
Prepare the test sample in accordance with the relevant part of 130 GB8T, or 150 B261. and the specfied

standard dealing with the product concemed. If there s no specific Intemational Standard, it is recommended
that the parfies concemed come to an agreement on this subject.

9 Procedurs
81 Test portion, initial suspension and dilufions.
See the relevant part of IS0 8887 and the specic Intemational Standard dealing with the product concemed.

532 Inoculation and incubation

821 Take two sterde Petn dishes (8.3). Transfer to each dish, by means of a stesile pipefte (§.4) 1 mi of the
test sample, if liquid, or 1 mil of the initial suspension n the case of other products (1077 dilution).

922 Take two other sterde Pefn dishes [6.3). Transfer to each dish. by means of another sterle pipette
{E4), 1 ml of the 107" dilution {liquid product) or 1 ml of the 102 dilution (other products).

4 © 120 2003 — All Fights resensed
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923 H necessary, repeat the procedure weth the further diutions, using a new sterile pipette for each
decimal dilution.

924 H appropriate and possible, select only the ontical dilutions steps (at least two consecutive decimal
dilutions) for the incoulation of the Petri dishes that will give colony counts of between 15 and 300 colonies per
plate.

925 Pourabout 12 ml to 15 ml of the plate count agar (5.2) at 44 *C to 47 °C into each Petr dish. The time
elapsing between the end of the preparation of the inifial suspension {or of the 107! dilufion if the product is
liquid) and the moment when the medium (5.2} is poured into the dishes shall not exceed 45 min.

926 Carefully mix the inoculem with the medium by notating the Petr dishes and allow the mixiure o
sofidify by leaving the Petri dishes standing on a cool horizontal surface.

927 After complete sobdfication, and only in the case where it is suspected that the product under
examination contains microonganisms whose colonies will overgrow the surface of the medium, powr about
4 ml of the overlay medim (5.3) at 44 “C to 47 *C onto the surface of the moculated medem. Allow to solidify
as described above.

928 Iovert the prepared dishes and place them in the mcubator (8.2) at 3 "C 21 °C for 72 h£ 3 h. Do not
stack the dishes more than six high. Stacks of dishes should be separated from one ancther and from the

walls and top of the meubator.

9.3 Counting of colonies

931 After the specified incubation penod (8.2.8), count the colonies on the plates (10.1), using the colony-
counting equipment (3.8) i necessary. Examine the dishes under subdued Bight. |t is important that pinpoint
codonies should b= ncluded in the count, but it is essential that the operator awoid mistaking particles of
undissolved or precipitated matter in dishes for pinpoint colonies. Examine doubtful objects carefully, using
higher magnification where reguired, in onder to distinguish colonies from foreign matter.

932 Spreading colomies shall be considered as single colomies. I less than one-quarter of the dish is

overgrown by spreading, count the colonies on the unaffected part of the dish and calculate the comesponding
number of the entire dish.  more than cne-quarter is owergrown by spreading colonies, discard the couwnt.

10 Expression of results

10.1 Method of calculation

See Amendment 1 to 150 72181886,
10.2 Precision

10.2.1 General

The precision data were evaluated for dishes contaming more than 15 and fewer than 300 colonies. The
precsion data depend on the fiora associabon and the sample matrix. The data presentsd are derived from
collaborative studies (see references [1), [2] and [3]) and are valid for raw and pasteurized mik. They may be
used as estimates when colony counts in other products are determined.

10.2.2 Repeatability

The absolute difference between two independent single test results, cbtaned wsing the same method on
identical test matenal in the same laboratory by the same operator using the same eguipment within a short
interval of time, should not be greater than the repeatability Bmit, r = 0,25, in log,; microorganisms per millilie
[comesponding to 1,8 on the nomnal scale in microorganisms per mil ilitre).

© 120 2003 — Al rights resarved 5
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MOTE  This repeatanlity Iimit was destved from collanorative studias for raw and pasteurzed milk (se8 references [1],
[2] and [3)) and may be used fr Such products.

1023 Reproducibility

The absclute difference between two single test resulis, obfained using the same method on identical test
matenial in different laboratones with different operators using different equipment, showld not be greater than
the reproducibility lmit, &= 045, in log,; microorganisms per milliiire {comesponding o 2.8 on the nomal
scale in microorganisms per millilitre).

MOTE  This reproduciblity Imit was derved from collaborative studiss for raw and pasteunzed milk (see references
[1]. [2] and [3]) and may be used for such poducts,

10.3 Interpretation of test results
In the following examples, the average precision data a3 probabidity level of 95 % and the analysis of one
sampde are considered. It should be noted that, under practical conditions, the awerage of several samples s
often used. The figures are indicated in microonganisms per malilitre.
a) Repeatability conditions

First result 105 = 100 000

The difference between the first and the second result should not be greater than 0,25 kog, ; units.

Second result  bog 10%75 = 56 000 or
log 10525 = 178 000

The difference betmeen the first and the second result is acceptable if the second result is not kower than
56 000 or not higher than 173 000,

b) Reproducibility conditions
Results obtained in the first laboratory (average of duplicate determination): 105 = 100 000

The difference between the first and the second result obtained in the second laboratory should not be
greater than 0,45 log,p wmits:

Second results:  log 1075 = 38 000, or
log 10F-45 = 230 0D

The difference betwesn the results cbtamed by the first and the second |aboratory is acceptable, i the
second |laboratory cbtains a result which is not bower than 28 000 and not higher that 250 000

Annex A shows the calculation and use of the eritical diference [CO) to interpret results.

104 Confidence limits

See |50 T218.
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7.7 Anexo 7 — Listeria monocytogenes

ORIGINAL
INTERNATIONAL ISO
STANDARD 11290-2

Microbiology of food and animal feeding
stuffs — Horizontal method for the
detection and enumeration of Listeria
monocytogenes —

Part 2:
Enumeration method

Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour la recherche et le
denombrement de Listenia monocytogenes —

Partie 2: Méthode de dénombrement

== Reference number
1SO 11290-2:1008(E)
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J w==".ATIONAL STANDARD © SO 1SO 11290-2.1998(E)
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1licrobiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal
method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes —

Part 2:
=numeration method

1 ARNING — In order to safeguard the health of laboratory personnel, it is strongly recommended that
-=<ts for detecting Listeria monocytogenes are undertaken in properly equipped laboratories, under the
~ontrol of a skilled microbiologist, and that great care is taken in the disposal of all contaminated materials.
In particular, itis strongly recommended that female laboratory staff are made aware of the particular risk
to the developing foetus presented by infection of the mother through exposure to Listeria mono-
cytogenes. National legislation may involve more specific demands.

1 Scope
Tris part of SO 11290 specifies a horizontal method for the enumeration of Listeria monocytogenes.

“OTE — The method also allows enumeration of other Listeria species which may be used as indicators of the hygiemic
quality of food or feed products.

Subject to the imitations discussed in the introduction, this part of ISO 11290 is applicable to products intended for
human consumption or animal foodstuffs.

In general (see note in 9.2.1), the lower limit of enumeration of this method is 10 L. monocytogenes per millilitre of
sample for liquid products, or 100 L. monocytogenes per gram of sample for other products.

2 Normative references

The following standards contain provisions which, through reference to the text, constitute provisions of this
International StanQard. At the time of publication, the editions indicated were valid. All Standards are subject t©
revision, and parties to agreements based on this International Standard are encouraged to investigate the
possibility of applying the most recent editions of standards indicated below. Members of IEC and 1ISO maintain
registers of currently valid International Standards.

1SO 688?-1:——‘?. Microbiology of (ood and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination — Part 1: General rules for the preparation of the inital
suspension and of decimal dilutions.

ISO 7218:1996, Micrabiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination

ISO 11290-1:1996, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Honzontal methed for the detection and
enumeration of Listeria monocytogenes — Part 1: Deteclion method.

1) To be published. (Revision of ISO 6887:1993)
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S Tions

===s of this part of ISO 11290, the following definitic~s z==

~ =7 Tcnocytogenes
=~ sms which form typical colonies on the solid selective medium described and which display the

| - al, physiological and biochemical characteristics describe i
- = Zz7z= with this part of ISO 112390 ibec when the analysis is carried out In

== _meration of Listeria monocytogenes

_._z _ j‘ nation of the number qi colony-forming units (CFU) of Listeria monocytogenes (see 3.1), in a given quantity
=-=duct, when the analysis is carried out in accordance with this part of 1ISO 11290

4 Principle

“lithin the limits of this part of ISO 11290, the enumeration of Listena monocytogenes requires six successive steps .
see annex A for a flowchart).

4.1 Preparation of the initial suspension in one of the two diluents described, as necessary.
4.2 Resuscitation for 1 h at 20 °C.

4.3 Surface plating, on the solid selective culture medium contained in two Petn dishes, of a specified quantity of
the test sample for liquid products or the initial suspension for other products.

Preparation of other dishes, under the same conditions, using decimal dilutions of the iest sample or initial
suspension.

4.4 \ncubation of the dishes at 35 °C or 37 °C and examination after 24 h and 48 h.
4.5 Confirmation of presumptive colonies of Listeria monocytogenes with the tests described.

4.6 From the number of confirmed colonies, calculation of the number of Listena monocytogenes per gram or per ¢
millilitre of the test sample.

5 Culture media and reagents
Eor current laboratory practice, see 1SO 7218.

NOTE — Because of the large number of culture media and reagents, it has been considered preferable, for clanty of the text,

to describe them in annex B.

6 Apparatus and glassware
Usual microbiological equipment (see 1SO 7218) and, in particular, the following.

6.1 Apparatus for dry sterilization (oven) or wet sterilization (autoclave)

See ISO 7218.
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* - Drying cabinet or incubator, capable of being maintained berv o~ =~ 4 Cand 50°C 4 | ¢

5.3 Incubators, lor maintaining the inoculated media, plates and tubes 4= = me following temperatyre ranges
3) 20°C £ 1 °C (optional);
b) 25°C +1°C (optional);

c) 35°C+1°Cor37°C+1°C.

6.4 Water bath, capable of being maintained at 47 °C + 2 °C.

6.5 Loops and wires of platinum/indium or nickel/chromium, or Pasteur pipettes or single-use loops
6.6 Glass or piastic spreaders, sterile.

6.7 pH-meter, capable of being read to the nearest 0,01 pH unit at 25 °C, enabling measurements 1o be made
& which are accurate to + 0,1 pH unit.

6.8 Test tubes or flasks, of appropriate capacity, for sterilization and storage of culture media and incubation of
liquid media.

6.9 Total-delivery graduated pipettes, of nominal capacities 1 ml and 10 ml, graduated respectively in 0.1 mi
and 0,5 ml divisions.

6.10 Petri dishes, of diameter 90 mm and 140 mm.
6.11 Jars, suitable for microaerobic incubation (optional).

6.12 Gas mixture (optional), of specified composition for microaerobic incubation:

5 %1012 % CO,, 5 % to 15 % O,, and N,, up to 100 %.

6.13 Equipment for the Henry illumination test (optional)

See annex B.

6.14 Microscope, preferably with phase-contrast.

7 Sampling

Sampling is not part of the method specified in this part of ISO 11290. If there is no specific International Standard
dealing with sampling of the product concemed, it is recommended that the parties concemed come to an

agreement on this subject.

It is important that the laboratory receive a sample which is truly representative and has not been damaged o
changed during transport or storage (see ISO 7218).
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““paration of test sample

the test sample in accordance with the specc : dard appropriate o the prodiel
=ed. I there 1s no specific Interational Standard, it s “c == ===~ 1at the parties concerned come o an
“"=2ment on this subject.

9 Procedure

WARNING — Whenever a choice is given between 35 ‘C or 37 'C for the incubation temperature, this
temperature shall be agreed between the parties concerned and recorded in the test report

9.1 Test portion, initial suspension and dilutions

See ISO 6887-1 and any specific Intemational Standard appropnate to the product concerned

Usg as diluent for prepanng the i‘réifti_a‘[__%gg‘ggspiqo&_ gi}!}g@gﬁg&gﬁ peptone water (B.1), or half-Fraser broth base

medium (B

Half-Fraser broth base without the addition of selective agents may be used as a diluent for the food or feed
sample when both the detection method (see ISO 11290-1) and this enumeration method are carried out on the
same test sample. This procedure is to avoid the need to prepare two initial suspensions; the selective agents ar=
added to the suspension once the test portion for enumeration has been used. Use of this procedure should e
noted in the test report.

Let the initial_suspension stand for 1 h+5minat20°C+2 f’(? Dby using, if necessary, the incubator 6.3 a)], n orger

o resuscitate the stressed microorganisms.
I!»_a dulullg__ﬂ Engg is used, prepare it gﬁg_[ LE“.S__LECIlatIQQ.

9.2 Inoculation and incubation

9.2.1 Transfer, by means,of a sterile pipette (6.9), 0,1 ml of the initial_suspension (9.1) o each of two dishes ol
St A ok s e e e Rt B R L e = AN IS e et S5 e e M
PALCAM agar (B.3), dried befo_g!:ugp;j if necessary in gﬁ?g&g‘wﬁatﬂor 62).

Repeat the procedure using further decimal dilutions if necessary.

NOTE — When, for centain products, it is necessary to estimate low numbers of Listeria monocytogenes, the lmit of
enumeration can be lowered by a factor of 10 by examining 1,0 ml of the initial suspension. Distribute the 1 mi of noculum
either on the surface of the agar medium in a large Petri dish (140 mm) or over the surface of the agar medium n three smaill
dishes (30 mm) using a sterile spreader (6.6). In both cases, prepare duplicates by using two large dishes or six small dishes

9.2.2 Carefully spread the inoculum as quickly as possible over the surface of {h_e agar plate without touching the
sides of the dish with the spreader. Use a fresh sterile spreader for each plate.2 Leave the plates closed for about
15.min at ambient termperature for the inoculum to be absorbed into the agar.

9.2.3 Invert the dishes prepared in 9.2,2 and _gql?c_q them in an incubator (6,3 ¢)] set at 35 °C of 37 °C Incubare
PALCAM z2gar dishes either microaem)ically In a jar (6.11) containing the gas mixture (6.12) or aerolcally

9.3 Enumeration of characteristic colonies

9.3.1 After incubation for 24 h, and for an additional 18 h to 24 h if growth is slight or Il no colonies are obsened
after 24 h of incubation, examine the dishes (9.2.3) for the presence ol colonies presumed o be Lateos spe

(see 9.3.3).

2) Itis possible 1o use the same spreader for a given sample, by beginning with the higher dilution
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=2 For dishes incubated microaerobically, after inc_zz* == == = ~= =L ~244 s dishas (93:1) 10 air for 1 1 1s

- v the agar to regain its pink to purple colour

#3.3 After 24 h the characteristic colonies of Listeria spz == 22 === ~r very small greyish green or olive qraen
-olonies, sometimes with black centres, but always wiih & 48 h Listena spp. appear in the form of
3reen colonies, about 1,5 mm to 2 mm in diamelter, with a ce== ~=--=-< -~ and surrounded by a black halg

9.3.4 Count all the colonies presumed to be Listeria sro. (3 2.3) on each dish containing less than 150
charactenstic or non-characteristic colonies.

9.4 Confirmation of Listeria spp.
9.4.1 Selection of colonies for confirmation

9.4.1.1 After the period of incubation (9.3.1), keep the dishes containing less than 150 presumptive Listenz spp
colonies, at all dilutions and, if possible, at two successive dilutions.

Select five of the presumptive colonies on each plate retained. If there are fewer than five presumptive colonies on a
dish, select for confirmation all presumptive colonies.

9.4.1.2 Streak the selected colonies onto the surface of predried plates of tryptone soya yeast extract agar
(TSYEA) (B.4) in a manner which will allow well-separated colonies to develop.

Place the plates in the incubator [6.3 c)] set at 35 °C or 37 °C for 18 h to 24 h or until growth is satisfactory.

Typical colonies are 1 mm to 2 mm in diameter, convex, colourless and opaque with an entire edge. If the colonies
are not well separated, pick a typical Listeria spp. colony onto ancther TSYEA plate. Carry out the following tests
from colonies of a pure culture on the TSYEA.

NOTE — The Henry illumination test may be conducted if necessary (see annex C and note in B.4.2). The colonies then
appear bluish with a granular surface.

9.4.2 Catalase reaction

Take a colony separated in 9.4.1.2 and suspend it in a drop of hydrogen peroxide solution (B.10) on a slide. The
immediate formation of gas bubbles indicates a positive reaction (see 1SO 721 8).

9.4.3 Gram staining

Perform the Gram stain on a colony separated in 9.4.1.2 (see 1SO 7218). Listena spp. are revealed as
Gram-positive slim, short rods (of approximately 0,4 pm to 0,5 um diameter, and 1 umto 2 um length)

9.4.4 Motility test (if necessary)3)
Take a colony separated in 9.4.1.2 and suspend it in a tube containing TSYEB (B.5).

Incubate in the incubator [6.3 b)] set at 25 °C for 8 h to 24 h until a cloudy medium is observed.

Deposit a drop of the above culture using a loop (6.5) onto a clean glass microscope slide Place a coverslip on top
and examine it with the microscope (6.14). Listeria spp. appear as slim, short rods with tumbling motility.

Cultures grown above 25 °C may fail to exhibit this motion. Always compare them 1o a known culture Coccl, large
rods, or rods with rapid swirnming motility are not Listeria spp.

3) This examination is not necessary in all cases if the analysis is carried oul by a microbiologist who regularly works on be
detection of L. monocytogenes.

L2
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150

=nalive test for motility, using an nocul g : >
3 . USIng ¢ culating B § sa ’
23 (94.1.2). Incubate it for 48 1 inthe incubater 2 3 = 2o 2o == - sl o o

-;-":l florbglrowih around the stab. Ljstena Spp. are —=* 3 == urnbrella-like growth pattern
SeaR ely below the surface of the agar. If growth is et < = - - “-521E 107 up 10 an additional 5 days aned
=mine the cullure during this time 3

[}
n

8.5 Confirmation of L. monocytogenes

9:5:1 Haemolysis test

9.5.1.1_ If the morphological and physiological characteristics ang Cataiase reaclion are indicative of Listena spp
determine the haemolytic reaction on sheep blood agar dishes (B.5).
Before use, thoroughly dry the blood agar surface, then mark the agar into squares. For each cullure, take a colony

separated in 9.4.1.2 and stab one labelled square using a wire (6.5). Also stab positive (L. monocytogenes) and
negaiive (L. innocua) control cultures.

After incubation at 35 °C or 37 °C for 24 h + 2 h, examine the test strains and controls. L. monocytogenes show
narrow, clear, light zones of B-haemolysis®); L. innocua show no clear zone around the stab. L. seeligen show =
weak zone of B-haemolysis. L. ivanovii usually show wide, clearly delineated zones of B-haemolysis. Exarmine the
plates by transparency to compare test cultures with controls.

9.5.1.2 The haemolytic reaction may also be carried out by using the CAMP test (9.5.3), or by using red cells in
suspension as follows. Disperse the colony in 150 pl of TSYEB (8.5); incubate at 35 °C or 37 °C for 2 h. Add 150 wul
of sheep blood red cell suspension (B.12). Incubate at 35 °C or 37 °C for between 15 min and 80 min. then
refngerate at +3 °C + 2 °C for about 2 h. Examine for the presence or absence of B-haemolysis. If the reaction is not
definite, leave the culture at +3 °C + 2 °C for upto 24 h.

9.5.2 Carbohydrate utilization

Using a loop (6.5), inoculate each of the carbohydrate utilization broths (B.7) with the culture from TSYES (924
Incubate at 35 °C or 37 °C for up to 5 days. Positive reactions [formation of acid(s)] are indicated by the svolution o
the colour from purple to yellow and occur mostly within 24 h to 48 h.

9.5.3 CAMP test

Streak each of the Staphylococcus aureus and Rhodococcus equi (B.9.4) cultures in single lines across the sheep
blood agar plate (B.6 or B.9.3) so that the two cultures are parallel and diametrically opposite (see figure 1) A thin
even inoculum is required. This can be obtained by using an inoculation loop or a wire (6.5) held at nght angles 1o

the agar.

i i in a simi ion at right angles to these cultures so that the test culture

reak the test strain separated in 9.4.1.2 in a similar fashloq al e ure

:rtz: S. aureus and R. equi cultures do not touch but at their closest are about 1 mm to 2 mm apart Several tes
strains may be streaked on the same plate.

G
the surface of agar arouod he s

n by removing any colony grown on

haemolysis is more readily seo

4) The zone of B+

mark.
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L monacylagense s

Narcow band of [1-haemolysis L innorua

No haemolysis g L orvanovi

Wide band of -haemolysis

NOTES

1 Inoculate thin blood agar plates (B.6 or 8.9.3) as shown in the diagram. Vertical ines represent streaks of 5 aureus (5) and
I R eguw (R). Honzontal lines represent streaks of the test cultures. Hatched areas indicate the locabons of enhanced
haemolysts.

~

2 The dotted area indicates the zone of influence of the S. aureus culture.

Figure 1 — Inoculation and interpretation of CAMP test plates

Simultaneously, streak control cultures of L. monocytogenes, L. innocua and L. ivanovi. If blood agar (B 8) 1s used.
incubate the plates at 35 °C or 37 °C for 18 h to 24 h. If double-layer plates (B.9.3) are used, incubate at 35 °C or
37°Cfor12hto 18 h.

An enhanced zone of B-haemolysis at the intersection of the test strain with the cultures of S. aureus and A egui =
considered to be a positive reaction.

The positive reaction with A. equi is seen as a wide (5 mm to 10 mm) “arrow-head” of haemolysis. The reaction =
considered as negative if a small zone of weak haemolysis extends only about 1 mm at the intarsection of the fest
strain with the diffusion zone of the R. equi culture.

A positive reaction with S. aureus appears as a small zone of enhanced haemolysis extending only about 3 mm 19
4 mm from the test strain and within the weakly haemolytic zone due to growth of the S. aureus culture Large
‘3 zones of B-haemolysis do not occur in the proximity area between S. aureus and L. monocytogenes

9.6 Interpretation of morphological and physiological properties and of the biochemical
reactions

All Listeria spp. are small, Gram-positive rods that demonstrate motility (see 9.4.4) If they are observed by Heary
illumination, they appear bluish with a granular surface. They are generally calalase positive

L. monocytogenes are distinguished from other species by the charactenstics histed in table 1
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Table 1 — Reactions for the ident “zzt o~ =f _ s'zria spp.
Species Haemolysis Producon =t stid CAMP test j
Rha—--z= Tz2 S5 aureus H equ
L. monocytogenes + - - + -
L innocua = = 7
L. wvanovii + & = > +
L. seeirgen (+) - = (+) -
L. welshimen - Y = Z -
L. grayi - - - = =

V: vanable reaction

(+): weak reaction

+. > 90 % of positive reactions
~: no reaction

NOTE — There exis! rare strains of L. monacytogenes which do not show B-haemolysis or a positive
reaction 1o the CAMP test under the conditions described in this part of 1ISO 11290.

9.7 Definitive confirmation
Strains which are considered to be L. monocytogenes (9.6) may be sent to a recognized Listena reference

laboratory for serological or, possibly, lysogenic typing, or an alternative reliable molecular typing method. The
dispalch shall be accompanied by all possible information conceming the strain(s).

10 Expression of results (see ISO 7218)
10.1 Counting of colonies of L. monocytogenes

Calculate for each of the plates the number a of colonies of L. monocytogenes present, using the following formula:

b is the number of colonies conforming to the identification criteria (9.6);
A is the number of colonies plated out for confirmation (9.4.1.1);
C s the total number of characteristic colonies enumerated on the dish (9.3.4).

Round off a to a whole number.

10.2 Method of calculation

10.2.1 Plates containing less than 150 colonies of L. monocytogenes, one of which contains at least
15 L. monocytogenes

Calculate the number N of L. monocytogenes present in 1 mior 1 g of product, using the following formula

a

ST, .
i V(ny +01n2) d
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Za 1s the sum of the colonies of L monocytogenes calculated afte: o= nf rmalion, on all the di
two consecutive dilutions, one of which at least contains at leas! 15 ‘dentified colonies,

shes retained at
V' s the volume of the inoculum applied to each dish in millifitres.

ny Is the number of dishes retained at the first dilulion;

ny 18 the number of dishes retained at the second dilution;

d s the dilution factor corresponding to the first dilution retained.

Sound the results obtained to two significant figures (see 1SO 7218).

T2ke as the result the number of L. monocytogenes per millilitre (liquid products) or per gram (other products)
=xoressed as a number between 1,0 and 9,9 multiplied by 10 to the appropriate power.

N m——

STEZ — See ISO 7218 for an example.

“22.2 Estimation of small numbers

2221 Ifthe two dishes, at the level of the initial suspension, contain less than 15 colonies of L. monocytoganes

e the number of confirmed colonies on each dish, using the formula given in 10.1. Calculate the anthmetcal
+ of the colonies counted on two dishes.

—xoress the result as follows:

i y
— estimated number of L. monocytogenes per gram or per millilitre Ng =d;<_v

Z is the dilution factor of the initial suspension;

V¥ is the volume of inoculum on each dish.

10.2.2.2 If the two dishes at the level of the initial suspension do not contain any colonies, express the result as
“ollows:

1
— han
less tha T

L. monocytogenes per gram or per millilitre

where
d s the dilution factor of the initial suspension;

v is the volume of inoculum on each dish.

11 Precision

See ISO 7218.
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7.8 Anexo 8 — Folha de Prova de Aceitacao

Prova de Aceitacao

Produto: logurte suplemeantado com algas marinhas

Bvalie as amostras fornecidas & assinale com uma cruz (K] gqual 3 aceitabilidade =
intensidade atribuida a cada um dos parametros considerados. Na escala de svaliagio de
aceitabilidade o valor de 1 corresponde 3 “estremaments desagradavel”, 5 corresponde a
“indiferente” & 9 corresponde @ “extremamente agradavel”. Na escala de avalizgao de intensidade
o valor de 1 corresponde 5 “poucao intensa”, 5 corresponde 3 “intensidade intermedia™ e 9

corresponde 3 “extremamente intenso”.

Amosira |5 Aceitabilidade Intensidade

1|12 ]|3|4|5]|]86)|7 E |9 11213 |4([5]68

Cdor

Caor

Do

Acido

Textura

Sabor a produtos do miar

Flavour residual/Persisténcia de sabor

Amaostra 16 Aceitabilidade Intensidade
1 2 3 415 [ 7 E| 9 1 2 3 4 5 ]

Odor

Caor

Dace

Acido

Textura

Sabor a produtos do miar

Flavour residual fPersisténcia de sabar

Amostra 17 Aceitabilidade Intensidade
1 2 3 415 3 7 E| 9 1 2 3 4 5 ]

odor

Car

DD

Acido

Textura

Sabor a produtos do miar

Flavour residual/Persisténcia de sabor

Mo global, qual das amostras prefers:

Observagbes:

MNome: obrigada pela colaboragio!
Idade:
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7.9 Anexo 9 — Folha de Prova de Aceitacado

Prova de Aceitagao

Produto: logurte suplementado com algas marinhas

Bvalie as amostras fornecidas € assinale com uma cruz (X) qual 3 aceitabilidade

intensidade atribuida a cada um dos parametros considerados. Mz escala de avaliagio de

aceitzbilidade o valor de 1 corresponde 3 “extremaments dezagradavel”, 5 corresponde =

“indiferente” & 9 corresponde 3 “extremamente agradavel”. Na escala de avalisgio de intensidade

o valor de 1 corresponde & “pouco intenso”, 5 corresponde 2

-

intensidade intermedia” e 9

corresponde 3 “extremamente intensa”

Amostra L3A

Aceitabilidade Intensidade

[
Pl
[E1]

4 (5|6 (7| EBE|9 11213 (45|68

Odor

Cor

Doge

Arido

Textura

Sabor a produtos do mar

Flawvour residual/Persisténcia de sabor

Amostra L3FT

[
[

Aceitabilidade Intensidade
3 4|5 6 Fi E| 9 1 . 3 4 5 =]

odor

Caor

Doce

Acido

Textura

Sabor a produtos do mar

Flavour residual/Persisténcia de sabor

Amostra L3AM

Aceitabilidade Intensidade

[
[ ]
(X1}

4 (5|6 (7| E|9 11213 (45|68

Odor

Cor

Doge

Arido

Textura

Sabor a produtios do mar

Flawvour residual/Persisténcia de sabor

Ohservagbes:

Mo global, qual das amostras prefera:

Nomea:
Idade:

Obrigada pela colabaragio!
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7.10 Anexo 10 — Folha de Prova Afetiva

O

Encoin Euperior Se huiema
u g oo e
Pt e e

DESENVOLVIMENTO DE UM IOGURTE SUPLEMENTADO
COM ALGAS MARINHAS
Indique a sua preferéncia relativamente as amostras fornecidas,

colocando um X na amostra que for mais do seu agrado. Entre cada
amostra lave a boca com dagua que se encontra junto das amostras.

5e67 801

Indigue duas razdes (atributos) que influenciaram a sua escolha.

Cbservacdes:

MOTA: Apds terminar a prova certifigue-se que deixa o local de prova limpo. Acenda a huz de
presenca para sinalizar que terminou a prova.

OBRIGADO PELA COLABORACAO!

Mome: Idade:
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7.11 Anexo 11 — Folha de Prova Triangular

Desenvolvimento de um logurte
IPL Suplementado com Algas Marinhas
T - giupa Iresarigas 8o
b e Folha de prova triangular — logurte
Mome: Diata:

A sua frente tem 3 amostras de iogurte codificadas. Duas delas s3o0 iguais e uma &
diferente. Comecando da esquerda, avslie as amostras e assinale o codigo gue
corresponde a diferente das restantes. Se ndo consegue detetar a diferenga, escolha a

melhor possibilidade mesmo gue incerta.

1 - Codigo da amostra diferente:

2 - Jual € a amostra preferida?

3 - Indigue a razdo da sua escolha pela sua preferéncia:

Apds terminar a prova certifigue-se que deia o local de prova limpo.
Acenda a luz de presenca para sinalizar que terminou a prova.

Obrigada pela sua colaboracao!
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7.12 Anexo 12 — Tratamento Estatistico dos Resultados

7.12.1 Parametros Fisico-Quimicos

Fator: Tipo de logurte

Tabela 7.12.1 — Teste da Homogeneidade de Variancias.

Sig.

Proteina(%)
Gordura(%)
Cinzas(%)
Humidade(%)
Hidratos(%)
Calorias(kcal)
DPPH(%)

Cor

Lactose(%)

,072
,000
,407
,669
,949
, 726
,400

Tabela 7.12.2 — Teste Kruskal-wallis para o teor de Gordura.

Gordura(%)

Asymp. Sig.

,020

Tabela 7.12.3 — Teste de comparac6es multiplas, Teste Gomes-Howell (Post Hoc),
para o teor de Gordura.

Mean
Dependent () Amostras (J) Amostras Difference | Std. Sig.
Variable (1-J) Error
Gordura(%) logurte Ct_0 logurte A_O 1,14000 ,20914 ,019
logurte Ct_30 -,01500 ,20914 | 1,000
logurte A_30 1,13000 ,20914 ,019
logurte A_O logurte Ct_0O -1,14000 ,20914 ,019
logurte Ct_30 -1,15500 ,20914 ,018
logurte A_30 -,01000 ,20914 | 1,000
logurte Ct_30 logurte Ct_0O ,01500 ,20914 | 1,000
logurte A_O 1,15500 ,20914 ,018
logurte A_30 1,14500 ,20914 ,018
logurte A_30 logurte Ct_0O -1,13000 ,20914 ,019
logurte A_O ,01000 ,20914 | 1,000
logurte Ct_30 -1,14500 ,20914 ,018
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Tabela 7.12.4 — Teste ANOVA para o teor de Proteina, Cinzas,

Humidade, Hidratos, Calorias e DPPH.

Sig.

Proteina(%)

Between Groups
Within Groups
Total

,001

Cinzas(%)

Between Groups
Within Groups
Total

211

Humidade(%)

Between Groups
Within Groups
Total

,009

Hidratos(%)

Between Groups
Within Groups
Total

,001

Calorias(kcal)

Between Groups
Within Groups
Total

,010

DPPH(%)

Between Groups
Within Groups
Total

,148

Tabela 7.12.5 — Teste de comparacdes multiplas, Teste Gomes-Howell (Post Hoc),
para o teor de Proteina, Humidade., Hidratos e Calorias.

Mean
Dependent () Amostras (J) Amostras Difference | Std. Sig.
Variable (1-9) Error
Proteina(%) logurte Ct_0 logurte A_O -,35500 ,09069 ,057
logurte Ct_30 -,05500 ,09069 ,925
logurte A_30 -,40000 ,09069 ,039
logurte A_O logurte Ct_0O ,35500 ,09069 ,057
logurte Ct_30 ,30000 ,09069 ,094
logurte A_30 -,04500 ,09069 ,956
logurte Ct_30 logurte Ct_0O ,05500 ,09069 ,925
logurte A_O -,30000 ,09069 ,094
logurte A_30 -,34500 ,09069 ,062
logurte A_30 logurte Ct_0 ,40000 ,09069 ,039
logurte A_O ,04500 ,09069 ,956
logurte Ct_30 ,34500 ,09069 ,062
Humidade(%) | logurte Ct_0 logurte A_O ,67500 ,08682 ,005
logurte Ct_30 -,45000 ,08682 ,022
logurte A_30 ,27000 ,08682 ,113
logurte A_O logurte Ct_0O -,67500 ,08682 ,005
logurte Ct_30 -1,12500 ,08682 ,001
logurte A_30 -,40500 ,08682 ,032
logurte Ct_30 logurte Ct_0O ,45000 ,08682 ,022
logurte A_O 1,12500 ,08682 ,001
logurte A_30 , 72000 ,08682 ,004
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logurte A_30 logurte Ct_0O -,27000 ,08682 ,113
logurte A_O ,405000 ,08682 ,032

logurte Ct_30 -,72000 ,08682 ,004

Hidratos(%) logurte Ct_0 logurte A_O -1,40500 ,20052 ,008
logurte Ct_30 ,48750 ,20052 ,212

logurte A_30 -,93350 ,20052 ,032

logurte A_O logurte Ct_0O 1,40550 ,20052 ,008
logurte Ct_30 1,89300 ,20052 ,002

logurte A_30 47200 ,20052 ,229

logurte Ct_30 logurte Ct_0O -,48750 ,20052 212
logurte A_O -1,89300 ,20052 ,002

logurte A_30 -1,42100 ,20052 ,007

logurte A_30 logurte Ct_0O ,93350 ,20052 ,032
logurte A_O -,47200 ,20052 ,229

logurte Ct_30 1,42100 ,20052 ,007

Calorias(kcal) logurte Ct_0 logurte A_O 3,22500 | 1,02004 ,108
logurte Ct_30 1,59500 | 1,02004 ,485

logurte A_30 4,84500 | 1,02004 ,030

logurte A_O logurte Ct_0 -3,22500 | 1,02004 ,108
logurte Ct_30 -1,63000 | 1,02004 470

logurte A_30 1,62000 | 1,02004 AT74

logurte Ct_30 logurte Ct_0O -1,59500 | 1,02004 ,485
logurte A_O 1,63000 | 1,02004 470

logurte A_30 3,25000 | 1,02004 ,105

logurte A_30 logurte Ct_O -4,84500 | 1,02004 ,030
logurte A_O -1,62000 | 1,02004 AT74

logurte Ct_30 -3,25000 | 1,02004 ,105

Tabela 7.12.6 — Teste da Homogeneidade de Variancias.

Sig.

Acidez(ml/l)
pH

,309
,001

Tabela 7.12.7 — Teste Kruskal-wallis para o pH.

pH

Asymp. Sig.

,014
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Tabela 7.12.8 — Teste de comparacdes multiplas, Teste Gomes-Howell (Post Hoc),

para o pH.
Mean
Dependent (1) Amostras (J) Amostras Difference | Std. Sig.
Variable (1-9) Error
pH logurte Ct_0 logurte A_O ,02333 ,00981 ,238
logurte Ct_15 -,05333 ,00981 ,002
logurte A_15 ,03667 ,00981 ,026
logurte Ct_30 ,02667 ,00981 ,142
logurte A_30 ,03000 ,00981 ,082
logurte A_O logurte Ct_0 -,02333 ,00981 ,238
logurte Ct_15 -,07667 ,00981 ,000
logurte A_15 ,01333 ,00981 , 749
logurte Ct_30 ,00333 ,00981 ,999
logurte A_30 ,00667 ,00981 ,981
logurte Ct_15 logurte Ct_0O ,05333 ,00981 ,002
logurte A_O ,07667 ,00981 ,000
logurte A_15 ,09000 ,00981 ,000
logurte Ct_30 ,08000 ,00981 ,000
logurte A_30 ,08333 ,00981 ,000
logurte A_15 logurte Ct_0O -,03667 ,00981 ,026
logurte A_O -,01333 ,00981 , 749
logurte Ct_15 -,09000 ,00981 ,000
logurte Ct_30 -,01000 ,00981 ,903
logurte A_30 -,00667 ,00981 ,981
logurte Ct_30 logurte Ct_0O -,02667 ,00981 ,142
logurte A_O -,00333 ,00981 ,999
logurte Ct_15 ,08000 ,00981 ,000
logurte A_15 ,01000 ,00981 ,903
logurte A_30 ,00333 ,00981 ,999
logurte A_30 logurte Ct_0O -,03000 ,00981 ,082
logurte A_O -,00667 ,00981 ,981
logurte Ct_15 -,08333 ,00981 ,000
logurte A_15 ,00667 ,00981 ,981
logurte Ct_30 -,00333 ,00981 ,999
Tabela 7.12.9 — Teste ANOVA para a Acidez.
Sig.
Acidez(mi/1) Between Groups ,959

Within Groups
Total
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Fator: Tempo de producdo

Tabela 7.12.10 — Teste da Homogeneidade de Variancias.

Sig.

Cor

Proteina(%)
Gordura(%)
Cinzas(%)
Humidade(%)
Hidratos(%)
Calorias(kcal)
DPPH(%)

Lactose(%)

,927
,984
,450
,669
,949
,984
,139

Tabela 7.12.11 — Teste ANOVA para o teor de Proteina, Gordura,

Cinzas, Humidade, Hidratos, Calorias, DPPH, Cor e Lactose.

Sig.

Proteina(%)

Between Groups
Within Groups
Total

754

Gordura(%)

Between Groups
Within Groups
Total

,980

Cinzas(%)

Between Groups
Within Groups
Total

,017

Humidade(%)

Between Groups
Within Groups
Total

,190

Hidratos(%)

Between Groups
Within Groups
Total

446

Calorias(kcal)

Between Groups
Within Groups
Total

,309

DPPH(%)

Between Groups
Within Groups
Total

, 791

Tabela 7.12.12 — Teste de comparacdes multiplas, Teste Gomes-Howell (Post
Hoc), para as Cinzas.

Mean
Dependent () Tempo (J) Tempo Difference | Std. Sig.
Variable (1-J) Error
Cinzas(%) Ct 0 AO -,02500 ,01458 422
Ct_30 -,04500 ,01458 ,115
A_30 -,08500 ,01458 ,015
A0 Ct 0 ,02500 ,01458 422
Ct_30 -,02000 ,01458 ,573
A_30 -,06000 | ,01458 ,048
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Ct_30 ct o ,04500 ,01458 ,115
A0 ,02000 ,01458 ,573
A_30 -,04000 ,01458 ,158
A_30 Ct 0 ,08500 ,01458 ,015
A O ,06000 ,01458 ,048
Ct_30 ,04000 ,01458 ,158

Tabela 7.12.13 — Teste da Homogeneidade de Variancias.

Sig.
Acidez(mi/l) ,000
pH ,000

Tabela 7.12.14 — Teste Kruskal-wallis para a Acidez e pH.

Acidez(m/l) pH
Asymp. Sig. ,535 ,206

Andlise de Componentes Principais (PCA)

Exes 1 2 3 4 Total inertia
Eigenvalues : 0,003 0.000 0.000 0.000 0.003
Lengths of gradient : 0,110 0.048 0.048 0.000
Cumulative percentage wvariance

of species data : g84.1 81.0 01.4 0.0
Sum of all eigenvalues 0.003

Figura 7.12 — Teste do DCA para verificacdo da adequabilidade do teste PCA em relacéo
aos parametros fisico-quimicos (Proteina, Matéria Gorda, Cinzas, Humidade, Hidratos de
Carbono. Valor Eneraético. DPPH. Cor e Lactose).

Lxes 1 2 3 4 Total wariance
Eigenvalues : p.262] 0.051 0.000 1.000
Cumulative percentage wariance

of species data : 68.7 04.9 100.0 0.0
Sum of all eigenvalues 1.000

Figura 7.12.1 — Teste do PCA, sendo possivel observar a percentagem que cada eixo
explica da variabilidade dos dados, relativamente aos parametros fisico-quimicos
(Proteina, Matéria Gorda, Cinzas, Humidade, Hidratos de Carbono, Valor Energético,
DPPH, Cor e Lactose).
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Axes 1 2 3 4 Total inertia

Eigenvalues : 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Lengths of gradient : 0.012 0.000 0.000 0.000
Cumulative percentage variance
of species data : 100.0 0.0 0.0 0.0
Sum of all eigenvalues | 0.000

Figura 7.12.2 — Teste do DCA para verificacdo da adequabilidade do teste PCA em
relacdo aos parametros fisico-quimicos (Acidez e pH).

Lxes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues : o.2z0] o0.c00  0.000 1.000
Cumulative percentage variance

of species data : 78.0 100.0 0.0 0.0
Sum of all eigenvalues 1.000

Figura 7.12.3 — Teste do PCA, sendo possivel observar a percentagem que cada eixo
explica da variabilidade dos dados, relativamente aos parametros fisico-quimicos (Acidez
e pH).

7.12.2 Parametros Microbiolégicos

Fator: Tipo de logurte

Tabela 7.12.15 — Teste da Homogeneidade de Variancias.

Sig.
M_aero ,027
M_anaero ,019
Lactobacillus ,278
Streptococcus ,030

Tabela 7.12.16 — Teste Kruskal-wallis para os Microrganismos Totais
Aerobios, Microrganismos Totais Anaerdbios e Streptococcus.

M_aero M_anaero Streptococcus
Asymp. Sig. 0,275 0,376 0,376

Tabela 7.12.17 — Teste ANOVA para os Lactobacillus sp.

Sig.

Lactobacillus Between Groups 757
Within Groups
Total
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Fator: Tempo de producdo

Tabela 7.12.18 — Teste da Homogeneidade de Variancias.

Sig.
M_aero ,000
M_anaero ,000
Lactobacillus ,000
Streptococcus ,000

Tabela 7.12.19 — Teste Kruskal-wallis para os Microrganismos Totais Aerdbios,
Microrganismos Totais Anaerdbios, Lactobacillus sp. e Streptococcus.

M_aero M_anaero Lactobacillus Streptococcus
Asymp. Sig. 0,867 0,257 0,171 0,867

Analise de Componentes Principais (PCA)

Exes 1 2 3 4 Total inertia
Eigenvalues : 0,542 0.062 0.031 0.000 0.647
Lengths of gradient : 0.814 0.720 0.000
Cumulative percentage variance

of species data : 83.7 93.3 88.0 0.0
Sum of all eigenvalues 0.647

Figura 7.12.4 — Teste do DCA para verificagdo da adequabilidade do teste PCA em relacéo
aos parametros microbioldgicos (Microrganismos Totais Aerdbios, Microrganismos Totais
Anaerobios, Lactobacillus sp. e Streptococcus).

HEEs 4L & ] e 1U0LdLl vdrLil4dnce
Eigenvalues : 0.685 0.293 0.011 0.001 1.000
Cumulative percentage variance

of species data : 69.5 G8.8 G69.8 100.0
Sum of all eigenvalues 1.000

Figura 7.12.5 — Teste do PCA, sendo possivel observar a percentagem que cada eixo
explica da variabilidade dos dados, relativamente aos parametros microbiolégicos
(Microrganismos Totais Aerodbios, Microrganismos Totais Anaerdbios, Lactobacillus sp. e
Streptococcus).

7.12.3 Anélise Sensorial

logurte: produzido com leite meio gordo com lactose
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Tabela 7.12.20 - Resultados obtidos na prova sensorial de aceitacéo efetuada entre 3 amostras de iogurte produzido com leite meio gordo com lactose, em termos
de aceitabilidade e intensidade. A escala varia de 1 a 9 e a mesma encontra-se devidamente descrita no tépico 3.4.

Aceitabilidade

Intensidade

Sujeito

Idade

Amostra

Odor

0O
=4

Doce

Acido

Textura

Sabor a
produtos do
Mar

Flavour
Residual

Odor

Cor

Doce

Acido

Textura

Sabor a
produtos do
Mar

Flavour
Residual

Amostra
Preferida

26

(61

(61
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23
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Tabela 7.12.21 — Matriz de Correlacdo, onde é visivel os pontos de correlagdo mais
fortes, assim como as relacdes estatisticamente significativas.

Odor Cor Doce Acido Textura SaborMar Flavaur

Caorrelation Odar 1,000 474 413 281 128 388 309
Cor 1,000 383 288 - 044 561 470
Doce 413 393 1,000 750 813
Acido 281 288 1,000 A51 14 G50
Textura 128 -,044 526 451 1,000 236 278
SaborMar 388 750 B14 236 1,000
Flavour 309 AT0 B3 650 278 1,000

Sig. (1-tailed)  Odor 006 016 078 263 059
Cor 006 021 072 413 007
Doce 016 021 ,aon o2 ,aoa
Acido 078 072 000 009 000
Textura 263 413 ooz D] 080
Saborhar 001 000 000 118
Flavour 0549 007 000 000 080 Q0o

Tabela 7.12.22 — Teste de KMO e Bartlett, onde KMO de 0,754
considerado médio para utilizacdo da analise fatorial.

Sphericity

Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling Adequacy.
Bartlett's Test of

Approx, Chi-Square

df
si.

754
119,610
21
ooo

Tabela 7.12.23 — Matriz Anti-imagem, onde o tamanho da amostra é considerado adequado
pois todos os valores da diagonal estdo acima de 0,5.

Qdar Cor Doce Acido Texdura SaborMar Flavour

Anti-image Covariance  Odor 666 -199 -,085 063 029 -,045 071
Cor -199 560 -010 013 127 -,089 008

Doce -.085 -010 120 -120 -7 004 -063

Acido 063 013 120 271 019 -,020 031

Textura 029 127 T 019 612 -,002 051

SaborMar -045 -.089 004 -.020 -,002 173 -110

Flavour 071 008 -,063 031 051 -110 142

Anti-image Correlation  Odor l ,?18% -323 -,301 148 045 -132 230
Cor 323 | G| -oar 034 216 -,284 028

Doce -, 301 -,037 - 667 -,432 028 482

Acido 148 034 - BE7 046 -,000 156

Textura 045 216 - 432 046 - 005 173

SaborMar | -132 - 284 028 -,090 -,005 -,703
Flavour 230 028 482 156 173 103 | C@o)

a. Measures of Sampling Adequacy(MSA)
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Tabela 7.12.24 — Tabela de Comunalidades.

Initial Extraction
Cdoar 1,000 AGT
Cor 1,000 761
Doce 1,000 919
Acido 1,000 T67
Textura 1,000 a2
SaborMar 1,000 816
Flavour 1,000 798

Tabela 7.12.25 — Tabela da Variancia Total Explicada.

Initial Eigenvalues Extraction Sums of Squared Loadings Rotation Sums of Squared Loadings
Component Total % ofWVariance | Cumulative % Total % ofWariance | Cumulative % Total % ofWariance | Cumulative %
1 3,975 56,779 56,779 3975 56,779 56,779 2,783 39,753 39,753
2 1,255 17,933 74,712 1,255 17,933 74,712 2,447 34958 74,712
3 780 11,148 85,858
4 432 6178 52,037
g 364 5,203 97,240
G 123 1,750 98,991
7 071 1,008 100,000
Scree Plot
4
3
o
3
[
£ 2
o
2
[im]
14
o
T T T T T T T
1 2 3 4 s 8 7

Component Number

Figura 7.12.6 — Scree Plot.
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Tabela 7.12.26 — Matriz dos Componentes apos rotagao.

Component

1 2
Odaor 11 674
Cor 016 872
Doce 843 457
Acido 817 316
Textura 808 -,222
SaborMar 563 706
Flavaur 650 612

Tabela 7.12.27 — Tabela com valores da analise Reliability.

Cronhach's
Alpha Based
an
Cronbhach's Standardized
Alpha [tems M of tems
865 858 7

Tabela 7.12.28 — Teste de Independéncia do Qui-Quadrado,
auando o fator analisado foi a amostra de ioqurte.

Asymp. Sig.

Odor 423

Cor ,482

Pearson Do.ce 352
Chi-Square Acido 515
Textura ,361

SaborMar ,923

Flavour ,223

135



logurte: produzido com leite meio gordo sem lactose

Tabela 7.12.29 - Resultados obtidos na prova sensorial de aceitacdo efetuada entre 3 amostras de iogurte produzido com leite meio gordo sem lactose, em termos
de aceitabilidade e intensidade. A escala varia de 1 a 9 e a mesma encontra-se devidamente descrita no topico 3.4.

Aceitabilidade Intensidade

A Sabor a Flavour i Sabor a Flavour | Amostra
Doc Ag'd Te;tur produtos do | Residua Odo Doc Ag'd produtos do | Residua | Preferid
Mar I a

Mar |

Amostr | Odo
a

Q)
o
Q
o

Sujeito | Idade

]
]
-
-

L3A
1 26 L3FT
L3AM

w
w

L3A

L3A
2 27 L3FT
L3AM

L3A

L3A
3 31 L3FT
L3AM

L3A

L3A
4 27 L3FT
L3AM

L3A

L3A
5 22 L3FT
L3AM

L3A

L3A
6 24 L3FT
L3AM

L3AM

L3A
7 23 L3FT
L3AM

L3FT

OC OOV |WINO|O|O|O|N(N|O1|O1|{O| [ |0|0U1|O0 |0
OIN|O0|U|O (NN N[OOI || [00|00|00|(00|©
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Tabela 7.12.30 — Matriz de Correlacdo, onde é visivel os pontos de correlagdo mais
fortes, assim como as rela¢des estatisticamente significativas.

Qdor Doce Acido Textura SahoriMar Flavour
Correlation Odar 1,000 266 612 206 61 4418
Doce 255 1,000 596 -,293 528 365
Acido G| GE3| 1.000 71 CGa3d 831
Textura 208 -,293 071 1,000 - 169 126
SaborMar 161 528 585 -169 1,000 557
Flavour 448 365 (IFET1) 126 557 1,000
Sig. (1-tailed)  Odor 132 0oz 186 243 Loz
Doce 132 002 099 007 052
Acido oo oo 380 i
Textura 186 099 380 231 292
SaborMar 243 Coog) 003 231 004
Flavour @ 052 00 292 (ood)

Tabela 7.12.31 — Teste de KMO e Bartlett, onde KMO de 0,663
considerado mediocre para utilizacdo da analise fatorial.

Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling Adequacy. G663
Bartlett's Test of Approx. Chi-Square 53223
Sphericity df 15

Sig. Rilii]

Tabela 7.12.32 — Matriz Anti-imagem, onde o tamanho da amostra é considerado adequado
pois todos os valores da diagonal estdo acima de 0,5.

Qdor Doce Acido Textura SaborMar Flavaur
Anti-image Covariance  Odor 543 046 - 145 - 076 18 053
Doce 0dE 458 - 134 145 -112 11
Acido - 1445 -135 151 -,038 - 047 - 142
Textura - 07a a5 - 03a 786 g2 -,028
SaborMar 15 -112 - 047 0a2 525 -,082
Flavour JB0E3 11 - 142 -,028 -082 ,2549
Anti-image Correlation  Odor | 6?1a| 091 -508 - 117 216 142
Doce oo | G| -s13 325 -,229 323
Acido -508 -513 110 - 169 717
Textura =117 a2a - 110 5347 143 -,062
SaborMar 216 -229 - 168 143 -223
Flavour 142 323 717 062 -,223

a. Measures of Sampling Adequacy(M3A)
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Tabela 7.12.33 — Tabela de Comunalidades.

Initial Extraction
Odor 1,000 607
Doce 1,000 696
Acido 1,000 16
Textura 1,000 765
SahorMar 1,000 660
Flavour 1,000 761

Tabela 7.12.34 — Tabela da Variancia Total Explicada.

Initial Eigenvalues Extraction Sums of Squared Loadings Rotation Sums of Squared Loadings
Component Total % ofvariance | Cumulative % Total % of Variance | Cumulative % Total % ofVariance | Cumulative %
1 3,035 50,582 50,582 3,035 50,582 50,582 2,750 458349 45839
2 1,369 22815 73,387 1,369 22815 73387 1,653 27 558 73,397
3 692 11,532 84,929
4 A66 7,763 92,682
4 339 5656 58,348
[ ,099 1,652 100,000
Scree Plot
4
3]
@
E]
[d
Z -
O
@
i
1
o
T T T T T T
1 2 3 4 [ 3

Component Number

Figura 7.12.7 — Scree Plot.

Tabela 7.12.35 — Matriz dos Componentes apds rotagéo.

Component

1 2
Qdar 768 -178
Doce 450 02
Acido 916 276
Textura 349 -.802
SaborMar 530 G168
Flavour 884 71
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Tabela 7.12.36 — Tabela com valores da andlise Reliability.

Cronhach's
Alpha Based
an
Cronhach's Standardized
Alpha ltems M of ltems
46 743 i

Tabela 7.12.37 — Teste de Independéncia do Qui-Quadrado,
guando o fator analisado foi a amostra de iogurte.

Sig.

Odor ,346

Cor ,504

Pearson I?o_ce 049
Chi-Square Acido 028
Textura ,714

SaborMar ,819

Flavour ,291

Prova Afetiva

Tabela 7.12.38 — Resultados obtidos na prova afetiva entre o iogurte com lactose
(567) e o iogurte sem lactose (891).

Sujeito | Sexo Idade Amostra
Preferida
1 M 36 567
2 F 23 567
3 M 45 567
4 M 44 567
5 F 27 567
6 F 30 567
7 F 25 567
8 F 35 567
9 F 22 567
10 F 24 567
11 F 24 567
12 M 20 567
13 F 19 567
14 F 18 567
15 F 19 567
16 F 18 567
17 F 20 567
18 M 24 891
19 M 30 891
20 M 23 891
21 M 23 891
22 M 27 891
23 F 42 891
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24 F 44 891
25 F 25 891
26 M 27 891
27 F 31 891
28 F 27 891
29 M 31 891
30 F 29 891
31 F 46 891
32 M 62 891
33 F 45 891
34 F 37 891
35 F 22 891
36 F 39 891
37 F 23 891
38 F 23 891
39 F 21 891
40 F 24 891
41 M 19 891
42 F 22 891
43 M 18 891
44 F 19 891
45 F 19 891
46 F 19 891
47 F 20 891
48 F 20 891
49 M 20 891
50 F 21 891

Fator: Idade do provador

Tabela 7.12.39 — Tabela da Homogeneidade de Variancias.

Sig.
Amostra Pref. ,021

Tabela 7.12.40 — Teste Kruskal-wallis para a Amostra Preferida.

Amostra Pref.
Asymp. Sig. 0,907

Fator: Género do provador

Tabela 7.12.41 — Tabela da Homogeneidade de Variancias.

Sig.
Amostra Pref. , 124
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Tabela 7.12.42 — Teste ANOVA para a Amostra Preferida.

Sig.

Amostra Pref. Between Groups ,484
Within Groups
Total

Prova Triangular

Tabela 7.12.43 — Resultados obtidos na prova triangular entre o iogurte com 0 dias
(456,789) e o iogurte com 30 dias (123).

Amostra Amostra

Sujeito | Sexo Diferente Preferida
1 F 789 456
2 M 789 123
3 M 456 456
4 F 456 456
5 F 789 123
6 F 789 123
7 F 789 456
8 F 789 789
9 F 456 123
10 F 123 456
11 M 789 456
12 F 123 789
13 F 123 789
14 M 789 123
15 M 123 789
16 M 456 123

Fator: Género do provador

Tabela 7.12.44 — Tabela da Homogeneidade de Variancias.

Sig.
Amostra Pref. ,603
Amostra Dif. ,949

Tabela 7.12.45 — Teste ANOVA para a Amostra Preferida e
Amostra Diferente.

Sig.

Amostra Pref. Between Groups ,582
Within Groups
Total

Amostra Dif. Between Groups ,499
Within Groups
Total
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