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Resumo

Atendendo a crescente tendéncia em privilegiar uma dieta alimentar composta por
produtos alimentares de qualidade diferenciada, que tenham repercussoes diretas
positivas no bem estar e satide do consumidor e que em simultaneo possam contribuir
para a sustentabilidade dos sistemas alimentares, este trabalho procurou desenvolver
um novo produto, pasta miso com base em feijdo-frade, selecionando para a base, duas
variedades de feijao-frade endogenas do concelho de Castelo Branco, o feijdo-frade
cara verde e feijao-frade arroz.

Para asambas as variedades de feijao-frade foram seguidas duas metodologias para
obtencdo de miso. A metodologia 1(M1) na qual se utilizou um preparado de Koji de
arroz e a metodologia 2(M2) que envolveu a producdo de Koji de arroz inoculado com
Aspergillus oryzae. O miso foi sujeito a fermentacao anaerdbia em estufaa 252C por um
periodo de 28 dias.

O miso obtido foi submetido a avaliacdo microbiol6gica, nutricional e sensorial.
Para os critérios microbiol6gicos, o miso apresentou valores abaixo dos limites de
referéncia, comprovando-se assim a sua estabilidade e seguranga. Nutricionalmente os
valores obtidos mostraram que estamos perante um produto com um baixo valor
energético, baixo teor de lipidos em ambas as metodologias e variedades de feijao-
frade. Sensorialmente é possivel verificar que o M2 obteve uma maior aceitacao da
comparativamente com as M1.

Palavras-chave
Condimento, dieta evolutiva, feijao-frade, fermentag¢do, inovagdo alimentar,
leguminosas, miso.






Abstract

With the growing tendency to diet composed of high-quality, food products that
contribute to consumers health and at the same time can contribute to the
sustainability of food systems,this work aimed to develop a new food product, miso
paste, using two varieties of cowpea endogenous to the municipality of Castelo Branco,
the Cara Verde and the Arroz.

For both varieties of cowpea, two methodologies were used to obtain miso, the first
Methodology (M1) used a rice Koji preparation, and the second methodology (M2)
involved the production of rice Koji inoculated with Aspergillus oryzae. The miso was
subjected to anaerobic fermentation at 259C for a period of 28 days.

The miso obtained was subjected to microbiological, nutritional and sensory
evaluation. For the microbiological criteria, the miso showed values below the
reference limits, thus proving its stability and safety. Nutritionally, the values obtained
showed that we are dealing with a product with a low energy value, low lipid content
in both methodologies and varieties of cowpea. Sensorially, it can be seen that M2 was
more acceptable than M1.

Keywords

Condiment, cowpea, evolutionary diet, fermentation, food innovation, legumes,
miso.
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Desenvolvimento de Pasta Miso com base em Feijao-frade

1. Introducao

Algumas das mais recentes tendéncias para o consumo e inovacdo de produtos
agroalimentares mostram uma preferéncia pela procura de alimentos de origem
vegetal, designados por “Plant-based” a privilegiar uma composi¢ao nutricional rica em
ingredientes estrela como a proteina e com um processo produtivo “amigo do
ambiente” (iAlimentar, 2024).

As leguminosas como culturas de relevo mundial pela sua diversidade genética,
adaptabilidade de cultivo e beneficios nutricionais podem futuramente incrementar
resposta as dificuldades globais ao nivel da seguranca alimentar, ambiente e dieta
alimentar saudavel (Calles, 2016; Mudryj et al.,, 2014). No grupo das leguminosas de
grdo, o feijdo-frade distingue-se como uma das mais importantes culturas para os
paises do sul da europa pela capacidade de resisténcia a seca e a solos pouco férteis,
acrescendo o seu elevado valor nutritivo em proteina e aminoacidos essenciais
(Carvalho et al,, 2016).

A Fermentacdo é atualmente uma técnica que ultrapassa o objetivo de conservar
alimentos, pois a atuacdo dos microrganismos permite a obtencdo de alimentos com
um valor nutricional mais elevado, de maior digestibilidade, com caracteristicas
organoléticas atrativas e com um baixo nivel de processamento (Gong¢alves & Ramos,
2021).

O mercado atual apresenta ao consumidor alguma diversidade de produtos
fermentados de origem vegetal entre os quais se inclui a pasta miso. O miso é uma pasta
fermentada de tradigdo milenar na cozinha oriental, vista como uma das fontes para a
longevidade dos povos asiaticos e que utiliza a soja, o arroz e o sal para produzir,
mediante fermentac¢do, o condimento utilizado para preparar a tradicional Sopa Miso
(Kusumoto et al,, 2021; Simdes et al., 2023). Com o fen6meno da imigracao dos povos
asiaticos para outros paises, o miso apresenta-se como um produto bem aceite nos
mercados, estando o seu sabor salgado caracteristico a conquistar a cozinha ocidental,
estimando-se que no Japao, o miso seja dos alimentos fermentados o mais exportado
(Kusumoto etal., 2021; Saeed et al., 2022; Shockey & Shockey, 2019).

De modo a contribuir para alguma resposta a procura pelo consumidor de
alimentos promotores de satide e bem-estar e simultaneamente com a finalidade de
aliar a inovagdo ao incremento do consumo de leguminosas, em especifico de feijao-
frade mostrando a sua versatilidade, potencial gastron6mico, nutricional e econémica,
este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um novo produto, Pasta Miso
com base em feijdo-frade, utilizando para sua obtencao duas variedades locais, o feijao-
frade cara verde e o feijao-frade arroz.

O trabalho envolveu o desenvolvimento e aplicacdo das metodologias para
producdo das pastas miso e posteriormente a sua avaliacdo microbioldgica, fisico
quimica e sensorial. Todas as componentes do trabalho foram realizadas no Centro de
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Apoio Tecnoldgico Agroalimentar em Castelo Branco, na unidade piloto de
hortofruticolas e laboratérios de microbiologia, fisico-quimica e analise sensorial.

2. Enquadramento teoérico

2.1. Leguminosas

As leguminosas pertencem a familia das Fabaceae e caracterizam-se por serem
plantas que produzem vagens com sementes (grdos) no seu interior (Stoddard, 2017).
Atualmente estdo identificadas cerca de 20.000 espécies, demonstrando a sua
excelente capacidade de adaptacdo a todos os tipos de solo (Stoddard, 2017). As
leguminosas podem subdividir-se entre leguminosas secas, como o grao, feijao e a
lentilha e leguminosas oleaginosas como a soja e o amendoim (APN, 2016). De presenca
ancestral nos habitos alimentares do Homem, o consumo de leguminosas era
historicamente associado a classes sociais com menores recursos (Sobral, 2018). Com
o desenvolvimento social e 0 aumento do poder de compra assistiu-se a diminuicao do
seu consumo em detrimento de outras fontes proteicas, como a carne (Sobral, 2018).
A ONU (Organizacdo das Nagdes Unidas) determinou o ano 2016 como o ano
internacional das leguminosas e desde entdo a FAO (Food and Agriculture
Organization), tem vindo a refor¢ar a importancia e papel diferenciador que estas
podem ter no futuro: “as leguminosas sdo verdadeiramente sementes nutritivas para
um futuro sustentavel e podem dar um contributo importante para a realizacdo de
muitos dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da Agenda 2030 para o
Desenvolvimento Sustentavel” (FAO et al, 2019). Este grupo de alimentos é
nutricionalmente rico em proteinas, fibras, minerais e hidratos de carbono,
comportando por isso diversos beneficios para a saude como o controlo da obesidade
e colesterol, considerando-se por isso cruciais para o desenvolvimento saudavel de
criangas e jovens, o que legitima a sua integra¢do nos sistemas alimentares saudaveis
(FAO etal,, 2019).

Na Agricultura, as leguminosas tém um papel preponderante, contribuindo para a
melhoria da fertilidade do solo (Pereira et al., 2023). Esta caracteristica advém da
capacidade das leguminosas estabelecerem relagdes simbidticas com as bactérias
Rhizobium e Bradyrizhobium, possibilitando assim a conversao do azoto atmosférico
em compostos de azoto (FAO, 2021). O aumento da cultura de leguminosas podera
levar a impactos positivos nos ecossistemas agricolas e na seguranca alimentar, pois
estas conseguem promover o aumento da biomassa, atividade microbiana do solo e o
aumento da biodiversidade através de um sistema de cultivo multiplo de leguminosas,
induzindo uma maior resisténcia as alteragdes climaticas e ao restabelecimento do
normal funcionamento dos ecossistemas (FAO, 2021).
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Segundo a FAO,em 2017, a produ¢do mundial de leguminosas quase ultrapassou os
86 milhoes de toneladas(t), cerca de 53 % acima do valor atingido em 2000, sendo a
Africa e o Sul das Asias regides do mundo que mais leguminosas produzem.
Mundialmente, sdo consumidos em média 7 kg per capita/ano, sendo que em algumas
regides do globo como a América latina, Caraibas, Africa Subsariana e Sul da Asia estes
valores sdo facilmente ultrapassados (FAO, 2020). Portugal em 2017 teve uma
producdo equivalente a 3903 t. numa area produtiva que abrangeu 5380 hectares (ha)
(INE, 2023). A producdo tem vindo a verificar alguma evolu¢do uma vez que em 2022
atingiram-se valores de produg¢do que chegaram as 6895 t. numa area de produgao
correspondente aos 10887 (ha) (INE, 2023). O consumo de leguminosas em Portugal
em 2017 registou valores de 4,7 Kg/habitante, com ligeira descida registada em 2022
para 4,5 Kg/hab. apontam os dados provisérios (INE, 2023). Ainda assim, para
suportar o consumo interno de leguminosas, Portugal recorre maioritariamente a
importacdo de paises como Argentina (43%), Estados Unidos (12%), Espanha (12%),
Etiopia (12%), Canada (11%) e México (10%) (LeguCon, 2021).

2.2.Feijao-frade

2.2.1. Origem

O feijao-frade, de nome cientifico Vigna unguiculata (L.) Walpers, pertence a familia
Papilonacaeae (Fabaceae ou Leguminosae) é originario da Africa Subsariana (Affrifah
etal,, 2022).

Na Europa, o Feijao-frade é cultivado desde o século VIII a.C. (Coulibaly et al., 2002;
Tosti e Negri, 2002 citados por (Carvalho et al, 2016) Sendo introduzida pelos
muculmanos nas invasdes a Peninsula Ibérica (Gardé e Gardé, 1981 citado por
(Tendinha, 1988). Ja no século VII, durante a expansao maritima foram os portugueses
e os espanhdis os responsaveis pela introdugdo da cultura de feijdo-frade no continente
americano (Badiane etal., 2014).

2.2.2. Caracterizacado e morfologia do feijao-frade

A germinacdo da plantula de feijdo-frade é epigea e a planta pode ter um
crescimento ereto, semi-ereto, prostrado ou trepador (Singh et al, 2023; Timko &
Singh, 2008). A planta do feijao-frade tem as primeiras duas folhas unifoliadas, sésseis
e opostas e as restantes folhas sdo trifoliadas longamente pecioladas, alternas, glabras
e de cor verde carregado. A flores na planta dispdem-se em cachos e podem apresentar
uma cor amarelado-purpureas, esbranquigado-purpuireas, branco-esverdeadas ou
violaceas. As vagens sao pendentes, compridas, estreitas e torulosas (Reis, 1994).

Os graos de feijado-frade podem ter uma aparéncia bastante diversificada, incluindo
a cor e tamanho do tegumento e a cor do olho do grao (Gerrano et al, 2017). O
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tegumento pode ser liso ou enrugado, ter coloracdo uniforme ou em padrdo,
apresentando alguma variedade de cores, desde pretos, castanhos, rosa ou brancos.
Por sua vez o hilo encontra-se coberto por um tecido branco e rodeado por uma faixa
escura, dando-lhe uma aparéncia de olho (OCDE, 2019; Timko et al., 2007). As vagens
e os grdos, consoante as caracteristicas que apresentam sdo fundamentais para
identificar as diversas cultivares de feijao-frade (Reis, 1994).

As variedades mais antigas de feijao-frade foram evoluindo e adaptaram-se em
funcdo das necessidades do homem e das condi¢des edafoclimaticas (Carvalho et al,,
2016). Em Portugal, o feijao-frade é em grande parte cultivado a partir de variedades
locais existentes que foram selecionadas tendo em conta a boa adaptacdo as
caracteristicas das areas geograficas de cultivo (Candeias, 2021). A grande aposta na
investigacdo e a grande diversidade genética do feijao-frade levou a obtencao de um
grande nimero de genétipos com melhor rendimento produtivo, de maior resisténcia
as condi¢cdes ambientais adversas, a pragas e doencas e também a uma boa adaptacado
a mecanizacao da colheita. O feijao-frade é hoje considerado um alimento funcional que
desperta o interesse da industria e do setor agricola encontrando-se o seu cultivo em
expansao (Carneiro da Silva etal., 2019).

2.2.3. Tecnologia de producao do feijao-frade

A planta do feijado-frade é uma herbacea anual, de estacdo quente que ao logo do seu
desenvolvimento requer temperaturas minimas de 182C, podendo atingir o seu
crescimento 6timo a temperaturas que podem chegar aos 282C (Craufurd et al. 1997,
citado por Timko & Singh, 2008). O feijao-frade é uma planta de dia curto tal como
outras leguminosas de grao(Singh et al., 2023). O ciclo fenolégico do feijao-frade varia
entre 60 e os 150 dias, ao longo do qual existe variabilidade nas necessidades de agua,
sendo as fases da floracdo e formacdo da vagem as que requerem maior disponibilidade
hidrica Timko et al., 2007, Bastos et al. 2008, Lima et al. 2006 citados por(Moreira et
al,, 2022).

2.2.4. Producao mundial de feijao-frade

No ano de 2022 a produg¢do mundial de feijao-frade chegou aos 9 774 865,72 de t.
Africa demarca-se na producdo mundial de feijao-frade, com 96,9 % da producio em
2022, seguida da Asia com 2,2 %, as américas com 0,6% e a europa com 0,2 %
(23 660,83 t), quantidade pouco significativa para colocar esta leguminosa na lista dos
produtos basicos primarios mais produzidos na europa (FAOSTAT, 2024).
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2.2.5. Producéao de feijao-frade em Portugal

Em Portugal, os ultimos dados do INE relativos a producdo das principais culturas
agricolas, tendo como periodo de referéncia o ano de 2022, indicam que a producao
total de feijao, na qual se inclui o feijao-frade, foi de 3590 t (INE, 2023).

2.2.6. Producéo e caracterizacao do feijao-frade em Castelo Branco

Localmente, no concelho de Castelo Branco, a freguesia de Lardosa, oferece um
clima e solos favoraveis ao cultivo de feijao-frade e por isso parte do investimento
agricola é feito nesta cultura, sendo também uma forma de valorizar as variedades
locais existentes: o Feijdo-frade da Lardosa “Cara verde”, “Arroz” e “Cara preta”
(Duarte, 2023).Existem alguns fatores de diferenciacdo fenotipica entre estas
variedades locais de feijao-frade, nomeadamente no que respeita ao tamanho do grao.
O feijao-frade cara preta apresenta um grao de maior dimensao comparativamente as
restantes variedades. No entanto, o feijdo-frade cara verde apresenta um grao de maior
dimensdo em relagao ao grao do feijao-frade da variedade arroz. Quanto a coloragdo do
hilo, o feijdo-frade cara verde e o feijao-frade arroz apresentam um hilo de cor verde,
enquanto no feijao-frade cara preta o hilo é de cor preta. No crescimento das plantas
face a adaptacdao ao clima, verifica-se que o feijdo-frade cara verde tem um
desenvolvimento vegetativo mais rapido, mas a maturacao dos graos de feijao-frade
arroz e cara preta acontece primeiro (Duarte, 2023).

2.2.7. Impacte ambiental

O Feijao-frade é uma cultura com elevada adaptabilidade a solos de baixa fertilidade

e compativel com uma ampla gama de pH do solo que pode variar entre 5,5 e 8,3. As
condi¢cdes edafoclimaticas extremas como as temperaturas elevadas e baixa
disponibilidade hidrica, sdo favoraveis ao desenvolvimento do feijao-frade, fazendo
dele uma das leguminosas com maior capacidade de sobreviver a seca e tornando-a
capaz de enfrentar as alteragdes climaticas. Face a estas condi¢des é considerada uma
cultura de interesse e importancia para os Paises do sul da Europa como é o caso de
Portugal (Agbicodo et al., 2009; Carvalho et al,, 2016, 2017; Hall, 2004; Singh et al,,
2023).

Do ponto de vista ambiental é uma cultura reconhecida como sustentavel, benéfica
para os sistemas agricolas, uma vez que no solo a planta estabelece associagdo
simbiotica com bactérias fixadoras de azoto, os rizébios e fungos micorrizicos vesiculo-
arbusculares, da qual resulta uma elevada taxa de fixacdo de azoto e a redugdo ou
abolicdo da necessidade de aplicacao de fertilizantes azotados inorganicos no solo, o
que propicia o restauro a sua fertilidade (Carvalho etal., 2016, 2017).
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Dados experimentais revelam que ha um aumento significativo dos niveis de fixacdo
de azoto no solo quando este é cultivado com feijdo-frade, apontando para valores
normalmente obtidos na ordem dos 40-80 Kg N/ ha e de 70-350 Kg N/ha para uma
taxa de fixacdo total de azoto com o contributo do feijao-frade (Singh et al., 1997).

2.2.8. Utilizacao e beneficios para a saude

O feijao-frade esta apto a diversas utiliza¢des, pelo que as suas folhas jovens, as
vagens verdes e os graos verdes ou secos sdao habitualmente utilizados na alimentagao
humana, sendo a utilizagdo dos graos secos a mais frequente permitindo preparagdes
variadas (Gerrano et al., 2017; Moreira et al., 2022; OCDE, 2019). Na alimentacao
animal e em aproveitamento dos residuos da colheita, utiliza-se como forragem, feno e
silagem, podendo no solo atuar como um fertilizante natural e como cultura de
cobertura mantendo a sua produtividade (Gerrano et al.,, 2017; Moreira et al., 2022;
OCDE, 2019).

O feijao-frade é uma leguminosa com papel crucial para a seguranca alimentar
mundial e para a saude da populacao devido as suas propriedades nutricionais e
nutracéuticas (Affrifah et al.,, 2022). A composi¢do nutricional de feijao-frade assume
uma importancia relevante, pois esta é uma leguminosa consumida por milhdes de
pessoas que de outra forma ndo tém acesso a uma alimentacao rica em proteinas,
vitaminas e sais minerais (Timko et al., 2007). A variedade, as condi¢des ambientais da
zona de cultivo e as praticas agricolas sdo fatores que influenciam a composicao
nutricional do feijao-frade (Affrifah et al., 2022).

Nutricionalmente, por 100 gramas, o feijao-frade Cara Verde, Cara Preta e Arroz
apresentam respetivamente a seguinte composicdao: 138,70 Kcal /587,45 K;,
141,67Kcal/599,60Kj; 134,96Kcal/571Kj de valor energético; 0,9g, 1,03g e 1,0 g de
gordura; 22,95g, 22,43g e 22,46g de hidratos de carbono; 8,79g, 9,46g e 8,22g de
proteina; 1,74g, 2,45g e 1,47g de fibra; 64,91g, 63,86g e 66,09g de humidade e 0,69g,
0,78g e 0,73g de cinzas (Beato et al,, 2023).

2.2.9. Proteinas

O Feijdo-frade é uma fonte concentrada de proteina, em que o seu grao completo
contém 23-32% de proteinas, 5-60% de hidratos de carbono e menos de um por cento
de gordura, considerando-se duas a quatro vezes mais proteico do que os cereais e os
tubérculos e ainda um produto de menor custo de aquisicio quando comparado com
as proteinas de origem animal. (Affrifah et al., 2022; Hall, 2012; Trehan et al., 2015). O
perfil proteico do feijao-frade inclui prolamina, globulina, gluteina e albumina (Affrifah
et al.,, 2022).As proteinas predominantes no feijdo-frade sao a globulina presente num
intervalo de 50 a 70% e a albumina entre 8,2 e 11,9% (Crizel et al.,, 2023).
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2.2.10. Hidratos de carbono

O feijao-frade contém um teor significativo de hidratos de carbono, o que
representa a maior parte do grdo seco, estando presentes tal como em outras
leguminosas, a rafinose e estaquinose, dois galacto-oligossacaridos de baixa
digestibilidade e cujo seu teor pode diminuir ou eliminar-se pela demolha ou
processamento do feijdo (Affrifah et al, 2022). Os hidratos de carbono simples
presentes no feijdo-frade sao a sacarose, maltose, frutose, glucose e galactose (Moreira,
2022).

2.2.11.Vitaminas e Sais minerais

O feijao-frade é uma importante fonte de vitaminas e sais minerais, com
predominancia da tiamina, a riboflavina e o acido f6lico, dos quais vitamina c encontra-
se presente em valores mais elevados nas folhas da planta de feijao-frade do que nos
graos (Affrifah etal., 2022; Crizel et al,, 2023; OCDE, 2019). O fosforo, cobre, magnésio,
ferro, calcio, potassio sdo alguns dos minerais mais presentes no feijao-frade, estando
em maior concentracdo nas folhas da planta e nos graos verdes (Affrifah et al,, 2022;
Crizel et al., 2023).

2.2.12.Lipidos

O teor de lipidos no feijao-frade varia entre 0,5 e 3,9 %, com predominancia para os
triglicéridos, representando 41, 2% da gordura total (OCDE, 2019). Pelo baixo teor em
gorduras, o feijao-frade insere-se no grupo de leguminosas a incluir em dietas
alimentares para perda de peso (Abebe & Alemayehu, 2022).

2.2.13.Compostos Bioativos

O grao de feijao-frade é rico em compostos bioativos, com 70% de compostos
fendlicos livres na sua composicdo, os quais pelas suas propriedades anti-
inflamatorias, anticancerigenas, hipolipidicas, hipoglicémicas e inibidoras de enzimas
trazem largos beneficios para a saude, contribuindo para reconhecer o feijao-frade
como uma leguminosa de elevado interesse para a indudstria alimentar no
desenvolvimento de novos produtos e suplementos alimentares (Abebe & Alemayehu,
2022; Crizel et al., 2023).
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2.2.14. Constituintes anti nutricionais

O feijao-frade tem na sua composicao alguns constituintes com caracteristicas anti
- nutricionais como sao exemplo: os oligossacaridos, acido fitico, polifenois, inibidores
de proteases e lectinas (OCDE, 2019). Estes, sdo constituintes que estao presentes nas
sementes e folhas do feijao-frade e o seu consumo pode resultar na acumulagdo de
toxinas prejudicando o metabolismo e capacidade de normal funcionamento do
sistema digestivo (Abebe & Alemayehu, 2022). Segundo (Goncgalves et al.,, 2016) o
desenvolvimento de novas técnicas de producdo alimentar que incluam processos
como tratamento térmico, demolha, fermentacao, entre outros pode contribuir para
melhorar a composicao nutricional deste leguminosa assim como a diminuir os
constituintes anti-nutricionais. Estes constituintes tém para o feijdo-frade e
leguminosas no geral importancia na protecao contra ataques de parasitas, fungos,

insetos e herbivoros tornando-as mais resistentes a condi¢des adversas (Crizel et al.,
2023).

2.3. Fermentacao

/4

A fermentacdo é um processo milenar usado pelo homem que teve fungao
preponderante na conservacao de alimentos e da qual resultou a producdao de uma
grande diversidade de alimentos em todo o mundo (Abebe et al,, 2015). O processo de
fermentacdo pode ocorrer em condicoes anaerdbias ou aerdbias, pela acdo de
microrganismos com capacidade enzimatica, as bactérias e as leveduras e compreende
a conversao de agdcares em alcool, diéxido de carbono e/ou 4cidos organicos para a
producao de energia (Marco et al,, 2021; Leeuwendaal et al., 2022). Neste processo, as
bactérias sdo responsaveis pela fermentacdo lactica e as leveduras pela fermentacao
alcodlica. Em resultado da atividade microbiana na fermentacdo, a acumulagdo de
alcool, acidos organicos e o aumento da acidez leva & inibicdo do crescimento de
microrganismos indesejaveis e a reducao da atividade enzimatica, o que diminui a taxa
de deterioracao do alimento contribuindo para o aumento do seu periodo de vida util
(Chilton et al., 2015; Marco et al., 2021; Leeuwendaal et al.,, 2022).

2.3.1. Alimentos fermentados

Os alimentos fermentados podem definir-se como alimentos e/ou bebidas
produzidos através da acao de microrganismos e nos quais a acdo enzimatica faz a
conversdo de determinados componentes. Como resultado da fermentacdo, os
alimentos fermentados possuem um valor nutricional acrescido, adquirem uma
diferente textura, caracteristicas organoléticas e funcionalidades bioldgicas unicas,
razdo pela qual tem crescido nos ultimos anos a tendéncia de associar o consumo deste
tipo de alimentos a um impacto positivo ao nivel da saide e bem-estar (Agagiindiiz et
al, 2022; Diez-Ozaeta & Astiazaran, 2022; Dimidi et al., 2019).
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Chilton et al., 2015 defende que os alimentos fermentados devem ser consumidos
regularmente e integrar as diretrizes de uma dieta alimentar saudavel. Sao o tipo de
alimentos que uma vez constituidos por uma flora natural, facilmente o consumidor
podera considera-los atrativos ao consumo sob a designa¢do de “alimentos vivos”, pois
utilizam ingredientes crus como matérias-primas, com pouca ou nenhuma adi¢ao de
aditivos e sdo produzidos utilizando técnicas pouco complexas, muitas delas técnicas
tradicionais e sustentaveis (Leeuwendaal et al.,, 2022).

Os alimentos fermentados poderdo representar beneficios para a saiude em
diversos aspetos, de forma combinada ou isolada, entre eles: o seu valor nutricional,
com a presenca de compostos bioativos em resultado da fermentag¢do e o contributo
para a promog¢do do crescimento da microbiota intestinal (Leeuwendaal et al., 2022).

2.3.2. Fermentacdes no feijao-frade

O feijao-frade é um alimento com grande potencial nutritivo, podendo os processos
tecnologicos melhorar as suas caracteristicas nutricionais. Embora o feijao-frade seja
rico em proteinas, hidratos de carbono , vitaminas e minerais, tem também na sua
constituicdo alguns compostos anti-nutricionais que podem interferir com a sua
utilizacdo nutricional (Kapravelou et al.,, 2020). A fermentag¢ao nas leguminosas como
o feijdo-frade em combina¢do com outras tecnologias de processamento por a¢do da
atividade enzimdatica dos microrganismos ajuda a reduzir os compostos anti-
nutricionais disponibilizando as proteinas e os minerais que estes tém melhorando
assim a qualidade nutricional desta leguminosa (Chawla et al., 2017; Affrifah et al,
2022).

2.4. Miso

O Miso é uma pasta semi-solida produzida a partir de grdos de soja, fermentados
com koji e sal (Kusumoto et al,, 2021). O koji é preparado pela inoculagao de arroz
cozido a vapor com Aspergillus oryzae (Maheshwari et al., 2021).

Ha cerca de 2500 anos, na China, teve origem a produc¢do de uma pasta de soja de
nome “Chiang” (Jiang), da qual a receita tera viajado para o Japao dando origem ao que
hoje conhecemos como miso (Allwood etal., 2021; Shockey & Shockey, 2019). Segundo
os dados histéricos, um Monge Budista Chinés tera viajado para o Japao com a missao
de ai disseminar o Budismo levando consigo a pasta de soja “Chiang” tendo
posteriormente a mesma passado a chamar-se “Shi” (Shockey & Shockey, 2019). S6
mais tarde, no livro de historia Sandai Jitsuroku, publicado em 901 d.C., apareceu pela
primeira vez a designacao “miso” tendo passado essa a ser a designacdo utilizada em
substituicdo da que fora adquirida até ai “misho” (Ebine Hideo, 2004) Em outras zonas
da Asia Oriental e no Sudeste Asiatico produzem-se alimentos semelhantes com

diferentes designacdes, por exemplo: “doenjang” na Coreia, “taucho” na Indonésia e
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“tao-tsi” nas Filipinas. No Japdo, 90% cento do miso é utilizado como ingrediente para
sopa, sendo esta a forma mais tradicional para a sua utilizacdo. O Miso evoluiu ao ser
integrado na cultura alimentar japonesa abrindo possibilidade a producao de varios
tipos de miso, variedade esta que reflete a diversidade regional quanto a
disponibilidade de ingredientes e a variabilidade climatica do pais. (Ebine Hideo, 2004;
Kusumoto et al., 2021).

A duracdo do processo de fermentacao e a atividade microbiana presente no miso
sdo fundamentais para a formacdo de sabores, texturas e caracteristicas nutricionais.
(Saeed et al,, 2022). O miso caracteriza-se por ter sabores complexos resultantes do
equilibro entre o doce, o salgado, o umami, a acidez, o amargo e a adstringéncia, o que
atribui profundidade as preparac¢des culinarias nas quais € utilizado (Kusumoto et al,,
2021). Este é um produto que pode ser conservado e consumido durante varios anos,
mantendo o aroma e a cor (Saeed etal.,, 2022).

Nutricionalmente, o miso é um alimento rico em proteinas, considerado uma fonte
rica em minerais, como cobre, manganés, zinco e vitaminas, entre elas a vitamina E, K,
vitaminas do complexo B e acido folico (Akhtar et al, 2021). Em resultado da
fermentacdo estdo presentes no miso, isoflavonas, aminoacidos, enzimas e pela rica
composicao nutricional, o seu consumo tem inimeros beneficios associados como:
facilitar a digestdo, reducdo da tensdo arterial, prevencdo de doencgas cardiacas e
oncoloégicas, inibicdo da osteoporose, assim como a diminui¢do de algumas doengas
degenerativas (Akhtar et al,, 2021; Fukuda et al., 2017).

O Miso tem vindo a ganhar popularidade nos paises ocidentais e recebido grandes
atencdes a nivel mundial, estando a ser desenvolvidos varios estudos que possam
aprofundar o conhecimento dos beneficios trazidos pelo consumo deste alimento
(Allwood et al., 2023; Saeed et al., 2022).

Quanto a seguranga alimentar e embora ndo seja comum a ocorréncia de riscos
associados ao consumo de produtos fermentados, assumindo-se a sua correta
preparacdo, é importante que durante a produc¢do sejam garantidas as condicoes de
higiene e a utilizacdo de matérias-primas de qualidade (Allwood et al, 2023). A
vigilancia das condigdes em que decorre a fermentacdo ajuda a promover o
desenvolvimento de microrganismos desejaveis e a evitar a proliferacio de
microrganismos indesejaveis que ponham em causa a seguranc¢a alimentar do produto,
como: Clostridium botulinum, Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Salmonella, sendo para este efeito importante o conhecimento dos valores de pH,
temperatura e atividade da 4gua (aw) neste produto (Adams & Moss, 2008; Hutkins,
2008; Zhou et al,, 2014).

2.4.1. Tecnologia de producao de Miso

0 método de producao de miso envolve duas fermentagdes sucessivas, sendo a
primeira necessaria para a produc¢do de Koji e a qual implica que um substrato,
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geralmente arroz, previamente demolhado, cozido a vapor e arrefecido seja inoculado
com um fungo, o Aspergillus oryzae e posteriormente submetidos a uma temperatura
de 30°c, por um periodo de 24 a 48horas (Shurtleff, 2018; Allwood et al., 2021;
Kusumoto et al.,2021). Para a segunda fermentacao é utilizado o Koji adicionado de sal
e agua, posteriormente misturado com graos de soja demolhados, cozidos e
devidamente arrefecidos, os quais para que a fermentac¢do ocorra e se obtenha o Miso,
sdo colocados em repouso, a temperatura ambiente, num recipiente fechado, sem
entrada de ar (Shurtleff and Aoyagi, 1980; Allwood et al., 2021; Kusumoto et al.,2021).

E possivel produzir trés tipos de miso consoante o tipo de ingredientes utilizados:
miso de arroz - produzido com arroz, graos de soja e sal; miso de cevada - produzido
com cevada, graos de soja e sal; miso de soja - produzido com grao de soja e sal (Ebine
Hideo, 2004). O miso pode classificar-se quanto ao sabor (adocicado, doce ou salgado)
e a cor (branco, amarelo ou vermelho), ambas caracteristicas que variam de acordo
com a propor¢do de ingredientes adicionados e qual influencia também o tempo de
fermentacao (Ebine Hideo, 2004; Kusumoto et al., 2021; Shockey & Shockey, 2019).
Assim, a producdo de miso com maior propor¢ao de Koji do que graos de soja e sal
proporciona uma fermenta¢do mais rapida da qual resulta um miso de sabor doce e cor
clara, ao passo que a mistura de ingredientes com menor propor¢do de Koji e maior
proporc¢do de graos de soja e sal leva a uma fermentacdo mais lenta, obtendo um miso
de sabor mais salgado e cor mais escura.(Ebine Hideo, 2004; Kusumoto et al., 2021;
Shockey & Shockey, 2019).

O sabor e a cor do miso vao-se intensificando a medida que a fermentagdo se
prolonga, periodo que pode durar entre as trés, quatro semanas até aos doze meses,
chegando mesmo em algumas produc¢des aos nove anos, atingindo-se nestes casos uma
complexidade de sabores, conhecidos como “umami” e uma cor densa e escura
resultante das reagdes de Maillard que ocorrem durante este periodo (Shockey and
Shockey, 2019)

0 miso, no fim da sua producao é considerado um produto estavel e com um tempo
de vida util longo que pode chegar aos 6 meses quando conservado a temperatura
ambiente, também com a vantagem de ter um baixo custo de produc¢do, uma vez que
ndo sao necessarios ingredientes nem equipamentos dispendiosos para o
produzir(Ebine Hideo, 2004).
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3. Materiais e métodos

Este trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento de um novo produto,
uma pasta miso, para a qual se utilizou o feijdo-frade em substituicao dos graos de soja,
habitualmente utilizados. Todo o trabalho foi desenvolvido no Centro de Apoio
Tecnolégico Agroalimentar em Castelo Branco, na Unidade Piloto de Hortofruticolas,
laboratérios de Microbiologia, Fisico-Quimica e Analise Sensorial.

3.1. Matérias-primas

A matéria-prima selecionada para o desenvolvimento do miso foi o feijao-frade,
especificamente duas variedades de feijao-frade locais, provenientes da Lardosa, o
feijao-frade cara verde e o feijao-frade arroz (figura 1).

Figura 1 - Feijao-frade da Lardosa, variedade Cara Verde (esquerda) e variedade Arroz(direita).

No processo de desenvolvimento da pasta miso foram também utilizados: Arroz branco
agulha (Cigala), flor de sal (Marnoto), Koji de arroz comercial (Kenshd), esporos de
Aspergillus oryzae (Kensho), 4gua mineral (SONAE) (figura 2).
e R
KENSHO |

' . q, {KENSHO
Y Marnoto -

|
gulha . flor de sal KOME K0JI ECO Lo

e i .

il

-
-

-
—
—

T ]

§ R | s SAKE. rasecntCoNT W

, = === ssses MM
- Forte NoA o de Gl Moo oo 1250 € i ' " :
 Mahrd Source o Cokclm Mogresum ond bone: '; el N ™

Figura 2 - Materiais utilizados no processo de desenvolvimento do miso: Arroz branco agulha
(Cigala), Flor de Sal (Marnoto), Koji de arroz comercial (Kenshd),Esporos de Aspergillus oryzae
(Kensho).
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3.2. Metodologias aplicadas

O desenvolvimento da pasta miso seguiu duas metodologias de produgao
diferentes: metodologia 1- Pasta miso com base em Koji de arroz comercial (Kensho) e
metodologia 2- Pasta miso com base em arroz inoculado com esporos de Aspergillus
oryzae (Kenshd). Em ambas as metodologias aplicadas se utilizaram as variedades de
feijdo-frade cara verde e feijao-frade arroz originando a producdo de duas pastas por
metodologia.

3.3. Desenvolvimento de pasta miso com base em Koji de arroz

comercial (metodologia 1)

O feijao foi pesado (Ohaus-Fd, Series), lavado em agua corrente e cozido a 100° C,
em agua mineral (pH=6,4) utilizando uma Vorwerk (TM5). O feijao-frade cara verde
cozeu durante 40 minutos e o feijao-frade arroz de 38 minutos. O tempo de cozimento
estabeleceu-se por observacao até que o feijao adquirisse uma consisténcia macia.
Apébs esta etapa, o feijdo foi escorrido fazendo-se o devido aproveitamento das
respetivas aguas resultantes do cozimento (figura 3). Todos os produtos foram
acondicionados e sujeitos a arrefecimento (ProFline, Liebherr) até atingirem uma
temperatura de 30°C.

Figura 3 - Aguas resultantes de cozedura do feijao-frade variedade Arroz(esquerda) e feijao
farde variedade cara verde (direita).

As duas variedades de feijao-frade foram trituradas separadamente, utilizando-se
uma Vorwerk (TM5). Em seguida, foi adicionado a cada triturado de feijao-frade (15%),
o preparado de koji (50%), sal (4%) e agua de cozedura (32%), os ingredientes foram
misturados durante 10 minutos, a velocidade 0,5 até obter uma pasta homogénea e
moldavel.

Ambas as pastas foram pesadas e embaladas a vacuo (VP 430.20, AK Ramon)
identificadas e colocadas a fermentar em estufa (BD115, Binder), a 25+1°C por um
periodo durante 28 dias(figura4).



Paula Fazenda

Feijao F. Cara Verde

Vo
@
-
o
9

Feijao F. Arroz

Pesagem Lavagem Cozimento Arrefecimento Trituragéo

. L rg ;—"i"‘ié Mistura

Produtos Finais — Pastas Miso Fermentagéo Embalamento L /’ i I i "
Sal + Koji + Resultantes da agua de
cozimento de feijao

¥ Aw

Figura 4 - Esquema de desenvolvimento de pasta miso de base em feijao-frade cara verde e
arroz utilizando Koji de arroz (metodologia 1).

3.4. Desenvolvimento de pasta miso com base em arroz inoculado
com esporos de Aspergillus oryzae (metodologia 2)

Para a producdo de koji, utilizou-se de arroz branco agulha (Cigala) o qual foi sujeito
a lavagens sucessivas em agua corrente até obter uma agua de lavagem limpida. Em
seguida, procedeu-se ao escorrimento do arroz, tendo sido depois colocado em agua
mineral (pH=6,4) a demolhar por um periodo de 6 horas. Posteriormente, o arroz foi
escorrido e cozido a vapor Vorwerk (TM5) durante 35 minutos. O cozimento do arroz
foi controlado de modo que os graos de arroz no fim desta operacdo apresentassem
uma consisténcia macia, mas sem que estruturalmente a sua forma se alterasse. O arroz
foi acondicionado e arrefecido em refrigeragdo (ProFline, Liebherr) até atingir 30°C.

Inoculou-se o arroz cozido com Aspergillus oryzae (Koji Kin - Kenshd) numa
proporc¢ado de 0,1/100g. O arroz inoculado foi incubado (Binder KBF 240, E5.2) a uma
temperatura de 30+1°C e 75+5%HR durante 96 horas. A cada 12 horas procedeu-se ao
revolvimento do preparado, de forma a quebrar os micélios e promover a sua melhor
propagacao, dispondo-o em amontoados lineares, aumentando a superficie de contacto
e expondo o maior nimero de graos ao arejamento da estufa (figura 5). Completas as
96 horas de incubacao, fez-se uma inspecao visual ao Koji. Observou-se a formagdo de
micélios a unir os graos de arroz de aspeto esbranquicado, com cheiro caracteristico.
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Figura 5 - Disposicao do arroz em amontoados lineares revolvidos a cada 12horas para melhor
propagacao dos micélios (A), inicio da aglomeracao do arroz (B) arroz finalizado com 96 horas de
incubacao (C).

Apés conclusdo da etapa da formagdo de arroz koji(figura6), a segunda fase do
processo nesta metodologia foi similar a metodologia anterior(figura 7). O feijdo foi
pesado (Ohaus-Fd, Series) lavado e cozidoa 100°C em 4gua mineral (pH=6,4) utilizando
uma Vorwerk (TM5). O feijdo e as aguas resultantes do cozimento foram
acondicionados e arrefecidos (ProFline, Liebherr) até atingirem uma temperatura de
30°C.

As duas variedades de feijao-frade foram trituradas separadamente, utilizando-se
uma Vorwerk (TM5). Em seguida, foi adicionado a cada triturado de feijao-frade (15%),
o koji produzido com Aspergillus oryzae (50%), sal (4%) e agua de cozedura (32%), os
ingredientes foram misturados durante 10 minutos, a velocidade 0,5 até obter uma
pasta homogénea e moldavel.

Ja com a consisténcia pretendida, ambas as pastas foram pesadas e embaladas a
vacuo (VP 430.20, AK Ramon), identificadas e colocadas a fermentar em estufa (BD115,
Binder) a 25+1°C, por um periodo durante 28 dias (figura 7).
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Figura 6 - Esquema de obtencao do Koji de Arroz inoculado com Aspergillus oryzae (metodologia
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Figura 7 - Esquema de desenvolvimento de pasta miso de base em feijao-frade cara verde e
arroz utilizando Koji de arroz obtido por inoculacao com Aspergillus oryzae (metodologia 2).
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4. Metodologias para avaliacao dos produtos desenvolvidos

As pastas de miso desenvolvidas foram avaliadas quanto a critérios
microbiolégicos, fisico-quimicos e sensoriais nos Laboratérios do CATAA - Centro de
Apoio Tecnoldgico Agroalimentar de Castelo Branco. Estas pastas foram preparadas
sob a forma de caldo/sopa de modo a representarem a forma como convencionalmente
sdo consumidas pelo consumidor final.

Para a realizacdo das diferentes analises aplicou-se a seguinte metodologia na
preparacao e identificacdo de amostras:

e Pasta Miso desenvolvidas com base em Koji de arroz comercial (M1) (figura
8).

o Pasta Miso com base em Feijao-frade Cara Verde (CV).

o Pasta Miso com base em Feijao-frade Arroz (A).

Amostra 1 M1CV1
Cara Verde (CV) Amosta2 M1CV2
Amostra 3 M1CV3
Metodologia 1 (M1)
Amostral M1A1
Arroz (A) Amostra 2 M1A2
Amostra 3 M1A3

Figura 8 - Esquema de preparacao e identificacdo de amostras para avaliacdo em laboratério das
pastas miso desenvolvidas segundo a Metodologia 1.



Paula Fazenda

e Pasta Miso desenvolvidas com base em arroz inoculado com esporos de
Aspergillus oryzae (M2)(figura 9).

o Pasta Miso com base em Feijao-frade Cara Verde (CV).

o Pasta Miso com base em Feijao-frade Arroz (A).

Amostra 1 M2CVv1
Cara Verde (CV) Amosta2 M2Ccv2
Amostra 3 M2CV3
Metodologia 2 (M2)
Amostrai M2A1
Arroz (A) Amostra 2 M2A2
Amostra 3 M2A3

Figura 9 - Esquema de preparacao e identificacdo de amostras de caldo/sopa miso para
avaliacdo em laboratdrio das pastas miso desenvolvidas segundo a Metodologia 2.

Para cada pasta miso (figura 10) foram preparadas 3 amostras de caldo/sopa de
pasta Miso (figura 11). Para cada uma foi realizada uma diluicao de 116g/L de agua

mineral (pH=6,4) previamente fervida Vorwerk (TM5), procedendo-se em seguida a
respetiva identificacdo.
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M1CV M2CV

Figura 10 - Diferentes amostras de pasta miso apds a fermentacdo M1CV (Metodologia 1 Cara
Verde); M1A (Metodologia 1 Arroz); M2CV (Metodologia 2 Cara Verde); M2A (metodologia 2 Arroz).

Figura 11-preparacao de amostras de caldo/sopa miso para as diferentes avaliacoes laboratoriais
de acordo com os esquemas anteriores (Figura 8 e 9).

4.1 Analises microbiologicas

As andlises microbiolégicas sdo realizadas a produtos alimentares a fim de
determinar a sua aceitacdo ou aceitacdo do seu processo de produc¢do quanto a
presencga ou auséncia de microrganismos e/ou respetivas toxinas/metabolitos. Para o
efeito sdo aplicaveis critério de seguranca aos produtos alimentares colocados no
mercado e critérios de higiene ao processo de produc¢do atestando se o mesmo
decorreu em boas condi¢des de higiene. No seu conjunto as andlises microbioldgicas
atestam se um determinado produto alimentar é seguro para consumo ou se havera
medidas a ser tomadas garantam a conformidade do processo de obtengao
(Regulamento (CE) n22073/2005).

Neste trabalho aplicaram-se metodologias de andlise microbiolégicas definidas
pela International Organization for Standardization (ISO) para os seguintes
parametros: Contagem de microrganismos a 30°C, contagem de bolores e leveduras,
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contagem de Clostridium perfringens, contagem de Bacillus cereus, contagem de
Escherichia coli (-glucuronidase positiva, pesquisa de Salmonella spp., pesquisa de
Listeria monocytogenes e Aflotoxinas (Tabela 1).

Tabela 1 - Parametros microbiologicos realizados aos varios tipos de miso desenvolvido e
respetivas referéncias dos métodos aplicados.

Parametro microbiolégico Referéncia do método de analise
Contagem de microrganismos a 30°C [SO 4833-1:2013
Contagem de Bolores e leveduras [SO 21527 -2:2008
Contagem de Clostridium perfringens ISO 7937:2004
Contagem de Bacillus cereus [SO 7932:2004
Contagem de Escherichia coli -glucuronidase positiva ISO 16649-2:2001
Pesquisa de Salmonela spp. ISO 6579:2017
Pesquisa de Listeria monocytogenes [SO 11290-1:2017
Aflotoxinas LC-MS-MS

Com base na consulta dos valores guia para interpretacao de resultados de ensaios
microbiolégicos em alimentos prontos para consumo do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge, as amostras de miso em avaliacdo podem englobar-se no grupo
1 - Produtos alimentares prontos a consumir e subgrupo 1A - Alimentos totalmente
cozinhados ndo manuseados apés o tratamento térmico (INSA, 2019). Os resultados
obtidos apresentaram-se em unidades formadoras de coldnias por grama de amostra
(ufc/g). Especificamente para os parametros de detecao de Salmonella spp e Listeria
monocytogenes os resultados apresentaram-se como “detetado” ou “ndo detetado” e
para a determinacao de Aflatoxinas os resultados expressaram-se em microgramas por
Kilograma (ng/ Kg) de acordo com o (Regulamento (UE) n21881/2006) . No Anexo A
sdo apresentados os valores de referéncia para os parametros analisados.
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4.2. Andlises Fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas sdo essenciais para a quantificagdo dos diferentes
constituintes dos géneros alimenticios contribuindo para a garantia da qualidade e
seguranca dos mesmos, melhoria dos processos, sendo determinante para a correta
rotulagem dos produtos alimentares (Baianu, 2011)

4.2.1. pH

A medicao de pH foi realizada segundo método interno PT.LFQ.0126 recorrendo ao
potenciémetro (Consort C861), munido de um elétrodo (Consort EE9) e com a sonda
de temperatura (Consort DD6).

4.2.2. Atividade da agua (aw)

Para determina¢do da atividade da agua (aw) foi seguido o método interno
PT.LFQ.0136. Utilizou-se um higrometro HygroPalm (HP 23, Rotronic) previamente
calibrado a 25 °C.

4.2.3. Humidade

O teor de humidade foi determinado seguindo o método interno PT.LFQ. 0135.
Utilizou-se o método gravimétrico que se baseia na secagem da amostra a 70°C (sob
vacuo) por um periodo de 4 horas, até peso constante com recurso a uma estufa
(Binder, VDL 115). Os resultados sdo expressos em g.100g-1.

4.2.4. Teor de Cinzas

A determinacdo do teor de cinzas seguiu o método interno PT.LFQ.0106. Utilizou-
se 0 método gravimétrico segundo o qual as amostras sdo sujeitas a carbonizacdo e
incineracdo a uma temperatura de 550+25 °C (Mufla Lenton SAF11/1). Os resultados
sdo expressos em %(m/m) de amostra.
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4.3. Composicao Nutricional

4.3.1. Valor energético

Determinou-se o valor energético das amostras considerando o teor de lipidos (9
kcal g-1 - 37 k] g -1), de hidratos de carbono (4 kcal g-1 -17 k] g-1) e de proteina (4
kcal g-1 - 17 kJ g-1) aplicando as formulas (Regulamento (UE) n? 1169/2011):

Valor energético em kcal =9 x lipidos + 4 x Hidratos de carbono + 4 x Proteina
Valor energético em k] = 37 x lipidos + 17 x Hidratos de carbono + 17 x Proteina.

Os resultados apresentam-se em Kcal e Kj por 100 g de produto.

4.3.2. Lipidos

Para determinacgdo do teor de lipidos seguiu-se o método interno PT.LFQ.0104 d.
Esta determinacdo consistiu na hidrélise com uma solucao de acido cloridrico (Soxcap,
FOSS), procedendo-se em seguida a uma filtracao e lavagem. Fez-se depois a extracdo
da gordura total com éter de petroleo (Soxtec System 2047, FOSS) e por fim eliminou-
se o0 solvente por evaporacgdo, secagem e pesagem do extrato. Os resultados
apresentam-se em g.100g1.

4.3.3. Hidratos de carbono

A determinacdao de Hidratos de carbono realizou-se segundo as orientagdes
expressas no Regulamento (UE) n21169/2011 e para a qual foi necessario considerar
o teor de humidade, lipidos, proteina e cinzas na aplicacdo da férmula:

Hidratos de carbono = 100 - Humidade (%) - Gordura (%) - Proteina (%) - Cinzas
(%)

Os resultados expressam-se em g/100g.

4.3.4. Acucares

A determinacao de agucares (glucose, frutose, sacarose, lactose e maltose) foi feita
seguindo o método interno PT.LFQ. 0129.

Fez-se uma extracao com agua, seguida de centrifugacao e remocao de interferentes
numa coluna de extracdo em fase sélida (SPE-C18, 500 mg 10 mL1). Em seguida
procedeu-se a quantificacao dos agicares por cromatografia idnica (ICS-3000, Dionex),
com detetor eletroquimico e software Chromeleon. Foi utilizada uma coluna CarboPac
PA20 (3x150 mm), uma pré-coluna CarboPacGuard (3x30 mm), duas fases moveis
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(200 mM de NaOH e 15 mM de NaOH) e um fluxo 0,5 ml/min. Os resultados obtidos
para cada agucar expressam-se em g.100g1.

4.3.5. Proteina

Para determinac¢do do teor de Proteina foi seguido o método interno PT.LFQ.0143
(Kjeldahl). Em meio acido, na presenca de uma mistura catalisadora (Kjeltabs Cu/3,5)
e a quente a amostra sofre uma mineralizagdo ocorrendo a conversio do azoto
organico em ido amonio e este por sua vez converte-se em amoniaco pela adicdo de
hidréoxido de s6dio. O amoniaco foi destilado em corrente de vapor e recolhido com
acido borico, sendo depois titulado com acido cloridrico em concentragdo conhecida
para quantificacdo de azoto total (Kjeltec 8400, FOSS).

O teor de proteina é determinado pela equacgéo:
% Proteina = % azoto X F

Em que F é o fator de conversdo de azoto em proteina, que corresponde a 6,25
(géneros alimenticios) O resultado é apresentado em g.100g-1.

4.3.6. Sodio

A determinacdo do teor de sodio foi efetuada segundo o método interno
PT.LFQ.0114. As amostras foram digeridas num sistema de digestdo por micro-ondas
(Ethos One, Milestone) e em seguida quantificadas por espectrofotometria de absor¢do
atomica (ICE3000 Thermo Scientific com software SOLLAR M). Os resultados
apresentam-se em mg.100 g1

4.4, Analise sensorial

Segundo (Lawless and Heymann, 2010), a andlise sensorial compreende um
conjunto de técnicas que medem de forma exata as reacdes humanas aos alimentos,
minimizando os possiveis efeitos influenciadores que a identidade da marca e outros
tém na perce¢do do consumidor. Informagdes como a textura, sabor e aspeto de um
determinado alimento, recolhidas pela aplicacdo da andlise sensorial sdo de extrema
utilidade para o desenvolvimento de novos produtos alimentares, ajudando a
detreminar a sua aceitacdo ou ndo aceitacdo pelo consumidor (Lawless & Heymann,
2010; Ruiz-Capillas & Herrero, 2021).

Existem diversas provas sensoriais as quais os produtos alimentares podem ser
submetidos considerando o tipo de informa¢do que é pretendido recolher. Em
especifico, a prova hedoénica ou afetiva é muito utilizada na area de desenvolvimento e
lancamento de novos produtos no mercado, uma vez que permite captar uma primeira
reacao do consumidor face a um produto, indicando o seu grau de satisfacao, o que
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melhora o conhecimento das caracteristicas do produto e o entendimento do potencial
de aceitagdo que o produto podera vir a ter no mercado (Conceigdo, 2020).

A prova hedoénica pode dividir-se em testes de aceitacdo e testes de preferéncia
(Alvelos, 2002). No caso especifico dos testes de aceitacao, estes realizam-se com o
objetivo de conhecer o grau de aceitacao de um produto pelo consumidor, usando uma
escala hedonica numérica de 5 a 9 pontos através da qual o consumidor expressa a sua
reacdo em relacdo ao produto. A escala numérica mais usada é a de 9 pontos, a qual
pode utilizar expressdes como “gostei muitissimo”, “desgostei muitissimo”,
contemplando sempre um ponto intermédio como “nem gostei nem desgostei”
(Alvelos, 2002; Carmo, 2018). Nos testes de aceitacdo é possivel utilizar um produto de
referéncia bem aceite no mercado e fazer uma avaliagdo simultdnea com o produto que
¢ objetivo de testagem, permitindo assim verificar a aceitacio entre ambos e
estabelecer uma comparacao (Alvelos, 2002). Os provadores devem ser consumidores
voluntarios, nao treinados para obtencdo de reacdes espontaneas. As amostras
apresentadas devem estar sob a sua forma habitual de consumo e identificadas com
um codigo de trés digitos aleatorio criado pelo laboratério (ISO 11136:2014).

Neste tipo de testes sensoriais requer-se o recrutamento minimo de 60 provadores,
no entanto, caso o local de realizacdo dos testes de aceitacao seja o laboratorio, dotado
de equipamentos e condi¢coes controladas poderao aceitar-se entre 25 a 50 provadores
(Conceicdo, 2020; ISO 11136:2014; Mammasse & Schlich, 2014)

Para a avaliacdo sensorial das amostras de miso desenvolvidas neste trabalho
realizou-se uma prova hedoénica, através de um teste de aceitagdo e recorreu-se a um
painel de provadores ndo treinados. A prova realizou-se no Laboratério de Analise
Sensorial do CATAA, concebido de acordo com as especificagdes definidas na ISO 8589
(2007/Amd 1 2014).

Foram avaliadas as quatro amostras de miso desenvolvidas (M1CV, M1A, M2CV 2
MZ2A) e uma amostra de controlo (C) de miso tradicional com base em soja disponivel
no mercado (Miso, Blue Dragon). A avaliacao sensorial foi realizada por um painel de
30 provadores ndo treinados, 70% do género feminino e 30% do género masculino,
com uma média de idades de 34,47+10,64 anos, aos quais as amostras foram
disponibilizadas de forma aleatéria, devidamente identificadas por cédigo de 3 digitos
e apresentadas sob a forma de caldo/sopa, pois é esta a forma mais usual de consumo
do miso. A prova consistiu na avaliacao dos atributos aspeto, sabor, aroma, textura e
apreciacao global, numa escala numérica de 9 pontos, em que os valores numéricos da
escala correspondem aos extremos 1- Extramente desagradavel e 9- Extremamente
agradavel, sendo 5 - Indiferente, o ponto intermédio.
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Figura 12 - Preparacdo de amostras de miso para prova sensorial (A), amostras e identificacao do
miso em copo de prova (B) desenvolvimento da prova sensorial(C).

5. Analise estatistica

Os resultados apresentados foram tratados estatisticamente aplicando andlise de
variancia ANOVA e um teste de comparacdo Tukey através do GraphPad Prism versao
10.3.1 para Windows (GraphPad Software, Boston, Massachusetts USA).
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6.Resultados e Discussao

6.1. Analise Microbiolégicas

Na producdo de miso, o pH e ay sdo parametros importantes que interferem
diretamente com a sua seguranca e estabilidade, para além de ajudarem e selecionar
as metodologias de andlise a seguir para alguns parametros microbiolégicos.

Determinado o pH nas amostras de miso em analise verifica-se que para M1CV, M1A e
M2CV nao apresentam diferencas significativas, sendo M2A a amostra que apresenta
um valor de pH mais elevado comparativamente com as restantes. O processo de
fermentacao do Miso leva a uma descida do pH, favoravel ao crescimento de leveduras
que produzem etanol e este em combinagdo com acidos organicos leva a obtengao de
ésteres necessarios ao sabor e odor caracteristicos e distintivos do miso (Allwood et
al, 2021b).Segundo (Shukla et al., 2011), o miso de arroz japonés apresenta um pH
entre 4,9 e 5,3. Relacionando os resultados obtidos com os valores citados é possivel
perceber que as amostras M1CV, M1A e M2CV se enquadram no padrao de pH
expectavel paraa producdo de Miso, a exce¢do da amostra M2A que apresentando valor
um pouco acima de 5,3.

A Atividade da agua (aw) determina a quantidade de agua livre que existe num
alimento, esta varia entre 0 e 1 e pode constituir uma limitagdo para seguranca
alimentar (Adams & Moss, 2008; Allwood et al., 2021b). No miso, a adi¢ao de sal ajuda
a uma reducdo do aw, 0 que favorece a inibicio do desenvolvimento de bolores e
bactérias indesejadas (Allwood et al., 2021). Nas quatro amostras de miso, os valores
de ay ndo apresentam diferencas significativas entre si.

Os resultados a apresentados na tabela 2 para as andlises microbioldgicas realizadas
as amostras de miso, comprovam que a seguranc¢a alimentar do produto ndo foi
afetada, pois as contagens de microrganismos a 30°C, Bolores, Leveduras, Escherichia
coli  f3-glucuronidase positiva Clostridium perfringens e Bacillus cereus, e
microrganismos estao abaixo dos respetivos valores de referéncia. Para salmonella spp
e Listeria monocytogenes nao foi detetada presenca em qualquer uma das amostras em
avaliacdo. Na detecdo de aflotoxinas, os resultados obtidos encontram-se abaixo o teor
maximo estabelecido.
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Tabela 2 - Resultados de parametros de estabilizacdo e determinacdes microbiologicas das
diferentes amostras de miso em avaliacao.

Parametros analisados

pH

Aw

Microrganismos a 30 2C
Bolores

Leveduras

Escherichia coli f3-
glucuronidase positiva
Clostridium perfringens

Bacillus cereus

Pesquisa de Salmonella spp

Pesquisa de Listeria
monocytogenes

Aflotoxinas (B1+B2+G1+G2)

Média + desvio padrdo (n=2). Em cada linha, letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas
para um nivel de significancia de 0,05 utilizando o teste de Tukey.

M1CV
4,86%0,04~
0,97+0,00 4

<10
<10
<10
<10

<10

<10

Nao
detetado em

25g.

Nao
detetado em

25g

<1

6.2. Analise Fisico quimica

Amostras de Miso

M1A
4,99+0,07 B
0,96+0,004

<10

<10
<10
<10

<10

<10

Nao
detetado em

25g.

Nao
detetado em

25g.

<1

M2CV
4,79+0,09 BC
0,99+0,01 4

<10
<10
<10
<10

<10
<10
Nao
detetado em
25g.
Nao
detetado em
25g.
<1

M2A
5,71+0,02¢
0,98+0,004

<10
<10
<10
<10

<10
<10

Nio detetado em
25g.

Nao detetado em
25g.

<1

Na tabela 3 apresentam-se os resultados obtidos com a realizacdo das analises
fisico-quimicas para obtencdo da informacdo relativa a composicao nutricional das
amostras de miso em avalia¢do. De acordo com os valores obtidos é possivel verificar
que nao existem diferencas significativas entre as amostras quando comparadas entre

elas.

Tabela 3 - Composicao nutricional comparativa entre as diferentes amostras de miso desenvolvidas

Parametros analisados

Energia

Energia

Lipidos

Hidratos de Carbono
dos quais acucares
Proteinas

Sal

Humidade

Cinzas

Amostras de Miso

Unidades/
100 g. de
alimento
M1A
Kj 89,93+5,28
Kcal 21,16+1,24
g <LQ
g 4,64+0,29
g 2,55+0,32
g 0,68+0,03
g 0,35+0,03
g 94,37+0,27
g 0,32+0,05

M1CV
91,46+6,16
21,52+1,45
<1.Q
4,77+0,35
2,42+0,41
0,63+0,03
0,37+0,02
94,34+0,37
0,26+0,04

M2CV
85,94+2,01
20,22+0,47
<1.Q
4,47+0,12
2,18+0,21
0,60+0,01
0,33+0,01
94,63+0,08
0,31+0,06

Média * desvio padrao (n=3); < LQ: menor ou igual ao limite de quantificacao (0,3).

M2A
94,78+1,88
22,30+0,44
<LQ
4,98+0,10
2,96%0,10
0,62+0,02
0,35+0,05
94,17+0,11
0,24+0,06
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Os resultados revelam que as amostras de miso apresentam um baixo valor
energético, uma vez qualquer uma das amostras apresentam valores energéticos
inferiores a 40 Kcal (170kj) /100g, (Regulamento (CE) n21924/2006). Quanto ao teor
de lipidos, todas as amostras obtiveram valores inferiores ao limite de quantificagdo
(0.3g/100g) demonstrado que o produto pode ser considerado “sem gordura” e “sem
gorduras saturadas” e “sem adicdo de acucares” (Regulamento (CE) n21924/2006).

6.3. Analise Sensorial

Sendo o miso um produto ainda relativamente desconhecido pelos consumidores,
a prova sensorial realizou-se utilizando como amostra de controlo (C) uma sopa misa
existente no mercado de base em soja (Miso, Blue Dragon). Segundo os resultados
obtidos, expressos na tabela 4, pode verificar-se que quanto ao aspeto, a amostra de
controlo (C) foi a que obteve valor mais elevado, nao apresentando diferengas
significativas em relacdo as amostras M2 (M2CV e M2A), mas apresenta diferengas
significativas relativamente as amostras M1 (M1CV e M1A). No sabor o valor inferior
obtido foi 0 M1CV, a amostra intermédia é a M1A, enquanto M2CV e M2A nao diferem
entre si nem da amostra de controlo (C). O aroma nao apresenta diferencas
significativas entre as amostras M1 (M1CV e M1A) e M2 (M2CV e M2A) exceto quando
comparadas com a amostra de controlo (C). As amostras M1 (M1CV e M1A) apresentam
texturas semelhantes entre elas, as amostras M2 (M2CV e M2A) sdo intermédias neste
atributo, nao diferem das amostras M1 (M1CV e M1A) e do controlo (C).

Tabela 4 - Resultados dos atributos avaliados na prova hedonica (1 extremamente desagradavel a
9 extremamente agradavel) de um miso de controlo e das amostras de miso desenvolvidas

Amostras
Atributos Controlo M1 M 2
C M1CV M1A M2CV M2A

Aspeto 6,03+1,804 4,10+1,478 4,77+1,848B 5,30£1,6848 513+1,67AB
Sabor 6,40+1,984 4,30+2,07¢ 3,87+1,86B¢ 548+1,5148B 540+1,9448
Aroma 6,33+1,744 4,37+2,048 4,17+1,658 5,03+1,358 5,10+£1,8348
Textura 6,27+1,824 4,562,148 4,87+1,678B 4,87+1,8148 547+1,56A8B
Global 6,43+1,824 4,43+1,998C  4,20+1,62¢ 5,33£1,37AC  550+1,7548

Média * desvio padrdo (n=30). Em cada linha, letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas para um nivel de significancia de 0,05 utilizando o teste de Tukey.
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7.Consideracdes Finais

O Miso produzido com base em feijao-frade cara verde e feijao-frade arroz segundo
as duas metodologias aplicadas neste trabalho, enquadra-se na categoria dos Misos de
arroz, uma vez que na sua formulacao foi utilizada uma maior percentagem de Koji de
arroz (50%) do que de sal (4%) e feijao-frade (15%) induzindo assim uma fermentagao
mais rapida, com duragao de 28 dias.

A andlise de resultados permitiu verificar que a avaliacdo microbiolégica feita as
amostras de miso valida as duas metodologias aplicadas para producdo de miso com
ambas as variedades de feijdo-frade, atestando que as mesmas decorreram em boas
condi¢des de higiene e que os produtos delas resultantes sao seguros e estaveis. As
amostras avaliadas apresentaram valores abaixo dos valores de referéncia para todos
os parametros microbiol6gicos analisados, incluindo para o teor de aflatoxinas.

Nutricionalmente, todas as amostras de miso produzidas com base em feijao-frade
cara verde e feijdo-frade arroz apresentaram um baixo valor energético, um baixo teor
de lipidos podendo designar-se como produto “sem gordura” e “sem gorduras
saturadas”. Considerando que durante o seu processo de obtenc¢do nao houve qualquer
adicdo de acgucar podera também acrescentar-se a designacdo “sem adicao de
acucares”, designac¢des que podem tornar este produto apelativo ao consumo.

Na analise sensorial realizada segundo uma prova heddnica com teste de aceitacao,
utilizou-se miso existente no mercado como amostra controlo de forma a criar um grau
comparativo entre as amostras desenvolvidas em avaliagio e um produto ja
comercialmente aceite. Os resultados obtidos revelam que nao ha diferencas
significativas entre as amostras de miso desenvolvidas, no entanto as amostras com
maior semelhanca a amostra de controlo (C) foram as da metodologia 2 (Pasta miso
desenvolvida com base em arroz inoculado com esporos de Aspergillus oryzae para as
variedades de feijdo-frade cara verde e feijao-frade arroz), sendo que dentro desta
metodologia, a amostra M2A (miso com base em arroz inoculado com esporos
Aspergillus oryzae para a variedade de feijao-frade arroz) é a que mais se aproxima da
amostra de controlo. Assim, e uma vez que o arroz é um ingrediente predominante nas
formulagdes utlizadas para a producdo das diferentes amostras de miso, pode
entender-se que a utilizagdo de arroz inoculado com Aspergillus oryzae tera tido uma
influéncia positiva nas caracteristicas finais dos produtos, quando comparado com o
Koji de arroz comercial, desencadeando uma fermentacdo benéfica para a aquisicao de
propriedades organoléticas caracteristicas do miso como a cor, a textura e aroma.

Com arealizacao deste trabalho demonstra-se que € possivel produzir um miso com
recurso a ingredientes nacionais como o arroz e o feijdo-frade em substituicdo dos
graos de soja. Comprova-se que tanto o feijao-frade cara verde como o feijao-frade
arroz sdo versateis do ponto de vista da utilizacdo no desenvolvimento de novos
produtos alimentares. Ambos mostram aptidiao para a producao de alimentos
fermentados da tipologia do miso, o que acrescenta mais um contributo para o
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aumento do seu impacto nacional e regional para além das ja conhecidas
caracteristicas nutricionais, capacidade de enriquecimento do solo, resisténcia a seca e
utilizacdao da planta para alimenta¢ao animal.

Este trabalho podera constituir um passo para a exploracao de diferentes tipos de
fermentacbes com produtos endégenos nacionais. No futuro, poderdo vir a
desenvolver-se novas experimentagdes a partir do miso com base em feijao-frade. A
realizacdo de testes sensoriais descritivos poderdo auxiliar o aperfeicoamento das
formulacdes de arroz e feijao utilizadas, de modo a alcancar uma complexidade de
sabores adaptados ao publico portugués, contribuindo para um melhor acolhimento e
consensualizacao no consumo de miso em Portugal.

Ao miso tradicional reconhece-se um conjunto de caracteristicas nutricionais,
constituintes bioativos, aminoacidos, vitaminas e minerais que representam beneficio
para saude do consumidor a diversos niveis como digestdo, controlo da tensdo arterial,
prevencao de doencas oncologicas e cardiacas. Assim, este trabalho podera dar origem
a uma avaliacdo dos beneficios associados ao consumo de Miso com base em feijdo-
frade, ajudando a fundamentar a viabilidade de novas formas de valorizacdo econdmica
desta leguminosa. Num momento em que se aposta na sustentabilidade e na
construcdo de sistemas alimentares saudaveis, privilegiando alimentos locais e
sazonais, este é um produto alimentar que pelas matérias primas utilizadas, processo
produtivo, caracteristicas e beneficios associados ao seu consumo, vai claramente ao
encontro do que atualmente sdo as tendéncias de inova¢do e consumo de produtos
alimentares, nas quais se identificam: produtos com ingredientes estrela, produtos de
base vegetal, produtos pré-preparados, produtos que contribuam para a manutengao
da saude e bem estar, entre outros. Ao relacionar as tendéncias mencionadas com o
miso desenvolvido no ambito deste trabalho, poder-se-a considerar tratar-se de um
produto com potencial valido para o mercado e seus consumidores, fomentando uma
maior disponibilidade de solu¢des e alternativas alimentares saudaveis, mais préoximas
e também mais sustentaveis.
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Anexos

Anexo A: Valores de referéncia para parametros microbioldgicos em alimentos

prontos a consumir (adaptado INSA, 2019) e valores de referéncia para a presenca de
contaminantes em géneros alimenticios (adaptada de Reg. UE n?1881/2006)

Parametros microbiolégicos
(critérios de higiene)

Contagem de microrganismos a 30°C

Contagem de Bolores

Contagem de Leveduras

Contagem de Escherichia coli -
glucuronidase positiva

Parametros microbiolégicos
(Critérios de seguranca)

Contagem de Clostridium perfringens
Contagem de Bacillus cereus

Pesquisa de Salmonela spp.

Pesquisa de Listeria monocytogenes

Teor de Contaminantes

Aflotoxinas (B1+B2+G1+G2)

Satisfatorio

<103
(ufc/g)
<5x102
(ufc/g)

<103
(ufc/g)

<10
(ufc/g)

Satisfatorio

<102
(ufc/g)
<103
(ufc/g)
Nao
detetado

Nao
detetado

Valores de referéncia

Questionavel Nio satisfatorio
103-<104 > 104
(ufc/g) (ufc/g)
5x102 - <103 >103
(ufc/g) (ufc/g)
103 - <104 >104
(ufc/g) (ufc/g)
NA >10
(ndo aplicavel) (ufc/g)

Valores de referéncia

Nao Nao satisfatorio/potencialmente
satisfatorio perigoso
102 - <104 >104
(ufc/g) (ufc/g)
103 - <105 >10%
(ufc/g) (ufc/g)
NA Detetado
(ndo aplicavel)
Detetado >102
(ufc/g)

Valor de referéncia (Teor maximo)

4,0
(ng/kg)
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Anexo B: Boletim de analise - determinac¢do de Aflotoxinas em M1CV

GAGQ..:

RELATORIO DE ENSAIO

M2 de Referéncia:  AL-24/136191 Tipo Amostra:  Alimento Prep.

Descrico: SOPA MISO M1 CV Data fim: 12/08/2024
Pardmetro Resultado Unidades Incert VMA
micotoxinas
Aflat. B1+B2+G1+G2 (Suma) <1 ue/ke +45%
Aflatoxina B1 <1 Helkg +45%
Aflatoxina B1 (% Recup) 108 % -
Aflatoxina B2 <1,00 Hefkg +45%
Aflatoxina B2 (% Recup) 105 % -
Aflatoxina G1 <1,0 Helke +45%
Aflatoxina G1 (% Recup) 107 % -
Aflatoxina G2 <1 He'kg +45%
Aflatoxina G2 (% Recup) 114 % -

Nota: (1) O valor inferior da Gama corresponde ao Limite de Quantificagdo. Os resultados deste relatério sdo referentes & amostra tal como &
recepcionada no laboratério. E proibida a reproducio parcial deste relatdrio sem a aprovacio por escrito do laboratério. VMA - Valor Méximo
Admissivel. O pardmetro assinalado com (A) foi subcontratado a  laboratdrio Acreditado e estd fora do dmbito de acreditagdo, o pardmetro
assinalado com (NA) foi subcontratado a laboratorio ndo Acreditado. O cliente é responsavel pelos dados associados a identificacdo da amostra,
quando a mesma € realizada por si. (6) Pardmetro acreditado pelo IAS. P.E. -Procedimento de Ensaio. SMEWW:Standard Methods for the Examinaton
of Water and Wastewater. Método interno equivalente é aquele que tem a mesma &rea de aplicagio (pardmetros e matrizes) e que cumpre as
caracteristicas de desempenho, obtendo resultados comparéveis ao(s) método(s) normalizado(s) indicados.

RELATORIO DE ENSAIO

I\U'AGQLabs

Ne de Referéncia: AL-24/136191 Tipo Amostra: Alimento Prep.
Descrigdo: SOPA MISO M1 CV Data fim: 12/08/2024
ANEXO TECNICO
Parametro PNT Técnica Ref. Norma. (1) Gama
micotoxinas
Aflat. B1+B2+G1+G2 (Suma) PE-505 LC/MS-MS 1 pg/kg
Aflatoxina B1 PE-505 LC/MS-MS 1pg/kg
Aflatoxina B1 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60.0 %
Aflatoxina B2 PE-505 LC/MS-MS 1,00 pg/kg
Aflatoxina B2 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %
Aflatoxina G1 PE-505 LC/MS-MS 1,0 ug/kg
Aflatoxina G1 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %
Aflatoxina G2 PE-505 LC/MS-MS 1 pg/kg

Aflatoxina G2 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %
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Anexo C: Boletim de analise - determinacdo de Aflotoxinas em M1A

ﬁAGQLabs

RELATORIO DE ENSAIO

N® de Referéncia: AL-24/136185 Tipo Amostra:  Alimento Prep.

Descricdo SOPAMISOM1 A Data fim 12/08/2024
Parametro Resultado Unidades Incert VMA
micotoxinas
Aflat. B1482+G1+G2 (Suma) <1 ue/kg 245%
Aflatoxina 81 <1 ue/kg 245%
Aflatoxina B1 (% Recup) 108 % -
Aflatoxina 82 <1,00 ue/kg 245%
Aflatoxina B2 (% Recup) 105 %
Aflatoxina G1 <10 ue/kg 245%
Aflatoxina G1 (% Recup) 107 % -
Aflatoxina G2 <1 pe/kg £45%
Afiatoxina G2 (% Recup) 114 % -

Nota: (1) O valor Inferior da Gama corresponde ao Limite de Quantificagdo. Os resultados deste relatério sdo referentes 3 amostra tal como é
recepcnmda no laboratério. € proibida a reprodugdo parcial deste relatério sem a aprovagdo por escrito do laboratério. VMA - Valor Maximo

Ad . O pard inalado com (A) foi subcontratado a laboratério Acreditado e estd fora do ambito de acreditagio, o parametro
asslnahdo com (NA) fol subcontratado a laboratério ndo Acreditado. O cliente é responsdvel pelos dados associados 3 identificacdo da amostra,
a é realizada por si. (6) Parametro acreditado pelo IAS. P.E. -Procedimento de Ensalo. SMEWW:Standard Methods for the Examinaton
of Water and Wastewater. Método interno equivalente é aquele que tem a mesma drea de aplicagdo (pardmetros e matrizes) e que cumpre as
caracteristicas de desempenho, obtendo resultados comparaveis ao(s) método(s) normalizado(s) indicados.
Wy RELATORIO DE ENSAIO
U AG Q Labs
N¢ de Referéncia: AL-24/136185 Tipo Amostra: Alimento Prep.
Descrigdo: SOPA MISO M1 A Data fim: 12/08/2024
ANEXO TECNICO

Parametro PNT Técnica Ref. Norma. (1) Gama

micotoxinas

Aflat. B14B2+G1+G2 (Suma) PE-505 LC/MS-MS 1 ug/kg

Aflatoxina B1 PE-505 LC/MS-MS 1ug/ke

Aflatoxina B1 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %

Aflatoxina B2 PE-505 LC/MS-MS 1,00 pg/kg

Aflatoxina B2 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %

Aflatoxina G1 PE-505 LC/MS-MS 1,0 ug/kg

Aflatoxina G1 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %

Aflatoxina G2 PE-505 LC/MS-MS 1ug/ke

Aflatoxina G2 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %
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Anexo D: Boletim de andlise - determinacdo de Aflotoxinas na amostra M2CV.

GAGQ..

RELATORIO DE ENSAIO

N¢ de Referéncia: AL-24/136187 Tipo Amostra:  Alimento Prep.
Descricdo: SOPA MISO M2 CV Data fim: 12/08/2024
Pardmetro Resultado Unidades Incert VMA
micotoxinas
Aflat. B1+B2+G1+G2 (Suma) <1 ue/ke +45%
Aflatoxina B1 <1 uefkg +45%
Aflatoxina B1 (% Recup) 108 %
Aflatoxina B2 <1,00 Helke +45%
Aflatoxina B2 (% Recup) 105 %
Aflatoxina G1 <1,0 Helke +45%
Aflatoxina G1 (% Recup) 107 %
Aflatoxina G2 <1 Helke +45%
Aflatoxina G2 (% Recup) 114 %

Nota: (1) O wvalor inferior da Gama corresponde ao Limite de Quantificacdo. Os resultados deste relatdrio sdo referentes 3 amostra tal como é
recepcionada no laboratério. E proibida a reproducdo parcial deste relatério sem a aprovagio por escrito do laboratério. VMA - Valor Méximo
Admissivel. O pardmetro assinalado com (A) foi subcontratado a laboratdrio Acreditado e estd fora do dmbito de acreditagdo, o pardmetro
assinalado com (MA) foi subcontratado a laboratdrio ndo Acreditado. O cliente € responsavel pelos dados associados & identificagdo da amostra,
guando a mesma é realizada por si. (6) Pardmetro acreditado pelo 1AS. P.E. -Procedimento de Ensaio. SMEWW:Standard Methods for the Examinaton
of Water and Wastewater. Método interno equivalente € aquele que tem a mesma &rea de aplicacdo (pardmetros e matrizes) e que cumpre as
caracteristicas de desempenho, obtendo resultados comparéveis ao(s) método(s) normalizado(s) indicados.

RELATORIO DE ENSAIO

I‘G'IAGQLabs

N¢ de Referéncia: AL-24/136187 Tipo Amostra: Alimento Prep.
Descrigio: SQOPA MISO M2 CV Data fim: 12/08/2024
ANEXO TECNICO
Parametro PNT Técnica Ref. Norma. (1) Gama
micotoxinas
Aflat. B1+B2+G1+G2 (Suma) PE-505 LC/MS-MS 1 pg/kg
Aflatoxina B1 PE-505 LC/MS-MS 1 pg/kg
Aflatoxina B1 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %
Aflatoxina B2 PE-505 LC/MS-MS 1,00 pg/ke
Aflatoxina B2 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %
Aflatoxina G1 PE-505 LC/MS-MS 1,0 pg/ke
Aflatoxina G1 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %
Aflatoxina G2 PE-505 LC/MS-MS 1 ue/kg

Aflatoxina G2 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %
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Anexo E: Boletim de analise - determinacdo de Aflotoxinas em M1A.

GAGQ -

RELATORIO DE ENSAIO

N2 de Referéncia: AL-24/136186 Tipo Amostra:  Alimento Prep.

Descricio: SOPA MISO M2 A Data fim: 12/08/2024
Pardmetro Resultado Unidades Incert VMA
micotoxinas
Aflat. B1+B2+G1+G2 (Suma) <1 neke +45%
Aflatoxina B1 <1 He/kg +45%
Aflatoxina B1 (% Recup) 108 % -
Aflatoxina B2 <1,00 Helke +45%
Aflatoxina B2 (% Recup) 105 % -
Aflatoxina G1 <1,0 Helke +45%
Aflatoxina G1 (% Recup) 107 % -
Aflatoxina G2 <1 Helke +45%
Aflatoxina G2 (% Recup) 114 % -

MNota: (1) O valor inferior da Gama corresponde ao Limite de Quantificacdo. Os resultados deste relatdrio sdo referentes & amostra tal como &
recepcionada no laboratério. E proibida a reproduco parcial deste relatdrio sem a aprovagio por escrito do laboratério. VMA - Valor Maximo
Admissivel. O pardmetro assinalado com (A) foi subcontratado a  laboratdrio Acreditado e estd fora do dmbito de acreditacdo, o pardmetro
assinalado com (NA) foi subcontratado a laboratdrio ndo Acreditado. O cliente & responsdvel pelos dados associados a identificacdo da amostra,
quando a mesma é realizada por si. (6) Pardmetro acreditado pelo 1AS. P.E. -Procedimento de Ensaio. SMEWW:Standard Methods for the Examinaton
of Water and Wastewater. Método interno equivalente é aquele que tem a mesma drea de aplicacio (pardmetros e matrizes) e que cumpre as
caracteristicas de desempenho, obtendo resultados compardveis ao(s) método(s) normalizado(s) indicados.

RELATORIO DE ENSAIO

ﬁAGQLabs

Ne de Referéncia: AL-24/136186 Tipo Amostra: Alimento Prep.
Descrigdo: SOPA MISO M2 A Data fim: 12/08/2024
ANEXO TECNICO
Pardmetro PNT Técnica Ref. Norma. (1) Gama
micotoxinas
Aflat. B1+B2+G1+G2 (Suma) PE-505 LC/MS-MS 1ug/kg
Aflatoxina B1 PE-505 LC/MS-MS 1 pg/kg
Aflatoxina B1 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %
Aflatoxina B2 PE-505 LC/MS-MS 1,00 pg/kg
Aflatoxina B2 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %
Aflatoxina G1 PE-505 LC/MS-MS 1,0 pug/kg
Aflatoxina G1 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %
Aflatoxina G2 PE-505 LC/MS-MS 1 pg/kg

Aflatoxina G2 (% Recup) PE-505 LC/MS-MS 60,0 %
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Anexo F: Cartaz de divulgacdo de prova sensorial de miso.
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Anexo E: - Matriz de teste sensorial de aceitacdo realizado as amostras de miso

desenvolvidas e amostra de controlo.
N IbO‘

QUER PROVAR MISO?

Prova Sensorial de Miso

pauta fazenda78@gmail.com Mudar de corta &
53 N&o peninado

Dados demograficos

Género *

Idade

Introduza o cédigo da amostra *

Solicitamos a sua colaboracao para provar Miso: Prove a amostra para
avaliacao do aspeto, sabor, aroma, textura, apreciacao global e
intencao de compra.

Aspeto *

O 1. Extremamente dessgradivet
Oz

O

O+

O 5. Indiferente

O 5. Extremamente agracavel

Sabor *

(O 1. Extremamente desagradével

5. Extremamente agracivel

Textura *

O 1. Extremamente desagradivel

) 9. Extremamente sgracavel

Apreciagio global e intencéo de compra

Apreciagao global *

) 1. Extremamente desagradével




