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Resumo

O consumidor tem-se tornado cada vez mais exigente face as suas escolhas alimentares,
procurando cada vez mais produtos naturais, com apresentagdo de rotulos “limpos™ (clean label),
ou seja, sem presenca de aditivos sintéticos e sem que seja comprometida a qualidade e a segu-
ran¢a alimentar dos produtos. Assim, inddstrias alimentares como a Mendes Gongalves S.A, pro-
curam corresponder a estas exigéncias com o desenvolvimento de produtos mais naturais, nutri-
cionalmente apelativos e economicamente acessiveis para o consumidor. Desta forma, o principal
objetivo desta dissertacdo € o estudo da eficacia de conservantes e antioxidantes naturais em mo-

lhos emulsionados e ndo emulsionados.

Foram produzidas Maioneses 65% gordura com diferentes combinac6es de conservante
e antioxidante, e Ketchup e Molho 0% com diferentes conservantes. As amostras foram acompa-
nhadas ao longo do tempo, sendo que algumas foram colocadas em camara climatica para simular
os resultados ao fim de 9 meses. Foram avaliados parametros fisico quimicos, sensoriais e micro-
bioldgicos. No caso das maioneses, para o estudo da eficacia dos antioxidantes, recorreu-se a
analise do indice de perdxidos e indice de p-anisidina, e ainda uma analise aos compostos de
oxidag&o secundérios por HS SPME GC/MS.

Das anélises realizadas, ao nivel dos parametros fisico quimicos, verificou-se uma influ-
éncia significativa no pH das combina¢es com o conservante vinagre em p6 tamponado, onde
todas as amostras apresentaram pH superior ao limite médio  aceitavel
de uma maionese (3.0 < pH < 4.2). Quanto ao estudo da eficacia dos antioxidantes, concluiu-se
que a mistura de extrato alecrim + extrato de espinafre é um potencial substituto do EDTA de
calcio dissodico. Na analise aos compostos de oxidacao secundarios, foram identificados 32 com-
postos, sendo os aldeidos a classe predominante. Por apresentarem perfis aromaticos idénticos,
ndo foi possivel eleger o melhor antioxidante entre 0 EDTA e a mistura de extrato de alecrim +
extrato de espinafre. Relativamente ao acompanhamento sensorial, as altera¢cdes organoléticas
estdo de acordo com o estado oxidativo das maioneses. No que diz respeito aos conservantes de
origem natural, foi a mistura com extrato de laranja e &cido lactico que apresentou alteracdes
sensoriais nos Molhos ndo emulsionados (Ketchup e Molho 0%). Ao nivel microbioldgico, as
Maioneses e Molho 0% suplementados com vinagre em p6 tamponado apresentaram crescimento
de microrganismos ao fim de 3 meses em prateleira. Nao foi possivel apurar qual o conservante
natural com melhor eficécia, visto que ambas as referéncias testadas promoveram modificagGes

nas matrizes.

Palavras-Chave: Antioxidantes Naturais; Conservantes Naturais; Eficacia; Molhos emulsiona-

dos; Molhos ndo emulsionados;






Abstract

The consumer has become increasingly demanding in his food choices, looking for more
natural products, with the presentation of “clean labels”, that is, without the presence of synthetic
additives and without compromising quality and food safety of the products. Thus, food industries
such as Mendes Goncalves S.A, seek to meet these requirements with the development of more
natural products, nutritionally appealing and economically accessible for the consumers. Thus,
the main goal of this dissertation was the study of the effectiveness of preservatives and natural

antioxidants in emulsified and non-emulsified sauces.

It was produced a 65% fat-mayonnaise with different preservatives and antioxidants, and
Ketchup and Molho 0% with different preservatives. The samples were monitored over time,
some of which were placed in a climatic chamber to simulate the results after 9 months. Chemical,
sensory, and microbiological physical parameters were evaluated. In the case of mayonnaise, for
the study of the effectiveness of antioxidants, the peroxide value and p-anisidine value were eval-
uated, as well as an analysis of the secondary oxidation compounds by HS SPME GC/MS.

From the analysis performed, at the level of the physical chemical parameters, there was
a significant influence on the pH of the combinations with the buffered powdered vinegar pre-
servative, where all samples showed pH above the maximum acceptable limit (3.0 <pH < 4.2).
Regarding the study of the effectiveness of antioxidants, it was concluded that the mixture of
rosemary extract and spinach extract is a potential substitute for disodium calcium EDTA. In the
analysis of secondary oxidation compounds, 32 compounds were identified, with aldehydes being
the predominant class. As they present identical aromatic profiles, it was not possible to choose
the best antioxidant between EDTA and the mixture of rosemary extract + spinach extract Re-
garding sensory accompaniment, organoleptic changes are in accordance with the oxidative state
of mayonnaise. About preservatives of natural origin, it was the mixture with orange extract that
sensorial changes in the non-emulsified Sauces (Ketchup and Molho 0%). At the microbiological
level, the Mayonnaise and Molho 0% supplemented with buffered vinegar powder showed growth
of microorganisms after three months on the shelf. It was not possible to define the natural pre-

servative with the better efficiency, since both tested references promoted changes in the matrices.

Keywords: Natural Antioxidant; Natural Preservative; Effectiveness; Emulsified sauces; Non-

emulsified sauces
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1. Enquadramento e Objetivos

No setor alimentar, um dos aspetos fundamentais a assegurar é a qualidade do produto.
Sabe-se que os alimentos podem ser contaminados por uma vasta gama de microrganismos que
promovem a sua deterioracao, area com grande impacto para a inddstria alimentar. Além da con-
taminacdo microbiana, muitos alimentos que na sua constituicdo apresentem oleo/gordura tendem
a sofrer oxidacdo lipidica. Este processo da lugar ao aparecimento de odores e sabores caracteris-
ticos do ranco, o que representa tanto para a industria como para o consumidor, uma forte causa

de depreciacdo e rejeicdo do produto.

Com intuito de diminuir ou impedir os mecanismos de deterioracao, surgiu a necessidade
de adicionar aditivos aos alimentos, substancias estas que nao alteram as carateristicas organolé-
ticas, mas permitem uma maior longevidade e qualidade do produto. Na legislacdo europeia en-
contram-se descritos todos os tipos de conservantes e antioxidantes passiveis de serem aplicados
no alimentos e respetivas concentragdes. Porém, a maioria destes conservantes e antioxidantes
sdo de origem sintética, o que atualmente se torna um problema, tendo em conta a crescente pre-
ocupagdo do consumidor na aquisi¢do de produtos alimentares o mais naturais possivel, que ga-

rantam a mesma qualidade e que sejam economicamente acessiveis.

Neste ambito, a Mendes Gongalves S.A, uma empresa vanguardista e sempre atenta as
exigéncias do mercado, tem como objetivo procurar corresponder aos desafios impostos pelos
tempos atuais, que apontam para a comercializa¢do de produtos clean label, isto é, produtos que
no seu rétulo ndo apresentem quaisquer componentes com designacdo “numero E”. Esta designa-
¢do permite identificar os aditivos por classes, como por exemplo os conservantes (E-200 a E-

299). Assim sendo, os objetivos desta dissertagdo rematam para:

> Estudo das alternativas de conservante e antioxidante de origem natural e do res-
petivo comportamento nas matrizes alimentares a analisar — Maionese 65% de
gordura, Molho 0% e Ketchup;

> Determinacdo da eficicia de conservantes naturais através de um Challenge test
e acompanhamento microbiolégico;

> Determinacdo da eficacia de antioxidantes naturais através do acompanhamento
do tempo de vida til do produto pelo estudo de pardmetros fisico-quimicos e

sensoriais.



A Mendes Gongcalves, S.A.

A Mendes Gongalves, S.A, empresa do ramo alimentar fundada em 1982 e sediada na
Golegd, tem como principal atividade a producédo de vinagres, molhos e temperos. Caraterizada
por ser uma empresa de cariz familiar e que honra as culturas locais, iniciou 0 seu percurso com

a producdo inovadora de vinagre de figo.

Convicta de que a evolucdo se rege pela inovacdo, diferenciacdo e qualidade do produto,
a Mendes Gongalves expandiu o seu neg6cio para os vinagres de vinho e sidra, ganhando forte
posicao e reconhecimento em Portugal no mercado dos vinagres, sector onde € lider, apresentando
marcas como Peninsular e Creative. Devido a forte concorréncia, a MG sentiu a necessidade de
se expandir em termos de areas de neg6cio de modo a tornar-se mais competitiva, e por isso em
2002 inseriu-se no mercado dos molhos e temperos. Em 2013, expandiu o seu volume de vendas
com a aposta na renovacao da sua marca propria, Paladin. E com base no lema “Se ¢ impossivel,
¢ para nos” que a Mendes Gongalves operacionaliza a cultura vivida na organizacéo, atravées do
langamento frequente de novos produtos, no investimento em I&D, no posicionamento das suas

marcas e na forma como a empresa comunica com 0s seus clientes.

Atualmente, a empresa é reconhecida como fornecedora certificada e umas das mais pro-
curadas pelas principais marcas de distribuigdo nacional, empregando mais de 200 trabalhadores.
Encontra-se destacada em 28 paises e continua a apostar na presenca em feiras alimentares inter-
nacionais “por forma a fazer chegar o Gosto Portugués as 5 partes do mundo” M. Uma empresa
com destaque internacional, porém 100% portuguesa, tendo sido a primeira marca certificada com
0 selo “Portugal Sou Eu” por incorporar 88% de matérias-primas nacionais. Detém diversas cer-
tificaces no setor qualidade 1SO 9001, no campo dos vinagres com a 1ISO 22000, duas importan-
tes certificagdes - Kosher para a comunidade judaica e HALAL pela comunidade islamica de
Lisboa — e o Certificado de Conformidade com a NP 4457 pela IPAC [1- 21,



2. Revisdo Bibliografica

2.1 Molhos Emulsionados - Maionese

A maionese é uma emulsdo 6leo-em-agua (O/A) contendo, tradicionalmente, entre 60-
80% de gordura, que resulta da incorporacdo lenta de éleo numa pré-mistura de gema de ovo,
vinagre e outros ingrediente solGveis em agua (sal, acticar, amidos)[!. Define-se por emulsdo 6leo-
em-agua (O/A), um sistema no qual as goticulas de éleo se encontram dispersas numa fase aquosa,

formando uma mistura estavel [ °I,

A estabilidade fisica deste produto alimentar esta dependente de varios fatores, como a
guantidade de 6leo e de gema de ovo, a viscosidade, 0 método de mistura, a qualidade e quanti-
dade da 4gua e a temperatura ® 71, Assim, para impedir a destabilizacdo da emulsdo e consequente

separacdo de fases deve evitar-se congelar, aquecer e agitar excessivamente a maionese [ 81,

As emulsdes sdo termodinamicamente instaveis, o que leva a uma rapida separacéo entre
as camadas 0leo e agua, acao que ocorre devido a diferenca de densidades entre as fases aquosa
e oleosa e ao contacto desfavoravel entre as moléculas de 6leo e 4gua. Os principais processos de
instabilidade s&o a floculagéo, coalescéncia, cremosidade (sedimentagdo), rutura de Ostwald e

inversdo de fases, processos estes que, podem ou ndo, acontecer de forma simultanea ou sequen-
cial [4°12,

Para manter a estabilidade da emulséo ao longo do tempo, ingredientes anfifilicos — agen-
tes emulsionantes — como proteinas, acidos gordos e fosfolipidos séo adicionados ao sistema [,
Na maionese é aplicado como agente emulsionante a gema do ovo tendo em conta a sua consti-
tuicdo — fosfolipidos, lipoproteinas e proteina. No entanto, a estabilidade das proteinas depende
fortemente do pH e da forga i6nica do meio. Caso ndo se verifiqguem condicOes favoraveis, as

proteinas tendem a desnaturar, o que provoca a diminuicado das forcas de repulsdo entre goticulas
[9, 10]

Os estabilizantes sdo os principais responsaveis por conferir a estabilidade da maionese,
uma vez que promovem o aumento da viscosidade da fase continua retardando o movimento das

goticulas e reduzindo a taxa de formagcéo de cremosidade .

Uma maionese comercial tem de garantir, durante todo o prazo de validade, a integridade
das suas propriedades organoléticas e fisico-quimicas. Assim, surge a necessidade de utilizar adi-
tivos que mantenham a estabilidade da emulséo, impecam o crescimento de microrganismos,
mantenham a cor, 0 sabor e 0 pH, e que se encontrem autorizados pelo Regulamento (CE)

n°1333/2008 relativo aos aditivos alimentares!®s].



A Tabela 2.1 apresenta os ingredientes basicos necessarios para a produ¢do de uma mai-

onese comercial tipica.

Tabela 2.1 — Quantidade, em percentagem, dos ingredientes basicos utilizados para producdo de maionese
comercial. Adaptado de 3271,

Ingredientes Percentagem (%)
Oleo vegetal 65 — 80
Gema de ovo 70-9,0
Agua Perfazer os 100%
Vinagre 9,4-10,8
AcUcar 1,0-25
Sal 12-18
Farinha de mostarda 0,2-0,8

Oleo

O o6leo vegetal €, geralmente, o ingrediente que existe em maior quantidade na maionese,
afetando positivamente a reologia e as caracteristicas sensoriais do produto, e contribuindo para
o sabor, textura, cremosidade, palato, aparéncia e prazo de validade . Contrariamente aos Esta-
dos Unidos da América, em que a Food and Drug Administration (FDA) estabeleceu um minimo
de 65% de 6leo para maioneses, na Unido Europeia ndo existe nenhuma restricao relativamente a

quantidade de 6leo vegetal a aplicar [& 14181,

Apesar de existirem varios tipos de 6leos, deve ter-se em conta a sua composigao relati-
vamente aos acidos gordos. Associado a questdes de salde, é aconselhado a ingestdo de acidos
gordos insaturados — 6megas-3,6 € 9 — em vez dos habituais acidos gordos saturados. Porém, as
ligacdes insaturadas dos acidos gordos sdo mais propicias ao processo de oxidacdo lipidica e con-
sequente rancificacdo. Assim sendo, devem ser escolhidos 6leos com maior concentracdo de aci-

dos gordos mono- ou di-insaturados e baixa concentragdo de acidos gordos saturados %22,

Além da sua composicdo ao nivel dos &cidos gordos, os 6leos vegetais também contém
componentes minoritarios como tocoferois, carotendides e compostos fenolicos, que funcionam

como antioxidantes naturais no retardar da oxidac4o lipidica 2% 24,



Gema do Ovo

Na maionese, a gema de ovo é usada como um agente emulsionante natural. Para além da
sua funcdo como emulsionante, a gema de ovo também contribui para o sabor e cor da maionese,
conferindo-lhe uma tonalidade amarelada. As propriedades que permitem a gema do ovo a for-
macado de uma emulsdo devem-se principalmente a sua estrutura - lecitina fosfolipidica, proteinas

e lipoproteinas (lipovitelina, lipovitelinina e livetina)f 25 28],

Além da lecitina, o pH da emulséo tem um efeito essencial sobre a estabilidade da emul-
sdo. A viscoelasticidade e estabilidade da maionese devem atingir o seu ponto mais alto quando
0 pH esta préximo do ponto isoelétrico médio das proteinas da gema de ovo B 21, A concentracio
da gema de ovo pode causar efeito tanto na distribuicdo do tamanho das particulas como no com-
portamento viscoelastico da maionese. Bengoechea et al (2009) descobriram que aumentar a
quantidade de gema de ovo liquida de 2% para 5% em peso levou a uma diminuicdo no tamanho
das goticulas e consequente aumento da viscosidade. Concluiram que, um nimero maior de goti-

culas leva a mais interacGes e, portanto, propriedades viscoelasticas mais pronunciadas 221,
Vinagre

O vinagre, solucéo de 5 a 10% de acido acético em &gua, é a fonte mais comum de &cido
utilizada no fabrico de maionese. O vinagre apresenta propriedades antibacterianas, sendo por
isso utilizado como conservante em varios produtos, ajudando na prevencao contra a contamina-
cao microbioldgica. Este ingrediente, presente na fase aquosa, confere um sabor amargo a maio-
nese. Para além disso, o vinagre previne a rancificacdo do 6leo e melhora a estabilidade da emul-
sdo. A adicdo de acidos diminui o pH da emulsdo, afetando a sua estrutura. Quando o pH esta
préoximo do ponto isoelétrico das proteinas da gema de ovo, a carga nas proteinas é minimizada,

permitindo uma proximidade entre goticulas a superficie [ 1013 2],
Sal

O sal, além de intensificar o sabor da maionese, e atuar como conservante, também me-
lhora as suas caracteristicas. Primeiramente, o sal ajuda a dispersar os granulos de gema de ovo,
aumentando a superficie-ativa disponivel. Em segundo lugar, ajuda a neutralizar quaisquer cargas
sobre as proteinas, permitindo, assim, que a lipovitelina absorva a agua e que fortalegca a camada
na superficie das goticulas de dleo. Desta forma, o sal pode compensar até certo ponto valores
de pH diferentes do ponto isoelétrico. Nao obstante, o excesso de sal pode fazer com que as pro-
teinas da gema de ovo se agreguem na fase aquosa da emulsdo em vez de formarem um revesti-

mento em volta das goticulas de 6leol 31,



Acucar

O agucar, introduzido na fase aquosa da maionese, tem como objetivo suavizar o sabor e
diminuir a acidez proveniente do vinagre. De acordo com Kiosseoglou & Sherman (1983), o agU-
car tende a enfraquecer as interacdes, protegendo 0s grupos reativos. Considera-se que o agucar
é um ingrediente que pouco influencia a estabilidade da emuls&o, dando maior contributo para

propriedades sensoriais, como o sabor 13271,
Farinha de mostarda

A farinha de mostarda ou mostarda em pé é utilizada na maionese pelas suas propriedades
organoléticas, nomeadamente sabor e cor. Além disso, este ingrediente apresenta propriedades
emulsionantes e antimicrobianas, tornando-se um fator vantajoso para a longevidade do produto
na prateleira. Embora a adi¢do de niveis mais baixos de farinha de mostarda confira uma maior

estabilidade a emulsdo, a adigéo de niveis mais elevados pode conduzir a um efeito contrariol'®

13]

2.2 Molhos Nao Emulsionados — Ketchup

O Ketchup é um produto heterogéneo produzido a partir da mistura de concentrado de
tomate com outros ingredientes como acgUcar, sal, vinagre e diferentes especiarias (Tabela 2.2).
Atendendo a acidez do produto, apenas microrganismos tolerantes a ambientes &cidos sdo comuns
de se desenvolverem (bolores, leveduras e bactérias acido lacticas). Foi demonstrado que o cres-
cimento e desenvolvimento de lactobacilos heterofermentativos causam a formacgdo de gas no

Ketchup, sendo a deterioracéo identificada através do rebentamento de algumas garrafas plésticas

[30, 31]

Tabela 2.2 — Quantidade, em percentagem, dos ingredientes basicos utilizados na produgdo de Ketchup.
Adaptado de 34,

Ingredientes Percentagem (%0)
Agua 50,0
Acucar 6,5
Concentrado tomate 37,0
Vinagre 2,0
Sal 1,5
Xarope de glucose 3,0




Durante a produgdo do Ketchup recorre-se a pasteurizagdo, um processo que assume um
papel fundamental na estabilizacdo microbioldgica do produto, consistindo no aquecimento de
um produto, de forma a inativar as células viaveis de microrganismos contaminantes que possam
provocar alteragdes no produto final. A reducdo da carga microbiol6gica é necessaria para garantir
a seguranca alimentar do produto assim como o aumento do tempo de vida Util. As temperaturas

de pasteurizagdo variam de 60 a 99°C [30.32-34]

Reologicamente, o Ketchup estd dependente ndo sé do concentrado de tomate, mas tam-
bém do tipo e quantidade de agentes espessantes adicionados, como 0 amido e goma xantana/guar,
para garantir a consisténcia e textura desejada. O Ketchup € um produto popular, usado com di-
versos alimentos porque melhora o sabor. Além disso, é facil de usar e um produto de baixo teor
caldrico. O Ketchup também é uma fonte de carotendides valiosos, dos quais 0 mais abundante é

o licopeno B4 3,

2.3 Aditivos Alimentares

Os aditivos sdo utilizados para varios fins durante a preparacdo dos géneros alimenticios,
assumindo um papel importante na manutenc¢do da qualidade e caracteristicas organoléticas dos
alimentos. Podem ser de origem natural ou sintética, e tém como principal objetivo garantir a

seguranca e qualidade do produto desde o fabrico a comercializacéo 36381,

Apesar destas substancias representarem uma grande utilidade no desenvolvimento de
produtos alimentares, utilizacdes indevidas das mesmas (aplicacao de teor excessivo ou incluséo
de aditivo ndo declarado) tanto compreendem riscos para a saide do consumidor como para a
empresa responsavel pela sua comercializagdo. Assim sendo, e de modo a garantir a seguranca e
confianca do consumidor, a legislacdo europeia exige uma inspecdo e avaliagdo periodica aos
aditivos tendo em conta as variagdes das condicOes de utilizacdo e quaisquer novos dados cienti-
ficos [%6:3%1, Em Portugal, e segundo o Decreto-Lei n° 237/2005 de 30 de dezembro, esta inspecéo
e avaliacdo periddica é realizada pela ASAE, entidade responsavel pelo plano nacional de fisca-
lizacdo na area alimentar. Além disso, a Comissdo Europeia apresenta listas onde constam os
aditivos alimentares autorizados, catalogados por grupo de alimento, com especificacdo dos limi-
tes maximos permitidos para cada aditivo. Os conservantes e antioxidantes fazem parte do grupo
E 200- 2991401,



2.4 Conservantes

Os conservantes sdo substancias naturais ou sintéticas adicionadas a produtos alimenta-
res, cosméticos e farmacéuticos, a fim de prolongar a sua vida Gtil e manter a qualidade e segu-
ranca, inibindo, retardando ou interrompendo a¢des como fermentagdo, acidificacdo, contamina-
céo e decomposicdo microbiana “* 42, De acordo com o Regulamento (CE) n° 1333/2008¢, o
termo “conservante” diz respeito a “todas as substancias que prolongam o prazo de conservacao
dos géneros alimenticios protegendo-os contra a deterioracdo causada por microrganismos e/ou

contra o desenvolvimento de microrganismos patogénicos”.

A maionese € microbiologicamente estavel devido ao seu alto teor de gordura e adi¢do de
ingredientes &cidos. Estes ingredientes contribuem para o sabor desejavel, diminuem o pH final
do produto e impossibilitam o desenvolvimento de agentes patogénicos, como Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus 31, A estabilidade microbiana do Ketchup e Mo-
Iho 0% é assegurada pelo tratamento térmico que sofrem durante a sua producéo, no baixo pH e
na adi¢do de ingredientes acidos e conservantes. A melhor forma de prevenir ou retardar a dete-
rioracdo de produtos alimentares é a aplicacdo de uma combinacdo de pardmetros, que podem
agir sinergicamente para inibir ou retardar o crescimento de microrganismos indesejados. A ati-
vidade da &gua, o controlo da temperatura e pH e a adi¢do de conservantes sdo as técnicas mais

utilizadas.

2.4.1 Fatores que influenciam a deterioracdo microbiana

A flora microbiana existente num género alimenticio resulta de interacbes complexas e
continuas entre determinados fatores, os microrganismos e a matriz. Esses fatores, que afetam o
desenvolvimento microbiano, podem dividir-se em fatores intrinsecos e extrinsecos. Os primeiros
estdo relacionados com os proprios alimentos, ou seja, 0 pH, a atividade da dgua (aw), o potencial
de oxidagdo-reducdo (Eh), os nutrientes disponiveis, e as estruturas biologicas; os fatores extrin-
secos sdo essencialmente as caracteristicas do ambiente envolvente e de armazenamento, incluem
a temperatura, a presenca e concentracdo de gases, como o0 CO2 e 0 02, a humidade relativa e 0

manuseamento #4491,



Atividade da &gua (aw)

A atividade da agua (aw) € a quantidade de agua disponivel para crescimento microbiano
e outras funcBes bioldgicas como reagbes enzimaticas e quimicas. E um parametro que mede a
guantidade de &gua livre nos alimentos, sendo definida como a razéo entre a pressdo de vapor da

agua no substrato (p) e a da dgua “pura” (po) ha mesma temperatura (Equagéo 1) [26 59,
0, =2 (1)

A menor atividade da &gua favorece as perturbagdes do crescimento e do metabolismo,
reduzindo a cinética das reagdes de deterioragdo. Uma vez atingido um valor minimo de atividade
da agua, o crescimento microbiano ndo é mais possivel e a reacdo de deterioracdo é interrompida
501 Assim, alimentos com elevados valores de a., como os produtos frescos, tendem a deteriorar-
se mais rapidamente que aqueles que apresentam baixo teor de agua disponivel, devido a rapida
multiplicacdo dos agentes deteriorantes. A Tabela 2.3 apresenta os valores minimos de aw para o

desenvolvimento de diferentes microrganismos 15 471,

Chirife et al (1989) avaliaram a influéncia da composicdo quimica na atividade da agua
em maioneses fat (~80%) e low-fat (=40%). Verificaram que para maioneses fat o valor de ay, foi
em torno de 0,93, enquanto para maionese low-fat foi préximo de 0,95. Concluiram que a dife-
renca de valores de aw era fortemente influenciada pela natureza e concentragdo de compostos

sollveis na fase aquosa (por exemplo, NaCl, acucares, acido acético) [,

Tabela 2.3 - Atividade minima da agua para crescimento de microrganismos especificos. Adaptado de 1>
47]

Microrganismos aw minima
Bactérias deteriorantes 0,91
Grupo Leveduras deteriorantes 0,88
Bolores deteriorantes 0,80
Staphylococcus aureus (Gram (+)) 0,86
Especificos Escherichia coli (Gram (-)) 0,96
Zygosaccharomyces rouxii 0,62

O tipo de reagdes dos alimentos, bem como a cinética da maioria das reacfes nas cadeias
alimentares sdo dependentes da atividade da dgua. A estabilidade dos alimentos, velocidade das

reacOes de deterioracdo e o crescimento microbiano dependem da atividade e da quantidade de



agua e do seu estado fisico. Perturbagdes na atividade da &gua podem afetar negativamente a
reologia dos alimentos, promovendo alteracbes no seu tempo de prateleira. No entanto, acdes
como, remogao de agua por adicdo de solutos ou diminuicdo da temperatura favorecem a reducéo

da velocidade de deterioracdo (microbiana e enzimatica) [45- 4650521,

pH

Os organismos sdo, em geral, mais sensiveis as mudancas no pH intracelular do que as
mudangas no pH externo, embora alteracdes significativas em qualquer um deles promova a perda
de viabilidade ©5 5351 O pH da maionese desempenha um papel essencial na sua estrutura e
estabilidade, sendo o seu maximo atingido quando o pH esta préximo do ponto isoelétrico médio

das proteinas da gema de ovoPl,

Jacobsen et al (2001) investigaram o efeito de diferentes concentraces de acido ascor-
bico e pH na oxidacdo e niveis de ferro e cobre em fracGes de maionese enriquecida com 6leo de
peixe. Concluiram que na presenca de acido ascérbico os ides ferro (Fe?*) libertam-se da gema
de ovo, promovendo o aumento da velocidade de oxidacdo na maionese. Além disso, esta ativi-
dade catalitica dos ides (Fe?*) aumenta quando o pH diminui de 6,0 para 3,8, isto porque as pontes
de ferro entre a fosvitina, lipovitelina e LDL se rompem, tornando os ides Fe?* mais acessiveis

como catalisadores da oxidag&o®!,

Para crescimento e sobrevivéncia, as bactérias requerem valores de pH entre 6 e 8, en-
quanto as leveduras e bolores sdo capazes de crescer e sobreviver a uma faixa mais baixa e ampla
de valores de pH; em algumas situagGes, a faixa de pH pode estar entre 2 e 1154 %, Quando os
microrganismos sao submetidos a um pH inferior ao seu pH 6timo de crescimento, o crescimento
microbiano € inibido, podendo estar metabolicamente ativos. Como o pH externo e interno da
célula ndo estdo estabilizados, a célula ndo consegue dividir-se e desenvolver-se, sendo assim

possivel controlar a carga microbiolégica.

Tendo em conta as condi¢des Otimas de crescimento descritas na Tabela 2.4, agentes
patogénicos como Salmonella spp. , E.coli, e Staphylococcus aureus morrem quando inoculados
em maioneses ou outros produtos acidificados** 51, Os investigadores Li & Torog (2006) estu-
daram a resisténcia de Staphylococcus aureus ao pH acido em diferentes produtos comerciais,
incluindo a maionese. Concluiram que a populacdo de Staphylococcus aureus diminuiu rapida-
mente quando mantida a 4 ou 25°C e nenhuma célula viavel de Staphylococcus aureus adaptado

e ndo adaptado ao acido foi recuperada da maionese apds 48h de armazenamento®8,
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Tabela 2.4 - CondicGes 6timas de crescimento (temperatura, pH e atividade da dgua) de agentes patogénicos
Adaptado de 71,

Crescimento de Microrganismos Patogénicos

Microrganismos Temperatura (°C) pH Atividade da agua (aw)
Salmonella spp. 35-37 7,0-7,5 0,99
E. coli 35-40 6,0-7,0 0,99
Staphylococcus aureus 40-45 6,0-7,0 0,98

A deterioragdo microbiana de produtos acidificados resulta da acéo de trés grupos de mi-
crorganismos: as leveduras, bolores e bactérias acido lacticas (Tabela 2.5). O crescimento destes
microrganismos pode conduzir a separacdo das fases da maionese (fase oleosa/aquosa), a forma-

céo de bolhas de gases e de odores e sabores desagradaveis[*® 4% %9,

Tabela 2.5 - Principais caracteristicas dos microrganismos tolerantes a acidez.

Microrganismos Caracteristicas

Altamente resistente a ambientes &cidos (1,8 < pH <

2,9);
Leveduras!* 564 Osmotolerante;
(Zygosaccharomyces bailii) Fermentac&do da glucose e frutose mesmo na presenca de
conservante;

AlteracOes organoléticas - perdas economicas.

Bol [56, 65] Dependentes da quantidade de O disponivel,
oloresl®

N Baixa viabilidade em ambientes com mais de 0,5%
(Moniliella acetoabutans, Monas-

- acido acético.
cus ruber e Penicillium glaucum)

Tolerantes a acidez;

N&o prejudicial a saide humana;
Bactérias acido lacticas!*® 4> 631 o . )
) Concentragdo maxima aceitavel de Lactobacillus em
(Lactobacillus plantarum; Lacto- )
_ _ maioneses - 103UFC/g ;
bacillus fructivorans) L ) . .
Carga microbiana superior - alteracdes sensoriais >

perdas econémicas.
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Temperatura

A temperatura € um dos fatores extrinsecos com maior impacto sobre a taxa de cresci-
mento microbianol®® %61, A compreenséo da interacdo entre tempo, temperatura e outros fatores
intrinsecos e extrinsecos é crucial para a selecdo das condi¢Ges de armazenamento adequadas para
um produto alimentar (481, Sabe-se que a relacéo entre temperatura e taxa de crescimento constante
varia significativamente entre grupos de microrganismos - termofilos, mesofilos, psicrofilos e
psicrotroficos (Figura 2.1). A Tabela 2.6 apresenta a influéncia da diferenga de temperatura no

crescimento e desenvolvimento de microrganismos 4541,

| Psicrofilo

Psicrotroficos

Otima

I Terméfilo

| Mesofilo

Terméfilos extremos

Taxa de Crescimento

Minima Mixima

A\

-15-10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100105110115120125130

Temperatura (°C)

Figura 2.1 - Taxa de crescimento de diversos grupos de microrganismos de acordo com a temperatura.
Adaptado de 24,

Tabela 2.6 - Influéncia da temperatura (alta e baixa) no crescimento e desenvolvimento de microrganismos.

Temperatura

Baixa Alta

Reducéo da fluidez da membrana Desnaturagéo das proteinas celulares
Perturbagdes nos mecanismos de transporte  Inativagdo de enzimas sensiveis ao calor

Taxas de reacdo enzimatica lentas Perturbagdes na membrana celular, DNA
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2.4.2 Conservantes Sintéticos

Os conservantes sintéticos sdo os mais utilizados pela industria alimentar no controlo do
crescimento de microrganismos. Em Portugal, o tipo de conservante, 0 seu teor maximo e as
respetivas aplicacdes encontram-se regulamentadas segundo regulamento (CE) n°1333/2008 de

16 de dezembro relativo a aditivos alimentares 31,
Acido sorbico e Sorbato de potéassio

Os acidos organicos constituem um grupo de compostos naturais, conhecidos por &cidos
fracos, e sdo utilizados como aditivos alimentares. Dos acidos fracos existentes, 0s que apresen-
tam maior eficacia sdo: acido acético, acido lactico, acido sérbico e &cido benzoico. Estas subs-
tancias sdo eficazes como conservantes de alimentos, pois para além das suas atividades antimi-
crobianas inibitdrias, atuam também como reguladores de acidez, inibindo assim o crescimento

microbiano através da reducdo do pH dos alimentos 67 81,

A atividade dos acidos organicos relaciona-se com o pH e a forma ndo dissociada do
acido %, Quanto mais baixo for o valor de pH maior sera a concentracéo de 4cido néo dissociado
em solucéo [¢7- 79, Qutro fator relevante na atividade destas substancias é a polaridade, que esta
associada tanto a ionizacdo da molécula como a contribuicdo de quaisquer grupos laterais alquilo
ou hidrofébicos. Devido a esta carateristica, 0s antimicrobianos devem ser lipofilicos de modo a

fixar e penetrar a membrana celular (53 ©8l,

As acgdes responsaveis pela atividade antimicrobiana dos &cidos orgénicos incluem: (i)
rutura/perturbacdo da membrana, (ii) stress no pH intracelular e (iii) esgotamento de energia e

inibicéo reaces metabdlicas essenciais 53 68 69711,

O &cido sorbico é um acido monocarboxilico insaturado constituido por uma cadeia linear
de &cidos gordos com ligacdes duplas conjugadas. O &cido sérbico e seus sais sollveis, principal-
mente sorbato de potassio, sdo amplamente utilizados como conservantes em alimentos 572, O
acido sorbico funciona melhor abaixo de um pH de 6,0 e é, geralmente, ineficaz acima de pH 6,5.
O pKa do acido sérbico € de 4,76 e aum pH de 4,0, 86% do composto ndo € dissociado, enquanto
aum pH de 6,0, apenas 6% ¢ nao dissociado. A absorg¢do e difusdo do &cido sérbico nos alimentos
é influenciada pelos compostos, estrutura, pH e teor de humidade dos alimentos. Como a solubi-
lidade do &cido sorbico na gordura é trés vezes maior do que na agua, o sal de potassio — sorbato

de potassio — é o mais utilizado nos produtos alimentares [4> 73 741,

Wind & Lawrence (1995) estudaram a eficicia antimicrobiana do benzoato de sédio e do
sorbato de potassio em diferentes concentracées (0,05, 0,10,0,20 e 0,30%, peso/peso), separada-
mente e em combinagdes iguais, relativamente ao crescimento de Zygosaccharomyces bailii em

maionese armazenada a temperatura ambiente (23 a 25 ° C). Verificaram que a eficacia da acdo
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conservante é atribuida & quantidade de &cido néo dissociado formado, fator que explica o porqué
de o sorbato de potassio ser mais eficaz do que o benzoato de sédio quando adicionados em con-
centracOes idénticas. Apuraram que a um pH 3,74, 87,5% de &cido sérbico existe na forma néo

dissociada, em comparagdo com 66,7% do &cido benzoico ['°],

A menor toxicidade e um menor efeito nas propriedades organoléticas dos alimentos, s&o
carateristicas que tornaram possivel a aplicacdo do &cido sorbico e respetivos sais em pratica-
mente todas as indUstrias (alimentar, farmacéutica, cosmética) [® "1, Porém, e segundo o Regu-
lamento (CE) n°1333/2008F¢! a quantidade de &cido sdrbico varia consoante a matriz onde é in-
serido. Para molhos emulsionados com menos de 60% de gordura o teor méximo permitido é de
2000 mg/kg enquanto para produtos com mais de 60% gordura e molhos ndo emulsionados o teor
méaximo permitido é de 1000 mg/kg.

2.4.3 Conservantes Naturais

Atendendo as necessidades dos consumidores, que procuram cada vez mais alimentos
naturais, nutricionalmente apelativos e com designagéo de clean label, os fabricantes de produtos
alimentares encontram-se numa constante busca de novas alternativas, de preferéncia naturais e
que garantam o mesmo efeito ndo s6 a nivel de eficacia como a nivel de seguranca e qualidade
[78-80] Este ideal vai ao encontro do objetivo da MG, que pretende tornar os seus produtos clean
label, eliminando a designagao “nimero E” dos seus rétulos através da substitui¢do dos aditivos
alimentares (neste caso, conservantes e antioxidantes) por alternativas naturais que garantam o

mesmo nivel de seguranga e qualidade ao produto.

Os mecanismos de a¢do dos conservantes naturais incluem: (i) rutura da membrana celu-
lar, (ii) alteracBes na permeabilidade da membrana, (iii) perturbagdo dos mecanismos de &cidos
nucleicos, (iv) destruicdo da forca motriz de protdes e (v) esgotamento de energia (ATP). Os
componentes antimicrobianos provenientes de plantas (polifendis, 6leos essenciais), animais (li-
sozima, lactoperoxidase, lactoferrina), e microrganismos seguem esses mecanismos para comba-

ter os agentes patogénicos de origem alimentar [/%-82],

Entre os varios 6leos essenciais que apresentam potencial antimicrobiano, o 6leo essen-
cial de orégdo e tomilho tém mostrado resultados de destaque na inibig&o de diferentes microrga-
nismos. Estes 6leos essenciais sdo ricos em compostos fendlicos com intensa atividade antimi-
crobiana — timol e carvacrol. Acredita-se que o potencial antimicrobiano destes compostos feno-
licos esté intrinsecamente relacionado com a presenca dos grupos (-OH) no anel fenélico, confe-

rindo-lhe alto poder reativo (81
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Juven et al (1994) avaliaram a efic&cia antimicrobiana do timol contra S. typhimurium e
S. aureus. Criaram a hipétese do timol se ligar hidrofobicamente as proteinas da membrana por
meio de ligagdes de hidrogénio, alterando as caracteristicas de permeabilidade da membrana. Evi-
denciaram ainda que o timol é mais inibidor a pH 5,5 do que 6,5. Em pH baixo, a molécula de
timol seria ndo-dissociada e, portanto, mais hidrofébica, podendo assim ligar-se as areas hidrofo-

bicas das proteinas e dissolver-se melhor na fase lipidica [,

Quitosana

A quitosana, produzida comercialmente a partir da quitina, um subproduto obtido a partir
de exoesqueletos de crustaceos e artrépodes, tem a capacidade de inibir o crescimento de bolores
e leveduras e bactérias em alimentos. Roller & Covill (2000) investigaram a eficécia de glutamato
quitosana como conservante contra bactérias e leveduras na maionese. A maionese contendo 3g/L
de quitosana combinada com &cido acético (0,16%) ou sumo de limé&o (1,2% e 2,6%) foi inoculada
com 10° ou 10° UFC/g de Salmonella Enteritidis, Zygosaccharomyces bailii ou Lactobacillus
fructivorans e armazenada a 5 e 25°C durante 8 dias. Os resultados mostraram que na maionese
com quitosana e 0,16% de acido acético, 10° UFC/g de L. fructivorans foi completamente inati-
vado. Concluiram que a quitosana pode ser Gtil como conservante quando combinada com &cido

acético e armazenamento a baixas temperaturas (5°C) #71,

Oh et al (2001) estudaram a atividade antimicrobiana da quitosana em maioneses
(100,500 e 1000 ppm) contra trés espécies de microrganismos tolerantes a acidez, com intuito de
descobrir o potencial da quitosana como conservante natural. Adicionaram uma carga microbiana
de 107 UFC/g de Lactobacillus fructovirans e Zygosaccharomyces bailii em maionese contendo
diferentes concentra¢des de quitosana e as amostras foram armazenadas a 25°C. No caso de L.
fructovirans a adi¢do de quitosana acelerou a morte celular. A eficacia da quitosana contra estes
microrganismos aumentou com o aumento da concentragdo. Concluiram que a quitosana pode ser

usada como conservante natural para o controlo do crescimento de microrganismos [,

Mostarda

Milani et al (2014) compararam os efeitos de diferentes concentrac@es de po e de pasta
de mostarda no pH e no crescimento microbiano, com objetivo de substituir o sorbato de potassio
e 0 benzoato de sodio para produgdo de uma maionese sem conservantes sintéticos. Primeiro,
concentragdes de 0% a 0,50% de p6 de mostarda amarela foram aplicadas na formula da maio-
nese. Verificaram que, quanto maior a concentracdo de pé de mostarda amarela, menor a popula-

¢ao microbiana e maior o tempo de vida Util. No entanto, foram registadas algumas alteracfes a
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nivel sensorial (cor e sabor). Para amostras de maioneses com 1% de pasta de mostarda, os resul-
tados mostraram uma reducdo da populacdo microbiana, e sem alteragdes organoléticas devido a

aplicacéo de tratamento térmico [,

2.5 Antioxidantes

2.5.1 Oxidacéo Lipidica

Os lipidos fornecem uma das maiores fontes de energia nos alimentos e também desem-
penham papéis na determinacdo das caracteristicas fisicas gerais de alimentos, incluindo sabor,
textura, sensacdo na boca e aparéncia. A oxidacao lipidica é um dos maiores problemas que a
industria alimentar enfrenta, visto ser uma das principais causas de deterioracdo da qualidade
alimentar 09U, E um fenémeno que consiste numa sequéncia de interagdes quimicas entre os
grupos acilo dos acidos gordos insaturados dos lipidos na presenca de oxigénio 2. Pode ser in-
fluenciado por diversos fatores como a temperatura, a exposic¢éo a luz, a composicao do acido
gordo e a presenca de metais de transicéo [#* %4,

A oxidagdo afeta, particularmente, &cidos gordos insaturados uma vez que as ligagdes
duplas apresentam maior reatividade comparativamente as ligacdes simples 2 %I, Do processo
de oxidagdo lipidica destaca-se 0 mecanismo de autoxidacao, caraterizado pela deterioragdo oxi-
dativa de &cidos gordos insaturados, por meio de reacGes radicalares em cadeia que envolve 3

fases: iniciacdo, propagacéo e terminacéo [°l,

A etapa de iniciacdo gera radicais livres na presenga de percursores capazes de desenca-
dear a reacdo, sendo os principais a luz, a temperatura e metais de transi¢do. A formacéo do radical
livre de alquilo (R+) ocorre devido a libertacdo de um &tomo de hidrogénio do carbono alilico na

molécula de acido gordo insaturado 0 %1,

A etapa de propagacao é a que concentra o maior nimero de reacdes em cadeia, e por isso
é considerada a fase principal da oxidag&o lipidica. Durante esta etapa, o radical livre de alquilo
(R+) reage rapidamente com a molécula de oxigénio (0,) dando origem a radicais perdxido
(ROO-) altamente reativos que, consecutivamente, impulsionam as reacdes em cadeia [°71. Por sua
vez, os radicais peréxido (RO0*) reagem com outras moléculas de lipidos insaturados, removendo
um hidrogénio da posi¢do alilica a fim de formar hidroperéxidos (ROOH) e um novo radical

lipidico instavel 122 %81,
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E de salientar que a propagacao € um processo ciclico e, portanto, havera sempre forma-
¢do de novos radicais até a0 momento em que se esgota o hidrogénio disponivel ou até que a
reagdo seja interrompida por fatores extrinsecos 22 %31, Nesta fase, os radicais peroxido (RO0*®) e
hidroperdxidos (ROOH) caraterizam-se como produtos de oxidacao primarios e nao apresentam

qualquer tipo de odor ou sabor 24,

Para além da influéncia que os R* tém nas reacGes em cadeia, os hidroperoxidos formados
sdo também suscetiveis a decomposicdo pela acao de fatores como metais de transicdo (catalisam
a acdo de decomposicdo), temperatura e radiacdo, promovendo a formacdo de outros radicais

resultantes do processo autocatalitico 2% %I,

Aldeidos, cetonas, alcoois, hidrocarbonetos e compostos organicos volateis sao alguns
dos exemplos dos produtos formados por decomposicdo dos hidroperdxidos. A estes compostos
da-se a designacdo de produtos de oxidacao secundarios, e contrariamente aos produtos primarios,
estes sd0 0s responsaveis por conceber o sabor e odor desagradaveis caracteristicos de um ali-
mento rangoso % %1, O método mais comum para identificacdo e quantificacdo dos compostos
de oxidag&o secundarios é 0 GC-MS, visto ser um método especifico e sensivel que fornece um

espetro de todos os possiveis compostos existentes originados pela oxidacao.

Por fim, na etapa de terminag&o, os radicais reagem entre si a fim de formar compostos
ndo radicalares mais estaveis. Estes compostos ja ndo participam no ciclo reacional, o que pro-
move a interrupcdo das reagdes em cadeia 122 % %31, Na Figura 2.2 encontram-se representadas as

reagOes do mecanismo de autoxidacdo anteriormente descritas.

Iniciacéo RH ——R'+ H*
Propagacéo R*+ 0, - ROO*

ROO* + RH — ROOH + R*

Terminacdo ROO* + ROO* — ROOR + 0,
Produtos nio
radicalares

ROO* + R* - ROOR
R*+ R®* — RR

Figura 2.2 - ReagBes do mecanismo de autoxidacéo lipidica. Adaptado del?'5],

17



2.5.2 Fatores que influenciam a cinética da oxidacao lipidica

Como referido anteriormente, a oxidacao lipidica depende de mecanismos reacionais di-
versos e complexos, 0s quais se encontram diretamente relacionados com o tipo de estrutura e
meio onde a acdo decorre. A influéncia de fatores como, a temperatura, exposi¢do a luz, metais
de transicdo e composicao do Gleo, representa um papel determinante para a estabilidade oxida-

tiva.

A cinética de oxidagdo varia com a temperatura, cujo aumento afeta negativamente a es-
tabilidade oxidativa uma vez que fornece energia e catalisa as reagdes de oxidacdo. Frankel (1980)
defende a teoria da oxidacao lipidica, onde evidencia que temperaturas elevadas promovem a
oxidacdo dos lipidos [*91. Um dos principios que sustenta essa teoria baseia-se no comportamento
do oxigénio quando sujeito a altas temperaturas. O aumento da pressao parcial de oxigénio, pro-
vocado pelas temperaturas elevadas, leva a diminuic¢éo da sua solubilidade tornando-se num fator
limitante durante a formacéo de hidroperoxidos. Do mesmo modo, 0 aumento da temperatura ndo
sO acelera o processo de oxidagdo como também potencia um aumento da contaminagdo por me-

tais, destruindo possiveis compostos antioxidantes existentes na gordura [#3 100,101,

Morales & Tenuta (2005) estudaram a influéncia da temperatura e do tempo de armaze-
namento na estabilidade oxidativa do colesterol na maionese comercial. Observou-se que a for-
macao de 6xidos de colesterol ao fim de 165 dias a 4°C se mostrou mais promissora do que a
25°C, o que permitiu concluir que a diminuigdo da temperatura de armazenamento seria a alter-
nativa ideal para reduzir os efeitos da oxidacdo %, Li Hsieh & Regenstein (1991) através do
estudo do efeito da temperatura na oxidacdo de maionese com 6leo de peixe, concluiram que o

produto apresentava maior estabilidade quando armazenado a temperaturas de refrigeracéo (2°C)

[103]

A oxidacdo lipidica causada pela exposi¢do a luz deve-se ao processo de fotoxidacao.
Este tipo de oxidagdo ocorre na presenca de luz (ultravioleta ou visivel) e fotossensibilizadores,
que promovem a transformacéo de oxigénio tripleto (*0,) em oxigénio singleto (O-), a sua forma
mais reativa, cujas degradacgGes posteriores originam aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos [0 1041,
A luz visivel, ao atuar em simultaneo com outros catalisadores sobre as ligac6es duplas dos acidos
gordos insaturados, promove a oxidacdo e consequente formacéo de radicais livres. Estes catali-
sadores sdo, por norma, pigmentos naturais, como clorofila e riboflavina, conhecidos por serem

moléculas fotossensiveis [22 9397, 105]

Porém, nem todos os comprimentos de onda da radiagdo visivel apresentam o mesmo
efeito na oxidacéo lipidica, sendo especialmente problematicos aqueles que se encontram na gama

entre 0s 325 nm e 0s 470 nm. A luz azul, inserida nesta gama do espetro visivel, € muito utilizada
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nas superficies comerciais, 0 que representa uma desvantagem visto que acelera o processo de
oxidacdo. Posto isto, é aconselhado a que produtos suscetiveis a deterioracdo oxidativa, como é o

caso da maionese, sejam resguardados da exposicao direta a luz por forma a assegurar a sua inte-
gridade [3- 13 21 90,93, 105]

Outro parédmetro relevante para a estabilidade oxidativa sdo os metais de transicéo, co-
nhecidos pela sua capacidade de desencadear reacdes e catalisar a decomposicéo dos hidroperé-

xidos, proporcionando a formacdo de novos radicais livres 2% %I,

O 6leo tem uma grande influéncia na qualidade da maionese. Tanto a quantidade de éleo
disperso na maionese como a estrutura quimica dos lipidos que o constituem, contribui para o

comportamento viscoelastico do produto [#: 1061,

A suscetibilidade da molécula lipidica a oxidacdo depende do nimero e localizagdo das
ligagdes duplas. Os lipidos saturados, por ndo conterem ligacdes duplas sdo mais estaveis a oxi-
dacdo lipidica comparativamente aos lipidos insaturados, que contém uma ou mais ligagdes du-
plas. Os 6leos vegetais podem ser classificados de diversas formas, sendo uma delas a classifica-
¢ao por composicao de acidos gordos. Os principais acidos gordos insaturados presentes nos 6leos

vegetais sdo o acido oleico, linoleico e linolénico [22 107 108],

Quanto & composicao do 6leo de girassol, sabe-se que é essencialmente constituido por
quatro é&cidos gordos sendo o mais abundante o acido linoleico, seguido do &cido oleico. O acido
palmitico e o esteérico estdo presentes, contudo em menores fragdes. Quanto ao 6leo de soja,
apresenta alto teor de acido linoleico, seguido de &cido oleico e acido linolénico. A Tabela 2.7

apresenta os valores tipicos das composigdes dos respetivos 6leos.

Observa-se na Tabela 2.7, que o 6leo de girassol contém aproximadamente 70% de acido
linoleico, 0 que o torna propicio a oxidacgdo lipidica. A posicao e o nimero de ligacGes duplas em
acidos gordos levam a que a decomposicao dos mesmos origine diferentes compostos aldeidos.
As Figuras 2.3 e 2.4 apresentam os principais componentes formados pela decomposi¢do dos

acidos oleico e linoleico, respetivamente.
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Tabela 2.7 - Comparagéo dos valores standard de composicéo de acidos gordos no 6leo de girassol e soja.

Adaptado de [109],
e e dllEe Acido Acido Acido i » Acido
> Palmitico Oleico Linoleico ACILaIESteanico Linolénico
Oleo de girassol
7,0 18,7 67,5 45 0,8
(%)
Oleo de Soja
10,6 23,3 53,7 40 7,6
(%)
Acido Oleico
0
\/\/\/\/IR/\/\/\)J\
_ OH
BO A 0 B,0'A )
WMM/[LOH : Y : = OH
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Figura 2.3 - Produtos de degradacdo do radical alcoxi nas posi¢des 10/11 do acido oleico. Adap-
tado de [,
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Figura 2.4 - Produtos de degradacéo do radical alcoxi nas posigdes 13/12 do &cido linoleico. Adap-

tado de [19,
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2.5.3 Antioxidantes Primarios e Secundarios

A reducdo da concentracdo e pressdo parcial de oxigénio, a diminuicdo da temperatura e
0 recurso a inativacao das enzimas que catalisam a oxidagdo sdo alguns dos exemplos dos méto-
dos aplicados para retardar ou mesmo inibir a oxidacgéo lipidica. Dos métodos de protecdo exis-

tentes, 0 mais eficaz e simples contra a oxidacao lipidica €, sem divida, o uso de antioxidantes
[93, 110]

Por definigdo, antioxidante é a substancia que, quando introduzida em pequenas quanti-
dades num sistema lipidico, inibe ou retarda significativamente a oxidacéo. Este tipo de substan-
cia pode surgir como constituinte natural de um alimento (tocoferol, por exemplo), ou pode ser

intencionalmente adicionado ao produto durante a fase de processamento [%8 1191,

Os antioxidantes podem ser classificados segundo o seu mecanismo de ac&o: antioxidan-
tes primarios (BHT, BHA, TBHQ e tocoferol) e secundarios (EDTA, Acido citrico e outros &cidos

organicos) %3 1111,

e Antioxidantes primarios ou “chain-breaking”: substancias capazes de aceitar radicais
livres. Ao atuarem como dadores de hidrogénio, apresentam a capacidade de inibir a etapa
de iniciagdo ou interferir na etapa de propagac&o, interrompendo as reagdes em cadeia.
Este tipo de antioxidantes reagem com lipidos e radicais peroxido, convertendo-os em
produtos n&o radicalares mais estaveis 1% 1121,

¢ Antioxidantes secundarios: ndo reagem diretamente com os radicais livres, mas sim
com as substancias que interagem com eles. A capacidade dos antioxidantes em retardar
a oxidacdo deve-se a variedade de mecanismos existentes, incluindo a quelagdo de metais
de transicdo, reposicao de hidrogénio em antioxidantes primarios, eliminagéo de oxigénio
e absor¢do de radiacdo ultravioleta. Do ponto de vista das emuls@es, os antioxidantes
secundarios mais importantes sao 0s que apresentam capacidade de quelar ides metalicos,
uma vez que a presenca destes na fase aquosa da emulsdo demonstra ser um fator deter-

minante para a estabilidade oxidativa 1%,

2.5.4 Antioxidantes Sintéticos

Os antioxidantes mais utilizados na industria sdo o butil-hidroxianisol (BHA), o butil-
hidroxitolueno (BHT), o terc-butil-hidroquinona (TBHQ), o propilo galato (PG) e o &cido etile-
nodiamino tetra-acético (EDTA), este Gltimo devido as suas propriedades quelantes [*3 141 Con-
tudo, o uso destes antioxidantes tem levantado algumas questGes relacionadas com a satde hu-

mana. Estudos realizados evidenciam que BHA e BHT, apesar de demonstrarem elevada eficacia,
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apresentam propriedades cancerigenas, o que leva ao aumento da toxicidade do alimento. Desta
forma, a aplicacdo destes antioxidantes foi parcialmente restrita devido ao efeito adverso nas en-

zimas do corpo humano (%115 1161,

Os antioxidantes sintéticos acima mencionados, nomeadamente BHA, TBHQ e Galato de
Propilo estdo sujeitos a um limite de boas praticas de fabrico de 200 mg/kg, para molhos tipo
maionese, segundo o Regulamento (UE) n® 1129/2011[39 41 110, 117, 118]

O antioxidante mais usado pela industria em estudo é o Etilenodiaminatetracetato de cal-
cio dissédico , também conhecido como EDTA de célcio dissddico (EDTA) devido a sua elevada
capacidade de quelacdo de metais de transicdo. O EDTA liga-se fortemente a iGes metéalicos,
como o ferro e o cobre, que atuam como catalisadores no processo de oxidag&o lipidica, permi-
tindo uma reducéo na cinética da oxidacdo. Além disso, a capacidade do EDTA em transferir os
iGes metalicos para longe do ponto alvo da oxidag&o (fase lipidica ou area interfacial) revela ser

um fator determinante no retardar desta agaos-124,

Através do estudo desenvolvido por Jacobsen et al (2001) verificou-se que o EDTA evita
a formacao ndo sé de hidroperdxidos (produtos oxidagao primarios) como também de compostos
organicos volateis (produtos oxidagao secundarios), como o heptadienal e hexanal. Ao impedir a
formac&o destes compostos, responsaveis pelos odores e sabores a rango, contribui para a estabi-
lidade das propriedades organoléticas da maionese [*22 1231,

No que diz respeito a introducdo deste componente em maioneses, o forte efeito antioxi-
dante do EDTA advém da sua capacidade de quelar o ferro presente na gema do ovo (fosvitina),
localizada na interface 6leo-agua na maionese, e o ferro livre, que de outra forma se encontravam
disponiveis para catalisar a reacdo de oxidacdo [2*1%], De acordo o Regulamento (UE) n°

1129/2011B%, 0 uso de EDTA em molhos € restrito, apresentando um teor maximo de 75 mg/kg.

2.5.5 Antioxidantes Naturais

Os antioxidantes naturais sdo moléculas que podem ser isoladas a partir de frutos, plantas
aromaticas, cha e sementes e em pequenas quantidades possuem a capacidade de interromper a
formacéao de radicais livres. Dessa forma, sdo capazes de reduzir a cinética das reacdes de oxida-

céo dos compostos lipidicos ou impedir reagdes de escurecimento?6,

Os antioxidantes naturais apresentam um conjunto de vantagens, desvantagens e limita-
cOes, exibidas na Tabela 2.8. A nivel molecular, estes antioxidantes podem ser tdo potentes
quanto os sintéticos, no entanto para atingirem a mesma eficacia devem ser inseridos em maior

quantidade. Esta diferenca deve-se & constituicdo do extrato natural, que para além dos
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componentes ativos, responsaveis por conferir o poder antioxidante, apresenta outros constituin-
tes que ndo contribuem para o retardar da oxidacdo. A nivel econémico, as alternativas naturais
apresentam um custo mais elevado uma vez que os antioxidantes provém de fontes botanicas com

disponibilidade limitada e cujos métodos de extragdo implicam maiores custos %31,

Tabela 2.8 - Vantagens e desvantagens da aplicacdo de antioxidantes naturais. Adaptado de [14%127],

Vantagens Desvantagens
Aceite pelos consumidores Composicao e atividade variaveis
Certificado por oficiais de saude Presenca de outras substancias néo ativas
Vasta lista de antioxidantes disponiveis Concentracgdes elevadas
Impacto sensorial (cor, odor, sabor) Impacto sensorial (cor, odor, sabor)
Rotulado como “aroma” Custo elevado
Pode ser substituido por produtos alimentares Disponibilidade ndo imediata

Os antioxidantes naturais tanto exibem forte atividade de eliminacdo de radicais livres,
como possuem alta capacidade de absorcédo de radicais ou catalisadores de metal de modo a torna-
los inativos. Se por um lado, impedem a formagcao de radicais livres e a propagagdo de espécies
reativas de oxigénio, por outro eliminam radicais livres e procedem a quelacdo metais de transi-
cdo. O potencial antioxidante dessas substancias naturais depende da distribui¢do de grupos fun-
cionais na estrutura em causa. Por exemplo, o nimero e a posi¢do dos grupos hidroxilo livre

(~OH) na estrutura do flavonoide decidem o potencial de eliminacdo de radicais livres 12 129,

Grande parte dos antioxidantes ocorre de forma natural em muitos alimentos, como é o
exemplo da vitamina C encontrada em frutas e legumes e da vitamina E encontrada em sementes
e nozes. Algumas vitaminas, ervas, especiarias (Alecrim, tomilho, orégéo, salvia, manjericao, pi-
menta, cravo, canela e noz-moscada) e extratos de plantas (ché e semente de uva) também contém
compostos ativos antioxidantes. Além disso, 0s proprios 6leos alimentares também contém na sua

estrutura antioxidantes naturais, como é o caso do a-tocoferol 5],

Contudo, tanto a poténcia do extrato natural, como a sua composicdo quimica, sabor e
aroma estdo intrinsecamente relacionados com o local geogréafico, o periodo de recolha e 0 mé-
todo de extracdo. Assim, é necessario ter em conta estes fatores quando se realizam os testes de

eficacia do novo substituto natural nas matrizes em estudo [130. 131,
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Gengibre

Kishk & Elsheshetawy (2013) investigaram o desempenho de gengibre em pé como an-
tioxidante natural na estabilidade oxidativa da maionese e estudaram as suas carateristicas reolo-
gicas e sensoriais apds aplicacdo deste elemento natural. Os resultados mostraram que a adicao
de gengibre em p6 em concentracdes 1% e 1,25% melhoravam a estabilidade oxidativa da maio-
nese. Apos 20 semanas, os valores de indice de peroxidos, indice de p-anisidina e valor total de
oxidacdo mostraram ser significativamente mais baixos comparativamente a amostra controlo.
Relativamente as carateristicas reologicas da maionese, ndo sofreram alterac@es pela adi¢do do
gengibre em p6 nas concentracdes definidas. Curiosamente, o gengibre em p6 melhorou o sabor
e a textura, tendo a aceitabilidade geral entre o tempo zero e apds 20 semanas melhorado 1321,

Semente de uva

Altunkaya et al (2013) estudaram a capacidade antioxidante do extrato de semente de uva
(0,05; 0,10 e 0,15%) na estabilidade oxidativa da maionese durante um periodo de armazena-
mento de 8 semanas a temperatura ambiente avaliando os seguintes parametros: indice de pero-
xidos, dienos e trienos conjugados e o teor de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico
(TBARSs). Os resultados mostraram que a maior capacidade antioxidante e o menor de indice de
peroxidos e TBARs foi encontrado na maionese enriquecida com 0,15% de extrato de semente de
uva. Porém, a aplicacdo deste extrato na maionese diminui a aceitagdo sensorial, especialmente
em termos de cor, uma vez que a maionese tende a perder a sua coloracdo amarela e a adquirir

uma tonalidade avermelhada 2.
Quitosana

Garci et al (2014) avaliaram a influéncia da adi¢do de quitosana como antioxidante natu-
ral na estabilidade da maionese. Trés formulagdes foram desenvolvidas com EDTA e quitosanas
com diferentes massas moleculares. As amostras de maionese foram armazenadas a 37; 47 e 57°C
por 63 dias. Durante este periodo, foram analisados semanalmente os parametros: indice de pero-
xido e acidez. As maioneses com quitosana obtiveram melhores resultados sensoriais quanto a
odor e sabor em relacdo a maionese controlo. Observaram que a adi¢éo de quitosana retardou o
processo de oxidacéo lipidica das maioneses durante 63 dias de armazenamento. A maionese com
a quitosana com maior peso molecular apresentou melhor estabilidade durante o armazenamento

acelerado em todas as temperaturas 33,
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Extrato de Alecrim

O extrato de Alecrim (Rosmarinus officinais L.), planta aromatica pertencente da familia
Lamiaceae, é um dos extratos naturais mais utilizados devido a sua forte capacidade antioxidante
e lipossolubilidade 3+ 1351, O extrato de Alecrim é constituido por diversos grupos de componen-
tes polifendlicos incluindo terpenos fendlicos, flavonoides e alguns acidos fenélicos. A composi-
cao do extrato varia consoante o método e local de extracao (folha, flores ou caule) e localizagdo
geogréfica. Apesar dos métodos de caracterizacdo terem identificado varios componentes, 0s
compostos ativos predominantes séo os diterpenos fendlicos - acido carndsico e o carnosol - que

representam mais de 90% da atividade antioxidante do extrato de Alecrim 36,

Um dos aspetos mais significativos da atividade antioxidante do extrato de Alecrim é a
relagdo entre os diterpenos fendlicos (&cido carnosico e carnosol) e a atividade de eliminagdo de
radicais livres 235 1371 Além de atuarem como antioxidantes primarios, os grupos hidroxilo cons-
tituintes das moléculas de &cido carndsico e carnosol também apresentam capacidade de quelar
iGes metalicos, como o ferro e cobre, ajudando assim no retardar da oxidacao lipidica por meio
de um mecanismo secundario %I, Tal carateristica faz com que o mecanismo de acéo do extrato
de Alecrim se aproxime do EDTA, sendo por isso considerado um substituto eficaz do EDTA.
Gallego et al (2013) e Zhang et al (2010) revelaram que a capacidade antioxidante do extrato de
Alecrim € atribuida a presenca de diterpenos fenolicos que eliminam o oxigénio singleto, radicais
hidroxilo e radicais peroxilo, impedindo a oxidacéo lipidica 38 139,

De acordo com a legislagdo europeia, 0 extrato de Alecrim encontra-se listado como E-
392. O limite legal permitido em molhos emulsionados é expresso pela soma de carnosol e acido
carnosico em relagéo & matéria gorda, sendo o limite de 100 mg/kg. Quanto aos temperos e con-

dimentos, o limite legal é 200 mg/kg.

2.5.6 Sinergismo

Por apresentarem propriedades especificas, os antioxidantes tendem a ser mais eficazes
em certas matrizes alimentares em detrimento de outras. A combinag&o entre dois ou mais anti-
oxidantes torna-se, por vezes, mais eficaz que o uso individual, favorecendo os efeitos sinérgicos
que melhoram a atividade dos antioxidantes**°l. Além disso, a escolha de combinacdes sinérgicas
permite a reducdo na concentracdo de cada componente, aumento assim a eficacia do antioxi-
dante. Porém, este efeito depende de valores de pH, temperatura de armazenamento e processa-

mento, concentracio de compostos ativos e quantidade de oxigénio 141142,

Um bom exemplo de sinergia é a combinacao entre agentes quelantes metalicos e supres-

sores de radicais livres. Esta conjugacdo mostra sinergismo na inibicdo da oxidacdo de
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componentes alimentares, devido principalmente a acdo de poupanca de supressores de radicais
livres por quelantes. Os agentes quelantes, que atuam essencialmente durante a fase de iniciacao,
inibem a oxidacdo catalisada por metais produzindo niveis mais baixos de radicais. Por sua vez,

estes radicais sdo eliminados pelos antioxidantes que atuam como supressores de radicais livres
[110, 142]

Yin et al (2012) analisaram o efeito antioxidante de a-tocoferol em combinagdo com ex-
trato de cha verde e alguns dos seus componentes ativos (catequinas e epicatequinas) em diferen-
tes sistemas lipidicos, incluindo emulsbes 6leo-em-agua. Os resultados demonstraram um forte
efeito sinérgico na combinagdo entre a-tocoferol e extrato de cha verde, em 6leo de girassol e
emulsédo 6leo-agua, especialmente quando o extrato se encontrava em excesso comparativamente

ao tocoferol [143],
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3. Materiais e Métodos

3.1 Preparacéo e armazenamento das matrizes alimentares

No ambito deste estudo foram desenvolvidos molhos emulsionados — Maioneses 65% de
gordura — e molhos ndo emulsionados — Molho 0% e Ketchup — com diferentes combinacGes de
conservantes e antioxidantes, com intencdo de substituir os j& usados pela empresa por alternati-
vas naturais viaveis. Foram escolhidas estas matrizes devido a diversidade das composicOes. A
maionese, por conter 65% gordura, considera-se um molho importante para o estudo da eficécia
dos antioxidantes naturais. O Ketchup, por apresentar um elevado teor de agucar e atividade da
agua, é indicado para o estudo da influéncia dos conservantes naturais ao longo do tempo de vida
atil. © Molho 0%, um molho sem gordura, com baixo teor de sal e elevado atividade de &gua,
retine também as condicdes ideais para o estudo da eficicia dos conservantes naturais ao longo
do tempo. A Tabela 3.1 apresenta as designacdes definidas para as diferentes combinacdes de
conservante para o Ketchup e Molho 0% e a Tabela 3.2 as designagdes para as combinagdes de

antioxidante/conservante para as Maioneses 65%.

Estes produtos foram produzidos num reator de homogeneizacdo, seguindo os procedi-
mentos e formulagfes usados pela empresa. A adi¢do dos conservantes e antioxidantes variou
consoante a sua afinidade para com as fases aquosa/oleosa e a quantidade introduzida dependia

dos teores maximos definidos por lei e doses recomendadas (Tabela 3.3).

De acordo com a revisdo bibliografica, existem diversas solu¢Ges para a substitui¢do de
conservantes e antioxidantes sintéticos, contudo estas ainda se encontram em fase de validagdo
ou testagem em matrizes iguais ou semelhantes as desenvolvidas nesta dissertacdo. Neste sentido
foram selecionadas alternativas ja existentes no mercado (sugeridas por fornecedores da empresa)

de forma a validar a sua eficacia nas matrizes definidas.

Na tentativa de alterar o conservante utilizado pela empresa (Sorbato de Potassio) testa-
ram-se dois conservantes. O primeiro, mencionado neste trabalho como VinTamp, trata-se de um
vinagre em pé tamponado. J& o segundo, referido ao longo do texto como ELAL, trata-se de um
conservante natural & base de extrato de laranja e cido lactico. As doses recomendadas de con-
servante a aplicar encontram-se descritas na Tabela 3.3. Para a produgéo das matrizes, e por ndo
ter sido realizado o Challenge test, considerou-se o teor maximo para ambos os conservantes

naturais.
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Tabela 3.1 - Designacdo das combinacdes de conservante com Ketchup e Molho 0%.

Combinacdes

Designacao
Ketchup e Molho 0%
Ketchup + Sorbato Ket 1
Ketchup + VinTamp Ket 2
Ketchup + ELAL Ket_3
Molho 0% + Sorbato M1
Molho 0% + VinTamp M2
Molho 0% + ELAL M3

Tabela 3.2 - Designacdo das combinac@es de antioxidante/conservante das Maioneses 65%.

Combinages Designacéo
Maionese 65%
S/conservante + EDTA COMB_1
S/conservante + XTRA COMB_2
S/conservante + Alecrim COMB_3
Sorbato + EDTA COMB 4
Sorbato + XTRA COMB 5
Sorbato + Alecrim COMB _6
VinTamp + EDTA COMB_7
VinTamp + XTRA COMB_8
VinTamp + Alecrim COMB 9
ELAL + EDTA COMB_10
ELAL + XTRA COMB_11
ELAL + Alecrim COMB_12
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Como alternativa natural ao EDTA de célcio dissddico foram produzidas Maioneses 65%
com dois tipos de antioxidante: XTRA, gue consiste numa mistura de extrato de Alecrim com
extratos de espinafres e Alecrim, um antioxidante a base de extratos de Alecrim. A quantidade
de XTRA é aplicada segundo a dose recomendada (Tabela 3.3), sendo que neste caso optou-se
pela dosagem intermédia de 3500 ppm. Relativamente ao Alecrim, a quantidade a adicionar foi
calculada de acordo com o maximo permitido por lei, calculo este dado pela razédo entre o limite
méaximo admitido para o extrato de alecrim (100 ppm) e a soma de &cido carnosico e carnosol,
medido em relacdo a matéria gorda. As amostras de referéncia para as Maioneses 65% foram
Sorbato de Potassio + EDTA, e para o Ketchup e Molho 0% considerou-se como referéncia as

amostras produzidas com Sorbato de Potassio.

Tabela 3.3 - Teores maximos de conservante e antioxidante permitidos para as matrizes em estudo.

Teor (mg/kg) Autoridade
EDTA 75
- ] Regulamento (CE) n°1333/2008¢!
Antioxidante Alecrim 100
XTRA 3000 — 4000 Dose recomendada
VinTamp 4000 - 6500
Dose recomendada
Conservante ELAL 1000 — 2000
Sorbato de potassio 1300 Regulamento (CE) n°1333/2008[3¢]

Apos a producdo, os produtos foram transferidos para frascos de vidro de 250 mL, previ-
amente esterilizados, fechados com tampas metalicas e com 0 mesmo headspace. As amostras
foram armazenadas em prateleiras a temperatura ambiente (=23°C) e em estufa (=37°C) durante

3 meses.

3.2 Anadlises Fisico-Quimicas

3.2.1 pH

Os valores de pH das amostras de maionese, Molho 0% e Ketchup foram medidos a tem-
peratura ambiente utilizando um medidor de pH da HANNA Instruments, modelo HI 2211, com
recurso a um elétrodo de prata e corpo de vidro, igualmente da HANNA Instruments, modelo
HI11053. O elétrodo foi mergulhado no frasco da amostra e retirou-se o valor apés estabilizacao.

As calibragdes foram realizadas com soluges standard de pH 4,01 e 7,01.
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3.2.2 Acidez

A acidez contabiliza o total de acidos presentes na amostra e é expressa em percentagem
de acido acético. Com auxilio de uma balanca analitica (KERN, modelo ALJ 250-4AM) pesaram-
se 0,849 da matriz a analisar para um tubo de amostra e adicionaram-se 20mL de dgua destilada.
A medicdo deste pardmetro consiste numa titulagdo com uma solucdo de NaOH 0,1M, sob cons-
tante agitacdo, até atingir um pH de 8,20 (ponto de viragem da fenolftaleina). O volume de titu-
lante gasto correlaciona-se com a quantidade de acido acético presente na amostra. Esta medicéao
é realizada com recurso a um medidor de pH com bureta da PH-Matic 23 CRISON Instruments,
modelo CRI 2304 e elétrodo CRISON 5011T.

3.2.3 Cloretos

A medicéo dos cloretos permite avaliar o teor de sal presente na amostra e é expresso em
percentagem de cloreto de sodio (%NaCl). Com auxilio de uma balanga analitica (KERN, modelo
ALJ 250-4AM) pesaram-se 2,1 g da matriz a analisar para um tubo de amostra. O método consiste
numa titulagdo com AgNO30,1M (Honeywell/Fluka), usando uma solucéo auxiliar de Acido Sul-
farico 0,05M (Pareac Applichem) para ajustar o pH. A titulacdo termina quando o pH atinge 8,30.
O volume de titulante gasto é convertido na quantidade de NaCl presente na amostra. Esta medi-
cao é feita com recurso a um medidor de pH com bureta da Salt-Matic 23 CRISON Instruments.

3.2.4 Viscosidade

A viscosidade é uma das carateristicas fisicas mais importantes de avaliar na maionese.
Este pardmetro foi avaliado através de um viscosimetro de Brookfield com sonda 07 a 30 rpm. O

tipo de sonda e rotagdes por minuto variam consoante a viscosidade esperada (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 - Variacdo do tipo de sonda e velocidade de rotacdo segundo a viscosidade esperada.

Viscosidade (cP) Sonda rpm Tempo
Alta (>10000) 06 ou 07 Minimo — 10 rpm
Médio (3000 — 5000) 04 Otimo — 50 rpm 30s
Baixa (1000) 02 ou 03 Maximo — 100 rpm
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A medicdo da viscosidade é realizada através da inser¢do de um disco (neste caso, sonda
07) na maionese. O viscosimetro Brookfield funciona segundo o principio da viscosimetria ro-
tacional; este aparelho mede a viscosidade detetando o torque (t) necessario para girar a sonda
em velocidade constante (neste caso, 30 rpm) enquanto imersa na amostra. O torque obtido é
proporcional ao arrasto viscoso da sonda imersa, e por isso, proporcional a viscosidade da amos-
tra. A maionese é descrita como um fluido ndo newtoniano, da categoria pseudoplastico, sendo
gue a viscosidade varia consoante a taxa de cisalhamento, mais propriamente, a viscosidade di-

minui com o aumento da taxa de cisalhamento.

3.2.5 Consisténcia

A consisténcia foi medida com recurso a um consistometro da CSC Scientific, modelo
LD-BC. Com o consistometro fechado, colocou-se a amostra de Ketchup (ou Molho 0%) até
acima. De seguida abriu-se o consistometro e contou-se 30 segundos. Ao fim desse tempo, con-

tabilizou-se a distancia percorrida. As medigdes foram realizadas & temperatura ambiente.

3.2.6 °Brix

O °Brix é uma escala numérica de indice de refragdo, que quantifica o teor de solidos
soltveis presentes numa solugdo aquosa, sendo que a quantidade de solido soluvel é o total de
todos os solidos dissolvidos em agua, como o agUcar e sal. Este parametro foi medido com recurso
a um refratdbmetro da HANNA Instruments, modelo HI 96801.

3.2.7 Indice de peréxidos

Para determinacio do Indice de Peroxidos (IP) comega-se por dissolver uma amostra de
6leo num solvente adequado (meio acido) seguida da adi¢do de uma solucdo de iodeto de potassio.
Os hidroperoxidos presentes na amostra de 6leo séo reduzidos pelo iodeto de potéssio, e a liber-
tacdo do iodo confere uma cor amarela. A quantidade de iodo produzido por esta reacdo pode ser
contabilizada por uma titulagdo com uma solucdo aquosa de tiossulfato de sodio, na presenca de

amido. A quantidade de iodo produzido ¢ diretamente proporcional ao valor de perdxidos44 (1451

[109], [146]
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Extracéo da fase lipidica

A extracdo do 6leo foi realizada de acordo com o método descrito por Lagunes-Galvez et
al (2002) embora com algumas alteragdes!#’. Para validacdo do método de extracdo foram reali-
zados ensaios preliminares cujos parametros manipulados foram o tempo de congelagéo, a rotagcdo
e o tempo de centrifugacdo, como € possivel ver pela Tabela 3.5. Foram congeladas 6 amostras
de 1559 de maionese numa camara de congelacéo a -24°C. Colocaram-se porc¢des de 30g em tubos
de centrifugacdo ap6s o descongelamento a 5°C durante 2h.

Tabela 3.5 - Pardmetros manipulados durante os ensaios preliminares da extracdo da fase lipidica.

N° ensaio/Variaveis 1 2 3

Tempo congelacédo (h) 24 48 72
Rotacé&o (rpm) 4200 10 000 10 000

Tempo de centrifugacao (min) 20 10 10

Tendo em conta os resultados obtidos na valida¢&do do método de extracdo da fase lipidica,
as amostras foram congeladas a -24°C durante 72h, sendo que o descongelamento se deu a 5°C

durante 2h. Apos este tempo, foi possivel verificar a separagédo de fases.

De seguida, porc¢des de 30g foram colocadas em tubos de centrifugacdo que, por conse-
guinte, foram colocados numa centrifugadora da Beckeman Coulter, modelo Avanti Centrifuge
J-26 XPI com rotor JA 25/50, a 10 000 rpm durante 10 min A fase lipidica da emulsdo, isto €, o
sobrenadante, foi depois utilizado na determinacédo do indice de perdxidos e do indice de p-anisi-
dina. A Figura 3.1 ilustra a sequéncia do processo de extracdo do 6leo.

Figura 3.1 - Sequéncia de processos para extragdo do 0leo - A) Maioneses ap6s descongelamento a 5°C, 2h; B) Porgdes
de 30g em tubos de centrifugacéo; C) Resultado apos centrifugagdo 10000 rpm 10min; D) Extracdo do sobrenadante.
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Determinacao do indice de peréxidos

Este pardmetro foi determinado de acordo com o método oficial Cd 8b-90 (2003), onde
consta que a massa da toma de ensaio é dependente do indice de peroxidos esperado (Tabela 3.6).
Colocou-se a amostra de 6leo num baldo de erlenmeyer de 250 mL, e adicionaram-se 50mL de
uma solucdo acido acético (Carlo Erba, > 99,8%) e isooctano (Carlo Erba, > 99,5%) na propor¢do
3:2. Mediu-se 0,5mL de solucéo saturada de iodeto de potéssio (Honeywell, > 99,5%) preparada
na hora e de acordo com o mesmo método. Deixou-se repousar por 5 min na auséncia de luz para
favorecer a reacdo. De seguida, adicionaram-se 30 mL de agua destilada. Procedeu-se a titulacdo
com solucdo de tiossulfato de sodio (M&B Laboratory Chemicals, 99%) (concentracéo variavel
e a definir consoante o IP esperado 148), Adicionaram-se 2mL de solucdo de amido 1% como
indicador. No momento de adigdo desta solugdo notou-se a mudanca de tonalidade para violeta
escuro. A titulacdo procedeu até desaparecimento da cor escura. Assim que se atingiu o ponto de
viragem, fechou-se a bureta e contabilizou-se o volume de titulante gasto. De acordo com o De-
creto-Lei n° 106/2005 de 29 de junho, o limite legal para um dleo ser considerado bom € de 10

meqO2/kg, sendo que acima deste valor considera-se o 6leo ndo conforme.

O célculo do indice de peroxidos é feito através da Equacéo (2):

merZ) _ (V —=V,) X ¢ x 1000 @)

Indice de peréxidos (IP) ( kg

m

Onde, V — Volume de solucéo tiossulfato de sodio gasto, mL; V.- Volume de solucéo
tiossulfato de sddio do ensaio em branco, mL; ¢ — Concentracdo de tiossulfato de sodio usado na

titulacdo, M; m — Massa da toma de ensaio, g.

Tabela 3.6 - Massa da toma de ensaio de 6leo (g) consoante o valor de perdxidos esperado.

Valor de peroxidos esperado

(meqO2/kg) Massa (9) Incerteza (g)
0-12 50-2,0 0,01
12-20 20-1,2 £001
20-30 12-08 £001
3050 08-05 £001
50-90 05-0,3 + 0,001
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3.2.8 Indice de p-anisidina

De acordo com o método oficial Cd 18-90 da AOCS (2003), num bal&o volumétrico de
25 mL, colocou-se uma porcao de 6leo com massa compreendida entre 0,5 — 4,0 g consoante 0
indice de p-anisidina esperado, e perfez-se o volume com isooctano (Carlo Erba, >99,5%). A esta
solucdo designou-se de solucdo mae, e mediu-se a absorvancia a 350 nm utilizando como branco
o0 solvente isooctano. Separadamente, preparou-se a solugdo de p-anisidina (Sigma-Aldrich, 99%)

dissolvendo 0,25g de p-anisidina em 100 mL de &cido acético glacial (Carlo Erba, > 99,8%).

De seguida, e com auxilio de 2 frascos (frasco A e B), pipetou-se 5 mL da solu¢do mae
para o frasco A e adicionou-se 1 mL da solucdo p-anisidina. De igual forma, pipetou-se 5mL de
isooctano para o frasco B e adicionou-se 1 mL da solugéo p-anisidina. Ambos os frascos foram
agitados e resguardados da luz durante 10 min, antes da medicdo da absorvéancia, de forma a
promover a reacdo. Mediu-se a absorvéncia da solugdo do frasco A a 350 nm, utilizando como
branco a solucédo presente no frasco B. Os valores de absorvancia foram medidos com recurso a

um espetrofotdmetro da Thermo Scientific, Evolution 201.

O célculo do indice de p-anisidina € feito através da Equacdo (3):

nm 25 (1,2Abs, — Absy)
o (5)-

g ©)

m

Onde, Abs; — Absorvéancia da solu¢do-mée (nm); Abs, — Absorvancia ap6s 10 min de

reacdo com p-anisidina (nm); m — Massa da toma de ensaio (g)

3.2.9 Valor total de oxidacédo (TOTOX)

Combinando o indice de perdxidos (IP) com indice p-anisidina (IpA) é possivel prever o
valor total de oxidacdo, comumente designado de TOTOX[32 148-1521 Este valor é calculado se-

gundo a Equacdo (4) abaixo representada:

TOTOX = 21P + IpA (4)
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3.3 Analise dos compostos de oxidacao secundarios

3.3.1 Procedimento HS-SPME

PorcOes de 3g — 4g das amostras de maionese foram colocadas num frasco de 22 mL,
selado com um septo de borracha revestido de teflon com tampa de rosca magnética. A fibra
DVB/Carb/PDMS, de espessura de filme de 50/30 um (df) e 1 cm de comprimento (Supelco
Analytical (Bellefonte, PA, EUA)), foi a escolhida para a amostragem por HS-SPME. Antes de
usar, a fibra foi condicionada seguindo as recomendacdes do fabricante. Brancos de fibra foram
executados periodicamente para garantir a auséncia de contaminantes e/ou efeito de memdria. Os
frascos de amostra foram equilibrados na incubadora a 50°C durante 10 min e, em seguida, ex-
traidos por 50 minutos a mesma temperatura. A desorcao térmica dos analitos decorreu expondo
a fibra ao injetor do GC a 260 °C durante 3 minutos em splitless. Todas as amostras foram anali-

sadas em triplicado.

3.3.2 Condicdes GC/MS

A anélise cromatogréafica foi realizada em GC acoplado a espectrometria de massa, com
0 auxilio de um cromatoégrafo Bruker Scion SQ 456 GC-MS. Foi utilizado um amostrador auto-
maético CTC-CombiPal, e os dados adquiridos com o sistema MSWS 8.2 Bruker e analisados com
Bruker MS Data Review 8.0. A separa¢do cromatografica decorreu numa coluna capilar DB-
WAX (60 m x 0.32 mm i.d., 1 pm df). O programa de temperatura iniciou-se aos 40 °C, onde se
manteve 5 min subindo a 4°C/min até aos 240 °C, mantendo-se 5 min a esta temperatura. O hélio
foi utilizado como gés de arraste, a fluxo constante de 1,7 mL/min. Para determinar os fragmentos
de massa, a ionizacéo electronica (EI) foi ajustada a 70 eV e os espectros registados entre 40 e
450 Da. A linha de transferéncia do MS bem como a fonte idnica foram colocadas a 240 °C e 220
°C, respetivamente. Os espectros de massa foram comparados com a biblioteca do NIST MS
Search Program Version 2.0. Além disso, recorreu-se a uma solu¢do de hidrocarbonetos lineares
de C8 a C20 para calculo dos indices de retencédo lineares (LRI). O contetdo relativo (%) dos

componentes presentes na amostra foram determinados segundo a normalizacdo da area do pico.
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3.4 Analises microbioldgicas

Realizaram-se analises microbioldgicas as amostras armazenadas a temperatura ambiente
e em estufa, no inicio e no fim do acompanhamento de 3 meses, seguindo-se os Métodos 1SO
aplicados no Laboratério de Qualidade da MG para a contagem dos microrganismos a 30 °C (ISO
4833:2013), bactérias acido-lacticas (ISO 15214:1998), bolores e leveduras (ISO 21527-1:2008)
e Enterobacteriaceae (1SO 21528-1:2004). Estas analises foram realizadas pelo Laboratério de
Qualidade da MG.

3.4.1 Preparacao da Suspensao inicial

Para preparar a suspensao inicial pesaram-se, assepticamente, 10 g de cada uma das amos-
tras para um saco de homogeneizacgao (Stomacher) e adicionaram-se 90mL de uma solugdo Trip-
tona Salt. As misturas foram fortemente agitadas, e em seguida foram preparadas dilui¢Ges seri-

adas (de 1 para 10) em solugdo Triptona Salt .

3.4.2 Contagem de Microrganismos a 30°C (1SO 4833:2013)

Inoculou-se 1 mL da suspens&o inicial e de cada dilui¢io preparada para a respetiva placa
e adicionou-se 12 a 15 mL do meio de cultura especifico (PCA - Plate Count Agar). Apds a
solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a 30°C. Procedeu-se a contagem, ao fim de 72h,

de todas as coloénias desenvolvidas num maximo de 300 colonias.

3.4.3 Contagem de Bolores e Leveduras (1SO 21527-1:2008)

Inoculou-se 0,1 mL da suspensdo inicial e de cada diluicdo preparada para a respetiva
placa para 0 meio de cultura especifico (DRBC - Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol para
produtos com aw > 0,95; DG18 — Dichloran Glicerol Agar para produtos com aw < 0,95).
Espalhou-se o liquido sobre a superficie da placa com um espalhador estéril até a completa ab-
sor¢do no meio. As placas foram incubadas aerobicamente, com as tampas numa posicao superior,
na estufa a 25°C por 5 dias. No final do tempo de incubacdo procedeu-se a leitura das placas,

selecionando-se placas com menos de 150 colénias/propagulos.
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3.4.4 Contagem de Bactérias Acido Léacticas (1SO 15214:1998)

Inoculou-se 1 mL de suspensao inicial e de cada diluicdo preparada para a respetiva placa
e adicionou-se 12 a 15 mL do meio de cultura especifico (MRS - de Man, Rogosa and Sharpe).
Apbs a solidificacdo do meio, adicionou-se uma outra camada de meio de cultura (15 mL) e dei-
xou-se solidificar novamente. De seguido, as placas foram invertidas e incubadas a 30°C durante
72h£3h, sendo que ao fim deste tempo selecionaram-se as placas com mais de 15 col6nias e me-
nos de 150. Para confirmacdo das coldnias, repicaram-se as col6nias carateristicas para meio de
cultura NA (Nutrient Agar) e incubou-se a placa a 37°C durante 24h. Posteriormente foi realizado

0 Teste Perdxido de Hidrogénio.

3.4.5 Contagem de Enterobacteriaceae (1SO 21528-1:2004)

Inoculou-se 1 mL da suspenséo inicial e de cada dilui¢io preparada para a respetiva placa
e adicionou-se 12 a 15 mL do meio de cultura especifico (VRBG - Violet Red Bile Glucose Agar).
Apos solidificagdo, adicionou-se uma outra camada de 15 mL de meio especifico e deixou-se
solidificar novamente. Por fim, as placas foram invertidas e incubadas a 37°C durante 24h + 2h.
Apos o periodo de incubacédo procedeu-se a leitura das placas, selecionando-se as placas com mais
de 15 col6nias e menos de 150 col6nias. Para confirmagéo das colonias, repicaram-se as coldnias
carateristicas para meio de cultura NA (Nutrient Agar) e incubou-se a placa a 37°C durante 24h.

Posteriormente foram realizados o teste da oxidase e o teste da fermentagédo da glucose.

3.5 Acompanhamento Sensorial

No sentido de acompanhar a evolugéo e estabilidade organolética das maioneses, Molho
0% e Ketchup foram realizadas provas sensoriais avaliando parametros como cor, sabor, odor e
identificacdo de tracos de rango. As amostras (Figura 3.2) foram regularmente provadas por 3
elementos do IDI (Departamento de Investigacéo e Desenvolvimento de Produto) familiarizados
com 0s produtos, sendo que estes ndo tinham conhecimento da sua formulacédo, pelo que, cada
provador deveria identificar as diferengas entre as amostras e caso existissem, descrevé-las. Re-
lativamente as maioneses, essas diferencas eram classificadas de acordo a escala da Figura 3.3,
sendo que a classificacdo atribuida tinha o objetivo de avaliar o deterioramento sensorial das mai-

oneses ao longo do tempo.
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. .
Figura 3.2 — Registo fotografico da prova sensorial de maioneses (A), Molho 0% (B) e Ketchup (C).

Muito Alterada  Alterada com
inicios de ranco

Figura 3.3 - Escala de classificagdo usada nas provas sensoriais das Maioneses 65% ao longo do tempo de
acompanhamento.

A cor é uma das carateristicas mais importantes no que diz respeito a aceitacao por parte
do consumidor. Esta propriedade tanto pode ser analisada de forma subjetiva, isto €, olhando para
ela e descrevendo o que se vé, como também de forma objetiva recorrendo a instrumentos de
bancada, nomeadamente colorimetros. Estes instrumentos usam o sistema CIELab que é descrito
por trés eixos: (i) L*- luminosidade (compreendido entre 0 e 100, onde 0 corresponde ao preto
absoluto e o branco absoluto a 100), (ii) a*- componente verde/vermelho ( (+a*) carateriza cores
vermelhas, enquanto (—a*) apresenta uma tendéncia para a cor verde), (iii) b*- componente
azul/amarelo ( (+b*) carateriza cor amarela, enquanto (-b*) assinalam cores azuis). A variagdo

total da cor das amostras durante o periodo de armazenamento foi calculada segundo a formula

AE = \/(Aa*)2+ (Ab")2+ (AL)2 11531551,

Para a medicdo das amostras utilizou-se um espetrocolorimetro, modelo CR-5 (Konica
Minolta), no qual foi colocada uma porcéo da amostra (cerca de 20mL) no recipiente apropriado.
As leituras dos valores L*, a* e b* realizaram-se a todas amostras ao longo dos 3 meses. Estas
andlises foram efetuadas pelo Laboratorio de Qualidade da MG.
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4. Apresentacao e discussao de resultados

4.1 Analises Fisico-Quimicas

O conceito shelf life (tempo de prateleira) refere-se ao periodo de tempo desde 0 momento
em que o produto é produzido até o momento em que deve ser consumido ou usado. Varios fatores
sdo usados para determinar o shelf life de um produto, uma vez que é importante que este mante-
nha caracteristicas como textura, aparéncia, sabor e qualidade microbioldgica ao longo do
tempolt*®l. Enquanto as maioneses apresentam um shelf life entre 9 e 12 meses, os molhos néo
emulsionados (Ketchup e Molho 0%) apresentam um shelf life entre 12 e 18 meses. Desta forma,
e para garantir a integridade dos produtos ao longo do tempo foram realizadas analises fisico-

guimicas, tais como: acidez, cloretos, pH, viscosidade, Brix e consisténcia.

Atendendo a que a duragdo do estagio é inferior ao shelf life dos produtos testados, optou-
se por colocar uma parte das amostras produzidas na camara climatica (ou estufa) para realizar
um estudo de shelf-life acelerado, e ter uma percecdo do comportamento das amostras ao fim de
9 meses. No entanto, e tendo em conta as condi¢fes da cAmara climatica (37°C, 75% humidade e
auséncia de luz) os resultados sdo considerados apenas uma aproximacdo da realidade, sendo

necessario compara-los com os resultados obtidos a temperatura ambiente.

Posto isto, e segundo o célculo definido pela Equacdo 5, uma amostra que permaneca um
més em camara climética, equivale a um armazenamento de trés meses a temperatura ambiente
(em prateleira). Na empresa e por ja ter sido estudada a cinética dos produtos em estudo € utilizada
a Equacgdo 5. A Equagdo 5 tem por base a equagdo de Arrhenius que estima a relagdo de depen-
déncia entre a temperatura e a cinética de oxidaco™¢l. Porém, é preciso ter em conta que esta

equivaléncia se trata apenas de uma aproximacao.

by = £ 20 T0™) (5)

Onde, t,mp € tempo de armazenamento a temperatura ambiente (em prateleira), t.. 0
tempo de armazenamento em condic@es aceleradas, T, a temperatura da cdmara climatica e Typ

a temperatura ambiente.

Graficamente, esta diferenca é caraterizada por linhas a cheio (ou preenchidas) e linhas
a tracejado, sendo que as linhas a cheio representam as amostras armazenadas a temperatura am-
biente, enquanto as linhas a tracejado indicam as amostras armazenadas em camara climética,
simulando os valores ao fim de 6 e 9 meses & temperatura ambiente. O eixo das abscissas € defi-
nido como o tempo do shelf life das amostras, 9 meses armazenadas em prateleira, isto é, tempe-

ratura ambiente.

39



Para as analises realizadas foram estabelecidos limites, superior e inferior, para uma me-
lhor compreensédo dos valores obtidos. Esses limites foram definidos com base nos valores da

amostra padrdo no més de producdo e nos desvios associados a cada pardmetro (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Definigdo dos limites de variagdo aceitaveis associado a cada parametro com base nos valores
da amostra padréo.

Valor obtido no més de producgéo

Amostra padréo

Acidez Cloretos °Brix Consisténcia
Maionese 65%
+ +109 - -
Sotbm s eorn | 0552015 1,46+10%
+

Ketchup 1,14+0 15 1,79+10% 29,4+7 5% 9,5+20%

Sorbato
% +

Molho 0% 1,18+0.15 1,19+10% 9.2+7.5% 11+20%

Sorbato

4.1.1 Maionese 65%

Acidez e Cloretos

A acidez titulavel é um parametro que contabiliza o total de acidos presentes na amostra
e é apresentada em percentagem de acido acético (% acido acético). O acido acético funciona
como conservante natural na maionese, na inibigdo do crescimento de microrganismos indeseja-
dos. O objetivo da anélise deste parametro foca-se na avaliagdo dos valores de acidez ao longo do
tempo, no sentido de garantir a qualidade e seguranca do produto. Do ponto de vista geral, 0s
valores de acidez ndo demonstraram oscilagbes, mantendo-se entre os valores de
0,50 - 0,70 (Figuras 1.1, 1.2, 1.3 e 1.4 do Anexo I).

Os cloretos sdao um parametro que permite avaliar o teor de sal presente na amostra e é
expresso em percentagem de cloreto de sodio (%NaCl). A adicdo de sal além de melhorar as
carateristicas da maionese ajudando na funcdo emulsionante da gema do ovo!® %1, permite a re-
ducéo da atividade da agua, o que contribui para a inibicdo do crescimento microbiano [26 50 1571,
Os valores de cloretos mantiveram-se dentro dos limites de aceitacéo estipulados, com oscilacéo
de valores entre 1,30 — 1,70 (Figuras 1.7, 1.8, 1.9 e 1.10 do Anexo 1).
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pH

O pH da maionese tem um importante efeito na estrutura da emulsdo. De acordo com a
literatura®®, quando o pH esta préximo do ponto isoelétrico das proteinas da gema de ovo
(pH=3,9), a viscoelasticidade e a estabilidade da maionese estdo no ponto mais alto, sendo que
processos de destabilizacdo como floculagdo e coalescéncia sdo evitados. Além da importancia
para a estabilidade da emulsdo, o pH caracteristico da maionese é um dos fatores que regula o
crescimento de microrganismos. Dessa forma, € importante a monitorizacdo dos valores de pH ao

longo do tempo para assegurar a qualidade e seguranca do produto.

Os resultados dos ensaios de estabilidade relativos ao pH encontram-se ilustrados na Ta-
bela 4.2 e nas Figuras 1.13 e 1.14 do Anexo I. Dentro dos resultados obtidos destacam-se 0s
valores de pH das Maioneses 65% VinTamp (Figura 4.1) e Maioneses 65% ELAL (Figura 4.2).

Tabela 4.2 - Intervalo de valores de pH para as combinagdes de Maionese 65% ao longo do tempo.

Intervalo de Valores de pH

] COMB 1 3,46 < pH < 3,55
Maionese 65%
COMB 2 3,48 <pH < 3,67
S/conservante
COMB _3 3,28 <pH< 3,30
) COMB_4 3,87 <pH< 3,93
Maionese 65%
o COMB 5 3,87<pH<394
Sorbato de Potéassio
COMB 6 3,68 <pH< 3,96
) COMB 7 4,62 <pH< 4,67
Maionese 65%
] COMB_8 4,62 <pH < 4,67
VinTamp
COMB_9 4,62 <pH < 4,67
] COMB_10 3,05 <pH < 3,24
Maionese 65%
COMB_ 11 3,07<pH< 3,18
ELAL
COMB_12 3,17 <pH < 3,28
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Os resultados obtidos para as Maioneses 65% VinTamp estdo representados na Figura

4.1,
—=—COMB_7 —e—COMB_8 COMB_9
4,80
T 440
4,20
4,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TEMPO (MESES)

Figura 4.1 - Valores de pH para combinacGes de Maionese 65% VinTamp ao longo do tempo de acompa-
nhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90
dias em cAmara climética.

O comportamento entre as diferentes combinacGes € idéntico, sendo que todas as amos-
tras apresentam valores de pH superiores a 4,60, valores estes superiores aos registados para a
amostra padrdo (Maionese 65% Sorbato de Potassio). Este aumento deve-se ao conservante Vin-
Tamp, caraterizado como um vinagre tamponado, com pH compreendido entre 5,6 < pH < 6,6.
Sendo a maionese um produto tipicamente &cido, ao inserir o VinTamp na matriz, este produzira
um efeito tampdo, absorvendo os iGes H*, elevando consequentemente o pH. Ao situar-se fora do
intervalo de variacdo aceitavel para este tipo de produto, a probabilidade de surtir efeitos adversos

ao nivel microbiol6gico é bastante elevada.

Relativamente as Maioneses 65% ELAL, os resultados encontram-se na Figura 4.2. Ob-
serva-se que o pH destas amostras é mais baixo comparativamente as restantes maioneses, porém
verifica-se um comportamento aproximadamente constante ao longo do tempo para todas as com-
binacdes. O ELAL é um conservante a base de acido lactico com uma gama de pH 2,0 — 4,0. O
facto de o proprio conservante apresentar um perfil acido, promove a diminuicdo do pH final da

amostra.
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Figura 4.2 - Valores de pH para combinagdes de Maionese 65% ELAL ao longo do tempo de acompanha-
mento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90 dias
em cadmara climética.

Posto isto, pode concluir-se que o pH das maioneses testadas se mantém constante ao
longo do tempo, mesmo quando submetido a temperaturas mais elevadas (cAmara climatica), e

que depende das carateristicas fisico quimicas do conservante aplicado.

Viscosidade

Sabendo que a maionese é uma emulsdo, e que as emulsfes sdo termodinamicamente
instaveis, foram realizadas analises de viscosidade as diferentes combinacdes de maionese com o
objetivo de avaliar a estabilidade do produto e a integridade das suas carateristicas reoldgicas ao
longo do tempo. Os resultados dos ensaios de estabilidade da viscosidade encontram-se ilustrados
na Tabela 4.3 e nas Figuras 1.15 e 1.16 do Anexo I. Dos resultados obtidos destacam-se os valores
de viscosidade das Maioneses 65% Sem conservante (Figura 4.3) e Maioneses 65% Sorbato de

Potassio (Figura 4.4) devido a descida abrupta da viscosidade nos meses iniciais.

Os valores da viscosidade das Maioneses 65% ELAL e VinTamp, exibidos nas Figuras
1.15 e 1.16 do Anexo I, apresentam um comportamento linear ao longo do tempo, também com
tendéncia decrescente nos primeiros meses. Foram as combinacBes de maionese que mostraram

maior estabilidade com valores de viscosidade compreendidos entre os 10400 e 16300 cP.

Na Figura 4.3 sdo apresentados os valores da viscosidade das Maioneses 65% sem con-
servante. De um modo geral, € visivel a diminuicao da viscosidade nos meses iniciais, o que pode
ser justificado pela instabilidade da emulsdo. Depois do 3° més de armazenamento, ha uma ten-
déncia de estabilizacdo dos valores. No entanto, a COMB_1 é a que apresenta valores de viscosi-

dade mais baixos. De modo a corroborar estes resultados, aconselha-se uma nova produgéo da
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COMB_1, sob as mesmas condigdes, para averiguar as causas da instabilidade, e se estdo relaci-

onadas com o método de producdo ou com a estabilidade da emulséo.

Tabela 4.3 - Intervalo de valores de Viscosidade para as combinagdes de Maionese 65% ao longo do tempo.

Intervalo de Valores de Viscosidade (cP)

) COMB_1 14100 - 10670
Maionese 65%
COMB_2 20100 — 16000
S/conservante
COMB_3 19200 — 9100
) COMB_4 13700 — 8933
Maionese 65%
) COMB _5 14000 — 9467
Sorbato de Potassio
COMB_6 23700 — 8500
) COMB _7 13900 — 12670
Maionese 65%
) COMB_8 15200 — 14000
VinTamp
COMB_9 16300 — 14530
) COMB_10 13700 — 13330
Maionese 65%
COMB_11 11100 - 11600
ELAL
COMB_12 14400 — 12930
—8—COMB_1 —e—COMB_2 —e—COMB _3
25000
22500
2 20000
Q
w 17500
o
S1000 0NN e *
g _______
8 12500 ‘---_---‘~--‘“::=-.= ::: "'“:-1__: iii
S 10000 "::'_______"_"_‘_‘.::-:--r:::::j_'_':
7500 ~g—l T
5000
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TEMPO (MESES)

Figura 4.3 - Valores da viscosidade para combinacfes de Maionese 65% sem conservante ao longo do
tempo de acompanhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras ar-
mazenadas 60 e 90 dias em camara climatica.
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Relativamente a Figura 4.4, que exibe a evolug&o da viscosidade para as combinagdes de
Maionese 65% com sorbato de potassio, é evidente a queda acentuada na amostra COMB_6 (ver
linha azul, Figura 4.4), afirmando a instabilidade da emulsdo. E possivel verificar que, nos meses
seguintes, a viscosidade se manteve constante. Para as COMB_4 e COMB _5, os valores da vis-
cosidade apresentaram um comportamento linear e idéntico ao longo dos 9 meses, com a

COMB_4 a apresentar os valores de viscosidade mais baixos.

—8—COMB 4 —4—COMB 5 —@—COMB 6

25000
22500
20000
17500
15000
12500
10000
2 |

VISCOSIDADE (CP)

7500 T

5000

TEMPO (MESES)

Figura 4.4 - Valores da viscosidade para combinagdes de Maionese 65% Sorbato ao longo do tempo de
acompanhamento. As linhas a tracejado representam o0s resultados obtidos para as amostras armazenadas
60 e 90 dias em camara climatica.

A oscilacdo dos valores de viscosidade nas Figuras 4.3 e 4.4 pode ser justificada pela
homogeneidade e distribuicdo do tamanho de goticulas de 6leo™. Segundo a literatural*® %81 o
ideal para conferir a estabilidade e viscosidade desejada, baseia-se numa rede compactada de
muitas goticulas de pequenas dimensdes, sob forma de “favo de mel”, com fortes interagdes entre
si. Quando estas interagdes enfraquecem, ha tendéncia de aglomeragéo das goticulas, levando a
formac&o de goticulas de maiores dimensdes, porém em menor quantidade. Isto leva a que o pro-
duto perca consisténcia, o que se traduz numa quebra da emuls&o. E também referido que & me-
dida que as amostras de maionese envelhecem, a distribuicdo do tamanho das goticulas de dleo
muda, produzindo goticulas de maior dimensdo e em menor quantidade, o que proporciona a
separacéo das fases. O armazenamento a temperatura elevadas promove o aumento do movimento
browniano das goticulas, a diminuicéo da viscosidade da fase continua e a solubilizacéo dos ten-

sioativos, 0 que por conseguinte, contribui para a quebra da emulséo!® 10: 159, 160,
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De um modo geral, é possivel observar uma diminuicdo da viscosidade ao longo do
tempo, para todas as combinacdes de Maionese 65%, sendo esta mais acentuada nos meses inici-

ais.

4.1.2 Ketchup e Molho 0%

Acidez, Cloretos e Brix

Para avaliar a acidez e o teor de sal das amostras de Ketchup e Molho 0% ao longo do
tempo, seguiu-se o raciocinio descrito no ponto 4.1.1. Os resultados da acidez e dos cloretos para
as combinagdes de Ketchup e Molho 0% s&o apresentados na Tabela 4.4 e nas Figuras 1.5, 1.6,
I.11 e 1.12 do Anexo I, . Tal como verificado para as combinagdes de maionese, os valores de
acidez e cloretos para o Ketchup e Molho 0% néo sofreram variagdes significativas ao longo do
tempo de acompanhamento.

O °Brix é uma escala numérica de indice de refragdo, que quantifica o teor de solidos
soluveis presentes numa solucdo aquosa. A determinagdo deste pardmetro estd dependente da
composicdo do produto a analisar, e se este contém ou ndo um teor de aglcar consideravel 64,
Por norma, molhos emulsionados como maionese ndo sdo passiveis de serem medidos, visto que
para além de apresentarem baixo teor de sacarose, a quantidade de 6leo presente na matriz torna
0 produto opaco, interferindo na exposi¢do ao raio de luz. Os resultados obtidos encontram-se

expostos na Tabela 4.4 e nas Figuras 1.15 e 1.16 do Anexo I.

Tabela 4.4 - Intervalo de valores de Acidez , Cloretos e Brix para as combinac6es de Ketchup e Molho 0%
ao longo do tempo.

Acidez Cloretos Brix
Ket 1 1,14-1,23 1,79-181 29,0 — 29,7
Ketchup Ket 2 1,28-1,36 1,83-1,84 29,4 — 29,7
Ket_3 1,35-1,42 1,82 -1,86 29,1-29,4
M1 1,18 - 1,27 1,19-1,22 8,56-9,2
Molho 0% M2 1,24 -1,29 1,21-1,25 8,1-9,.2
M3 1,27 -1,42 1,22-1,35 8,7-9,1
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pH

Nas Figuras 4.5 e 4.6 verifica-se que o comportamento das diferentes combinacGes de
Ketchup e Molho 0%, respetivamente, esta de acordo com as carateristicas dos conservantes apli-

cados.
——Ket 1 —@—Ket 2 —M—Ket 3
4,00
3,90 ./0——-0_0 _________________________ B A [ E— -
3,80
3,70
3,60 ¢—————— o ) G S N <
L 3,50
3,40 .\./.\l _________________________ 8 R T — il
3,30
3,20
3,10
3,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TEMPO (MESES)

Figura 4.5 - Valores de pH para combinac¢es Ketchup ao longo do tempo de acompanhamento. As linhas
a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90 dias em camara clima-
tica.

——N1l —@—M2 —li—M3

4,20
4,00 W _________________________ _. _________________________ _.
3,80
L 360
o 1 L
=0 L DU <
3,40
—e S R S -
3,20
3,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
TEMPO (MESES)

Figura 4.6 - VValores de pH para combinagdes Molho 0% ao longo do tempo de acompanhamento. As linhas
a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90 dias em camara clima-
tica.
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As amostras Ket_2 e M2, representadas pelos pontos redondos a cheio, apresentam 0s
valores de pH mais altos, devido ao efeito tampéo causado pela adicdo do VinTamp, descrito
como vinagre tamponado. As combinacGes Ket_1 e M1 (ver linha vermelha, Figura 4.5 ¢ 4.6), e
as combinacges Ket_3 e M3 (ver linha azul), estdo também em concordancia com as carateristicas
do conservante testado. As amostras com ELAL (Ket_3 e M3) detém os valores de pH mais baixo,
uma vez que o ELAL é um conservante a base de &cido lactico e com uma gama de pH compre-
endida entre 2 < pH < 4.

Consisténcia

A consisténcia é um dos parametros mais importantes na determinagéo da qualidade glo-
bal do produto e aceitabilidade por parte do consumidor. E dada pela distancia percorrida (cm)
pelo produto ao fim de 30 segundos. Os resultados obtidos para este pardmetro encontram-se

representados nas Figuras 4.7 e 4.8.

A Figura 4.7 corresponde aos valores de consisténcia das amostras de Ketchup. E possi-
vel observar que para todas as combinages, os valores de consisténcia encontram-se dentro dos
limites definidos. As combinacGes Ket_2 e Ket_3 (linha verde e azul, Figura 4.7) apresentam
comportamentos semelhantes ao longo do tempo. Quanto a combinagdo Ket_1, considera-se que

houve perda de consisténcia no Gltimo més de anélise (linha vermelho, Figura 4.7).

—— Ket 1 —@—Ket 2 Ket 3 = « = Limite Superior === Limite Inferior

12,00
b
8§ Fremrmrmmrmpme i m i m i mmmmrm=
< 11,00
a
%

10,00
8 = 4
x -
i -
% 9,00 \
g — T . el
(g 800 W @ T -:‘ _________________________ F
<2
[a)

7,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TEMPO (MESES)

Figura 4.7 - Valores de consisténcia para combinac¢fes Ketchup ao longo do tempo de acompanhamento.
As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90 dias em
camara climética.
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Relativamente as combinagdes do Molho 0%, representadas na Figura 4.8, é visivel um
aumento na distancia percorrida pelo molho ao longo do tempo, o que significa que as amostras
de Molho 0% foram perdendo consisténcia. A amostra M1 perdeu 32% da consisténcia ao longo
tempo, engquanto a M2 perdeu 18% e a M3 cerca de 29%. O comportamento entre as diferentes

combinagdes é semelhante, sendo a M3 a amostra que detém valores mais altos, com excedente

no Gltimo més.
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Figura 4.8 - VValores de consisténcia para combina¢des Molho 0% ao longo do tempo de acompanhamento.
As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90 dias em
camara climatica.

4.2 Estudo da eficacia dos antioxidantes

O objetivo deste capitulo consiste no estudo da eficacia dos antioxidantes nas diferentes
combinagdes de maioneses, de modo a averiguar qual dos antioxidantes naturais pode ser consi-

derado um potencial substituto do EDTA.

O elevado teor de 6leo constituinte da maionese (65%) torna-a altamente suscetivel a
oxidacdo de lipidica, sendo considerada uma das principais causas da deterioracdo da qualidade
da maionese. Durante a oxidacédo, as estruturas dos acidos gordos sofrem algumas alteragdes que
levam a formacdo de duas classes principais de compostos: a primeira classe sdo 0s produtos de
oxidacdo primarios (hidroperdxidos) que podem decompor-se para dar lugar a segunda classe de
compostos (produtos de oxidagdo volateis), como aldeidos, cetonas e alcoois que levam ao de-

senvolvimento de odores e sabores desagradaveis.
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Para o estudo da eficacia dos antioxidantes utilizou-se o 6leo extraido das maioneses. De
acordo com o ponto 3.2.7, para otimizar a quantidade de sobrenadante extraido realizaram-se
ensaios preliminares. Para isso parametros como tempo de congelagéo, tempo de centrifugacéo e
velocidade de centrifugagdo foram manipulados. As Figuras 4.9, 4.10 e 4.11 apresentam 0s re-

sultados obtidos dos trés ensaios realizados.

Os resultados obtidos pelo ensaio n°1 revelaram que 24h de tempo de congelagéo e 4200
rpm ndo eram suficientes para promover a quebra da emulséo, pelo que néo foi possivel extracdo
de sobrenadante (Figura 4.9).

24h de
congelacdo

4200 rpm

20 min

Figura 4.9 - Resultados do ensaio n°1 para validagdo do método de extragdo da fase lipidica.

Analisando a Figura 4.10, relativa ao ensaio n°2, é notoria uma melhoria na extracéo da
fase lipidica comparativamente ao ensaio anterior. Tanto € visivel a separacao das fases, como foi
possivel a extracdo de uma pequena quantidade 6leo.

48h de
congelacdo

10 000 rpm

10 min

Figura 4.10 - Resultados do ensaio n°2 para validagdo do método de extragdo da fase lipidica.
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Os resultados obtidos pelo ensaio n°3 revelaram-se os mais promissores. Pela Figura 4.11
verifica-se que as condigdes subjacentes a este ensaio permitiram a quebra da emulsdo e obtengédo
da quantidade de sobrenadante desejada. Foram estas as condi¢des aplicadas no decorrer do tra-
balho.

72h de
congelagdo

10 000 rpm

10 min

Figura 4.11 - Resultados do ensaio n°3 para validagdo do método de extracdo da fase lipidica.

O valor do indice de Peréxidos (IP) foi determinado com base na medicao da concentra-
cao de hidroperdxidos e € expresso em miliequivalentes de oxigénio por kg de 6leo (meqO-/kg).
As alteracBes no valor de indice de perdxidos sdo apresentadas nas Figuras 4.12, 4.15, 4.18 e
4.21. De acordo com o Decreto-Lei n° 106/2005 de 29 de junho, o limite legal para um éleo ser
considerado bom, ou seja, sem indicios de oxidac&o é de 10 meqO./kg, sendo que acima deste
valor considera-se o 6leo ndo conforme. Este limite encontra-se representado com linha a cheio

de cor preta.

A medicdo do IP baseia-se numa titulacdo iodométrica cujo titulante usado é tiossulfato
de sodio (TS). De acordo com o método seguido, a concentragdo de TS ([TS]) varia consoante o
indice de perdxidos esperado. Para IP > 20 meqO-/kg, deve usar-se uma concentracao de titulante
de 0,1 M, enquanto para IP < 20 meqO,/kg a concentracéo deve ser 0,01M. Os ensaios realizaram-
se segundo este principio. No entanto, para as amostras em que se utilizoua[TS]= 0,1M, o volume
de titulante gasto era inferior a 0,5mL, e por isso 0 procedimento teve que ser repetido, porque
segundo o método oficial Cd 8b-90 (2003), para titulacdes cujo volume de titulante seja inferior
a 0,5 mL, o procedimento deve ser repetido com uma concentracdo de tiossulfato de sddio de
0,01M.
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No decorrer da oxidagdo lipidica, um decréscimo no nivel de perdxidos ndo constitui,
propriamente, uma garantia de boa estabilidade oxidativa, uma vez que os hidroperdxidos tendem
em decompor-se em produtos de oxidacao secundarios, nomeadamente aldeidos insaturados, mo-

léculas responsaveis pelos odores e sabores caracteristicos do ranco.

A determinacdo do indice de p-anisidina (IpA) € um método que permite identificar a
presenca de aldeidos insaturados (a e B-alcenais) em 6leos. Este ensaio consiste na reacao entre
aldeidos insaturados e p-anisidina em meio acético, dando origem a um complexo amarelo que
absorve luz no comprimento de onda de 350 nm. Para um dleo ser considerado bom, ou seja, ndo
rangoso, a IUPAC estabeleceu que este deve apresentar um valor de IpA inferior a 10 [109 150, 162,
1631 As alteracdes nos valores de IpA devido a aplicacdo de diferentes antioxidantes estdo repre-
sentadas nas Figuras 4.13, 4.16, 4.19 e 4.22.

4.2.1 Combinacdes Maionese 65% sem conservante

A Figura 4.12 apresenta os resultados do indice de peroxidos (IP) para as combinacdes
de Maionese 65% sem conservante. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos ap6s
2 e 3 meses em camara climatica, o que equivale a 6 e 9 meses a temperatura ambiente, respeti-

vamente.
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Figura 4.12 - Representagéo grafica dos valores de indice de Perdxidos obtidos para o estudo dos antioxi-
dantes nas Maioneses 65% sem conservante. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para
as amostras armazenadas 60 e 90 dias em cdmara climética.

E possivel analisar que as amostras COMB_3 (ver linha azul, Figura 4.12) exibem valo-

res de IP mais altos comparativamente as COMB_1 e COMB_2. Por lapso, ho momento de
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colocar as amostras na camara climética, as amostras COMB_3 ndo foram contabilizadas, o que

justifica a auséncia dos valores a tracejado.

Entre as combinacdes de Maionese 65% sem conservante, a que apresentou valores de IP
mais baixos foi a COMB_1 (ver linha verde, Figura 4.12). O estudo da eficacia de antioxidantes
é realizado com o 6leo extraido da maionese, sendo por isso necessario destabilizar a emulsdo
para que ocorra a separacdo de fases, como referido no Capitulo 3. Porém, e mesmo apos a oti-
mizacdo do processo de extracdo, a quantidade de sobrenadante obtido das amostras de COMB _1,
era inferior as restantes. Uma possivel justificacdo para este fendmeno reside no facto da emulséo
ndo estar suficientemente instavel para ocorrer a separacdo de fases. Desta forma, sugere-se a
realizacdo de mais ensaios, entre 0s quais novos testes de otimizacdo, para perceber o que est a
interferir no processo de destabilizacdo (por exemplo, o tempo e temperatura de congelagéo).

E visivel o aumento no valor do indice de per6xidos do més 0 ao més 2 para todas as
amostras de Maionese 65% sem conservante, o que confirma a ocorréncia de oxidacéo lipidica.
A partir do 3° més de prateleira, os valores de IP comegaram a diminuir, o que é explicado pelo
aumento das reagdes em cadeia, comuns da fase de propagacgdo. A diminui¢do do valor IP ndo
significa a diminui¢do da oxidacdo lipidica, mas indica o inicio da decomposi¢édo dos hidropero-

xidos em compostos de oxidagdo secundarios.

De acordo com a literatural®®4, para compreender melhor o comportamento dos antioxi-
dantes durante todo o processo da oxidagdo, foi recomendado o calculo do valor do indice de p-
anisidina para identificar a formacéo de compostos secundérios. Os resultados obtidos para este

parametro sdo apresentados na Figura 4.13.
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Figura 4.13 - Representagéo grafica dos valores de Indice de p-Anisidina obtidos para o estudo dos anti-
oxidantes nas Maioneses 65% sem conservante. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos
para as amostras armazenadas 60 e 90 dias em camara climética.
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Pelos resultados obtidos verifica-se que a COMB_2 (ver linha vermelha, Figura 4.13),
embora exiba valores de IP ligeiramente mais elevados que a COMB_1, apresenta valores de

indice de p-anisidina (IpA) mais baixos.

O antioxidante natural XTRA consiste numa mistura de extratos de espinafre e extratos
de Alecrim. Neste caso, mostrou maior eficacia do que o EDTA, caraterizado pelo elevado po-
tencial de agente quelante no impedir a decomposi¢do dos hidroperdxidos em compostos de oxi-
dacdo secundarios.

O valor do IpA da COMB_3 é dado pelo ponto azul isolado no terceiro més (ver Figura
4.13), uma vez que as amostras ndo foram colocadas em camara climatica, pelo que nao existem

dados para o acompanhamento dos 9 meses para esta amostra.

De forma a conjugar os dados de oxidacdo primaria e secundéria, calculou-se o valor total
da oxidagdo (TOTOX) de acordo com a equacéo (6) descrita no ponto 3.2.9. Os resultados obtidos
encontram-se ilustrados na Figura 4.14.
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Figura 4.14 - Representacdo graficas dos valores de TOTOX obtidos para o estudo dos antioxidantes nas
Maioneses 65% sem conservante. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras
armazenadas 60 e 90 dias em cdmara climatica.

A partir da Figura 4.14, é possivel concluir que o EDTA (antioxidante da COMB_1) e
XTRA (antioxidante da COMB_2) apresentam eficécias muito parecidas, sendo por isso 0 XTRA
considerado um potencial substituto do EDTA. Apesar da COMB_2 apresentar valores de IpA
ligeiramente mais baixos do que a COMB_1, num panorama geral sobre o estado oxidativo das
Maioneses 65% sem conservante, o EDTA foi 0 antioxidante que mostrou maior eficacia ao longo

do tempo.
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4.2.2 Combinacdes Maionese 65% Sorbato de potassio

A Figura 4.15 apresenta os resultados do indice de perdxidos (IP) para as combinacdes
de Maionese 65% Sorbato. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos ap6s 2 e 3

meses em camara climatica, o que equivale a 6 e 9 meses a temperatura ambiente, respetivamente.
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Figura 4.15 Representacéo grafica dos valores de indice de Perdxidos obtidos no estudo dos antioxidantes
nas Maioneses 65% Sorbato de potassio. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as
amostras armazenadas 60 e 90 dias em cAmara climética.

Na Figura 4.15 observa-se que no segundo més de prateleira, os valores de IP estdo acima
dos 10 meqO,/kg admitidos para 6leos. A COMB_6 apresenta os valores de IP mais elevados
relativamente aos outros antioxidantes testados, comportamento este semelhante ao registado na
Figura 4.12. Tal como a COMB_3, as amostras COMB_6 ndo foram contabilizadas, o que jus-

tifica a auséncia dos valores a tracejado.

O comportamento da COMB_4 e COMB_5 é semelhante, sendo que a COMB_5 (antio-
xidante XTRA) apresenta valores de IP mais baixos ao longo do tempo, podendo este ser um sinal
de que XTRA é um potencial substituto do EDTA.

Também na Figura 4.15 os valores de IP tendem a descer no terceiro més, sinal de que
0s produtos primarios de oxidacdo estdo a decompor-se em produtos secundarios, responsaveis

pelos off-flavours.

Para avaliar a eficacia dos antioxidantes no desenvolvimento dos produtos secundarios,

apresenta-se na Figura 4.16 os resultados obtidos para o indice de p-Anisidina.
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Figura 4.16 - Representaco grafica dos valores de indice de p-Anisidina no estudo dos antioxidantes nas
Maioneses 65% Sorbato de potéssio. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amos-
tras armazenadas 60 e 90 dias em cadmara climatica.

Pela Figura 4.16 verifica-se a COMB_5 (ver linha vermelha) apresenta um comporta-
mento mais uniforme ao longo do tempo comparativamente com a COMB_4, que apresenta um
valor de IpA acima do limite estipulado pela IUPAC no Gltimo més. Isto significa que o XTRA
(antioxidante da COMB_5) foi um antioxidante eficaz na captacdo de metais, isto é, exerceu a

sua funcdo como agente quelante.

A COMB_6, identificada pelo ponto azul (ver Figura 4.16), refere-se ao valor de IpA no
3° més de prateleira, onde foi notdria uma descida no valor de indice de peroxidos (Figura 4.15).
O facto destas amostras ndo terem sido colocadas em camara climatica, impossibilita o acompa-

nhamento dos 9 meses.

Contemplando o panorama geral da oxidacao lipidica nas combinagfes de Maionese 65%
Sorbato, e tendo presente os valores de TOTOX apresentados na Figura 4.17, conclui-se que as
COMB_5 foram as maioneses que exibiram melhor comportamento ao longo do tempo, 0 que

permite afirmar a eficacia deste antioxidante.
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Figura 4.17 - Representacéo graficas dos valores de TOTOX obtidos para o estudo dos antioxidantes nas
Maioneses 65% Sorbato de potassio. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amos-
tras armazenadas 60 e 90 dias em cadmara climatica.

4.2.3 Combinacdes Maionese 65% VinTamp

O estudo da eficacia dos antioxidantes para as combinacgdes de Maionese 65% VinTamp
encontra-se representado na Figura 4.18. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos
apos 2 e 3 meses em camara climatica, o que equivale a 6 e 9 meses a temperatura ambiente,

respetivamente.
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Figura 4.18 - Representacdo grafica dos valores de indice de Perdxidos no estudo dos antioxidantes nas
Maioneses 65% VinTamp. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras arma-
zenadas 60 e 90 dias em cdmara climatica.
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Observando a Figura 4.18, verifica-se que as amostras COMB_9 sdo as que apresentam
valores de IP mais elevados ao longo do tempo. Além disso, foi a combinacdo de Maionese 65%
gue ndo apresentou um decréscimo dos valores de IP no 3° més de prateleira, contrariamente as
restantes maioneses, o que significa que os hidroperdxidos ainda ndo entraram na fase de decom-

posicao.

A eficécia dos antioxidantes XTRA e EDTA (COMB_7 e COMB_8, respetivamente) ¢é
idéntica nos primeiros meses. Porém, a queda dos valores de IP no 3° més de prateleira para a
COMB_8 é mais acentuada do que paraa COMB_7.

Os hidroperoxidos presentes no 6leo oxidado sdo intermediarios transitorios que se de-
compdem em varios compostos, como aldeidos, cetonas, acidos, entre outros. Os produtos da
oxidag&o primérios sdo incolores e ndo conferem odor/sabor, enquanto os produtos da oxidagdo

secundarios promovem um odor caracteristico, normalmente associado ao rango.

Os resultados obtidos do indice de p-Anisidina para o estudo da eficacia dos antioxidantes
nas Maioneses 65% VinTamp encontram-se representados na Figura 4.19.
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Figura 4.19 - Representaco grafica dos valores de indice de p-Anisidina no estudo dos antioxidantes nas
Maioneses 65% VinTamp. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras arma-
zenadas 60 e 90 dias em camara climética.

Ao interpretar os dados fornecidos pela Figura 4.19, é possivel aferir que o EDTA (anti-
oxidante do COMB_7) foi o antioxidante que demonstrou maior eficacia nesta fase da oxidagdo
(ver linha verde tracejado). A eficacia do EDTA advém da sua capacidade de quelar ides metali-
cos, entre eles o ferro, proveniente da gema do ovo localizada na interface 6leo-agua da maio-
nesel*??, Como referido no Subcapitulo 2.5, referente a oxidacéo lipidica, os metais de transicéo

sdo um dos fatores que influencia a cinética da reagdo de degradagéo por eliminacéo do &tomo de
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hidrogénio e consequente decomposicdo do perdxido, o que resulta na formacéo de radicais livres.
O EDTA, por ter a capacidade de guelar os iGes metalicos, quebra o ciclo reacional da formacéo

de radicais livres, e, por conseguinte, ndo ha formagéo de compostos secundarios.

Relativamente 8 COMB_8 (ver linha vermelha, Figura 4.19), apresenta um comporta-
mento semelhante 8 COMB_7, no entanto revela valores de IpA ligeiramente mais elevados. O
valor de IpA retirado da amostra ao fim de 2 meses em estufa ultrapassa o valor limite méximo

associado ao IpA para 6leos, embora esse excedente seja pouco significativo.

No caso da COMB_9 (ver linha azul tracejado, Figura 4.19), foi a combinagdo onde o
antioxidante testado revelou menor eficdcia quanto a formacdo de produtos secundarios.
Uma das possiveis razdes associadas a este fenémeno prende-se no facto do extrato de Alecrim
apresentar melhor eficacia enquanto antioxidante priméario do que antioxidante secundario. De
acordo com a literatural® 135 136. 138, 165] 3 atjvidade antioxidante do extrato de Alecrim deve-se &
presenca de compostos fendlicos, nomeadamente acido carndsico e carnosol, responsaveis por
90% da atividade antioxidante deste extrato. A agdo destes compostos ativos relaciona-se com a
captura de radicais livres e eliminagdo do atomo de hidrogénio do radical lipidico, levando a que
0 extrato de Alecrim funcione maioritariamente como antioxidante primario. Apés a criacdo de
hidroperdxidos, o carnosol e &cido carndsico tém pouca eficécia a impedir a sua decomposicao
em produtos de oxidacdo secundarios. Contudo, existem estudos que relatam que a sua fungdo
como agente quelante esta interligada com a sua estrutura quimica, onde os grupos hidroxilo (-
OH), situados no &cido carnosico e nas moléculas de carnosol, tém a capacidade de quelar iGes
metalicos pré-oxidantes e, portanto, ajudam a retardar a oxidacao lipidica por meio de um meca-

nismo secundario.

De forma a conjugar os dados obtidos da eficacia dos antioxidantes na oxidagao primaria
e secundaria, calculou-se o valor de TOTOX para as diferentes combinacdes de Maionese 65%.
Os valores de TOTOX, exibidos na Figura 4.20, consolidam os resultados obtidos anteriormente,
sendo os antioxidantes EDTA e XTRA (antioxidantes da COMB_7 e COMB_8, respetivamente)

considerados os mais eficazes no processo da oxidagao lipidica.
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Figura 4.20 - Representacéo gréafica dos valores de TOTOX obtidos para o estudo dos antioxidantes nas
Maioneses 65% VinTamp. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras
armazenadas 60 e 90 dias em cAmara climatica.

4.2.4 Combinacdes Maionese 65% ELAL

A Figura 4.21 apresenta os resultados do indice de peroxidos (IP) para as combinacdes
de Maionese 65% ELAL. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos ap6s 2 e 3 meses

em camara climatica, o que equivale a 6 e 9 meses a temperatura ambiente, respetivamente.
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Figura 4.21 - Representacdo grafica dos valores de Indice de Perdxidos no estudo dos antioxidantes nas
Maioneses 65% ELAL. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armaze-
nadas 60 e 90 dias em camara climatica.
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A Figura 4.21 permite aferir que a COMB_11 foi a que apresentou valores de IP mais
baixos (ver linha a vermelho). O cenario de dificuldade na obtencdo de sobrenadante, verificado
paraa COMB_5, voltou a repetir-se paraa COMB_11. Apesar de ter sido possivel a extracdo do
6leo, a quantidade obtida era muito reduzida comparativamente a todas as outras maioneses. Uma
possivel justificacdo para este fendmeno reside no facto da emulsdo ndo estar suficientemente
instavel para ocorrer a separacdo de fases esperada, sendo que isto pode estar relacionado com a
interacdo do conservante e antioxidante com os restantes ingredientes da matriz. Desta forma,
sugere-se a realizacdo de mais ensaios, entre eles novos testes de otimizacdo, para perceber o que

esta a interferir no processo de destabilizacdo (por exemplo, o tempo de congelacao).

Relativamente a COMB_10 apresenta valores de IP ligeiramente superiores aos regista-
dos paraa COMB_11. Observa-se ainda que, para estas amostras de maionese, o IP continua em

crescimento, o que indica que os hidroperdxidos ainda ndo se encontram em decomposicao.

A COMB_12 ¢ a que detém valores de IP mais elevados, sendo também a combinagao
que apresenta o decréscimo no 3° més de prateleira. Comparativamente aos outros antioxidantes,
0 Extrato de Alecrim (antioxidante da COMB_12) parece ser 0 que tem menor efeito no retardar

da oxidagdo.

De forma de avaliar a eficacia dos antioxidantes na inibicdo da formacdo de compostos
secundarios recorreu-se ao indice de p-Anisidina, e os resultados encontram-se expostos na
Figura 4.22.
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Figura 4.22 - Representacdo grafica dos valores de indice de p-Anisidina no estudo dos antioxidantes nas
Maioneses 65% ELAL. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armaze-
nadas 60 e 90 dias em camara climética.
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Entre os antioxidantes testados, o que parece controlar melhor a formacéo de compostos
secundarios é 0 XTRA (antioxidante da COMB_11), exibindo um comportamento constante ao
longo do tempo. Uma possivel justificacdo reside no potencial efeito sinérgico conferido pela
mistura de extrato de espinafre e extrato de alecrim, permitindo que este atue como antioxidante
primério, na eliminacdo de atomos de hidrogénio e na captura de radicais livres, e como antioxi-

dante secundario, sob forma de agente quelante.

Apesar da amostra ndo ter revelado uma descida de IP no 3° més, optou-se por determinar
na mesma o IpA sob forma de averiguar existéncia de algum erro associado a medicéo do IP
devido a dificuldade na obtencdo do sobrenadante. Visto que houve registo de um valor de IpA,
embora baixo, assume-se que exista algum erro associado. Posto isto, sugere-se a repeticdo das
analises para corroborar os resultados obtidos, tanto para o IP como para o IpA.

Quanto a COMB_12, os valores de IpA encontram-se dentro do esperado e sempre supe-
riores as restantes combinagdes de maionese. Relativamente 8 COMB_10, apesar do grafico do
IP ndo revelar descida nos valores, apresentam valores baixos de IpA. Para corroborar os resulta-
dos, as analises do indice de perdxidos devem ser repetidas, uma vez que a probabilidade de erro
no procedimento experimental para a medi¢éo do indice de perdxidos é superior ao da avaliagao

do IpA, pois existem mais fatores externos a influenciar.

Por forma a consolidar os resultados obtidos para o estudo da eficacia dos antioxidantes,
em ambas as fases da oxidacdo, calculou-se 0 TOTOX e os resultados sdo apresentados na
Figura 4.23.
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Figura 4.23 - Representacdo gréfica dos valores de TOTOX obtidos para o estudo dos antioxidantes nas
Maioneses 65% ELAL. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armaze-
nadas 60 e 90 dias em camara climética.
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Os resultados obtidos na Figura 4.23 consolidam os dados das Figuras 4.21 e 4.22, sendo
os antioxidantes XTRA e EDTA o0s que demostram maior eficacia nas combinacGes de Maionese

65% analisadas.

Com base nas andlises efetuadas para a avaliacdo da eficacia dos antioxidantes EDTA,
XTRA e Extratos de Alecrim nas diferentes combinacfes de Maionese 65%, é possivel concluir
gue o XTRA mostrou potencial para substituto do EDTA.

De forma a corroborar esta hipétese, sugere-se como trabalho futuro, um estudo da cara-
terizacdo do XTRA para conhecer a sua composicao. No caso do extrato de Alecrim existe lite-
ratura que relata a origem do seu efeito antioxidante, 0 que ndo acontece para o extrato de espi-
nafre. Com recurso a técnica analitica de HPLC (High Performance Liquid Chromatography),
esta caraterizacdo permitird identificar os compostos fenolicos e outros componentes presentes
no extrato de espinafre, responsaveis pelo poder antioxidante e ainda, perceber em que concen-

tracdo se encontra cada extrato, e a sua contribuigcdo para o efeito sinérgico final.

4.3 Analise dos compostos de oxidacdo secundarios

Apesar da analise do indice de peroxidos e indice de p-anisidina conferir dados sobre o
estado oxidativo da maionese, ndo revela informacéo sobre a natureza dos compostos formados,

fornecendo apenas informagdo qualitativa.

Para obter uma descri¢do mais detalhada sobre a composicao e quantidade de compostos
volateis formados durante a oxidacdo lipidica, entre 0s quais os principais responsaveis pelos
odores e aromas desagradaveis associados ao ranco, recorreu-se a conjugacdo de duas técnicas
analiticas: micro extracdo em fase sélida (SPME) seguida de cromatografia gasosa acoplada a
espetrometria de massa (GC-MS). A técnica SPME permitiu isolar, através do headspace, e iden-
tificar os compostos volateis e semi-volateis presentes na maionese, enquanto a técnica GC-MS
permitiu a identificagdo dos compostos através da comparagdo com os espetros de referéncia da
biblioteca NIST (National Institute for Standard Technology). As técnicas analiticas com recurso
a headspace s&o muito utilizadas para a identificacdo de compostos voléteis, sendo 0 HS-SPME
(Headspace Solid Phase Micro Extraction) considerado um método répido, sensivel, sem uso de
solvente orgénico e econémico, usado para preparar amostras para analise por cromatografia ga-

Sosa.
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Na Tabela 4.5 estéo apresentados 0s 32 compostos identificados, entre os quais aldeidos
(15), alcoois (5), cetonas (3), &cidos carboxilicos (2), ésteres (5) e furanos (2). A maioria destes
compostos estdo relacionados com as propriedades organoléticas do 6leo constituinte da maio-
nese, tendo caracteristicas sensoriais que contribuem para as sensa¢des off-flavour e off-odour,

bem conhecidas pela literatura.

Para a separagédo destes compostos em SPME utilizou-se uma fibra DVB/Carb/PDMS e
uma coluna capilar polar (DB-WAX). Relativamente a fibra, o facto de ser uma conjugagéo de 3
polimeros, possibilitou a adsor¢ao de uma maior quantidade de compostos volateis com diferentes
propriedades quimicas, e segundo a literatura este é o revestimento adequado para andlise de
compostos relacionados com o odor e fragancia dos alimentos® 1671, A utilizacdo de uma DB-
WAX, coluna de polietilenoglicol (PEG) de alta polaridade, permitiu isolar uma grande variedade
dos compostos em funcéo da sua polaridade e volatilidade!*¢l,

As amostras submetidas a esta analise foram as COMB_1, COMB_2 e COMB_3. Esco-
Iheram-se estas combinagdes para apenas se considerar o efeito do antioxidante na matriz e eli-
minar a probabilidade de sinergia entre o conservante e antioxidante. Foi também tido em conta

0 tempo de armazenamento das amostras — 2 meses em prateleira e 3 meses em cadmara climatica.

A 12 anélise foi realizada as amostras com 2 meses de prateleira, partindo do pressuposto
que antes desse tempo ndo haveria desenvolvimento de produtos de oxidacdo secundarios. A 22
analise foi realizada as amostras armazenadas 3 meses em camara climatica, de modo a simular
0 estado oxidativo da maionese ao fim dos 9 meses em prateleira. Foram escolhidos estes dois
pontos no tempo para compreender a evolucdo do desenvolvimento dos compostos secundarios e

apurar a eficacia dos antioxidantes.

A Tabela 4.5 apresenta a concentracdo (%) dos 32 compostos identificados no inicio e
no fim do acompanhamento paraas COMB_1, COMB_2 e COMB_3. O célculo da concentragdo

teve por base a area de cada composto retirada do cromatograma.
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Tabela 4.5 - Concentragdo (%) dos compostos volateis identificados no inicio e no fim do acompanhamento
para as amostras COMB_1, COMB_2 e COMB_3.

Area do pico (%)
Composto CAS 2 meses de prateleira 9 meses de prateleira
I [ [ I [
Aldeidos (15)
Pentanal 110-62-3 0,10 - - 0,07 0,05 0,04
Hexanal 66-25-1 1,23 | 0,25 0,59 0,84 0,79 0,64
Heptanal 111-71-7 0,09 | 0,05 0,06 0,10 0,07 0,08
Octanal 124-13-0 0,09 | 0,05 0,05 0,07 0,06 0,05
(22) -Heptenal 57266-86-1 | 2,47 | 0,09 0,54 3,11 2,28 4,02
Nonanal 124-19-6 0,22 | 0,42 0,37 0,10 0,19 0,15
(2E) -Octenal 2548-87-0 | 0,26 | 0,02 0,10 0,20 0,07 0,17
Furfural 98-01-1 0,34 - - 0,46 0,26 0,40
Benzaldeido 106-32-1 - 0,05 - - - -
(254E) Heptadie- | 4313.0305 | 013 | - | 009 | 013 | 012 | 015
(2E) -Nonenal 18829-56-6 - - - - 0,20 0,17
(2E) -Decenal 3913-81-3 | 0,08 - - 0,30 0,08 0,16
Benzeneacetaldeido 122-78-1 0,06 - - - - 0,08
(2E,4E) -Decadienal | 25152-84-5 | 0,36 - 0,11 0,79 0,14 0,72
2,4 - Decadienal 2363-88-4 | 0,36 | 0,05 0,14 1,42 0,38 1,30
Alcoois (5)
Etanol 64-17-5 0,87 0,97 0,99 1,05 1,19 1,02
1-Pentanol 71-41-0 0,04 - - 0,05 - 0,04
2-Etil-1-hexanol 104-76-7 - - - - 0,09 0,06
(2E) -Octen-1-ol 18409-17-1 | 0,04 - - 0,05 - 0,03
a-Terpineol 98-55-5 0,08 - - 0,07 - -
Cetonas (3)
3-Penten-2-ona 625-33-2 0,04 - - 0,05 0,05 0,05
1-Octen-3-ona 4312-99-6 | 0,27 - 0,08 0,13 - 0,11
(3E) -Octen-2-ona | 18402-82-9 - - - - 0,04 -
Acidos (2)
Acido Acético 64-19-7 91,44 | 97,50 | 96,14 90,59 93,35 90,49
Acido Hexanoico 142-62-1 0,12 - 0,11 0,08 0,09 0,06
Furanos (2)
2,5- Dimetil furano | 625-86-5 - 0,12 0,20 - 0,25 -
2- Pentil furano 3777-69-3 | 0,23 | 0,12 0,23 0,18 0,25 0,26
Esteres (5)
Octanoato de etilo 106-32-1 0,42 0,14 0,12 - - -
Decanoato de etilo 110-38-3 0,35 | 0,11 0,08 - - -
z'hexe”';t'(‘)" benzo- | 76g41-70-8 | 0,08 | - . 0,12 - -
trans-4-decenoato | 76549.16-6 | 0,19 | 0,06 - . - -
de etilo
bOcten-Lolace | 77109689 | 004 | - - | 004 | - 0,04

| - COMB_3; Il - COMB_1; Il - COMB_2
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Aldeidos

Os aldeidos séo os compostos volateis mais abundantes em éleos com carateristicas ran-
cosas e sdo considerados os principais produtos de oxidagdo secundarios responsaveis pelas alte-
racOes organoléticas das maioneses. Alcanais, alcenais, alcadienais e aldeidos aromaticos estéo
entre os aldeidos detetados ¢,

A Tabela 4.5 revela que alcanais como hexanal, heptanal, octanal e nonanal foram dete-
tados em todas as amostras no inicio e final do acompanhamento. Quanto aos alcenais, 0 (2Z) -
Heptenal foi o que mostrou um maior incremento na concentragdo ao longo do tempo para todas
as amostras, enquanto o (2E) -Nonenal apenas foi detetado nas amostras COMB_1 e COMB_2
ao fim dos 9 meses. Relativamente aos aldeidos aromaticos, Benzaldeido e Benzeneacetaldeido,

registaram-se apenas quantidades vestigiais para algumas amostras.

Pela anélise da Tabela 4.5, verifica-se que as concentracfes de hexanal e pentanal au-
mentaram com o nivel de oxidacéo, as de octanal e heptanal ndo sofreram variag@es significativas
ao longo do tempo, e o nonanal foi o Unico no qual a concentragdo diminuiu com o evoluir da

oxidacdo lipidica, sendo essa diminuigdo mais acentuada nas amostras COMB_1 e COMB_2.

O hexanal, pentanal e heptanal sdo formados pela decomposicéo de hidroperdxidos for-
mados pela auto oxidacéo do acido linoleicol*°1"2, nomeadamente 13-hidroperdxido e 11-hidro-
peroxido (ver Figura 2.4). O octanal e nonanal tem origem na quebra das liga¢des do 10-hidro-
peréxido e 11-hidroperéxido do acido oleico, respetivamente (ver Figura 2.3). Atendendo a que
0 Gleo de girassol utilizado na producgdo é maioritariamente constituido por acido oleico e lino-

leico, era de esperar a presenca destes compostos.

As percecdes olfativas associadas a cada composto dependem da quantidade em que se
encontra na matriz. Segundo a literatura, o hexanal quando encontrado em pequenas concentra-
cOes é responsavel por atributos como o frutado, o doce, o verde e o citricol?®l. No entanto,
quando em excesso promove atributos desagradaveis e indesejaveis, como o rancol*’4l.
Na Tabela 4.6 estdo apresentados os aromas e odores dos aldeidos identificados nas combinagdes

de Maionese 65% sem conservante, de acordo com o reportado na literatura.
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Tabela 4.6 - Percecdo olfativa associada a cada aldeido[70: 171 175-184]

Composto Aroma/odor
Améndoa, picante, amadeirado, amargo,
Pentanal
oleoso, caramelo, frutado, bolorento
Relva, peixe, verde, maca verde, rancoso,
Hexanal
seboso, gorduroso, oleoso
Gorduroso, podre, peixe, nozes, citrico,
Heptanal
rangoso
Limao, verde, fresco, pungente, oleoso,
Octanal

(22) -Heptenal

Nonanal
(2E) -Octenal
Furfural
Benzaldeido
(2E,4E) -Heptadienal
(2E) -Nonenal
(2E) Decenal
Benzeneacetaldeido
(2E,4E) -Decadienal

ensaboado
Rancoso, frito, pungente, ensaboado,
gorduroso
Verde, gorduroso, ceroso, pintado, citrico
Gorduroso, cogumelo, verde, oleoso
Amadeirado, améndoa, noz
Ameéndoa, caramelo
Gorduroso, noz
Pepino, verde, seboso, oleoso
Metalico, ensaboado, sebo, laranja, verde
Doce, mel

Verde, gorduroso, frito, cera

A identificacdo dos compostos foi feita com base no tempo de retencéo dos picos e nos
espetros de massa obtidos, no entanto e devido a complexidade das amostras, recorreu-se também

ao célculo dos indices de retencdo linear (LRI).

Os LRI sdo importantes para a identificagdo dos compostos, pois permitem ser compara-
dos com a literatural*®l, Estes dados em combinagdo com o método de cromatografia convencio-
nal, que identifica os compostos por comparagdo dos espetros de referéncia da biblioteca NIST,

fornecem uma identificacdo praticamente inequivoca da natureza do compostos.

Para o calculo do LRI (Equacdo I1.1, Anexo I1) foi necessario injetar uma série homoéloga
de hidrocarbonetos nas mesmas condicGes experimentais (Figura 4.24). No Anexo |1 encontram-
se as Tabelas I1.1 — 11.6 que contém os valores de LRI calculados e os LRI obtidos pela literatura,
sendo que os dados retirados estdo de acordo com o tipo de coluna (DB-WAX) usado nesta

analise.
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Figura 4.24 - Cromatograma da série homéloga dos hidrocarbonetos.

Alcoois

Os alcoois sdo geralmente formados pela decomposicao de hidroperdxidos secundarios,
provenientes da auto oxidagéo do &cido linoleico, ou pela reducéo de compostos de carbonilo™*™
1721 Foram identificados 5 alcoois: etanol, 1-pentanol, (2E) -octen-1-ol, 2-Etil-1-Hexanol e o-

Terpienol.

Através da andlise da Tabela 4.5, é possivel verificar que o etanol é o composto alco6lico
mais abundante, tendo sido identificado em todas as amostras ao longo dos 9 meses de acompa-
nhamento. Este resultado era esperado, uma vez que o regulador de acidez da maionese é 0 vina-

gre de alcool*®l,

O 1-pentanol, composto derivado do radical 13-alcoxi do &cido linoleico, foi identificado
na COMB_3 ao longo dos 9 meses, e na COMB_2 no ultimo més. Porém, em ambos 0s tempos
de analise, apresentava baixa concentracao, de 0,04%. Por norma, os odores/aromas associados a
este componente sdo o docel", o balsamicol’® 191 o verde!*’"l e o oleoso!*®, Verifica-se que

para um nivel de oxidacdo mais avancado, apenas a COMB_1 apresenta auséncia deste composto.

Relativamente ao 2-Etil-1-Hexanol so ¢ identificado ao fim dos 9 meses nas COMB_1 e
COMB_2. Normalmente este composto esta associado a perce¢des olfativas agradaveis como ro-
sas e citricos, sendo que podem surgir percecdes mais desagradaveis como o oleoso, quando esta

presente em maiores concentragdes,
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Quanto ao (2E) -octen-1-ol e a-Terpienol estédo presentes na COMB_3 tanto nos primei-
ros 2 meses de prateleira, como ao fim dos 9 meses, sendo que as suas concentragdes pouco
variaram com a evolug¢io da oxidagdo lipidica. O a-Terpienol é responsavel por atributos olfativos

agradaveis como o anis, mentol e docel*"> 187, 1881,

Apesar de serem compostos de oxidagdo secundarios, os alcoois ndo sdo considerados
importantes contribuintes para os off flavours na maionese pois apresentam valores de odor
threshold relativamente altos. O conceito odor threshold, ou limite de detecdo de odores, define-
se como a concentra¢do mais baixa de um determinado composto com odor percetivel pelo olfato
humano. Dependendo da concentracdo em que se encontram nas amostras analisadas, as perce-

¢cOes olfativas podem diferirl® 170. 1711,

Cetonas

Dos compostos secundarios detetados nas amostras de Maionese 65% foram identificadas
3 cetonas: 3-Penten-2-ona, 1-Octen-3-ona e (3E) -Octen-2-ona.

Na Tabela 4.5, observa-se que a 3-Penten-2-ona foi detetada em todas as amostras ao fim
de 9 meses com uma concentracdo de 0,05%. A 3-Penten-2-ona é uma cetona com origem na
decomposicao de produtos formados pela autoxidagdo do acido linoleico, e esta associada a per-
cecdes olfativas agradaveis como fruta, e desagradaveis como rancoso e gorduroso!*’® 1811, Como
referido para outros compostos volateis, estes diferentes atributos para 0 mesmo composto estéo

relacionados com a concentragcdo em que se encontram na matriz.

Quanto a 1-octen-3-ona, cetona muito conhecida pelos seus aromas desagradaveis — co-
gumelo, bolorento, pungente e metalicol*"® 1741821 ¢ 3 segunda cetona mais presente nas amostras
de Maionese 65% estudadas, com uma concentracdo de 0,27% na COMB_3 ao fim de 2 meses
em prateleira. Cetona formada a partir do 10-hidroperédxido, produto originario da decomposi¢ado
do &cido linoleico*™, A COMB_1 é uma excec¢do, pois ndo apresenta quaisquer vestigios ao

longo dos 9 meses.

Acidos Carboxilicos

Pela andlise dos cromatogramas das amostras de Maionese 65% sem conservante foram

detetados 2 cidos carboxilicos: acido acético e acido hexanoico™®. O &cido acético provém do
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vinagre utilizado na producéo das maioneses, enquanto o acido hexandico deriva do radical 13-

alcoxi do acido linoleico.

Na Tabela 4.5, é possivel observar que o &cido acético é o componente mais abundante
relativamente a todos 0s outros compostos identificados, com uma concentracdo acima dos 90%,
gue se mantém dentro da mesma ordem de grandeza para todas as amostras de Maionese 65%
sem conservante testadas ao longo dos 9 meses. De acordo com a literatura, os atributos sensoriais
do &cido acético sdo definidos como pungente, vinagre e azedo*’* 177-17%. 1821 Quanto ao acido
hexandico, caraterizado por atributos olfativos como azedo, gorduroso, mofo e queijot* 178 182,
1871 esta presente em todas as amostras, com concentracdes entre 0,06% e 0,12%, exceto na
COMB_1 no 2° més de prateleira.

O efeito dos antioxidantes ndo revela grande influéncia na concentracao do &cido acético
visto que a sua presenca nas amostras se deve a prépria composi¢do da maionese, ndo estando

propriamente interligado com a oxidagéo lipidica.

Furanos

Nas amostras de Maionese 65% sem conservante também foram identificados derivados
de furano: 2-pentil furano e 2,5- Dimetil furano. A Figura 4.25 apresenta a monitorizagdo dos

derivados de furano presentes na COMB_1 através da extracdo do ido (m/z= 81,82 e 53).

O 2-pentilfurano, formado a partir da quebra de ligacdo C-C do radical 9-hidroxilo do
acido linoleicolt™ 171191 foj jdentificado em todas as amostras de Maionese 65% sem conser-
vante ao longo dos 9 meses em prateleira. A concentragdo deste composto heterociclico aromatico
sofre um ligeiro aumento com a evolucédo da oxidacao lipidica na COMB_1, com um aumento de
0,12% para 0,25% e na COMB_2 com um aumento de 0,23% para 0,26%. A presenga deste com-
posto contribui para aromas como gorduroso®, manteiga™!! e feijao verde”. Tal como os
alcoois, os derivados de furano, por causa do limite de detecdo de odor relativamente alto, ndo

deverdo provocar alterages organoléticas acentuadas na maionesel*?.
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Figura 4.25 — Perfil cromatografico da COMB_1 ao fim de 9 meses em prateleira (A) e monitorizacdo dos
derivados de furano (B) através da extracdo do ido (m/z=81,82 e 53).

Esteres

Na classe dos ésteres foram identificados 5 compostos: Octanoato de etilo, Decanoato de
etilo, 2-hexen-1-ol benzoato, trans-4-decenoato de etilo e 1-Octenol acetato. Os ésteres sdo for-
mados pela interacdo de produtos de esterificacdo dos alcoois e acidos carboxilicos livres prove-

nientes da decomposicéo dos lipidos™.

Através da Tabela 4.5, é possivel visualizar que o octanoato de etilo e decanoato de etilo
estdo presentes em todas as amostras de Maionese 65% sem conservante armazenadas 2 meses
em prateleira, e nenhum vestigio ao fim dos 9 meses de acompanhamento. Enquanto o octanoato
de etilo resulta da interacdo entre o etanol e o &cido octandico, e apresenta percecdes olfativas
como a cera e frutadol*’> 1761911 o decanoato de etilo tem origem na interacdo entre etanol e o
acido decandico, e detém atributos agradaveis como o de frutal*®? e macga doce, e menos agrada-

Veis como a cera.

De uma forma geral, conclui-se que dos 32 compostos de oxidacao secundarios identifi-
cados, a classe dos aldeidos foi a predominante, além dos &cidos carboxilicos, onde o &cido ace-
tico detém mais de 90% do total dos compostos, sendo esta concentragdo expectavel tendo em
conta a composicao da maionese. Inserido nos aldeidos, o (2Z) -Heptenal foi 0 componente com
maior incremento da concentracdo ao fim dos 9 meses, promovendo odores/aromas associados a
gordura, relva e pungente®®l. O hexanal, heptanal, octanal, nonanal e (2E) -Octenal estiverem
presentes em todas as amostras de Maionese 65% analisadas, porém com varia¢fes pouco signi-

ficativas ao longo do tempo, tendo sido o hexanal o que mais se destacou. Quanto as restantes
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classes de compostos, apresentaram quantidades mais pequenas e oscilagdes pouco significativas

tanto ao longo dos 9 meses como entre os diferentes antioxidantes.

Relativamente a eficécia dos antioxidantes, 0 XTRA (antioxidante da COMB_2) mostrou
um comportamento semelhante ao EDTA (antioxidante da COMB_1), porém através dos dados
obtidos ndo foi possivel eleger o melhor entre os dois. Para isto seriam necessarias mais amostras,
entre as quais uma Maionese 65% sem conservante e sem antioxidante para servir de amostra
controlo, um periodo de analises mais longo e amostras submetidas a diferentes temperaturas,

uma vez que a temperatura € um dos fatores que influencia a cinética da oxidag&o lipidica.

4.4 Acompanhamento Sensorial

Além das avaliacBes aos parametros fisico quimicos, as matrizes produzidas foram tam-
bém acompanhadas sensorialmente ao longo dos 9 meses. A evolugdo do estado oxidativo pro-
move mudancas ao nivel organolético nas maioneses devido aos off flavours originados pelos
compostos de oxidacgdo secundarios, identificados no Subcapitulo 4.3. Como forma de avaliacéo,
considerou-se a escala de classificagéo definida pela Figura 3.3, onde uma pontuagéo de 1 signi-
fica que a maionese esta muito alterada, com odor/aroma intenso a ranco e 5 que a maionese ndo

estad nada alterada.

Relativamente ao Ketchup e Molho 0% avaliou-se 0 impacto do conservante e a sua con-
jugacdo com os restantes ingredientes. A cor foi também um parédmetro considerado pois é o que
em primeira instancia chama a atencdo do consumidor. Para o calculo da variag&o total de cor
(AE) considerou-se como coordenadas padréo (L*, a*, b*) as obtidas para as amostras padréo no

més de producéo (Tabela 4.7).

Tabela 4.7 - Coordenadas (L*, a*, b*) das amostras padrdo de Maionese 65%, Ketchup e Molho 0%.

Maionese 65% Ketchup Molho 0%
Coordenadas CIELab
Sorbato + EDTA Sorbato Sorbato
L* 91 23 28
a* 2 25 19
b* 14 26 22
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Combinacg6es de Maionese 65% sem conservante

De acordo com a escala de classificacdo ilustrada pela Figura 3.3, elaborou-se a Tabela
4.8 que permite uma avaliacdo da evolugdo organolética das maioneses 65% sem conservante ao

longo dos 9 meses.

Tabela 4.8 - Avaliagdo organolética das Maioneses 65% sem conservante de acordo com a escala de clas-
sificacdo definida.

Maionese 65% Tempo (Meses)

s/conservante 0 1 2 3 6 9
COMB_1 NA NA NA NA AR MA
COMB_2 NA NA NA AIR AR MA
COMB_3 NA AIR - -

NA — Nada alterada; VCA — Vestigios conservante/antioxidante; AIR — Alterada com inicios de ranco; AR — Alterada
com rango; MA — muito alterado

Na Tabela 4.8 verifica-se que as maioneses com Extrato de Alecrim foram as que apre-
sentaram mais alteracBes ao nivel sensorial. Nos primeiros meses de armazenamento, apesar de
néo terem sido detetados sinais de rango, atingiram uma classificagéo de 4 (ver Figura 3.6) uma
vez que o sabor das maioneses estava ligeiramente alterado devido ao antioxidante inserido, que
conferia um sabor adocicado. O momento em que sdo notificados inicios de rango coincide com

0 més da descida de valores de IP.

Atendendo aos valores de IpA registados para a COMB_1, o resultado sensorial obtido
para o Gltimo més era esperado. Contudo, foram as maioneses em que o sabor se degradou mais

lentamente.

A COMB_2 apresenta uma evolucdo sensorial semelhante 8 COMB_1 nos primeiros me-
ses. No entanto, no terceiro més de prateleira foram detetados ligeiros tracos de ranco, tendo sido

atribuida uma classificag&o inferior.

Enquanto a Tabela 4.8 se baseia na detecdo do desenvolvimento de ranco, sendo reve-

lantes sobretudo as alteracéo de sabor e odor, a Tabela 4.9 apresenta as variacfes da cor.

De acordo com a literatura, a determinagao dos valores da variagéo total de cor (AE) serve
para averiguar se a diferenca entre a amostra padrdo e amostras analisadas é realmente visivel ao

olho humano, tendo em conta 3 condigoes®:

» Se AE <1 —as diferencas de cor ndo sdo percetiveis pelo olho humano;
» Se I<AE <3 —as diferengas de cor ndo sdo 6bvias pelo olho humano;

» Se AE >3 —adiferenca de cor é percetivel pelo olho humano;
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Tabela 4.9 - Variagao Total de cor (AE) das amostras de Maionese 65% sem conservante ao longo do
tempo.

Maionese 65% AE

s/conservante MésO Mésl Més2  Més3  Més6  Més9
COMB_1 1,0 1,4 1,0 1,4 1,4 1,4
COMB_2 2,2 1,0 3,0 2,2 2,2 2,2
COMB_3 8,3 73 17 1,4 2,0 1,4

Na Tabela 4.9 observa-se que a COMB_3 teve variagdes de cor mais acentuadas apre-
sentando um AE= 8,3 no més 0 e AE=7,3 no més 1. Como a variagéo destas amostras foi superior
a 3 (AE > 3), significa que a diferenga de cor, comparativamente a amostra padrao, era bastante

clara.

As restantes maioneses apresentam variacdes no intervalo 1 < AE < 3, o que indica que,
apesar de existirem algumas diferencas colorimétricas com a amostra padrdo, estas ndo sdo obvias
0 olho humano. O célculo do AE teve-se por base as coordenadas presentes na Tabela I11.1 do

Anexo I11.

Combinac6es de Maionese 65% Sorbato de potéassio

Conforme mostrado na Tabela 4.10, as pontuac6es sensoriais da COMB_5 diminuiram
a partir do terceiro més de armazenamento, momento que coincide com o inicio da decomposi¢do
de hidroper6xidos em produtos de oxidagdo secundaria. Porém, as classificagdes atribuidas ndo
estdo de acordo com os resultados obtidos para o IP e TOTOX, onde 0 XTRA (antioxidante da
COMB_5) mostra maior eficacia relativamente ao EDTA.

Tabela 4.10 - Avaliagdo organolética das Maioneses 65% Sorbato de potassio de acordo com a escala de
classificacdo definida.

Maionese 65% Tempo (Meses)
Sorbato 0 1 2 3 6 9
COMB_4 NA NA NA NA NA AIR
COMB_5 NA NA NA AIR AR MA

COMB_6 NA NA - AIR - -

NA — Nada alterada; VCA — Vestigios conservante/antioxidante; AIR — Alterada com inicios de ranco; AR — Alterada
com rango; MA — muito alterado
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No caso da maionese com Extratos de Alecrim (antioxidante da COMB_6), a pontuacédo
atribuida esta de acordo com os restantes resultados apurados para o estado oxidativo desta mai-
onese. No segundo més de prateleira, apesar de ndo serem identificados sabores relacionados com

ranco, é percetivel um sabor adocicado, proveniente do Extrato de Alecrim.

A COMB_4, a nivel sensorial encontra-se dentro do esperado, tendo revelado alteragdes
apenas no Ultimo més, estando de acordo com os valores de IpA registados. Assim, e com base
na informac&o fornecida pela Tabela 4.11, o EDTA foi 0 antioxidante que se mostrou mais eficaz
na qualidade organolética das combinagdes de Maionese 65% sorbato de potéssio.

Tabela 4.11 - Variagdo total da cor (AE) para as amostras Maionese 65% sorbato de potassio ao longo do
tempo.

Maionese 65% AE
Sorbato de Potassio MésO0  Mésl Més2 Més3  Més6  Més9
COMB _4 0,0 14 1,4 1,0 1,0 1,0
COMB_5 3,0 2,2 2,0 2,2 2,2 2,2
COMB._6 9,3 3,3 3,0 1,7 1,4 1,7

A COMB_4 apresenta um AE=0 no més de produgéo, Vvisto ser a amostra padrdo. Nos
restantes meses de analise, ha uma variagdo de cor muito reduzida, o que sugere que ndo houve

diferencas de cor significativas entre as amostras analisadas e a amostra padré&o.

A COMB_5 apresenta um AE idéntico a partir do segundo més de prateleira, o que per-
mite afirmar que o tempo de armazenamento e as condigdes adjacentes ndo influenciaram a cor
das amostras. Como detém valores de AE no intervalo 1< AE < 3 as diferencas colométricas entre
a amostra padrdo e a amostra em causa nao sdo 6bvias ao olho humano. O célculo do AE teve-se

por base as coordenadas presentes na Tabela I11.2 do Anexo I11.

Combinacdes Maionese 65% VinTamp

Na Tabela 4.12 sdo apresentadas as classificagbes das Maioneses 65% VinTamp por
formaa interpretar a influéncia dos antioxidantes e conservantes na evolucéo sensorial da amostra

ao longo do tempo.
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Tabela 4.12 - Avaliacdo organolética das Maioneses 65% VinTamp de acordo com a escala de classificacdo
definida.

Maionese 65% Tempo (Meses)
VinTamp 0 1 2 3 6 9
COMB 7 NA NA NA NA AIR MA
COMB_8 NA NA NA NA AIR MA

NA — Nada alterada; VCA — Vestigios conservante/antioxidante; AIR — Alterada com inicios de ranco; AR — Alterada
com rango; MA — muito alterado

Pela Tabela 4.12, € visivel que as classificagdes para COMB_7 foram idénticas a
COMB_8. Até ao terceiro més em prateleira ndo foram identificados sinais de deterioracdo oxi-
dativa. As percecdes olfativas registadas para EDTA e XTRA (antioxidantes das COMB_7 e
COMB_8, respetivamente) a partir do més 6 estdo de acordo com os valores obtidos para o IpA
(Figura 4.19) e com os valores obtidos no HS-SPME/GC-MS, onde se verificou que ao fim de 9
meses (3 meses em camara climética) a concentracdo de aldeidos, entre os quais 0 hexanal e
pentanal, aumentou, o que justifica o odor a rango. Quanto 8 COMB_9, obteve uma classificagdo

de 4 logo de inicio tendo em conta o sabor peculiar que o0 antioxidante confere a maionese.

No que diz respeito a variacao total da cor (AE), a Figura 4.26 mostra o retrato fotogra-
fico retirado a amostra padréo (A) no més de producdo e as amostras Maionese 65% VinTamp ao
fim de 2 meses prateleira (B) e a Tabela 4.13 mostra que a COMB_8 foi a que apresentou varia-
cOes ligeiramente superiores. Para todas as amostras verifica-se que o AE se encontra dentro do
intervalo 1< AE < 3. O célculo do AE teve-se por base as coordenadas presentes na Tabela I11.3

do Anexo IlI.

Tabela 4.13 - Variagdo total da cor (AE) para as amostras Maionese 65% VinTamp ao longo do tempo.

Maionese 65% AE
VinTamp MésO  Mésl Més2 Més3  Més6  Més9
COMB_7 1,4 1,0 1,0 1,7 1,4 1,7
COMB_8 1,0 2,2 1,0 1,0 1,0 1,0
COMB_9 1,4 1,0 2,0 2,2 2,2 2.2
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Figura 4.26 - Retrato fotografico da amostra padrao no més de producéo (A) e das Maioneses 65% VinTamp
ao fim de 2 meses em prateleira (B).

Combinacg6es Maionese 65% ELAL

A evolucdo da percecdo do sabor das Maioneses 65% ELAL é apresentada na Tabela
4.14.

Tabela 4.14 - Avaliagdo organolética das Maioneses 65% ELAL de acordo com a escala de classificagao
definida.

Maionese 65% Tempo (Meses)
ELAL 0 1 2 3 6 9
COMB._10
COMB_11
COMB_12

NA — Nada alterada; VCA — Vestigios conservante/antioxidante; AIR — Alterada com inicios de ranco; AR — Alterada
com rango; MA — muito alterado

A partir da Tabela 4.14 observa-se que o conservante aplicado — ELAL — conferiu desde
inicio um sabor diferente as maioneses, que de acordo com os provadores era um sabor “seco” e
ndo muito agradavel ao palato. Porém, foram as maioneses onde os antioxidantes melhor com-
portamento exibiram ao nivel da alteracédo de sabor provocado pela deterioragdo oxidativa, sendo
que apenas a COMB_12 demonstrou uma pior classificacdo no ultimo més. Os resultados senso-
riais obtidos para a COMB_11 estdo de acordo com os valores de IpA registados.

Relativamente a cor, é possivel aferir pela Tabela 4.15 que a COMB_10 e COMB_12
ndo apresentaram diferencas colorimétricas 6bvias na 6tica do consumidor, Porém, a COMB_11
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detém os valores mais altos no terceiro e nono més em prateleira, passando estes valores a estarem
de acordo com a terceira condicdo, onde diz que para valores de AE > 3, as diferengas colorimé-
tricas sdo visiveis ao olho humano. O calculo do AE teve-se por base as coordenadas presentes na
Tabela 111.4 do Anexo 111.

Tabela 4.15 -Variagao total da cor (AE) para as amostras Maionese 65% ELAL ao longo do tempo.

Maionese 65% AE
ELAL MésO  Mésl  Més2  Més3  Més6  Més9
EDTA 14 1,0 14 14 14 14
Alecrim 2,8 2,8 2,2 2,0 3,2 2,0
XTRA 2,2 3,0 2.4 4,1 3,2 4,1

Ketchup e Molho 0%

Durante o acompanhamento sensorial do Ketchup e Molho 0%, as diferencas de sabor
foram sempre detetadas para a combinagdo com ELAL. De acordo com 0s comentarios dos pro-
vadores, 0 ELAL confere um sabor alterado, “seco”, “lactico” e desagradavel. Quanto as restantes
combinagdes de Ketchup e Molho 0% com os conservantes Sorbato de Potéassio e VinTamp, ndo
foram identificadas alteragdes ao nivel sabor. A Tabela 4.16 apresenta 0 AE para as amostras de

Ketchup e Molho 0% ao longo do tempo.

Tabela 4.16 - Variago total da cor (AE) para as amostras de Ketchup e Molho 0% ao longo do tempo.

Amostras AR
MésO Mésl Més2 Mé&s3 Més6 Més9
M1 0,0 1,0 4,6 3,6 7,2 3,6
Molho 0% M2 0,0 3,7 5,0 3,6 58 3,6
M3 0,0 1,4 57 51 72 6,5
Ket 1 0,0 0,0 3,0 41 4,7 41
Ketchup Ket 2 6,0 2,8 4,9 6,7 7,1 51
Ket_3 5,0 2,2 4,4 55 6,2 75
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Relativamente & cor, € possivel visualizar pela Tabela 4.16 que tanto as amostras de Ket-
chup como Molho 0% apresentam alteracdes muito superiores as registadas para as maioneses
uma vez que estes molhos nao emulsionados tendem a escurecer ao longo do tempo. A partir do
segundo més de prateleira, praticamente todas as amostras apresentam valores de AE > 3. O cal-

culo do AE teve-se por base as coordenadas presentes na Tabela I11.5 e 111.6 0 Anexo I11.

4.5 Analises Microbioldgicas

Enguanto a estabilidade microbioldgica das maioneses é baseada no seu baixo pH, pre-
senga de conservantes e quantidade de 6leo, nas matrizes Ketchup e Molho 0% baseia-se no baixo

pH, na presenca de conservantes e no tratamento térmico que sofrem durante a producéo.

Dessa forma, e no sentido de avaliar a eficacia dos novos conservantes na qualidade e
seguranca das matrizes alimentares em estudo, realizaram-se analises microbiologicas ap6s con-
fecdo e ao fim de 3 e 9 meses de prateleira (sendo estes ultimos correspondentes as amostras que
permaneceram 3 meses em cadmara climatica). As combinagdes de Maionese 65% VinTamp fo-

ram uma excecao, tendo sido realizadas analises ap6s 1 més em prateleira.

Nestas analises efetuou-se a contagem de microrganismos a 30°C (M.O. 30°C), bolores e
leveduras, bactérias acido lacticas (BAL) e pesquisa de Enterobacteriaceae, sendo os resultados

expressos em Unidades Formadoras de Coldnias por grama de amostra (UFC/g).

45.1 Maionese 65%

Combinacg6es Maionese 65% sem conservante

Os resultados obtidos na anélise microbioldgica das combinag¢Ges de Maionese 65% sem

conservante estdo apresentados na Tabela 4.17.
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Tabela 4.17 - Analise microbiologica das combinacfes de Maionese 65% sem conservante no més de pro-
duc&o, no terceiro e nono més de prateleira.

COMB_1, COMB_2 e COMB_3

(UFC/g) Més 0 Més 3 Més 9
M.O 30°C <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
BAL <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
Bolores e leveduras <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
Enterobacteriaceae <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1

Atendendo aos valores de pH registados para as combinagdes de Maionese 65% sem con-
servantes (Figura 1.13, Anexo 1), os resultados obtidos nas analises microbioldgicas encontram-
se dentro do esperado. Por serem constituidas com 65% gordura, dispdem de agua disponivel para
crescimento microbiano, contrariamente a uma maionese com 80% de gordura. Apesar das bac-
térias &cido lacticas (BAL) e bolores e leveduras serem microrganismos resistentes a ambientes
acidos, as COMB_1, COMB_2 e COMB_3 ndo revelaram crescimento destes microrganismos ao
longo do tempo de acompanhamento.

Combinacg6es Maionese 65% Sorbato de Potassio

Os resultados obtidos na analise microbioldgica das combinagdes de Maionese 65% Sor-

bato de Potéssio encontram-se expostos na Tabela 4.18.

Tabela 4.18 - Anélise microbioldgica das combinagdes de Maionese 65% Sorbato de Potéssio no més de
producéo, no terceiro e nono més de prateleira.

COMB_4, COMB_5 e COMB_6

(UFC/g) Més 0 Més 3 Més 9
M.O 30°C <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
BAL <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
Bolores e leveduras < 1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
Enterobacteriaceae <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
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Tendo em conta que todas as combinagdes apresentam Sorbato de Potassio, o conservante
utilizado pela empresa, os resultados obtidos nos boletins microbioldgicos estdo dentro do espe-
rado. Como referido na literatura, o Sorbato de Potassio é um sal de acido sérbico muito utilizado
nos produtos alimentares. A atividade dos acidos organicos esta relacionada com o pH e a forma
ndo dissociado do &cido, o que leva a que quanto mais baixo for o valor de pH maior a concen-
tracdo de &cido ndo dissociado em solucéo, e, por conseguinte, maior inibicdo do crescimento
microbiano. Atendendo a que o pH das amostras COMB_4, COMB_5 e COMB_6 (ver Figura
1.14, Anexo |) se encontra dentro dos limites de aceitacdo para este parametro, conclui-se que 0s

resultados obtidos na analise microbiol6gica se encontram de acordo com o esperado.

Combinacg6es Maionese 65% VinTamp

O facto do conservante natural VinTamp provocar um aumento de pH nas maioneses (ver
Figura 4.1), devido ao seu efeito tamp&o, potencia uma alteracdo na flora microbiana da matriz.
Tendo conhecimento dessa modificacdo, procedeu-se a analise 30 dias apds 0 momento de pro-
ducéo. Os resultados evidenciaram um crescimento de microrganismos a 30°C de <10 UFC/g para
400 UFC/g nas Maioneses 65% VinTamp + Alecrim (COMB_9) e de <10 UFC/g para 260 UFC/g
nas Maioneses 65% VinTamp + EDTA (COMB_7) e Maionese 65% VinTamp + XTRA
(COMB_8) (Tabela 4.19). Relativamente as BAL, bolores e leveduras e Enterobacteriaceae, 0s

valores permaneceram inalterados (ver Tabela 4.20).

Tabela 4.19 — Resultados dos valores de Microrganismos a 30°C das Maioneses 65% VinTamp ao longo
do tempo.

Microrganismos a 30°C

(UFC/g) Més 0 Més 1 Més 3 Més 9
COMB_7 <1,0E+1 2,6E+2 <1,0E+1 <1,0E+1
COMB_8 <1,0E+1 2,6E+2 <1,0E+1 <1,0E+1
COMB_9 <1,0E+1 4,0E+2 <1,0E+1 <1,0E+1
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Tabela 4.20 - Analise microbioldgica das combinacGes de Maionese 65% VinTamp no més de produgao,
no primeiro, terceiro e nono més de prateleira para os restantes microrganismos.

COMB_7, COMB_8 e COMB_9

(UFC/g) Més 0 Més 1 Més 3 Més 9
BAL <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
Bolores e leveduras <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
Enterobacteriaceae <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1

Os resultados obtidos ao fim de 3 e 9 meses de prateleira para os Microrganismos a 30°C
foram considerados suspeitos, tendo em conta que ndo foi detetada nenhuma alteracdo microbi-
ana, o que ndo era esperado uma vez que as analises realizadas um més apds producdo detetaram
0 seu crescimento. Posto isto, decidiu-se repetir a anélise a estas maioneses, mas s6 houve possi-
bilidade de repetir a COMB_9 visto ser a Gnica disponivel no momento. Desta repeti¢do apurou-
se um crescimento de M.O 30°C de <10 UFC/g para 270 UFC/g, o que significa que a repeticdo

das analises é uma prética obrigatdria para a garantir a veracidade dos valores.

Tendo em conta que, a nivel sensorial as combinagdes de Maionese 65% VinTamp ndo
revelaram qualquer alteracdo, e que a modificagdo ao nivel microbiano se deve ao aumento de
pH, sugere-se como trabalho futuro a adaptacéo da receita de maionese de forma a utilizar o Vin-

Tamp como conservante, sem que este altere excessivamente o pH do produto.

Combinacg6es Maionese 65% ELAL

Quanto as Maioneses 65% ELAL, os resultados obtidos ao fim de 3 e 9 meses de prate-
leira ndo revelaram alteracBes microbianas (ver Tabela 4.22), & excecdo da amostra Maionese
65% ELAL + EDTA que sofreu um incremento nos valores de M.O 30°C (ver Tabela 4.21). Uma
possivel justificacdo para esta variacdo pode estar relacionada com o local de recolha da porgao
de maionese, um erro associado a contagem de col6nias, uma contaminacéao cruzada e o facto de

as leituras ndo terem sido realizadas em triplicado de forma a criar uma base estatistica.
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Tabela 4.21 - Resultados dos valores de Microrganismos a 30°C das Maioneses 65% ELAL ao longo do
tempo.

Microrganismos a 30°C

(UFC/g) Més 0 Més 3 Més 9
COMB _10 <1,0E+1 6,5E+2 <1,0E+1
COMB_11 <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
COMB_12 <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1

Sabendo que a estabilidade microbioldgica das maioneses depende do pH, e que as mai-
oneses suplementados com ELAL apresentam valores de pH entre 3,0 < pH < 3,2 (ver Figura
4.2), os resultados obtidos encontram-se dentro do esperado. O facto do ELAL apresentar acido
lactico na sua constitui¢do, contribui para 0 aumento da acidez do produto final e para a sua efi-
cacia na inibicdo do crescimento microbiano. Por forma a consolidar o conhecimento sobre o
efeito inibitdrio destes conservantes naturais, sugere-se como trabalho futuro uma caraterizagdo
dos produtos pela técnica de HPLC, com o intuito de saber a sua composic¢do e perceber a relagdo

entre 0s compostos ativos e a acdo antimicrobiana.

Tabela 4.22 - Anélise microbioldgica das combinagbes de Maionese 65% ELAL no més de producéo, no
terceiro e nono més de prateleira para os restantes microrganismos.

COMB_10, COMB_11 e COMB_12

(UFC/g) Més 0 Més 1 Més 3 Més 9
BAL <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
Bolores e leveduras <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
Enterobacteriaceae <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1

4.5.2 Ketchup e Molho 0%

A Tabela 4.23 apresenta os resultados obtidos na analise microbiolégica das amostras de
Ketchup. A estabilidade microbioldgica deste produto depende do seu pH e do tratamento térmico
que sofre durante a sua producao. Por ser um molho ndo emulsionado, o Ketchup apresenta uma

atividade de &gua ligeiramente superior a da maionese.
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Tabela 4.23 - Analise microbioldgica das combinagdes Ketchup no més de producéo, no terceiro e nono
més de prateleira.

Ket 1, Ket 2 e Ket_3

(UFC/g) Més 0 Més 3 Més 9
M.O 30°C <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
BAL <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
Bolores e leveduras <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
Enterobacteriaceae <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1

Pela Tabela 4.23 é possivel concluir que nenhum dos conservantes aplicados permitiu
crescimento microbiano ao longo do tempo. O facto de o produto ter sido submetido a um trata-
mento térmico, com temperaturas entre 60 — 90°C, contribuiu para a eliminagdo dos possiveis
microrganismos existentes, uma vez gque 0s microrganismos passiveis de se desenvolver neste

tipo de produtos acaba por morrer devido as altas temperaturas.

Por fim, nas Tabelas 4.24 e 4.25 estdo representados 0s resultados obtidos na anélise
microbioldgica as combinagGes de conservante com Molho 0%. O Molho 0%, € um molho néo
emulsionado, com elevada atividade de dgua e baixo teor de aclcar, sendo que a sua estabilidade
microbiana depende também do pH e do tratamento térmico (60 — 90°C) que sofre aquando da

sua producéo.

Tabela 4.24 - Resultados dos valores de Microrganismos a 30°C para o0 Molho 0% ao longo do tempo.

Microrganismos a 30°C

(UFC/g) Més 0 Més 3 Més 9
M1 <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
M2 <1,0E+1 14E+2 <1,0E+1
M3 <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1

Tabela 4.25 - Andlise microbiologica das combinagfes Molho 0% no més de producdo, no terceiro e nono
més de prateleira para 0s restantes microrganismos.

M1, M2 e M3
(UFClg) Més 0 Més 3 Més 9
BAL <1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
Bolores e leveduras < 1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
Enterobacteriaceae < 1,0E+1 <1,0E+1 <1,0E+1
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Através das Tabelas 4.24 e 4.25, é possivel concluir que apenas a amostra M2 sofreu
alteracdes na flora microbiana no terceiro més de armazenamento. Comparando os resultados
obtidos para o pH desta amostra (ver Figura 4.6) com os expostos na Tabela 4.24 , conclui-se
gue a adi¢do do VinTamp foi a causa do crescimento. Ao elevar o pH para valores proximos do
limite maximo aceitavel, proporcionou uma ligeira diminuicéo da acidez, tendo-se verificado por
isso um crescimento microbiano nesta amostra. No entanto, para refutar estes resultados e elimi-
nar quaisquer possiveis erros associados, as analises devem ser realizadas em triplicado. Relati-
vamente aos restantes microrganismos, verifica-se pela Tabela 4.25 que os valores permanecem

inalterados ao longo do tempo.

De uma forma geral, e apesar de uma atividade de agua mais elevada comparativamente
com as restante matrizes alimentares em estudo, 0s conservantes naturais testados mostraram ser

eficazes quando aplicados no Molho 0%.
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5. Conclusdes e Propostas de Trabalho futuro

O recurso a aditivos por parte da indUstria alimentar contribuiu para a producdo de géne-
ros alimenticios atrativos para o consumidor, proporcionando uma garantia na qualidade e segu-
ranca alimentar, assim como na integridade das caracteristicas fisico quimicas e sensoriais ao
longo do tempo e possibilitou ainda 0 aumento do tempo de prateleira. A utilizagdo destes aditivos
esta abrangida pela Legislacdo da Unido Europeia que apresenta uma lista, dividida por catego-
rias, onde sdo definidos os limites maximos de utilizagcdo de cada aditivo e qual o produto alimen-
tar onde pode ser inserido. Contudo, 0 consumidor tem-se tornado cada vez mais exigente face as
suas escolhas alimentares, procurando produtos mais naturais, com apresenta¢do de rotulos “lim-
pos” (clean label), ou seja, sem presenca de aditivos sintéticos e sem que seja comprometida a
qualidade e a seguranca alimentar dos produtos.

De forma a corresponder as exigéncias do mercado e ir ao encontro dos objetivos da
Mendes Gongalves que rematam para a comercializagdo de produtos “clean label”, os objetivos
da presente dissertacdo apontam para o estudo das alternativas naturais com intuito de substituir
0s conservantes e antioxidantes sintéticos usados pela empresa, e ainda o estudo da eficacia dos
conservantes naturais através de Challenge test e acompanhamento microbiol6gico, bem como o
estudo da eficécia dos antioxidantes naturais através do acompanhamento de tempo de vida Util
dos produtos.

Foram produzidas Maioneses 65% de gordura com diferentes combinacGes de antioxi-
dante/conservante e Ketchup e Molho 0% com diferentes combinagfes de conservante. Apesar
da literatura relatar a existéncia de diversos elementos naturais com potencial para substituir 0s
aditivos sintéticos, os conservantes e antioxidantes naturais testados (VinTamp e ELAL; XTRA
e Alecrim, respetivamente) constavam no portefdlio da empresa. As amostras foram produzidas
e acompanhadas ao longo do tempo através da avaliacdo de parametros fisico-quimicos, sensori-
ais e microbioldgicos. No entanto, e atendendo a que o shelf life (tempo de prateleira) das matrizes
alimentares produzidas era superior ao periodo de estagio (Maionese 65%, 9-12 meses; Ketchup
e Molho 0%, 12-18 meses), optou-se por colocar algumas das amostras em camara climatica

(37°C, 75% humidade e auséncia de luz) para simular os resultados ao fim de 9 meses.

Em primeiro lugar, verificou-se que a adi¢do dos conservantes e antioxidantes de origem
natural ndo influenciou significativamente os parametros fisico quimicos, uma vez que os valores
obtidos permaneceram dentro dos intervalos de aceitacdo definidos para cada parametro. O pH
foi o Unico parametro influenciado pelos conservantes testados ao longo do tempo, sendo o
VinTamp caraterizado como um vinagre em pé tamponado e o ELAL, um conservante natural a
base de uma mistura de extrato de laranja e acido lactico. As amostras de Maionese 65%, Ketchup

e Molho 0% suplementadas com VinTamp apresentaram valores de pH acima do limite médio de
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aceitagdo (3,0 < pH < 4,2). Em contrapartida, as amostras suplementadas com ELAL evidencia-
ram valores de pH num intervalo entre 3.0 < pH < 3.2, valores estes mais baixos do que o aferido
para as amostras padrdo, porém dentro dos limites de aceitacdo. Relativamente ao Molho 0%, 0s

resultados obtidos revelaram uma perda de consisténcia ao longo do tempo.

Em segundo lugar, a avaliacdo do indice de Peroxidos e indice de p-Anisidina permitiu
obter resultados quanto a eficacia dos antioxidantes no desenvolvimento da oxidag&o lipidica.
Para este estudo foi necesséria a extracdo da fase lipidica da maionese, sendo que para isso se
recorreu a congelacdo das Maioneses 65% durante 72h, seguido de 2h a 5°C para descongelar e
posterior centrifugacdo para obtencdo do 6leo. Dos resultados obtidos verificou-se que 0 XTRA,
um antioxidante alternativo baseado numa mistura de extrato de alecrim e extrato de espinafre,
foi 0 que apresentou um comportamento mais semelhante ao EDTA de célcio dissodico, exibindo
capacidades como antioxidante primario e secundario. Isto leva a que o XTRA seja considerado
um potencial substituto para o EDTA. No sentido de compreender a origem do efeito antioxi-
dante, sugere-se como trabalho futuro um estudo da caraterizagdo do XTRA para conhecer a sua
composic¢do. Com recurso a técnica analitica de HPLC, esta caraterizacdo permitira identificar os
compostos fendlicos presentes no extrato de espinafre, responsaveis pelo poder antioxidante e
ainda, perceber em que concentragdo se encontra cada extrato e a sua contribui¢do para o efeito

sinérgico final.

Uma vez que o indice de Perdxidos e indice de p-Anisidina apenas fornecem informacéo
qualitativa sobre o estado oxidativo da maionese, ndo revelando a natureza ou concentragdes dos
compostos formados, recorreu-se a técnica analitica HS SPME GC/MS com coluna capilar polar
DB-WAX com intuito de identificar os compostos de oxidagdo secundarios responsaveis pelos
odores e aromas desagradaveis na maionese. Pela analise dos cromatogramas das Maioneses 65%
sem conservante foram identificados 32 compostos, sendo os aldeidos a classe predominante. Ndo
foi possivel eleger o antioxidante mais eficaz, visto que o EDTA e XTRA apresentaram perfis
aromaticos muito idénticos. Posto isto, sugere-se um trabalho futuro mais focado na avaliacéo da
influéncia dos compostos de oxidagdo secundarios nas alteracGes organoléticas das maioneses,
envolvendo mais variaveis como tempos de analise, temperaturas de armazenamento e diferentes

concentracgdes dos antioxidantes.

O acompanhamento sensorial realizado as Maioneses 65% permitiu concluir que as amos-
tras suplementadas com Extrato de Alecrim e ELAL foram as que apresentaram classificacGes
mais baixas logo no inicio do acompanhamento, uma vez que a sua adi¢do promoveu uma altera-
¢do de sabor mesmo na auséncia de tragos de ranco. Quanto ao Ketchup e Molho 0% apenas as
amostras com ELAL foram alvo de criticas por parte dos provadores do IDI familiarizados com

o produto, referindo que o conservante conferia um sabor “seco” e desagradavel. Relativamente
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a cor, as coordenadas CIELab obtidas permitiram o calculo da variacéo total de cor (AE) para
todas as amostras ao longo dos 9 meses. Contrariamente as diferencas colorimétricas entre as
amostras de maionese, que mostraram variagdes pouco significativas, com valores de AE com-
preendidos entre 1 < AE < 3, as diferencas de cor para as amostras de Ketchup e Molho 0% foram
bastante significativas, atingindo valores de AE superiores a 5. Esta diferenca deve-se ao escure-
cimento das amostras ao longo do tempo. Sugere-se a realizacdo de ensaios em triplicado de modo
a construir uma base estatistica que permita excluir qualquer tipo de erro associado. Tendo em
conta que a MG contém uma sala de provas, que reine todas as condi¢des necessarias para a
realizacdo de uma analise sensorial, sugere-se a realiza¢do desta andlise, com um painel de pro-
vadores treinado e com um teste especifico (Teste Triangular) de forma de aprofundar o estudo

ao nivel sensorial.

As amostras de Maionese 65%, Ketchup e Molho 0% foram submetidas a analise micro-
biol6gica no més da producdo e ao fim de 3 e 9 meses em prateleira. Para a detecdo de Microrga-
nismos a 30°C utilizou-se 0 meio especifico PCA e as placas foram incubadas a 30°C durante 72h,
para Bolores e Leveduras utilizou-se 0 meio de cultura DRBC e as placas foram incubadas a 25°C
durante 5 dias, para as Bactérias Acido Lacticas utilizou-se 0 meio de cultura MRS e as placas
foram incubadas a 30°C durante 72h e por fim, para a dete¢do das Enterobacteriaceae utilizou-se
0 meio VRBG e as placas foram incubadas a 37°C durante 24h, e como teste de confirmag&o das
colonias, realizaram-se os testes da oxidase e fermentagdo da glucose. Das amostras de Maionese
65%, apenas as suplementadas com VinTamp mostraram crescimento de microrganismos a 30°C,
como o caso da Maionese 65% VinTamp + EDTA, que apds um més da produgdo, revelou um
crescimento de <10 UFC/g para 260 UFC/g. O mesmo se sucedeu para as amostras Molho 0%
VinTamp que ao fim de 3 meses em prateleira exibiram um aumento de <10 UFC/g para 140
UFC/g de microrganismos a 30°C. O Ketchup foi a matriz que ndo sofreu qualquer alteragdo na
flora microbiana ao longo do tempo. Pelas analises realizadas foi possivel apurar que a quantidade
de VinTamp aplicada promoveu alteraces no pH e consequentes modificagdes na flora microbi-
ana, ndo tendo revelado altera¢@es ao nivel sensorial. J4 0 ELAL, embora tenha demonstrado bons
resultados ao nivel do acompanhamento fisico-quimico e microbiol6gico, promoveu alteracoes

organoléticas em todas as amostras.

Posto isto, ndo foi possivel apurar qual o conservante com melhor eficdcia. Como pro-
posta de trabalho futuro, sugere-se a realizagdo do Challenge test. Este teste consiste na inocula-
¢do de um microrganismo, de concentracdo conhecida, na matriz alimentar e posterior acompa-
nhamento de 30 dias com intuito de prever qual a concentragdo ideal de conservante a aplicar de
forma a inibir o crescimento. Sugere-se ainda a caraterizacdo dos conservantes naturais pela téc-
nica de HPLC de forma a conhecer a sua composicao, e perceber quais 0s compostos ativos res-

ponsaveis pelo efeito antimicrobiano.
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Anexos

Anexo | — Analises Fisico-Quimicas

As Figuras 1.1 — 1.4 mostram os resultados obtidos da acidez (%écido acético) para as
combinacgdes de Maionese 65%. Ja as Figuras 1.5 e 1.6 mostram os resultados da acidez para o
Ketchup e Molho 0%, respetivamente.
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Figura 1.1 - Valores da acidez para combina¢des de Maionese 65% Sorbato ao longo do tempo de acompa-
nhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90
dias em cAmara climatica.
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Figura 1.2 - Valores da acidez para combinac¢Ges de Maionese 65% ELAL ao longo do tempo de acompa-
nhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90
dias em camara climatica.
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Figura 1.3 - Valores da acidez para combinagdes de Maionese 65% VinTamp ao longo do tempo de acom-
panhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e
90 dias em camara climatica.
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Figura 1.4 - Valores de acidez para combinages de Maionese 65% sem conservante ao longo do tempo de
acompanhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas
60 e 90 dias em camara climatica.
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Figura 1.5 - Valores de acidez para combinagfes de Ketchup ao longo do tempo de acompanhamento. As
linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90 dias em camara
climatica.
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Figura 1.6 - Valores de acidez para combinagdes Molho 0% ao longo do tempo de acompanhamento. As
linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90 dias em camara
climética.
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Cloretos

As Figuras 1.7 — 1.10 mostram os valores de cloretos para as combinacfes de Maionese
65% ao longo do tempo de acompanhamento. As Figuras 1.11 e 1.12 revelam os valores de clo-

retos obtidos para o Ketchup e Molho 0%.
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Figura 1.7 - Valores de cloretos para combinacdes de Maionese 65% S/conservante ao longo do tempo de
acompanhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas
60 e 90 dias em cAmara climatica.
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Figura 1.8 - VValores de cloretos para combinagfes de Maionese 65% Sorbato ao longo do tempo de acom-
panhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e
90 dias em camara climética.
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Figura 1.9 - Valores de cloretos para combinagdes de Maionese 65% VinTamp ao longo do tempo de acom-
panhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e
90 dias em camara climatica.
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Figura 1.10 - Valores de cloretos para combinagdes Maionese 65% ELAL ao longo do tempo de acompa-
nhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90
dias em camara climatica.
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Figura 1.11 - Valores de cloretos para combinaces Ketchup ao longo do tempo de acompanhamento. As
linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90 dias em camara
climatica.
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Figura 1.12 - Valores de cloretos para combina¢@es Molho 0% ao longo do tempo de acompanhamento. As
linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90 dias em camara
climética.
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pH

Através das Figuras 1.13 e 1.14 é possivel observar os valores de pH obtidos para as
combinacdes de Maionese 65% Sem conservante e Sorbato de Potéssio.
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Figura 1.13 - Valores de pH para combinac¢@es de Maionese 65% sem conservante ao longo do tempo de
acompanhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas
60 e 90 dias em camara climatica.
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Figura 1.14 - Valores de pH para combinages de Maionese 65% Sorbato ao longo do tempo de acompa-
nhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90
dias em cdmara climética.
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Viscosidade

As Figuras 1.15 e 1.16 mostram os valores de viscosidade obtidos nas Maioneses 65% VinTamp
e ELAL.
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Figura 1.15 - Valores da viscosidade para combinacdes de Maionese 65% VinTamp ao longo do tempo de
acompanhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas
60 e 90 dias em camara climatica.
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Figura 1.16 - Valores da viscosidade para combinacfes de Maionese 65% ELAL ao longo do tempo de
acompanhamento. As linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas
60 e 90 dias em cadmara climética.
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Brix

As Figuras 1.17 e 1.18 apresentam os valores obtidos do Brix para Ketchup e Molho

0%, respetivamente.
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Figura 1.17 - Valores de “Brix para combinagdes Ketchup ao longo do tempo de acompanhamento. As
linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90 dias em camara

climatica.
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Figura 1.18 - Valores de “Brix para combina¢des Molho 0% ao longo do tempo de acompanhamento. As
linhas a tracejado representam os resultados obtidos para as amostras armazenadas 60 e 90 dias em
camara climética.
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Anexo Il — Analise dos compostos de oxidacao secundarios

Maioneses 65% sem conservante + Alecrim (COMB_3)

As Tabelas 1.1 e 11.2 apresentam os valores de tempo de retencdo (min) e LRI calculado

e LRI da literatura para todos os compostos identificados na COMB_3 [169 170. 173-188, 191-213]

Tabela I1.1 - Monitorizacdo dos compostos de oxidagdo secundarios identificados, tempo de retencdo e
indices de retencdo linear paraa COMB_3 ao fim de 2 meses em prateleira.

Nome Tempo de retencdo (min)  LRIcaiculado LRI iteratura
Etanol 12,61 949 [900 —932]
Pentanal 14,33 991 [935 - 980]
3-Penten-2-ona 14,92 1005 [1120]
Hexanal 18,73 1095 [1064 — 1097]
Heptanal 23,04 1201 [953 — 1199]
2-Pentil furano 24,78 1247 [1211 - 1240]
1-Pentanol 25,48 1265 [1233 - 1264]
Octanal 27,13 1308 [1270 - 1307]
1-Octen-3-ona 27,64 1323 [1294 - 1323]
(2Z) -Heptenal 28,69 1352 [1349 — 1472]
1-Octen-1-ol, acetato 30,07 1390 [1380]
Nonanal 30,95 1415 [1376-1407]
Octanoato de etilo 32,17 1451 [1424 — 1446]
(2E) -Octenal 32,46 1460 [1420 — 1442]
Acido Acético 32,78 1469 [1434 — 1477]
Furfural 33,58 1493 [1432 — 1485]
(2E,4E) -Heptadienal 34,73 1528 [1457 — 1497]
2(E)-Hexen-1-ol benzoato 35,93 1565 [1587]
(2E) -Octen-1-ol 38,11 1634 [1585 - 1610]
Decanoato de etilo 38,73 1656 [1638]
(2E) -Decenal 39,39 1677 [1635 - 1677]
Benzeneacetaldeido 39,66 1686 [1623 — 1646]
trans-4-Decenoato de etilo 40,39 1710 n.e.
a-Terpineol 40,98 1731 [1695 — 1735]
(2E,4E) -Decadienal 42,99 1800 [1710 - 1820]
2,4-Decadienal 44 41 1852 n.e.
Acido Hexanoico 45,37 1887 [1784 — 1872]

n.e. — Nao encontrado na literatura.
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Tabela 11.2 - Monitorizagdo dos compostos de oxidagdo secundarios identificados, tempo de retengdo e
indices de retencdo linear paraa COMB_3 ao fim de 3 meses em camara climatica.

Nome Tempo de retencdo (min) LRIcarcutado LRI iteratura
Etanol 12,59 949 [900 —932]
Pentanal 14,32 991 [935 —980]
3-Penten-2-ona 14,92 1005 [1120]
Hexanal 18,70 1095 [1064 — 1097]
Heptanal 23,03 1201 [953 — 1199]
2-Pentil furano 24,74 1246 [1211 - 1240]
1-Pentanol 25,47 1265 [1233 — 1264]
Octanal 27,09 1307 [1270 — 1307]
1-Octen-3-ona 27,62 1322 [1294 — 1323]
(2Z) -Heptenal 28,68 1351 [1349 — 1472]
1-Octen-1-ol acetato 30,04 1389 [1380]
Nonanal 30,93 1414 [1376-1407]
(2E) -Octenal 32,43 1459 [1420 — 1442]
Acido Acético 32,79 1469 [1434 — 1477]
Furfural 33,56 1492 [1432 — 1485]
(2E,4E) -Heptadienal 34,71 1527 [1457 — 1497]
2(E) -Hexen-1-ol benzoato 35,97 1567 [1552-1588]
(2E) -Octen-1-ol 38,09 1634 [1585 —1610]
(2E) -Decenal 39,38 1677 [1635 - 1677]
a-Terpineol 40,96 1730 [1695 — 1735]
(2E,4E) -Decadienal 42,97 1798 [1710 — 1820]
2,4-Decadienal 44,39 1850 n.e.
Acido Hexanoico 45,33 1885 [1784 — 1872]

n.e. — Ndo encontrado na literatura
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Maionese 65% sem conservante + EDTA (COMB 1)

As Tabelas 1.3 e 11.4 apresentam os valores de tempo de retencéo (min) e LRI calculado
e LRI da literatura para todos os compostos identificados na COMB_1[169: 170, 173-188, 191-213],

Tabela I1.3 - Monitorizacdo dos compostos de oxidacdo secundarios identificados, tempo de retencéo e
indices de retencdo linear paraa COMB_1 ao fim de 2 meses em prateleira.

Nome Tempo de reten¢do (min)  LRIcaicutado LRILiteratura
Etanol 12,60 949 [900-932]
Hexanal 18,71 1095 [1064-1097]
Heptanal 23,04 1208 [953-1199]
2-Pentil furano 24,76 1246 [1211-1240]
Octanal 27,11 1308 [1270-1307]
(2Z) -Heptenal 28,68 1351 [1349 — 1472]
Nonanal 30,93 1415 [1376-1407]
Octanoato de etilo 32,16 1451 [1424 — 1446]
(2E) -Octenal 32,46 1460 [1420 — 1442]
Acido Acético 32,65 1465 [1434 — 1477]
2,5 — Dimetil Furano 33,57 1492 n.e.
Benzaldeido 35,98 1567 [1503 - 1625]
Decanoato de etilo 38,71 1655 [1638]
trans-4-Decenoato de etilo 40,38 1710 n.e.
2,4-Decadienal 44 41 1852 n.e.

n.e. — Nao encontrado na literatura.

t.—t
LRI=100*[tC—n

+ n]
n+1 — I

Equacdo I1.1 - Célculo do LRI.

Onde, t. é o tempo de retencdo do composto de interesse; t,, € o tempo de retencdo do hidrocar-
boneto anterior; t,,.; é 0 tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior; n representa 0 nimero
de carbonos do hidrocarboneto anteriorf%4,
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Tabela 11.4 - Monitorizagdo dos compostos de oxidagdo secundarios identificados, tempo de retencéo e

indices de retencdo linear paraa COMB_1 ao fim de 3 meses em camara climatica.

Nome Tempo de retencdo (Min) LRlcacuado  LRIiiteratura
Etanol 12,59 949 [900 —932]
Pentanal 14,32 991 [935 —980]
3-Penten-2-ona 14,90 1005 [1120]
Hexanal 18,74 1095 |[1064 —1097]
Heptanal 23,04 1201 [953 —1199]
2 — Pentil furano 24,78 1246  |[1211-1240]
Octanal 27,12 1308 [1270 — 1307]
(2Z) -Heptenal 28,66 1351  |[1349 -1472]
Nonanal 30,94 1415 [1376-1407]
(3E) -Octen-2-ona 31,63 1435  |[1379 - 1406]
(2E) -Octenal 32,45 1459  |[1420 - 1442]
Acido Acético 32,82 1470  |[1434 - 1477]
Furfural 33,56 1492  |[1432 - 1485]
2,5 — Dimetil furano 33,56 1492 n.e.
2-Etil-1-hexanol 33,92 1503 |[1481 -1502]
(2E,4E) -Heptadienal 34,71 1528  |[1457 —1497]
(2E) -Nonenal 35,98 1568 |[1527 — 1555]
(2E) -Decenal 39,39 1677 | [1635-1677]
(2E,4E) -Decadienal 42,96 1800 |[1710 - 1820]
2,4-Decadienal 44,39 1851 n.e.
Acido Hexanoico 45,36 1886 | [1784 —1872]

n.e. — Nao encontrado na literatura
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Maionese 65% sem conservante + XTRA (COMB_2)

As Tabelas 11.5 e 11.6 apresentam os valores de tempo de retenc¢éo (min) e LRI calculado

e LRI da literatura para todos os compostos identificados na COMB_2 [169. 170, 173-188, 191-213]

Tabela I1.5 - Monitorizacdo dos compostos de oxidacdo secundarios identificados, tempo de retencéo e
indices de retencdo linear paraa COMB_2 ao fim de 2 meses em prateleira.

Nome Tempo de retencdo (min) LRI cacutado LRI iteratura
Etanol 12,60 949 [900 —932]
Hexanal 18,70 1095 [1064 — 1097]
Heptanal 23,03 1201 [953 — 1199]
2- Pentil furano 24,74 1246 [1211 — 1240]
Octanal 27,09 1307 [1270 — 1307]
1-Octen-3-ona 27,61 1322 [1294 — 1323]
(2Z) -Heptenal 28,68 1351 [1349 — 1472]
Nonanal 30,93 1415 [1376-1407]
Octanoato de etilo 32,16 1451 [1424 — 1446]
(2E) -Octenal 32,45 1459 [1420 — 1442]
Acido Acético 32,69 1466 [1434 — 1477]
2,5- Dimetil furano 33,56 1492 n.e.
(2E,4E) -Heptadienal 34,71 1527 [1457 — 1497]
Decanoato de etilo 38,71 1655 [1638]
(2E,4E) -Decadienal 42,97 1799 [1710 — 1820]
2,4-Decadienal 44,40 1835 n.e.
Acido Hexan6ico 45,37 1887 [1784 —1872]

n.e. - Ndo encontrado na literatura.
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Tabela 11.6 - Monitorizagdo dos compostos de oxidagdo secundarios identificados, tempo de retengdo e

indices de retencdo linear paraa COMB_2 ao fim de 3 meses em cdmara climatica.

Nome Tempo de retencdo (min) LRI cacutado LRI iteratura
Etanol 12,58 949 [900 —932]
Pentanal 14,33 991 [935 —980]
3-Penten-2-ona 14,91 1005 [1120]
Hexanal 18,67 1094 [1064 — 1097]
Heptanal 23,02 1201 [953 —1199]
2- Pentil furano 24,74 1245 [1211 - 1240]
1-Pentanol 25,47 1265 [1233 — 1264]
Octanal 27,10 1308 [1270 - 1307]
1-Octen-3-ona 27,63 1322 [1294 — 1323]
(2Z) -Heptenal 28,66 1351 [1349 - 1472]
1-Octen-1-ol acetato 30,05 1389 [1380]
Nonanal 30,99 1415 [1376-1407]
(2E) -Octenal 32,45 1459 [1420 — 1442]
Acido Acético 32,69 1468 [1434 — 1477]
Furfural 33,57 1492 [1432 — 1485]
2-Etil-1-hexanol 33,94 1503 [1481 —1502]
(2E,4E) -Heptadienal 34,71 1527 [1457 — 1497]
(2E) -Nonenal 35,99 1567 [1527 — 1555]
(2E) -Octen-1-ol 38,09 1634 [1585 — 1610]
(2E) -Decenal 39,38 1677 [1635 - 1677]
Benzeneacetaldeido 39,63 1685 [1623-1646]
(2E,4E) -Decadienal 42,97 1800 [1710 —1820]
2,4-Decadienal 44,38 1851 n.e.
Acido Hexanoico 45,36 1887 [1784 —1872]

n.e. — Nao encontrado na literatura.
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Anexo Il — Acompanhamento sensorial

As Tabelas I11.1 — 111.6 apresentam os valores das coordenadas CIELab (L*, a*, b*) das matrizes alimentares em estudo.

Tabela I11.1 - Valores das coordenadas CIELab (L*,a*,b*) para as amostras de Maionese 65% sem conservante ao longo do tempo de acompanhamento.

Cor
Maionese 65% L* a* b*
S/conservante
A B C D E F A B C D E F A B C D E F
COMB 1 91 91 91 91 91 90 3 3 3 3 3 2 14 | 15 | 14 14 13 13
COMB 2 89 90 89 89 89 89 2 2 3 2 2 2 15 | 14 | 16 14 13 13
COMB_3 90 90 90 90 89 90 4 4 3 3 2 3 22 | 21 | 15 15 14 14

A — més de producgdo; B — 1 més em prateleira; C — 2 meses em prateleira; D — 3 meses em prateleira; E — 6 meses em prateleira; F — 9 meses em prateleira;

Tabela 111.2 - Valores das coordenadas CIELab (L*,a*,b*) para as amostras de Maionese 65% Sorbato de potassio ao longo do tempo de acompanhamento.

Cor
1 (0)
A B C D E F A B C D E F A B C D E F
COMB 4 91 91 91 91 91 91 2 3 3 3 3 2 14 | 15 | 15 15 14 13
COMB_5 88 89 89 89 89 89 2 2 2 2 2 2 14 | 15 | 14 15 13 13
COMB_6 90 90 89 90 91 90 4 3 3 3 3 3 23 | 17 | 16 16 15 15

A —més de producdo; B — 1 més em prateleira; C — 2 meses em prateleira; D — 3 meses em prateleira; E — 6 meses em prateleira; F — 9 meses em prateleira;
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Tabela I11.3 - Valores das coordenadas CIELab (L*,a*,b*) para as amostras de Maionese 65% VinTamp ao longo do tempo de acompanhamento.

Cor
i (0)
e - - 2
A B C D E F A B C D E F A B C D E F
COMB_7 92 91 91 91 91 90 3 3 3 3 3 3 14 | 14 | 14 14 13 | 13
COMB_8 90 89 91 90 90 90 2 2 3 2 2 2 14 | 15 | 14 14 14 | 14
COMB_9 91 91 89 89 89 89 3 2 2 2 2 2 15 | 15 | 14 14 13 | 13

A —més de producdo; B — 1 més em prateleira; C — 2 meses em prateleira; D — 3 meses em prateleira; E — 6 meses em prateleira; F — 9 meses em prateleira;

Tabela I11.4 - Valores das coordenadas CIELab (L*,a*,b*) para as amostras de Maionese 65% ELAL ao longo do tempo de acompanhamento.

Cor
Mai(I)EnLe;eL65% L* o b*
A B C D E F A B C D E F A B C D E F
COMB_10 90 90 91 90 90 90 2 2 3 3 2 3 15 | 14 | 13 14 13 | 14
COMB_11 89 89 89 90 88 89 2 2 2 3 2 2 16 | 16 | 15 14 13 | 14
COMB_12 89 88 89 88 88 87 2 2 3 2 2 2 15 | 14 | 15 14 13 | 13

A — més de producgdo; B — 1 més em prateleira; C — 2 meses em prateleira; D — 3 meses em prateleira; E — 6 meses em prateleira; F — 9 meses em prateleira;
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Tabela I11.5 - Valores das coordenadas CIELab (L*, a*, b*) para as amostras de Ketchup ao longo do tempo de acompanhamento.

Cor
Ketchup L* a* b*
A B C D E F A B C D E F A B C D E F
Ket_1 23 23 23 23 25 25 25 25 25 26 22 23 22 | 22 | 19 18 19 | 19
Ket_2 25 25 25 23 28 26 27 27 27 28 24 24 22 | 22 | 18 16 17 18
Ket_3 24 24 26 24 26 | 27 27 27 26 27 23 23 22 | 22 | 19 17 17 | 16

A —més de producdo; B — 1 més em prateleira; C — 2 meses em prateleira; D — 3 meses em prateleira; E — 6 meses em prateleira; F — 9 meses em prateleira;

Tabela I11.6 - Valores das coordenadas CIELab (L*,a*,b*) para as amostras de Molho 0% ao longo do tempo de acompanhamento.

Cor
Molho 0% L* a* b*
A B C D E F A B C D E F A B C D E F
M1 28 28 30 28 28 28 19 19 18 17 15 17 22 | 21 | 18 19 16 | 19
M2 28 27 28 28 28 28 19 17 16 17 16 17 22 | 19 | 18 19 17 | 19
M3 28 27 30 29 28 27 19 18 17 16 15 15 22 | 22 | 17 18 16 | 17

A — més de producgdo; B — 1 més em prateleira; C — 2 meses em prateleira; D — 3 meses em prateleira; E — 6 meses em prateleira; F — 9 meses em prateleira;
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