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Principais.

Os Ovos Moles de Aveiro (OMA) sdo um doce tradicional de Aveiro, o qual beneficia
do estatuto de garantia de qualidade, a Indicagdo Geogréfica Protegida. O processo de
certificacdo é gerido pela Associagdo de Produtores de Ovos Moles de Aveiro (APOMA)
gue em conjunto com Organismo d e Certificacdo (OC) garantem a qualidade e seguranca
dos OMA.

Este trabalho inseriu-se no processo de certificacdo dos OMA através da realizacéo
de andlises quimicas e sensoriais a 68 amostras fornecidas pelo OC. O trabalho
desenvolvido nas analises sensoriais consistiu na rece¢do e preparagdo das amostras
para a prova sensorial, assim como a participagéo no painel de provadores dos OMA. Nas
andlises quimicas, 54 amostras foram aprovadas como representativas dos OMA. A
sacarose foi 0 parametro ao qual foi atribuida a maioria das nao conformidades. Tal facto
podera ser devido as andlises feitas para a elaboracdo do Caderno de Especificagbes
terem utilizado somente massas frescas, ao contrario do que foi feito neste trabalho. Estes
resultados levam a inferir que devera ser considerado um ajuste nos valores de referéncia
estipulados pelo aderno de especificacbes dos OMA, tendo em atencdo o prazo de
validade.

A espetroscopia de infravermelho médio (MIR) e préoximo (NIR) foi utilizada na analise
dos OMA, utilizando dois equipamentos de MIR e um de NIR. Os resultados obtidos no
MIR permitem inferir a reprodutibilidade da analise independentemente do equipamento
usado. A PCA (Andlise dos Componentes Principais) dos espetros de MIR obtidos na
regido 1800-800 cm™ permite verificar a separacdo das amostras de acordo com os
parametros humidade (PC1 negativo), sacarose (PC1 positivo) e gordura (PC3). A PCA
realizada para os espetros de NIR também permitiu a separagdo das amostras de OMA
relativamente aos parametros humidade (PC1 positivo) e sacarose (PC1 negativo), com
90% da variabilidade total das amostras explicada pelo PC1.

Este trabalho mostrou que a espetroscopia de infravermelho pode ser utilizada para
uma fase de avaliagdo rapida, em tempo real dos OMA permitindo que, pela analise dos
sinais espetroscopicos dos parametros humidade, sacarose e gordura, seja possivel uma
verificagdo das amostras conformes. Tal permitird a reducao do nimero de amostras a
avaliar pelo método quimico, e assim tornar o processo de certificagdo mais rapido e
eficiente.
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Ovos Moles de Aveiro (OMA) is a traditional sweet of Aveiro, to which are granted a
status of quality assurance, the Protected geographical indication (PGI). The certification
process is managed by the Association of Producers of OMA (APOMA) which, together
with the Product Certification Body (PCB), guarantees the quality and safety of this food
product.

This work was done in the aim of the certification process of OMA by performing
chemical and sensorial analysis of 68 samples provided by the OPCC. The reception and
preparation of samples for sensory testing was accomplished, as well as participation in
the taster’s panel of OMA. Concerning the results of chemical analysis, 54 samples were
approved as OMA. The sucrose was the parameter with higher number of non-
conformities. This may be due to the fact that the analysis for the elaboration of the
Product Specification Guide Book only performed with fresh product, whereas in this work
products with several days have been analysed. These results led to the conclusion that
an adjustment should be made in the reference values stated in the Product Specification
Guide Book, with attention to the shelf life date.

The Mid (MIR) and Near (NIR) infrared spectroscopies were used for OMA analysis,
using two MIR equipments and one NIR. The results obtained in MIR indicate that the
reproducibility of the analysis is independent of the equipment used. The Principal
Component Analysis (PCA) of obtained MIR spectra in the region of 1800-800 cm™
allowed to observe the separation of the OMA samples according with to the moisture
(PC1 negative), sucrose (PC1 positive), and fat (PC3) contents. The PCA performed for
the NIR spectra also allowed the separation of samples of OMA concerning the moisture
(PC1 positive) and sucrose (PC1 negative) contents, with 90% of the total variance
explained by PC1 samples.

This work showed that infrared spectroscopy can be used for a fast and real-time
evaluation of the OMA. The spectroscopic signals for the moisture, sucrose, and fat will
allow identifying the OMA samples and highlight those that may not be in accordance. This
will lead to the reduction of the number of samples to evaluate by the chemical methods

and thus make the certification process faster and more efficient.
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1. INTRODUCAO






1.1. Ovos Moles de Aveiro

1.1.1. As Matérias-primas

Os Ovos Moles de Aveiro (OMA) sdo um doce tradicional de Aveiro e um simbolo
desta regido. Trata-se de um produto de origem conventual cuja receita remonta ao século
XIX passando de geracio em geracio até aos dias de hoje [1]. E um doce & base de gema
de ovo, agUcar e agua, sendo confecionado de modo tradicional, segundo o saber fazer das
doceiras [1]. Os OMA séo apresentados na forma de barricas de madeira ou de porcelana e
também envolvidos em moldes de hostia com motivos maritimos (conchas, bazios, peixes,

etc.) que tdo caracterizam a regido aveirense (Figura 1) [1].

Figura 1: Ovos Moles de Aveiro e as suas diferentes formas de apresentacdo [2].

1.1.1.1. Gema de ovo

A gema do ovo da galinha é constituida, em relacdo a matéria seca, por 65% de
lipidos, 31% de proteinas e os restantes 4% devem-se a presenca de hidratos de carbono,
vitaminas e minerais [3]. Os lipidos da gema de ovo apresentam na sua composicao 66%
de triacilglicerideos, 28% de fosfolipidos e 6% de colesterol [4]. O perfil de acidos gordos
da gema de ovo depende essencialmente da alimentacdo, da idade e raca das galinhas,
podendo com isto variar o seu teor na gema [5-7]. Na Tabela 1 estdo assinalados o tipo de
acidos gordos (AG), saturados, monoinsaturados (MUFA), polinsaturados (PUFA) e AG

trans, existentes na gema de ovo [6]. A composicdo de AG saturados varia entre AG Cizy



(&cido laurico) e AG Cayq4 (acido lignocérico). Nos MUFA verifica-se a existéncia de AG
Ci7:1 (&cido 10-heptadecandico), Cqg:1 (&cido oleico) e Cyo:1 (&cido eicosanoico). J& nos
PUFA é observada maioritariamente a presenca de AG dmega 6 e 6mega 3. No caso dos
AG trans verifica-se a presenca de AG Cig.; (acido trans oleico); Cigo: (&cido trans

linoleico) e Cig.3 (4cido trans linolénico).

Tabela 1: Perfil dos &cidos gordos presentes na gema de ovo [6].

AG AG AG

Monoinsaturados Polinsaturados tgﬁs
Saturados (MUFA) (PUFA)

Ci20 Ci71 Cis:2 (0-6) Cist
Cia0 Cig1 Cig:3 (0-3) Cigat
Ciso Coo1 Cig4 Cigat
Cie0 Coo
C17;0 C20:4 (0)'6)
Ciso C2o5 (0-3)
C20.0 C22:5 (0-3)
Ca20 C22:6 (0-3)
Caao

Os lipidos existentes na gema de ovo sdo maioritariamente lipoproteinas. As
lipoproteinas sdo compostas por proteinas, lipidos neutros e triacilglicerdis agregados por

ligacbes ndo covalentes (Figura 2) [4].

losf:l?r:“:i‘:: o Proteina
pidica _ " /

Triacilgliceréis . ” -
8 Colesterol livre (ndo esterificado)

Esteres de colesterol

Figura 2: Representacdo da estrutura de uma lipoproteina [8].

As proteinas presentes na gema de ovo sdo as lipovitelinas e as lipoviteleninas,
lipoproteinas de alta densidade (HDL); e a fosfovitina e a livetina, lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). As HDL sdo compostos que apresentam na sua constituigdo

oligossacarideos de manose, glucose, galactose e &cido sidlico. Estas proteinas séo



termoestaveis devido a sua parte lipidica, e apresentam um caracter acido devido ao seu
teor em &cido fosforico e sidlico. A fosfovitina é uma glicofosfoproteina, com elevado teor
de &cido fosférico ligado a residuos de serina. Na Tabela 2 esta representado o perfil de
aminoéacidos das lipoproteinas fosfovitina e HDL. Na fosfovitina é de destacar o elevado
teor de serina comparativamente a outros aminoacidos. Nas HDL, verifica-se a presenga
dos aminoacidos glutamina e glutamato (GIx), asparagina e aspartato (Asx) e Leucina

(Leu) como os mais abundantes. A livetina € uma proteina globular soltvel em agua.

Tabela 2: Teor de aminoacidos presentes na fosfovitina e HDL da gema de ovo (%mol)[4].

Aminoacido  Fosfovitina  a-Lipovitelina  B-Lipovitelina

Gly 2,7 5,0 4,6
Ala 3,6 8,0 7,5
Val 1,3 6,2 6,6
Leu 1,3 9,2 9,0
lle 0,9 5,6 6,2
Pro 1,3 55 5,5
Phe 0,9 3,2 3,3
Tyr 0,5 3,3 3,0
Trp 0,5 0,8 0,8
Ser 54,5 9,0 9,0
Thr 2,2 5,2 5,6
Cys 0,0 2,1 19
Met 0,5 2,6 2,6
Asx 6,2 9,6 9,3
Glx 5,8 11,4 11,6
His 4,9 2,2 2,0
Lys 7,6 5,7 59
Arg 53 54 5,6

A gema de ovo de amostras cruas e cozinhadas possui tirosina e triptofano como
amino&cidos livres, que contribuem para a sua atividade antioxidante. Os aminoacidos

mais abundantes da gema de ovo sdo a arginina, a lisina e acido glutamico [9].

1.11.2. Sacarose
A sacarose é o principal constituinte do acUcar. Trata-se de um dissacarideo
formado por residuos de a-D-glucose e B-D-frutose. Estas unidades apresentam-se ligadas

por uma ligacdo glicosidica estabelecida entre o carbono anomérico 1 da glucose e o



carbono anomérico 2 da frutose, o que Ihe confere um carater ndo redutor (Figura 3) [4,
10].

CH2OH
CH,OH
HA  QH
H A
(
H(
H OH
Figura 3: Estrutura quimica da sacarose[11].
1.1.1.3. Agua

A 4gua é composta por dois 4&tomos de hidrogénio e um de oxigénio, ligados por
ligacOes covalentes. Esta ligacdo é formada através da partilha de um par de eletrdes entre
cada atomo de hidrogénio e o oxigénio. As ligacbes de pontes de hidrogénio sdo
estabelecidas quando o ndcleo positivo do atomo de hidrogénio atrai os eletrbes nao
compartilhados de uma molécula de oxigénio vizinha. Isto possibilita a formacdo de pontes
de hidrogénio entre moléculas de agua e também com outras moléculas. Esta caracteristica
permite definir a disponibilidade da &gua num alimento [12].

A disponibilidade da agua nos alimentos interfere com o crescimento dos
microrganismos. A atividade da agua (a,) € o pardmetro que representa a quantidade de
agua livre, ndo ligada a outras moléculas constituintes, disponivel no alimento. Esta é
medida através da razao entre a pressdo de vapor de dgua nos alimentos (p) e a pressdo de
vapor da agua no estado puro (pg), @ mesma temperatura (Equacéo 1). O valor maximo de

aw € 1, valor de 4gua em estado puro [12-14].

a, = :40 (Equacdo 1)

A Figura 4 mostra a influéncia da a, ao nivel do desenvolvimento microbiano,
oxidacgdo; acastanhamento ndo enzimatico, razdes que afetam o estado de deterioracdo e o
tempo de vida de um produto. Esta caracteristica define o periodo de tempo, desde a sua
concecao até a data em que o produto se torne inaceitavel para o consumidor em termos de

caracteristicas fisico-quimicas indesejaveis e microbiologicas [15].
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Figura 4: Tempo de vida de um alimento em funcéo da atividade da agua[4].

A nivel microbioldgico, verifica-se 0 desenvolvimento de microrganismos para
valores de a,, superiores a 0,7. O crescimento de bolores é favorecido para valores de ay a
partir de 0,75; seguido do desenvolvimento de leveduras a 0,8. A formacdo de bactérias
ocorre quando sdo atingidos valores elevados de a, de 0,9 [4, 16]. Deste modo, para
alimentos que apresentem valores de a, entre 0,6 e 0,7, sdo considerados estaveis
microbiologicamente, devendo ser assegurada a seguranca microbioldgica para valores
superiores de ay. No caso especifico dos OMA, os valores de referéncia estipulados pelo
caderno de especificacBes dos OMA, sdao compreendidos entre 0,838 e 0,890, devendo ser
considerada a possibilidade de desenvolvimento de leveduras neste produto[1].

Quanto ao processo de oxidacdo lipidica, a agua presente na matriz de um alimento
pode afetar a estabilidade dos lipidos. Verifica-se que para valores de a,, entre 0,2 € 0,3, a
velocidade deste tipo de reacBes € baixa. Quando os valores a,, sd0 muito proximos de
zero, estado desidratado, a velocidade destas reacdes aumenta devido a formacéo de canais
na matriz como consequéncia da eliminacdo da agua. Esta ocorréncia permite que a
migracdo do oxigénio seja favorecida, levando a oxidagdo de outros constituintes dos
alimentos, tais como acgucares e proteinas, o que interfere com as propriedades sensoriais
do produto, tais como o desenvolvimento do rango e compostos responsaveis pela

formacéo de off flavours. Para valores de a,, superiores a 0,3 é observado, nhovamente, um



aumento da velocidade das reacbes de oxidacdo lipidica, resultado do favorecimento da
atividade enzimatica [17].

Para valores de a,, entre 0,2 e 0,4 os alimentos sao estaveis a nivel microbioldgico o
que permite que o tempo de vida de um produto seja elevado. Contudo, a partir de valores

de a,, superiores a 0,2, as rea¢Ges de acastanhamento ndo enzimatico estdo favorecidas.

1.1.2.Fabrico de Ovos Moles de Aveiro

A receita da massa dos OMA consiste na adi¢do das gemas de ovos a uma calda de
acucar, gque é confecionada por fervura da 4gua com o acgucar até atingir o ponto certo.
Seguidamente, a massa é cozida, arrefecida e deixada em repouso. Dependendo do tipo de
apresentacdo que se pretenda, podera ser colocada em formas de hoéstia ou em barrica. Os
OMA em forma de hostia sdo colados, prensados e depois separados com uma tesoura.
Estes podem ser cobertos com uma calda de aclcar seguidos de secagem em estufa, ou
podem ser acondicionados. Os OMA estdo assim prontos para ser comercializados (Figura
5).
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Figura 5: Esquema representativo da produgéo de Ovos Moles de Aveiro adaptado de APOMA [1].

Durante a confegdo deste produto sdo observadas varias alteracdes fisico-quimicas
e bioguimicas resultantes da acdo conjunta do calor e transferéncia de massa, tais como
alteracOes de volume, evaporacdo da agua e reacdes de acastanhamento.

As reacdes de acastanhamento compreendem um conjunto de reagdes quimicas nao
enzimaticas durante as quais sdo produzidos compostos com cor durante o processo de
confecdo do produto. Para além da cor, as propriedades sensoriais como o aroma e flavour
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sdo resultado deste tipo de reagdes, e 0 seu desenvolvimento é imprescindivel para
indUstria pasteleira. Ainda, este tipo de reacdes dependem principalmente da temperatura e
da atividade da agua, teor de agua disponivel para reacdes quimicas, entre outras, nos
alimentos. Podem ser de dois tipos: reacGes de caramelizacdo e reacdes de Maillard, cuja

diferenga est& na presenca de compostos nitrogenados nestas reacdes [18].

1.1.2.1. Reacdes Acastanhamento

1.1.2.1.1. Reacbes de caramelizacdo

As reacOes de caramelizacdo sdo influenciadas pelo pH, sais, outros agucares tais
como glucose e frutose e pela concentracdo de sacarose. A primeira fase da reacdo de
caramelizacdo da-se com a hidrdlise da sacarose, durante a qual se verifica a abertura do
anel hemiacetal, consequéncia da quebra da ligacdo glicosidica. Os produtos da reacéo,
glucose e frutose, sofrem enolizagdo, levando a formagdo do composto intermediario 1,2-
enodiol. Em meio acido, as reacdo de desidratacdo deste composto é favorecida, o que
conduz a producdo de compostos derivados do furano, tais como o 5-hidroximetil-2-
furfuraldeido (HMF) e 2-furfuraldeido. (Figura 6)

HC=0 HC-OH CHO
HCOH HC-OH (I:=o
Hoc::H . HO(:ZH _HB Clin M / \
HCOH HCOH HCOH H?(C.)H CHO
HGOH HCOH HQOH 0
CH,OH CH,OH CH,OH
Glucose 1,2-Enodiol HME

Figura 6: Enolizacdo e formacdo de HMF[4].

A presenca de oxigénio favorece a caramelizagdo através de reacGes de clivagem
oxidativa que origina acidos organicos, como por exemplo acido acético e férmico,
promovendo a reacdo de enolizacdo dos agUcares. Estes compostos reagem para produzir
polimeros castanhos e compostos responsaveis pelo aroma, tais como 0S compostos
derivados do furano [18-20].
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1.1.2.1.2. Reac6es de Maillard

As reacOes de Maillard surgem em maior extensdo quando o preparado da calda de
acucar juntamente com as gemas de ovo é cozido a uma temperatura de 110°C, levando a
reacao entre as proteinas da gema de ovo e os aclcares da calda. Numa fase inicial, da-se a
condensacdo dos grupos amina primarios de aminoacidos, péptidos ou proteinas com o
grupo carbonilo dos agucares redutores (glucose e frutose), com perda de uma molécula de
agua [20]. Ainda, relativamente aos grupos amina, a reacdo preferencial com aminas
primarias deve-se ao facto destes compostos estarem presentes em maior concentracao nos
alimentos, comparativamente as aminas secundarias, logo sdo mais suscetiveis de serem
utilizadas. Quanto as proteinas, a reagdo com o grupo g-amino do aminoacido lisina €
favorecida [4]. Esta reacdo leva a formacdo de uma base de Schiff (glicosilamina N-
substituida) que sofre um rearranjo do qual resultam os produtos de Amadori (1-amino-1-
desoxi-2-cetose). Estes produtos sdo precursores de inimeros compostos especificos de
aroma, flavour e polimeros castanhos, que podem funcionar como indicador de qualidade,

uma vez que sdo formados antes das alteracdes sensoriais se manifestarem (Figura 7).

H /H
< -’
HC=0 HC=N—R HG=N
o r N i
H-(I:-OH RNH3 H-‘l__UH C=0OH ||:=Q
HO—|C—H E HO—‘I_—H HD—I’l_'—H HO=C=H
”—IC—OH \. H-F—OH Hem Coe OH H-ul:_oH
1
H—C—0OH H20 H—rlz—OH H—C—0OH H—C—OH
[ e ]
CH]OH ‘_Hz‘.'H CH]OH 'CHon

Composto de Amadori

Figura 7: Primeira etapa da reacdo de Maillard (Adaptado de [21]).

Na fase intermédia das reacGes de Maillard ocorre a quebra dos produtos de
Amadori e a producdo dos compostos de degradacdo, intermediarios reativos (3-
desoxiglucosona) e compostos volateis (formacdo de flavour). Como resultado da
degradacdo do composto desoxiglucosona, sdo gerados novos produtos de reagdo como
HMF e outros derivados do furano. Por fim, estes compostos altamente reativos, por
reacbes de condensacdo e polimerizagdo, originam polimeros castanhos, compostos
aromaticos e melanoidinas. A ligacdo deste ultimo, com proteinas através dos grupos -
amino dos amino&cidos lisina e arginina, permitem produzir melanoidinas coloridas [18-
20] (Figura 8).
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Figura 8: Fase Intermédia da reacdo de Maillard (Adaptado de [21]).

1.1.3. Indicacdo Geografica Protegida

Os Ovos Moles de Aveiro sdo o primeiro produto de origem conventual a ser
protegido pela Comissdo Europeia, através uso de Indicacdo Geografica Protegida (IGP),
destinguindo desta forma a qualidade deste produto regional. Segundo o Regulamento
(CE) N° 510/2006 [22], designa-se Indicacdo Geografica, “o0 nome de uma regido, de um
local determinado, ou em casos excepcionais, de um pais, que serve para designar um
produto agricola ou género alimenticio :

— originario dessa regido, desse local determinado ou desse pais,e
— cuja a reputacdo, determinada qualidade ou outra caracteristica
podem ser atribuidas a essa origem geografica,e

— e cuja producdo e/ou transformacdo e/ou elaboracdo ocorrem na
area geogrdfica delimitada.” (Figura 9).

Figura 9: Simbolo da Unido Europeia para definir Indicacdo Geogréfica Protegida [23].

De forma a beneficiar da Indicacdo Geogréfica Protegida, os produtores de Ovos
Moles de Aveiro seguem um conjunto de caracteristicas e requisitos estabelecidos no
Caderno de Especificacdes e Obrigacdes dos Ovos Moles de Aveiro, elaborado de acordo
com o Regulamento (CEE) N° 2081/92, revogado pelo Reg. (CE) n° 510/2006. Neste
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caderno é apresentada a definicdo do produto; o modo de producdo; as suas caracteristicas

fisico-quimicas, sensoriais e microbioldgicas; a delimitacdo da &rea geogréfica; e a sua

relacdo com o meio geografico[1] (Figura 10).

()? 0§ CK/

“moles

le Aveiro

B APOMA

Figura 10: Imagem dos Ovos Moles de Aveiro com Indicacdo Geografica Protegida [1].

Para além disso, estes produtores estdo ainda sujeitas a avaliacao/controlo de qualidade

do seu produto perante um Organismo de Certificacdo (OC), a Sagilab, (Figura 11).

Ji

- - ¢

\
W

III};&‘;‘E}!II

Figura 11: Marca de Certificacdo do produto conferida pela Sagilab [24].

A gestdo deste produto com IGP € realizada pela Associacdo dos Produtores de
Ovos Moles de Aveiro — APOMA. E esta entidade que garante que os produtores de ovos
moles cumpram com o0s critérios estabelecidos, autorizando com isso a utilizacdo de

Indicacdo Geogréfica Protegida (Figura 12).

—<APOMA

Associagao de Produtores
de Ovos Moles de Aveiro

Figura 12: Log6tipo da Associacdo de Produtores Ovos Moles de Aveiro[25]
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Segundo o Caderno de EspecificacOes e Obrigacdes dos Ovos Moles de Aveiro, sdo
considerados verdadeiros OMA, as massas que apresentarem a seguinte composi¢do
quimica [1].

% Humidade =29 + 3

%Matéria Gorda =17 + 3

%Proteina Insolivel = 4,2 + 1,1

%AcUcar =41+ 5

Atividade de 4gua = 0,864 + 0,026

A presenca de amido, corantes ou conservantes ndo é permitida.

A nivel sensorial a massa dos OMA apresentam as seguintes caracteristicas [1]:
o Cor: homogénea, que varia entre tons de
amarelo a laranja.
o Brilho: uniforme, e ndo muito intenso.
o Sabor: doce, identificando o sabor >
caracteristico do cozimento da gema de ovo com acucar. \ \
o Aroma: complexo, caracteristico de aromas a \\ //

base de caramelo, canela e frutos secos.

Figura 13: Massa de Ovos

Consisténcia: cremosa, mas firme. :
© Moles de Aveiro [1]

o Textura: uniforme, sem a presenca de granulos de
acucar ou de gema de ovo.

Relativamente, a hostia é esperado [1]:

o Cor: homogénea, opaca, com tonalidades entre o < , $
branco e o creme. y -
o Brilho: bago. > P
7 - H -
o Sabor: hostia. /\ ¢
o Consisténcia: plastica e quebradiga. it ( 4 2 ¢
il »

o Textura: seca, lisa e uniforme.

Figura 14: Hostia dos Ovos Moles
de Aveiro[1]
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1.2. Espetroscopia de Infravermelho

A espetroscopia de infravermelho é uma metodologia muito util no que se refere a
determinacéo dos constituintes, em simultaneo, de uma amostra de matriz complexa. Esta
técnica, comparativamente aos metodos quimicos convencionais, apresenta Vvarias
vantagens na medida em que se trata de um método rapido e simples e ndo destrutivo. N&o
requer 0 uso de solventes e nem sempre necessita de qualquer tipo de pré-tratamento da
amostra. Nesta técnica a quantidade de amostra a utilizar € minima [26]. Apesar de nem
sempre conseguir fornecer informacao definitiva sobre a composi¢cdo de uma dada amostra,
a espetroscopia de infravermelho pode ser utilizada como uma metodologia de detecdo de
adulteracbes em produtos alimentares [27-31], possibilitando assim o controlo da
qualidade do produto ou mesmo a monitorizacdo do processo de producdo [32-34]. Desta
forma, a espetroscopia de infravermelho pode ser utilizada em analises de rotina, como
alternativa aos métodos de analise quimica mais demorados [26].

No espetro eletromagnético é possivel localizar a regido do infravermelho entre a
regido do visivel e a regido de micro-ondas. Ainda na regido do infravermelho sdo
distinguidas trés regibes: o Infravermelho Préximo (Near Infrared — NIR), Infravermelho
Médio (Mid Infrared — MIR) e o Infravermelho Longinquo (Far Infrared — FIR) (Figura
15).

Nimeros de onda (cm™?) ——

-— Frequéncia (s')

100 em*

Figura 15: Espetro eletromagnético, com destaque para a regido do infravermelho (Adaptado de [35]).

A andlise de infravermelho permite a identificacdo de compostos a partir das

frequéncias de vibragdo das ligacBes quimicas entre os &tomos das moléculas. A absor¢do
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da radiacdo é observada quando a frequéncia da radiacdo infravermelha é igual a
frequéncia vibracional da molécula [26]. Para que uma dada molécula tenha a capacidade
de absorver a radiacdo infravermelha é necessario a alteracdo do seu momento dipolar. No
caso de moléculas diatdbmicas homonucleares (por exemplo: H, ou O,), como 0 seu
momento dipolar é zero, ndo héa absorcdo da radiacdo infravermelha e, consequentemente,
a sua identificacdo ndo é possivel. Em suma, € possivel identificar moléculas
heteronucleares através dos seus movimentos vibracionais que levam a alteracdo do
momento dipolar, induzindo na absorcao da radiacdo [36].

As bandas de absor¢do de um dado composto apresentam um determinado padréo
de radiacdo no infravermelho que € ilustrado através de um espetro. Estas bandas, quando
localizadas em determinadas regiGes do espetro, exibem uma frequéncia de vibracdo
caracteristica de mais do que uma ligacdo ou grupo funcional. A frequéncia de um dado
grupo interfere com as bandas cujo aumento € proporcional ao aumento da sua intensidade
[37]. Para além disso, a intensidade é influenciada pela natureza e polaridade da ligacao
entre os atomos. Isto significa que em moléculas com o grupo C=0, ligacdo constituida por
atomos diferentes e de elevada polaridade, a intensidade da banda é significativamente
maior relativamente a banda de absor¢do de C=C, na regido do MIR. Por outro lado, a
massa dos 4tomos interfere com a frequéncia de vibracéo, onde as ligagdes entre &tomos
mais leves apresentam uma maior frequéncia de vibragdo, enquanto em ligacOes entre
atomos mais pesados as frequéncias sdo mais baixas. A titulo de exemplo, verifica-se que a
ligacdo C-H apresenta maior frequéncia de vibracdo (3000 cm™) do que as ligagdes C-O
(1100 cm™) e C-CI (800 cm™) e C-Br (550 cm™). A frequéncia de vibracio também varia
consoante o tipo de ligacdo, sendo que nas ligacGes duplas a frequéncia de vibracdo é mais
elevada (C=C a 1650 cm™) do que nas simples (C — C a 1200cm™) [38].

1.2.1.Modos de vibracéo

Os modos de vibracdo adotados pelos atomos de um determinado composto
dependem do tipo de atomos e da forca de ligacdo entre eles. Sdo caracterizados dois

modos de vibracdo: a deformacéo axial (stretching) e a deformagéo angular (bending). O
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primeiro caracteriza alteragdes no comprimento da ligagéo, e o segundo, no angulo de

ligagéo (Figura 16).

f

H
O o

PR NG

s - H H H H

H Y »

Deformacio Deformacio Deformacio

Axial Angular Axial

Figura 16: Modos de vibracdo: deformacdo axial e deformacéo angular [26].

Em algumas ligacbes de deformacdo axial podem ainda ser definidas como

assimétricas ou simétricas (Figura 17).

0]
PZRNY ~—
H H R— O-——_H
Simétrica Assimétrica

Figura 17: VibracGes deformacéo axial: Simétrica e Assimétrica [26].

No caso das ligacbes de deformacdo angular estas podem ser classificadas em
quatro tipos de modos vibracionais: deformacdo (deformation), balanco (rocking),

“sacudir” (wagging) e torgdo (twisting) (Figura 18).

— -— — — + + + -
H H H H H H H H
VN NS\
Deformation Rocking Wagging Twisting

Figura 18: Diferentes tipos de vibracdo deformacdo angular [26].
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1.2.2. Espetroscopia de Infravermelho Médio (MIR)

A regido do MIR localiza-se entre 0 4000 e 400 cm™, e pode ser dividida em quatro
regides (Figura 19):

e 4000-2500 cm™ regido de deformagdo axial de X-H;
e 2500-2000 cm™ regido das ligacdes triplas;

e 2000-1500 cm™ regido das ligacdes duplas;

e 1500-400 cm™ regido de fingerprint.

J— c=0
iy =N
C=N c=¢C
AQOD M H o H 3200 ZEDD 2300 2100 1800 1500 Finger print
4000 3000 2000 1000

Figura 19: Distribuicdo de ligacdes na regido de MIR[39].

Na regido de fingerprint, o espetro obtido é usado como impressao digital de uma
dada amostra. Isto deve-se ao facto de nesta regido as bandas de absorcéo serem causadas
por vibracdes da cadeia principal e de deformacgdo angular, que sdo sensiveis a alteracfes
de elevadas frequéncias, facilitando com isso a identificacdo de grupos funcionais
especificos até entdo ambiguos [40]. A espetroscopia de MIR pode ser aplicada em varios
campos da industria alimentar, como por exemplo a quantificacdo de constituintes,
qualidade de produtos e ingredientes alimentares; identificacdo de substancias e

autenticacdo dos produtos.

1.2.3. Espetroscopia de Infravermelho Proximo (NIR)

No espetro de infravermelho, a regido do infravermelho proximo (NIR) situa-se
entre 13000 a 4000 cm™ (750 a 2500 nm). Nesta regido sio observadas sobreposicoes
(overtones) ou combinacg6es das bandas de deformacdo axial da regido de 3000 a 1700 nm.
As ligacOes que séo reconhecidas nessa regido sdo, geralmente, as ligagcées C-H, N-H e O-
H [41] (Figura 20).
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Figura 20:Principais tipos de bandas de absorcdo NIR e suas localizagdes [41].

Comparativamente as bandas de MIR correspondentes as vibracGes fundamentais
de deformacdo axial e deformacdo angular, as bandas de NIR apresentam uma fraca
intensidade, sendo que esta, geralmente, diminui cerca de 10 vezes para a banda de
sobreposicdo seguinte. Para além disso, os espetros sdo dificeis de analisar devido a
sobreposicao das bandas.

A espetroscopia de NIR, geralmente, é mais adequada para analises quantitativas,
pois podem ser observadas diferencas importantes entre os grupos funcionais de uma dada

amostra [26].

1.2.4. Espetroscopia de infravermelho

O espetrofotometro de infravermelno é um dos instrumentos utilizados na
espetroscopia de infravermelho. Este baseia-se no interferdmetro de Michelson, no qual a
radiacdo proveniente da fonte é divida em dois feixes pelo divisor, sendo que um dos quais
é transmitido para um espelho fixo, e o outro refletido por um espelho mével. Os dois
feixes séo posteriormente recombinados no divisor de feixe. A alteracdo da posicdo do
espelho moével em relacdo ao espelho fixo gera uma interferéncia, construtiva ou
destrutiva. A radiacdo resultante passa pela amostra, seguindo para o detetor, onde serdo
obtidos varios interferogramas [26].

A interpretacdo dos dados recolhidos no interferograma € muito complexa, sendo
esta informacdo convertida num espetro, onde é relacionada a intensidade dos sinais com
as respetivas frequéncias, através da aplicacdo de uma funcdo matematica, as
transformadas de Fourier. O espetro pode ser convertido num espetro de absorvancia em

funcdo da frequéncia [14] (Figura 21).
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Figura 21: Componentes basicos de um espetrofotémetro de infravermelho [26].

A espetroscopia de infravermelho é uma mais-valia na obtencdo de espetros com
elevada sensibilidade de forma réapida [26]. A dificuldade de analise de algumas amostras
potenciou o desenvolvimento de métodos de reflexédo, tais como o método reflexdo total
atenuada (Attenuated total reflection - ATR) [26]. Este método baseia-se no fendmeno da
reflexdo interna total e consiste na colocacdo de uma amostra em contacto direto com a
superficie horizontal de um cristal com elevado indice de refracdo [26]. Para além do
elevado indice de refragdo, os cristais devem apresentar fraca solubilidade em agua. Os
cristais produzidos a partir diamante, seleneto de zinco (ZnSe) e germanio, sdo alguns dos
utilizados por esta técnica [26, 40]. Este método permite a medicdo das alteracbes de
intensidade que ocorrem quando um feixe de radiagdo infravermelha entra em contacto
com amostra, 0 que, consequentemente, leva a reflexdo total interna da radiacdo no cristal
[40]. Uma onda estacionaria, onda evanescente, é criada no ponto de cada reflexdo,
permitindo a sua penetracdo na amostra, interacdo e perda de energia, em determinadas
frequéncias onde o material absorve. A radiacdo atenuada é medida, e utilizada pelo
espetrofotémetro como uma funcdo de numero de onda, traduzindo-se na formacdo do
espetro caracteristico da amostra [26, 40] (Figura 22). Deve existir um bom contacto entre
a amostra e a superficie do cristal de forma a garantir uma eficiente recolha dos dados
espetrais. A profundidade de penetracdo da onda evanescente na amostra depende do
angulo de incidéncia da radiacdo, dos indices de refracdo do cristal e da amostra, e da

frequéncia de infravermelho [40].
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Figura 22:Representacdo esquematica de uma célula de ATR [40].

1.2.5. Analise Multivariada — Analise dos componentes principais (PCA)

O processamento de dados quimicos é de uma tarefa complexa e por vezes de
dificil compreenséo, especialmente quando o nimero de dados e variaveis ou pardmetros a
ter em conta sdo elevados. A quimiometria ¢ uma metodologia que tem vindo a ser
amplamente utilizada nas diversas areas da quimica. Esta metodologia consiste na
aplicacdo de analise matematica multivariada a dados de origem quimica, possibilitando a
relacdo entre os resultados obtidos e as variaveis de estudo, e com isto facilitar a sua
interpretagdo [42].

Na espetroscopia de infravermelho, os dados obtidos nos espetros s&o muito
complexos tornando necessario o recurso a analise quimiométrica. Os dados sdo entdo
relacionados com as variaveis em estudo podendo ser transformados em informacao
qualitativa, quantitativa, o que possibilita a interpretacdo dos mesmos [26, 42].

A andlise em componentes principais (Principal Component Analysis — PCA) é
uma das técnicas empregues na analise multivariada que consiste na transformacao de um
conjunto de variaveis iniciais por combinacdes lineares, num outro conjunto de variaveis
independentes/ortogonais de menor dimensdo, ao qual se da o nome de componentes
principais (PC). Desta forma, é possivel reduzir o nimero de dimensBes a analisar
extraindo a informacdo mais relevante de forma rapida e eficiente, sem que ocorra perda
significativa de informacéo [43].

Numa amostragem, os resultados obtidos por esta analise sdo organizados
graficamente nos mapas das coordenadas fatoriais (scores) e contribuicOes fatoriais
(loadings). Os mapas das coordenadas fatoriais séo referentes aos PC no que diz respeito
as amostras a analisar, criando um padréo ou cluster (agrupamento) de dados e dete¢do de

amostras atipicas. Ja 0s mapas das contribuicdes fatoriais relacionam as variaveis de estudo
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com os PC. A interpretacdo conjunta dos mapas das contribui¢fes e coordenadas fatoriais
permite identificar as diferencas e semelhancas existentes entre as amostras no cluster com
base na influéncia da variavel reconhecida pelas PCAs [26, 43].

No &mbito deste trabalho serdo realizados PCAs das amostras de OMA de forma a
reconhecer um padrdo nos dados obtidos para os pardmetros 4gua, sacarose e gordura, que

s80 0s componentes maioritarios nas amostras de OMA.

1.3. Ambito do trabalho

O plano de controlo da certificacdo dos Ovos Moles de Aveiro — IGP esta dividido
em inspecdes e ensaio. Os ensaios incluem controlos microbioldgicos, quimicos e
sensoriais. A avaliacdo quimica é efetuada na Universidade de Aveiro, por subcontratacao
do OC.

O plano analitico das amostras de OMA ¢é realizado segundo um procedimento
sequencial de andlises quimicas em conjunto com analises sensoriais.

A espetroscopia de infravermelho apresenta potencial para analises de rotina em tempo
real. Esta metodologia podera complementar as analises quimicas na determinacdo das
nédo conformidades, sendo uma mais-valia para o processo de certificagéo.

Desta forma, o presente trabalho, enquadrado num estdgio em ambiente empresarial
realizado na APOMA, teve 0s seguintes objetivos:

a) Apoio a APOMA no que concerne a preparacdo das provas de andlise sensorial a

realizar na sala de prova desta instituico.

b) Participacdo no painel de provadores de OMA.

¢) Realizacdo das analises quimicas das amostras de OMA fornecidas pelo OC.

d) Analise das amostras de OMA por espetroscopia de infravermelho médio e
proximo.

e) Interpretacdo da analise dos componentes principais dos espetros de infravermelho,
para elaboracdo de um modelo para possivel identificagdo de ndo conformidades
nas amostras de OMA relativas aos parametros humidade, atividade de agua,

gordura, sacarose e proteina.
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2. MATERIAIS E METODOS






2.1. Rececdo das amostras na APOMA

O controlo quimico iniciou-se pela entrega das amostras de OMA responsabilidade
do OC (Sagilab), estando esta responsavel pela amostragem, garantia de preservacdo e
integridade das mesmas.

As amostras de OMA foram recolhidas pelo responsavel técnico do OC que as
entregou & APOMA. As amostras apresentavam-se codificadas com um codigo de 3
digitos, descrito na nota de entrega do OC, juntamente com a data de producéo e colheita
das amostras.

O responsavel pelas analises quimicas da Universidade de Aveiro recebeu as
amostras e a nota de entrega na APOMA, para dar inicio as analises quimicas comecando
pela determinacdo da atividade da 4gua da amostra fresca.

Na universidade, o protocolo de analise foi iniciado pela determinacéo da humidade
da amostra fresca de OMA. As amostras, que ndo foram analisadas nesse mesmo dia, pelo
procedimento sequencial quimico, foram congeladas numa arca a temperatura de -20°C.

Foram entregues a APOMA/Universidade de Aveiro, um total de 68 amostras de

OMA que foram analisadas a nivel sensorial e quimico.

2.1.1. Andlise sensorial

Todas as amostras de OMA foram analisadas a nivel sensorial através da utilizacao
de uma ficha de prova elaborada pela APOMA para o efeito. As provas foram realizadas
por um painel de provadores com experiéncia com o produto. O painel era constituido por
8-10 pessoas.

As amostras foram preparadas para o efeito, na sala de preparacdo de amostra,
anexa a sala de prova, a uma temperatura ndo superior a 20°C. Estas foram colocadas em
copos descartaveis de cor inerte — branco, dispostas com os respetivos codigos do produto
acompanhados com uma colher também descartavel de cor inerte. A quantidade de amostra
preparada foi sensivelmente a correspondente a quantidade de um ovo mole na respetiva
hostia.

A prova decorreu na sala de prova, com a preparacdo das cabines para cada
provador. Cada provador recebeu 1 amostra de cada produtor, sendo-lhe dada a referéncia
da data de confegdo da amostra assim como 1 ficha de prova (Anexo A). A amostra foi

servida a temperatura normal de consumo, ou seja, a temperatura ambiente.
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2.2. Analises Quimicas

2.2.1. Determinacéo da atividade da 4gua

A atividade da 4gua nos OMA foi medida utilizando o higrometro, cedido pela
empresa associada a APOMA, a Fabridoce. As amostras frescas foram homogeneizadas e
colocadas em células de medicdo do equipamento com leitura dos valores de temperatura e

aw, Ssendo o ensaio realizado em triplicado.

2.2.2.Determinacéo do teor de humidade pelo método de secagem

O teor de humidade das amostras de OMA foi determinado por diferenca de
massas da amostra “htmida”, amostra no estado normal, e amostra seca. A analise efetuada
consistiu na secagem da caixa de pesagem, com tampa, com cerca de 2 g de areia,
previamente tratada, durante 30 minutos a 105 °C, seguido do seu arrefecimento num
exsicador, apds o qual foi pesada a massa do conjunto. Seguidamente, a caixa adicionou-se
aproximadamente 3 g de massa de OMA, tendo-se homogeneizado muito bem com areia e
pesado rigorosamente o conjunto. Secou-se 0 conjunto a estufa (Binder) a uma temperatura
de 105 °C durante um minimo de 6 h. Depois deste periodo, as caixas foram retiradas
fechadas da estufa para um exsicador com pentéxido de sddio onde arrefeceram, sendo
pesadas rigorosamente. O processo de secagem/arrefecimento na estufa é repetido até se
atingir um peso constante. O ensaio realizado ¢é efetuado em triplicado.

O teor de humidade, expresso em percentagem, é dado pela seguinte formula:

. P-P’
%Humidade = - x 100 (Equagéio 2)

Sendo:
e p - peso da capsula (g),
e P - peso da caixa de pesagem com a toma (g),
e P’- peso da capsula com a toma depois da secagem de 10 horas (Q).
Toma-se como resultado a média aritmética de trés determinagdes, arredondando as
décimas (adaptado de [44-46])
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2.2.3.Determinagéo do teor de gordura

Para a determinacdo dos teores de gordura, sacarose e proteina das amostras de
OMA recorreu-se a um procedimento sequencial de analises quimicas. Desta forma,
comecgou-se por separar a matéria gorda dos OMA através de uma extracdo soxhlet (Figura
23), sendo os cartuchos utilizados feitos de papel de filtro (dimensdes 12 x 5 cm com
porosidade 0,72 mm).

Os cartuchos de papel foram pesados rigorosamente, tendo-se espalhado cerca de 3
g de massa de OMA, previamente homogeneizada. O solvente extrator utilizado foi uma
mistura de solventes organicos cloroférmio/metanol (2:1,v:v) colocado em baldes de fundo
redondo (baldo A) (150 mL) com reguladores de ebulicdo. As amostras foram sujeitas a
extracdo durante 5 h num banho de 4gua termostatizado a 80 °C.

No final da extracdo, o cartucho foi removido do extrator de soxhlet e deixado a
evaporar ao ar. O baldo A apresentou um precipitado e o extrato foi depois decantado para
outro baldo (B). O baldo A ficou guardado para posterior utilizacdo, enquanto a solugdo do
baldo B foi evaporada até a secura a uma temperatura ndo superior a 40 °C. Ao baldao B
adicionou-se 15 mL de éter de petroleo destilado tendo-se agitado para dissolucdo da
matéria gorda. Esta solucdo foi transferida para dois tubos de ensaio roscados e
centrifugada a 4000 rpm durante 5 minutos. Seguidamente, o sobrenadante foi depois
transferido para um baldo de fundo redondo (C), previamente pesado com precisdo a
décima de miligrama. A lavagem do baldo B e centrifugacdo das respetivas solucBes foi
repetida duas vezes, sendo o sobrenadante adicionado ao baldo C. O residuo dos tubos de
ensaio foi lavado com éter de petréleo, centrifugado e o sobrenadante adicionado ao baldo
C. O precipitado contido nos tubos ficou a evaporar ao ar. O baldo C foi evaporado até a
secura no evaporador rotativo, o seu exterior seco e guardado num exsicador com
pentoxido de sodio sob vacuo durante 10 horas (adaptado de [44-46]).

O teor de gordura dos extratos € determinado por pesagem e calculado pela

seguinte férmula:
%Matéria Gorda = (mlm;m(’) % 100 (Equacéo 3)

Sendo:

e m; - massa do baldo C com a matéria gorda,
e Mg - massa do baldo C,
e m;- massa da toma inicial da amostra.
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Figura 23: Montagem de uma extracdo pelo Método de Soxhlet [47].

2.2.4.Determinacéo do teor de sacarose
2.2.4.1. Extracdo de sacarose

Os cartuchos de papel foram colocados em suspensdo sobre copos de vidro de 400
mL. Os copos de vidro foram, por sua vez, colocados sobre placas de agitacdo, com
agitador magnético. De seguida, lavou-se os baldes A e B, e os tubos de ensaio roscados,
das respetivas réplicas, com agua destilada aquecida a uma temperatura de 80 °C. As
solucdes de lavagens foram adicionadas ao interior dos cartuchos. Este procedimento foi
repetido pelo menos 3 vezes. No final da passagem das solucBes de lavagem pelos
cartuchos, ndo poderdo estar submersos mais que o limite superior do cartucho.

A solucéo de lavagem do copo, depois de arrefecida, foi transferida para um baldo
volumétrico de 500 mL, tendo o cuidado de passar novamente com agua destilada o copo
de lavagem e o respetivo cartucho. Esta solucdo foi utilizada para a quantificacdo de

Sacarose.

2.2.4.2. Quantificacdo do teor de sacarose

A determinacdo do teor de sacarose nas amostras de OMA foi realizada segundo o
método do fenol/acido sulfarico desenvolvido por Dubois et al.[48].
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2.2.4.2.1.Preparacao das solucdes padrdes

Preparou-se uma solucdo-mae de sacarose com concentracdo padrdo de 0,0500%
num baldo volumétrico de 100 mL. A partir desta solucdo foram preparadas solucbes
padrdo de concentragdo 0,0125%, 0,0250%, 0,0375% em bal6es volumétricos de 20 mL.
(adaptado de [44-46]).

2.2.4.2.2. Preparacéo das solugOes da amostra

Da solucéo preparada no baldo volumétrico de 500 mL retirou-se uma aliquota de 2
mL para um baldo volumétrico de 20 mL, perfazendo o volume com &gua destilada.

2.2.4.2.3. Aplicacédo do método fenol acido sulfurico

Num tubo de ensaio colocou-se 100 puL de amostra ou padréo, efetuando-se o
ensaio em triplicado. Seguidamente adicionou-se 1 mL da solucdo de fenol a 5% e 2,5 mL
de é&cido sulfarico concentrado, em esguicho, sobre o liquido do tubo, tendo-se
homogeneizado a solucao.

Continuamente, os tubos foram cobertos com papel de aluminio e colocados num
banho termostatizado a 100 °C durante 10 minutos. Apds este periodo, foram retirados
para um banho de agua fria, deixando-se arrefecer.

As solucdes dos tubos foram transferidas para cuvetes de 4 mL tendo-se medido a
absorvancia a 490 nm no espetrofotometro (Jenway 6405 UV/Vis).

A concentracdo de sacarose é determinada através de uma reta de calibracao de
absorvancia vs. Concentracdo de sacarose. A massa de sacarose, em g, € obtida pelo valor
da concentracdo multiplicado por 50.

O teor de sacarose, em percentagem, foi obtido por:

S

%Sacarose = % X 100 E 10 4)
i quacao

Sendo:
e m,- massa de sacarose, em g,
e m;- massa da toma inicial de amostra, em g.
Tomou-se como resultado a média aritmética de trés determinagdes, com precisdo a

décima de miligrama (adaptado de [44-46]).
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2.2.5.Determinacdo do teor de proteina insoluvel

Para a determinacdo da proteina insoluvel, lavou-se o cartucho de soxhlet com 10
mL de acetona destilada. A solugdo de lavagem foi rejeitada e o cartucho deixado a
evaporar a temperatura ambiente.

O precipitado do cartucho seco foi posteriormente removido para uma caixa de
pesagem previamente tarada com precisdo a décima de miligrama. O residuo foi seco na
estufa (Binder) a uma temperatura de 80 °C durante 45 minutos.

Ap0s a secagem, a caixa de pesagem foi fechada e colocada no exsicador. Depois
de arrefecida a temperatura ambiente (30 min), a caixa foi pesada com precisdo até a
décima de miligrama. Este procedimento foi repetido pelo menos 3 vezes, até se obter um
peso constante.

A percentagem de proteina insoltvel presente na amostra foi calculada segundo a

seguinte férmula:

(mz; —m,) (Equacdo 5)

%Proteina Insolavel = x 100

Sendo:
e M3 - massa da caixa de pesagem com o residuo seco,
e M- massa da caixa de pesagem,
e m;- massa da toma inicial da amostra.
Tomou-se como resultado a média aritmética de trés determinagdes, com precisao a

décima de miligrama (adaptado de [44-46] ).

2.2.6.Elaboracéo do relatdrio de ensaio para o OC

Apo6s aplicagcdo do procedimento sequencial de analise quimica, os resultados
obtidos foram analisados e compilados num documento, onde é apresentada uma tabela
com os valores médios e desvios padrbes referentes aos parametros de humidade, atividade
de agua, gordura, sacarose e proteina insollvel relativos as amostras codificadas de OMA,
com a respetiva data de amostragem. Este documento foi utilizado na elaboragdo dos
relatorios de ensaio a entregar ao OC. Estes documentos foram depois guardados em
formato digital pelo responsavel técnico da Universidade de Aveiro e pelo analista. Do
relatério de ensaio constou: a identificacdo da amostra, nimero do relatorio, a data de
analise, os valores médios e desvio padrdo e valores de referéncia do caderno de

especificacbes dos OMA por parametro analisado. Foi efetuada a avaliacdo da amostra de
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acordo com os valores de referéncia e efetuada a apreciacdo final. Caso os resultados
estivessem dentro dos valores de referéncia, a amostra é representativa, caso contrario é
referido qual o parametro que apresenta desvio. Os relatérios de ensaio, devidamente
assinados e datados pelo responsavel técnico da UA, quando emitidos, foram enviados por
correio eletronico e os originais foram entregues a OC. Em anexo (Anexo B) encontra-se 0
documento modelo elaborado para apresentacdo dos resultados das analises quimicas,

designado de “Relatorio de ensaio”.

2.3. Analise das Amostras de OMA por Espetroscopia de Infravermelho

Foram analisadas 32 amostras de OMA por espetroscopia de infravermelho por
MIR, em dois aparelhos de infravermelho Bruker IFS55 e Perkin Elmer Spectrum BX, e
por NIR. As amostras a analisar foram previamente descongeladas a temperatura ambiente,

na noite anterior a andlise.

2.3.1 Aquisicao dos espetros de MIR
2.3.1.1. Aquisicao de espetros no Equipamento Bruker

Foram analisadas 32 amostras de OMA, por MIR utilizando a gama de numeros de
onda entre 4000 e 500 cm™ com uma resolucdo de 8 cm™ num espetrofotémetro de IR
Bruker IFS55 (adaptado de [48]), Specac com acessorio Golden Gate (sistema de ATR)
(Figura 24), com acumulagdo de 256 scans. Para cada amostra de OMA foram obtidos 3
espetros de infravermelho médio. A amostra de OMA foi colocada diretamente no
acessorio de amostragem do aparelho depois de homogeneizada. Ap6s andlise, removeu-se
a amostra, tendo-se lavado o acessorio de amostragem com etanol e gua destilada. Entre
cada amostra foi realizado o espetro do ruido de fundo (background). A anélise dos

espetros foi realizada recorrendo ao software CATS desenvolvido por Barros [49].
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Figura 24: Equipamento de MIR Bruker IFS55.

2.3.1.2. Aquisicao de espetros no Equipamento Perkin EImer Spectrum BX

Foram analisadas 32 amostras de OMA, por MIR utilizando a gama de nimeros de
onda entre 4000 e 500 cm™ com uma resolucdo de 8 cm™ num espetrofotémetro IR Perkin
Elmer Spectrum BX, Specac com acessorio Golden Gate (sistema de ATR) (Figura 25),
com acumulacdo de 64 scans. Para cada amostra de OMA foram obtidos 3 espetros de
infravermelho médio. A amostra de OMA foi colocada diretamente no acessorio de
amostragem do aparelho depois de homogeneizada. O procedimento de lavagem do
acessorio de amostragem foi 0 mesmo adotado no equipamento Bruker IFS55. Entre cada
amostra foi realizado o espetro do ruido de fundo (background). A analise dos espetros foi
realizada recorrendo ao software CATS desenvolvido por Barros [49].

Figura 25: Equipamento de MIR Perkin Elmer Spectrum BX
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2.3.2. Aquisicdo dos Espetros de NIR

Os espetros de NIR foram obtidos considerando as mesmas 32 amostras de OMA A
aquisicdo dos espetros foi realizada no espetrofotometro NIR Perkin Elmer Spectrum
100N, na gama de nimeros de onda entre 10000 a 4000 cm™ com resolugdo de 8 cm™ e
acumulacdo de 64 scans. A leitura do espetro foi efetuada em células com refletor onde foi
colocada amostra de OMA para analise. A semelhanga do que foi efetuado para o MIR,
foram realizados 3 espetros para cada uma das amostras, tendo o cuidado de homogeneizar
sempre amostra. Entre cada amostra foi realizado o espetro do ruido de fundo
(background). A analise dos espetros foi realizada recorrendo ao software CATS

desenvolvido por Barros [49].

Figura 26: Equipamento de NIR Perkin EImer Spectrum 100N
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO






3.1. Anélises quimicas

A qualidade dos OMA é assegurada pela APOMA a avaliagdo quimica é efetuada na
Universidade de Aveiro, por subcontratacdo do OC. O OC avalia o resultado do plano de controlo
(inspecdes e ensaios), mediante analise dos Relatérios de Inspecdes e dos Relatérios de Ensaio e
apos verificacdo da conformidade lhes confere a certificacdo do produto como IGP,
reconhecendo aos produtores de OMA um estatuto de qualidade certificada. Os ensaios do
controlo sdo realizados a partir da analise deste produto tradicional a nivel sensorial e
quimico. Deste modo, foi realizada a analise sensorial e quimica de 68 massas de OMA.

Na andlise sensorial das massas de OMA foram avaliados parametros como a cor,
brilho, sabor, aroma, consisténcia e textura, tendo sido efetuada por um conjunto de 9
provadores com conhecimento do produto. Para o presente trabalho apenas foi realizado o
acompanhamento e participacdo na analise sensorial, apoiando a APOMA durante o
processo, ndao constando por isso os resultados da analise.

Na analise quimica, foram analisados os parametros humidade, a,, gordura,
proteina insollvel e sacarose. A aprovacdo ou ndo das amostras para 0 processo de
certificacdo teve em conta os valores de referéncia estipulados para os parametros em
questdo no Caderno de Especificacdes dos Ovos Moles de Aveiro elaborado pela APOMA
[1]. As amostras aprovadas foi-lhes atribuida, nos relatérios de ensaio, a classificacdo de
“amostras representativas dos OMA”. Ja as amostras que apresentavam desvios
relativamente aos valores de referéncia foram designadas de “amostras que podem nado ser
representativas dos OMA”™.

Na Tabela 3 ¢é apresentada a composic¢do quimica obtida nas analises quimicas das
68 amostras para 0s 5 parametros analisados. A aprovacdo ou ndo das amostras teve como
referéncia os valores estipulados no Caderno de Especificacdes e Obrigacdes dos OMA

relativos a composicdo quimica das amostras de OMA tendo em conta 0s desvios padrao.
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Tabela 3: Resultados obtidos nas analises quimicas das amostras OMA.

Parametros
Humidade aw Gordura | Proteina | Sacarose
Data de | YAIOres de | o6 3006) |(0,838-0,890) | (14-20%) | (3,1-5:3%) | (36-46%)
Referéncia
Rececéo Cfg'gﬁga x S x S x S x S x S | Aprovacéo
= 102 25,69 0,81|0,850 0,004 {19,37 0,78 ND 44,77 3,35 SIM
& 105  |21,98 0,37(0,867 0,003 (18,08 0,83| ND 47,28 432| NAO'
ﬁ, 107 28,67 0,96|0,839 0,004 | 16,21 0,64 ND 49,48 4,17 SIM
S 109 22,30 1,190,848 0,002 |15,13 0,95 ND 51,02 4,54 NAO
111 29,03 0,160,876 0,001 |16,80 0,58 ND 44,75 2,78 SIM
113 27,67 0,020,843 0,009 |15,56 2,19 ND 51,18 1,61 NAO
N 115 28,63 0,170,871 0,001 (20,37 1,57 ND 47,16 3,24 SIM
8. 117 28,40 0,05|0,869 0,001 {17,36 0,32 ND 46,20 2,26 SIM
E,J' 119 27,87 0,090,867 0,002 17,65 0,34 ND 48,43 3,82 SIM
o 121 27,58 0,09|0,864 0,003 |17,98 0,65 ND 45,32 4,30 SIM
123 25,84 1,65|0,855 0,403 (14,57 0,79 ND 47,53 3,72 SIM
125 27,87 0,240,857 0,000 (17,03 0,40 ND 45,55 4,22 SIM
127 29,28 1,840,870 0,007 |18,08 0,05 ND 47,71 1,76 SIM
N 129 27,11 0,120,852 0,033 |15,70 2,15 ND 51,39 1,45 NAO
8. 131 29,83 0,920,881 0,002 |15,75 0,75 ND 43,01 3,10 SIM
S, 133 25,49 0,200,838 0,003 |18,08 1,98 ND 43,86 2,52 SIM
3 135 26,97 0,140,846 0,012 (13,53 0,52 ND 46,95 2,19 SIM
137 31,05 0,200,864 0,010 (17,55 0,88 ND 45,04 5,23 SIM
139 26,05 0,160,854 0,003 21,80 2,39|6,40 1,55|40,25 1,59 SIM
141 28,49 0,21|0,856 0,004 |18,86 0,86 (5,66 0,45|39,43 2,59 SIM
N 143 26,16 0,12|0,844 0,003 18,86 0,10(5,86 0,82 41,51 2,66 SIM
8 145 27,15 0,27|0,854 0,002 (17,49 0,21|5,43 0,46 |40,63 3,06 SIM
%‘ 147 29,34 0,110,866 0,002 15,58 0,60|3,41 0,07 40,73 2,09 SIM
& 149 28,29 0,29|0,864 0,002 |19,00 0,92 (5,10 1,36|40,16 1,69 SIM
151 28,05 0,04|0,865 0,003 |18,18 0,62 4,18 0,14|40,79 0,52 SIM
153 26,03 0,110,837 0,004 19,82 0,65|5,46 0,40|39,95 1,15 SIM
155 27,12 0,14|0,865 0,002 |17,12 0,34(5,03 0,46 47,74 0,66 NAO
157 29,56 0,140,877 0,002 20,97 1,31(4,60 0,06 42,22 0,99 SIM
~ 159 27,01 0,15/0,864 0,001 |18,04 0,28 (4,93 0,68 47,21 1,30 SIM
8' 161 26,97 0,13|0,858 0,001 18,03 1,52 (5,24 0,04 52,15 0,60 NAO
SI 163 27,30 0,30|0,866 0,004 18,03 1,52|3,81 0,52|54,99 2,94 NAO
R 165 29,79 0,05|0,872 0,006 | 15,38 0,22 (3,46 0,47 49,60 1,43 NAO
167 29,08 0,100,866 0,003 19,19 0,40(5,08 0,18 45,16 3,29 SIM
169 27,88 0,83|0,863 0,003 |18,14 0,33(4,19 0,61 46,43 1,30 SIM

! Os parametros relativos as ndo conformidades encontram-se evidenciados a negrito.
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Tabela 3:

Resultados obtidos nas analises quimicas das amostras OMA (continuag&o).

Parametros
Humidade aw Gordura Proteina Sacarose
Datade | Yaloresde | o6 2o06) | (0,838-0,890) | (14-20%) | (3.1-5,3%) | (36-46%)
Referéncia
Rececéo Codigo X S X S x S x S x s | Aprovagao
da amostra
171 24,02 0,24 | 0,857 0,005 | 1543 0,13 | 4,58 0,34 | 49,11 1,70 NAO
173 27,09 0,34| 0,887 0,002 | 18,17 0,33 | 5,06 0,06 | 43,42 2,90 SIM
o 175 27,40 0,12 0,882 0,016 | 15,82 0,09 | 4,40 0,27 | 44,84 2,89 SIM
8. 177 31,90 0,24 | 0,894 0,002 | 14,15 0,55 3,30 0,94 | 42,82 2,90 NAO
8, 179 25,90 0,19 | 0,853 0,002 | 1556 1,81 | 3,72 0,39 | 49,65 4,14 SIM
& 181 26,32 0,12 | 0,849 0,001 | 1542 1,13|3,37 1,31 |46,21 1,70 SIM
183 25,01 0,16 | 0,846 0,001 | 1548 0,14 | 391 0,59 | 50,94 1,62 NAO
185 26,49 0,19| 0,851 0,002 | 19,37 0,78 | 3,63 0,31 | 41,37 1,54 SIM
o~ 187 27,71 0,13| 0,852 0,013 | 17,42 0,09 | 4,23 0,64 | 40,66 0,53 SIM
8. 189 27,61 0,15| 0,841 0,001 | 15,31 0,23 | 3,24 0,84 |419 1,22 SIM
5 191 27,51 0,27 | 0,846 0,006 | 14,65 0,20 | 3,27 0,45 | 42,57 1,48 SIM
S 193 29,10 0,16 | 0,860 0,003 | 17,27 0,49 | 450 0,62 | 41,41 2,27 SIM
195 27,62 0,09| 0,869 0,002 | 17,27 0,86 | 4,76 0,20 ND SIM
197 28,21 0,21| 0,854 0,004 | 15,75 0,15| 4,80 0,31 ND SIM
N 199 27,30 0,63| 0,857 0,002 | 14,19 0,45 4,23 0,18 ND SIM
8 201 29,04 0,08 | 0,877 0,001 | 16,51 0,18 | 4,90 0,54 ND SIM
5 203 28,99 0,02| 0,88 0,002 |17,84 0,11| 3,83 0,52 ND SIM
N 205 27,13 0,27 | 0,863 0,000 | 17,53 0,34 | 5,14 0,31 ND SIM
207 30,01 0,170,881 0,001 | 16,91 0,46 | 4,21 0,75 ND SIM
209 31,93 0,22 | 0,890 0,002 | 14,33 0,14| 2,88 0,70 ND SIM
211 27,89 0,24 | 0,863 0,003 | 17,02 0,28 | 3,11 0,24 | 48,25 0,74 NAO
N 213 30,25 0,30 | 0,875 0,003 | 15,76 0,63 | 3,38 0,60 | 48,73 3,15 SIM
b 215 25,94 0,30| 0,848 0,001 | 18,18 2,44 | 3,45 0,41 5295 2,10 NAO
g 217 28,50 0,31| 0,848 0,001 | 14,68 0,54 | 4,14 0,55 | 49,77 041 NAO
g 219 28,05 0,52 | 0,876 0,000 | 15,03 0,24 | 4,98 0,37 | 45,04 1,24 SIM
221 26,24 165| 0,873 0,001 | 16,15 0,14 | 3,33 0,22 | 44,43 4,54 SIM
223 27,86 0,18 | 0,868 0,001 | 17,33 0,79 | 4,31 0,07 | 43,30 2,01 SIM
225 26,84 0,30 | 0,860 0,005 | 16,93 2,21|2,97 0,36 | 46,73 0,81 SIM
N 227 26,21 0,12 | 0,837 0,002 | 16,40 0,25| 3,87 0,29 | 4589 1,28 SIM
b= 229 28,26 0,18 | 0,863 0,001 | 16,45 0,83 | 4,56 1,02 | 44,75 241 SIM
g 231 25,75 1,18 | 0,847 0,002 | 16,54 1,72 | 4,31 0,71 | 46,22 1,01 SIM
g‘ 233 25,71 0,15| 0,857 0,005 | 18,52 0,15| 5,30 0,15 | 40,12 1,84 SIM
235 25,83 1,35| 0,839 0,003 | 16,32 1,10 | 3,20 0,24 | 50,23 5,72 SIM
237 29,35 0,15| 0,875 0,001 | 18,53 0,24 | 3,79 0,86 | 39,21 1,98 SIM
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3.1.1. Teor de humidade

A determinacdo do teor de humidade é efetuada por remocdo da agua através do
método de secagem da amostra a uma temperatura elevada, 105 °C, durante pelo menos 6
h. Foi utilizada areia de forma a facilitar o processo de secagem através do aumento da
area de superficie, prevenindo assim a retencdo de agua por formacao de crosta na massa
dos OMA [12, 44, 50].

Pelos resultados obtidos na Tabela 3 para o parametro humidade, verifica-se que as
amostras de OMA analisadas apresentam uma variacdo entre 22 e 32%. A percentagem
minima, 22%, deste pardmetro encontra-se fora dos valores de referéncia estipulados para
este parametro (26-32%), o que implica uma ndo conformidade de duas amostras, as
amostra 105 e 109. A nivel sensorial, foi observado que estas amostras apresentavam uma
aparéncia seca, consisténcia muito pastosa e uma textura ndo uniforme, resultado da
presenca de granulos de acucar. A formacdo de granulos de acucar podera justificar o
elevado teor de sacarose nestas amostras. As amostras com elevados teores de humidade
(29-32%), como por exemplo as amostras 131, 147, 157 e 177, encontram-Se muito
proximas do valor maximo de referéncia dos OMA (32%). Este tipo de amostras, quando
analisadas sensorialmente, aparentavam uma consisténcia muito liquida. O excesso de agua
das amostras poderd favorecer o desenvolvimento microbiano, condicionando assim a

qualidade do produto [12].

3.1.2.aw

Relativamente ao parametro da a,, foram registados valores entre 0,837 e 0,894 nas
amostras de OMA analisadas. A amostra 153 apresenta um valor de a,, ligeiramente abaixo
do valor minimo de referéncia (0,838). No entanto, o desvio padrdo calculado permite
classifica-la como representativa dos OMA. No caso da amostra 177, o valor de ay
registado (0,894) foi mais elevado do que o valor de referéncia (0,890). Esta amostra foi
considerada ndo representativa dos OMA. Nas amostras cujos valores de a, Sejam
elevados, tal como na amostra 177, o desenvolvimento de leveduras é favorecido. Deste
modo, devera ser efetuado um controlo microbiologico das amostras de forma a assegurar

a seguranca alimentar dos OMA.
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A Figura 27 mostra que hd uma tendéncia linear de proporcionalidade entre a
humidade e a a,. Isto significa que amostras com valores de a,, elevados apresentam teores
elevados de humidade e vice-versa, como por exemplo as amostras 131 (ay 0,881 e 30%
humidade), 207 (ay 0,881 e 30% Humidade), 177 (aw 0,894 e 32% humidade) e 209 (ay
0,890 e 32% humidade). No entanto, também existem amostras em que humidade é baixa
mas que apresentam valores de a,, relativamente elevados. Tal justifica a necessidade de

determinacéo de ambos 0s pardmetros na analise quimica.
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Figura 27: Graéfico relativo a humidade em fun¢&o da a,, das amostras de OMA.

3.1.3.Teor de gordura

A gordura dos OMA é obtida por extracdo de soxhlet, recorrendo a uma mistura de
solventes organicos. Esta técnica permite a reducdo do tempo de extracdo e o volume de
solvente usado [14, 51, 52]. Este componente da amostra de OMA encontra-se sob a forma
de lipoproteinas possibilitando assim a sua extracdo tendo em conta diferenca de
polaridades entre a fragdo proteica e a fragdo lipidica. Esta caracteristica permitiu a sele¢éo
dos solventes de extragdo, uma mistura de cloroférmio/ metanol (2:1) [44]. O cloroférmio
promove o isolamento dos lipidos da amostra, enquanto o metanol estabelece ligacGes de
hidrogénio com a fracdo proteica, levando a quebra das ligacbes dos lipidos as
lipoproteinas. Como resultado, verifica-se a formacdo de um precipitado da proteina
ligeiramente desnaturada, para além da solubilizacdo dos lipidos [14]. Os lipidos presentes

na amostra apos a separacdo estdo na forma de ésteres, que sdo compostos nao polares. A
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separagdo destes da fracdo proteica € realizada por solubilizacdo em éter de petréleo [14,
51, 52].

Na andlise do parametro gordura (Tabela 3) ndo foram identificadas amostras néo
conformes que apresentassem desvios relativos aos valores de referéncia da gordura (14-
20%). No entanto, as amostras 139 e 157 apresentam valores altos de gordura entre 21 e
22%. Contudo, o intervalo do desvio padrdo associado coloca estas amostras como
representativas das amostras de OMA.

A gordura é proveniente da gema de ovo, usadas na confecdo do produto em
questdo. Desta forma, a cor evidenciada pelos OMA dependera da tonalidade exibida pelas
gemas de OMA, cozimento e reagdes de Maillard. Nas amostras de OMA as cores

variaram entre os tons de amarelo a laranja.

3.1.4. Teor de proteina

A proteina dos OMA, tratando-se de proteina desnaturada, é insolivel em &gua, o
que possibilita a sua separacdo apds a solubilizacdo da sacarose em agua. O precipitado
residual é seco e quantificado como proteina insoluvel.

Os resultados obtidos para as amostras de OMA quanto ao teor de proteina
insolGvel variam entre 2,9% (amostra 209) e 6,4% (amostra 139), estando estas duas
amostras incluidas dentro dos valores de referéncia (3,1 - 5,3%) atendendo aos desvios
padrdes associados.

A proteina insoltvel e gordura sdo parametros cuja origem deriva da gema do ovo.
Estes parametros, geralmente, sdo diretamente proporcionais. Isto significa que amostras
que apresentem baixos teores de proteina (3%), tal como as amostras 147, 165, 177 e 209,
apresentam baixos teores de gordura (14-15%). A mesma relacdo se verifica para amostras
com altos valores de proteina (5,3-6,4%) e gordura (19-22%), como por exemplo as
amostras 139, 153, 167 e 233 (Figura 28). Contudo, obtiveram-se resultados que
contradizem esta relacéo de proporcionalidade, como por exemplo nas amostras 163 (18%
gordura e 3,8% de proteina) e 185 (19% de gordura e 3,6% proteina). Estes valores podem
indicar que a metodologia implementada podera levar a perdas relativas de proteina que

podem influenciar a classificagdo das amostras de OMA.
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Figura 28: Grafico relativo a gordura em fungdo de proteina das amostras de OMA.

3.1.5. Teor de sacarose

O teor de sacarose das amostras de OMA ¢ determinado pelo método de fenol-
acido sulfarico. Este método permite a hidrélise da sacarose com acido sulfdrico
concentrado, da qual resultam os compostos HMF e furfural [48]. Estes compostos sofrem
uma reacdo de condensacdao com fenol, levando a formacdo de um complexo de cor
amarela. O teor de sacarose é quantificado por leitura da absorvancia por espetroscopia de
UV/Vis a 490 nm. A absorvancia da amostra é proporcional a quantidade de fenol presente
na amostra, e, consequentemente, a quantidade de acucar [53].

Pela andlise da Tabela 3, é observado que o teor de sacarose determinado nas
amostras varia entre 39 e 55%. Em 27 das 68 amostras de OMA analisadas estes valores
sdo superiores a 46%, que é o valor maximo permitido pelo caderno de especificacdes. A
nivel sensorial, a presenca de gréos de acucar em algumas amostras de OMA, confirma os
elevados teores de sacarose. A amostra 235 foi uma das amostras em que se verificou a
presenca de gréos de agucar e confirmou um teor de sacarose elevado (50%). Estes valores
podem ser explicados pelo facto de algumas amostras se encontrarem no limite do prazo de
validade (15 dias) estipulado para os OMA, favorecendo assim a formagéo de gréos de

acucar. Este facto e tanto mais relevante porque os parametros quimicos constantes no
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caderno de especificagdes se reportaram sempre a amostras com poucos dias de confecéo,
fator que tem de ser tido em conta numa futura revisdo do caderno de especificagoes.
Existe também uma grande variabilidade de teores de sacarose entre amostragens, 0
que podera estar associado a alteracBes do clima, uma vez que periodos mais secos e
quentes propiciam a cristalizacdo da sacarose e dias mais humidos levam a producédo de
massas com teores mais elevados de humidade. Por exemplo, os resultados obtidos nas
amostragens do més de Maio, que correspondeu a um periodo de dias muito secos,

mostram a maioria das amostras com teores superiores a 44% de sacarose.

3.1.6. Analise Global dos Resultados

Das 68 amostras de OMA analisadas nos ensaios quimicos empreendido, foram
identificadas 54 amostras como representativas dos OMA, 0 que representa uma

percentagem de 79% de aprovacao (Figura 29).

@ Amostras Ndo Aprovadas  ® Amostras Aprovadas

Figura 29: Grafico relativo ao parecer das analises quimicas de 68 amostras de OMA.

A Figura 30 evidencia as ndo conformidades encontradas nas amostras de OMA.
Verificaram-se em 13 amostras de OMA que a ndo conformidade era relativa ao teor de
sacarose em excesso. No caso do parametro humidade, foram identificadas 2 amostras com
teores de humidade reduzida. Na Unica amostra relativa a ndo conformidade de a,, tal
deveu-se ao seu elevado valor. Nos parametros gordura e proteina ndo se verificaram

amostras ndo representativas de OMA.
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Figura 30: Grafico representativo das ndo conformidades das amostras de OMA (ha duas amostras que sao
excluidas em simultaneo pela humidade e sacarose).

Na Tabela 4 encontram-se as medianas calculadas para os pardmetros humidade,
aw, gordura, proteina insoltvel e sacarose analisados nas amostras de OMA. Estas amostras
apresentam uma tendéncia para valores de humidade de 28%, a,, de 0,863, gordura 17%,
proteina insollvel 4,2% e sacarose 45%. O parametro sacarose € aquele que apresenta um
valor ligeiramente superior a média dos valores de referéncia (41%), devendo por isso ser

considerado um ajuste deste parametro relativamente aos valores de referéncia dos OMA

[1].

Tabela 4: Mediana das amostras de OMA relativa aos parametros avaliados pelas analises quimicas.

Parametros Mediana
Humidade (%) 28
aw 0,863
Gordura (%) 17
Proteina Insolavel (%) 4,2
Sacarose (%) 45

O Caderno de Especificaches e os estudos efetuados por Naia et al. [44-46]
relacionam os parametros quimicos com os parametros sensoriais das amostras de OMA.
Deste modo, os parametros humidade e sacarose estdo associados a cor e brilho das
amostras. Ja os parametros gordura e proteina estdo relacionados com aparéncia e
qualidade global das amostras, que por sua vez estdo relacionadas com a consisténcia das
massas de OMA.
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3.2. Espetroscopia de infravermelho

Com o objetivo de testar a reprodutibilidade da analise dos OMA por MIR, foram
obtidos espetros de 32 massas de OMA na regido de 4000-500 cm™ utilizando dois
equipamentos de infravermelho: o Bruker IFS55 e o Perkin Elmer Spectrum BX. As
mesmas amostras foram analisadas por NIR na regido 10000-4000 cm™. Foi efetuada uma
anélise de componentes principais dos espetros de OMA através do software CATS
desenvolvido por Barros, tendo-se obtido os mapas das contribui¢es e das coordenadas
fatoriais [49]. A PCA foi realizada com a finalidade de detetar o agrupamento das amostras
qguanto aos parametros humidade, gordura e sacarose, componentes maioritarios das
amostras, assim como para a detecdo de outilers que podem ser indicativos de néo

conformidades nas amostras de OMA.

3.2.1. Espetroscopia de infravermelho MIR (4000-500 cm™) realizada no
equipamento Bruker

Através da Figura 31 podemos identificar as bandas espetrais correspondentes aos
parametros &gua, gordura, proteina e sacarose, constituintes das amostras OMA obtidas no
espetrofotometro de infravermelho Bruker IFS55.

H,0 livre

(Liga(iécl) 0O-H)

Amida l/
Ligagcdo H-O-H
Hidratos de Carbono
(Ligacdo C-O e C-OH)

Ligagéo C-H) ) Amida Il {
Esteres e i
(Ligagcdo C=0)| Amidalll

Absorvancia
(unidades arbitréarias)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numeros de onda (cm™)

Figura 31: Espetros de MIR das amostras OMA obtidos na regido 4000-500 cm™ no equipamento Bruker
IFS55.

Na regifo entre 3500-3000 cm™ é observada uma banda de forte intensidade

relativa & presenca da agua livre, com pico méaximo a 3308 cm™, relativa & deformagéo
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axial da ligacdo de O-H da molécula da agua. A presenca de um pico bem definido a 1662
cm™ poderd ser indicativa de outra banda associada a presenca da é&gua, relativa a
deformacéo angular da molécula H-O-H [32, 54-56]. Contudo, no mesmo numero de onda
também ¢ absorvida radiacéo relativa a deformacdo axial da ligacdo C=0 que ocorre na
amida | das proteinas [57-62]. Na regido entre 1550-1250 cm™ séo indicativas da presenca
de proteinas pois sdo observadas bandas de fraca intensidade resultantes das vibracfes de
deformacdo axial C-H/ deformacdo angular N-H correspondentes a amida Il (1550-1482
cm™) e amida 111 (1443-1302 cm™) [58, 59, 61].

Quanto & gordura, a presenca de um pico de absorcdo a 1725 cm™ poder4 ser um
indicador deste parametro, como resultado da deformacéo axial da ligacdo dupla C=0. A
presenca de picos a 2892 cm™ e 2670 cm™ séo referentes & deformacéo axial das ligacdes
C-H dos grupos CH, e CHj3 das cadeias de acidos gordos dos triglicerideos que constituem
a gordura [31, 32, 56, 59-62].

A regido de fingerprint, entre 1250-900 cm™, é relativa aos hidratos de carbono.
Deste modo, a sacarose é identificada nesta regido pelos picos a 1050 cm™ e 992 cm™, da
deformacéo axial das ligacdes C-OH e C-O, especificamente a 992 cm™, relativa a ligacio
glicosidica [62-67].

Para uma melhor compreensédo dos espetros de IR das amostras de OMA, realizou-
se um PCA. O mapa das contribuicdes fatoriais da regido 1800-800 cm™ (Figura 32)
mostra uma banda localizada a 1632 cm™, fortemente evidenciada pelo primeiro
componente (PC1), que pode ser resultado da presenca de dois parametros, agua e proteina,
visto que tanto 4gua como amida | absorvem radiacdo nesta zona. A presenca da gordura
na banda localizada a 1747 cm™ é modelada principalmente pelo terceiro componente
(PC3). Na zona do fingerprint dos hidratos de carbono entre 1100 e 900 cm™, a banda
relativa a sacarose € identificada em ambos os componentes principais (PC1 e PC3) a 988
cm™, nimero de onda associado a ligacdo glicosidica da sacarose.

O PC1, que contribui para a separagdo das amostras de OMA quanto aos
parametros humidade (PC1 negativo) e sacarose (PC1 positivo), explica 71% da
variabilidade total das amostras de OMA. Por seu lado, o PC3, que explica 7% da
variabilidade total das amostras de OMA, esta inversamente relacionado com a gordura
(PC3 negativo).
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Figura 32: Mapa das contribuicdes fatoriais dos PC1 e PC3 da regi&o de 1800- 800 cm™, no equipamento
Bruker IFS55.

A Figura 33 mostra 0 mapa das coordenadas fatoriais, onde estdo identificadas as
amostras com maiores teores de gordura, o que confirma a sua separacdo pelo PC3
negativo. No PC1 negativo (e PC3 positivo) foram identificadas amostras cujo teor medio
de humidade é elevado (27-32%). No presente PCA verifica-se ainda neste quadrante a
presenca da amostra 177, que se encontra fora dos limites dos valores de referéncia
estipulados para este parametro no Caderno de Especificacbes e Obrigacdes dos Ovos
Moles de Aveiro. A rejeicdo desta amostra pelas analises quimicas e espetroscépica de
MIR mostra a potencialidade desta técnica na analise dos OMA.

Relativamente a sacarose das amostras de OMA, tal como ja foi referido, através do
mapa das contribuicBes fatoriais da Figura 32 verifica-se que este parametro é modelado
pelo PC1 positivo (e PC3 negativo). Isto significa que as amostras que se encontram neste
quadrante tendem a apresentar teores elevados de sacarose, podendo ser consideradas ndo
representativas dos OMA. As amostras 235 e 171 foram amostras confirmadas neste
quadrante e cujo teor de sacarose se apresentava muito elevado, cerca de 50%. No caso da
amostra 235, esta ndo foi rejeitada devido ao elevado desvio padrdo associado poder
colocar esta amostra como aceite. No entanto, a analise espetroscopica mostra o elevado
teor de sacarose, pelo que a sua rejeicdo deveria ter sido considerada se estes dois métodos

tivessem sido combinados.
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Figura 33: Mapa das coordenadas fatoriais do PC1 e PC3, na regi&o 1800-800 cm, equipamento Bruker
IFS55.

3.2.2. Espetroscopia de infravermelho MIR (4000-500 cm™) realizada no

equipamento Perkin Elmer Spectrum BX

Os resultados da analise das amostras de OMA recorrendo ao equipamento Perkin

Elmer Spectrum BX (Figura 34), mostram ser semelhantes aos obtidos no equipamento

Bruker IFS55, com alguns desvios identificados na figura.
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Figura 34: Espetros de MIR das amostras de OMA obtidos na regido 4000-500 cm™ no equipamento Perkin
Elmer Spectrum BX.

No mapa das contribuicdes fatoriais da Figura 35, tal como acontece para o
equipamento Bruker IFS55, verifica-se que o PC1 negativo permite explicar a separagédo
das amostras quanto & presenca de agua, evidenciada a 1633 cm™. Na zona do fingerprint
dos hidratos de carbono entre 1100 e 900 cm™, a banda atribuida & sacarose é identificada
pelo PC1 positivo (e PC3 negativo), na banda relativa a este acticar a 984 cm™. O PC3
explica a separacdo das amostras relativamente ao parametro gordura, localizado no mapa
a 1745 cm™,
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Figura 35: Mapa das contribuices fatoriais de PCle PC3, da regido de 1800-800 cm™do equipamento Perkin
Elmer Spectrum BX.
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O mapa das coordenadas fatoriais da Figura 36 revela uma heterogeneidade maior
em relagdo ao cluster formado pelas amostras de OMA no equipamento Bruker IFS55.
Verifica-se assim que o PC1 contribui com 59% para a separacdo das amostras, enquanto o
PC3 explica apenas 12% da variabilidade total existente. O intervalo entre estas variancias
ndo é tdo significativo como o obtido pelo outro equipamento (PC1 71% e PC3 7%),
justificando com isso a definicdo demonstrada pelo cluster obtido.

Através do PCA, analogamente ao que sucedeu para o equipamento Bruker IFS55,
verifica-se que o PC1 negativo (e PC3 positivo) contribui para a separagdo das amostras
em fungdo do parametro humidade, cujo teor médio de humidade é de 27-32%, no qual
também foi detetada a amostra 177 ndo conforme. J4& o PC1 positivo (e PC3 negativo)
separa as amostras com teores elevados de sacarose. As amostras 235 e 171 sdo novamente
confirmadas como amostras com elevado teor de sacarose. Da mesma forma, verifica-se a
separacdo das amostras em relacdo ao parametro gordura no PC3 negativo, onde se
confirmam amostras com elevados teores de gordura (17-20%).
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Figura 36: Mapa das coordenadas fatoriais PC1 e PC3, na regido 1800-800 cm™ do equipamento Perkin
Elmer Spectrum BX.

Os resultados obtidos nos aparelhos Bruker IFS55 e Perkin Elmer Spectrum BX

permitem inferir a reprodutibilidade do modelo independentemente do equipamento de
MIR.
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3.2.3.Espetroscopia de infravermelho NIR (10000-4000 cm™)

A Figura 37 mostra os espetros de NIR das amostras de OMA, onde se encontram
identificadas as bandas espetrais correspondentes aos parametros &gua, agucar, proteina e

gordura.
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Figura 37: Espetros de NIR das amostras OMA na regi&o de 10000-4000 cm™.

Podemos observar na regi&o dos 5200-5000 cm™ uma banda de forte intensidade a
5169 cm™ e outra mais fraca a 6841 cm™, como resultado da presenca de 4gua da amostra
de OMA, nomeadamente da combinacdo da deformacdo axial da ligacdo O-H e
deformacdo angular de H-O-H [32, 54, 62, 68-70].

Quanto ao parametro gordura, este pode ser identificado através de uma banda de
fraca intensidade a 8276 cm™, e, na regido entre os 5800 a 5650 cm™, com picos a 5789 e
5675 cm™, resultado da vibragdo da deformac&o axial da ligagdo CH dos grupos CH, e CHs
dos acidos gordos dos triacilglicerideos [32, 54, 62, 70].

A presenca de uma banda localizada a 4816 cm™ sugere a presenca de proteina,
relativa a deformacéo axial das ligacdes de N-H e C-O, assim como a combinagéo entre
amida | e amida A [32, 62, 71, 72].

Na regido do espetro a 4400-4200 cm™, representada pelos picos a 4331 cm™ e

4259 cm™, é evidenciada a presenca de sacarose, resultado das combinacdes de
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deformacéo axial das ligagbes C-H de CH; e combinacédo da ligacdo C-H de CH3[32, 62,
73, 74].

A semelhanca do que foi realizado para os espetros de OMA de MIR, procedeu-se
para uma PCA dos espetros de NIR, de forma a identificar a variabilidade da amostragem.

Através do mapa das contribuicGes fatoriais da Figura 38, podemos identificar no
PC1 a 5256 cm™ uma banda espectral que identifica o parametro da 4gua. J& no PC2, na
regido entre 4400-4200 cm™ verifica-se a zona atribuida ao parametro da sacarose,
explicada pelo PC1 negativo.

0,1 ~
0,08 -
0,06 -
0,04 -

0 .

—————— L ‘ ‘
0 O%OEOO 9500 9000 8500 8000 7500 7 0 50 4000

Contribuicoes Fatoriais

-0,04 -
-0,06 -
-0,08 -

Numeros de Onda (cm-1)

—PC1 —PC2
Figura 38: Mapa das contribuices fatoriais dos PC1 e PC2.

O mapa das coordenadas fatoriais da Figura 39 revela que cerca de 90% da
variabilidade das amostras € explicado pelo PC1, contrariamente ao que é observado pelo
PC2, em que apenas € explicado 6% da variabilidade entre as amostras.

O mapa das coordenadas fatoriais permite verificar que as amostras que apresentam
teores elevados de sacarose a sua separacdo € efetuada maioritariamente pelo PC1
negativo. Ja as amostras com teores mais elevados de humidade encontram-se no PC1
positivo.

A presenca de outliers (amostras atipicas) no mapa das coordenadas fatoriais parece
indicar a presenca de ndo conformidades em algumas das amostras de OMA. Verifica-se
assim, a presenca de amostras com elevado teor de sacarose no PC1 negativo, identificados
como amostras OMA com cerca de 50% de sacarose, as amostras 171 e 235. No PC1
positivo foi identificado um outlier que diz respeito a uma amostra com elevado teor em

humidade, quantificada com 32%, a amostra 177.

53



177

M Maior Teor de Humidade 4

® Maior Teor de Sacarose 3

Coordenadas Fatoriais PC2 (6%6)

Coordenadas fatoriais PC1 (90%0)

Figura 39: Mapa das coordenadas fatoriais do PC1 e PC2.

A técnica de NIR veio confirmar os resultados obtidos por MIR no que diz respeito
a separacdo das amostras quanto aos parametros sacarose e humidade, sendo ainda
identificadas as mesmas amostras ndo conformes. O facto de ambas as técnicas poderem

ser aplicadas na analise dos OMA demonstra o grande potencial desta abordagem.
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4. CONSIDERACOES FINAIS






No presente trabalho, foram realizadas analises quimicas e sensoriais a 68 massas
de amostras dos OMA no ambito do processo de certificagdo deste produto como
Indicacdo Geogréafica Protegida. Das amostras de OMA analisadas quanto aos parametros
humidade, atividade de &gua, gordura, proteina insolivel e sacarose, 54 foram
consideradas representativas dos OMA. Nas amostras consideradas ndo representativas, o
excesso de sacarose foi identificado como o principal parametro ndo conforme. Os valores
medianos obtidos para este parametro demonstram a tendéncia das amostras de OMA para
conterem teores de sacarose superiores ao estipulado pelo Caderno de Especificacdes dos
OMA. Estes resultados permitem inferir que sera necessario um ajuste nos intervalos dos
valores de referéncia dos OMA, nomeadamente, no que diz respeito ao intervalo de
referéncia do parametro sacarose. Tal facto podera ser devido as analises feitas para a
elaboracdo do caderno de especificagdes terem utilizado somente massas frescas, ao
contrario do que foi feito neste trabalho. Estes resultados mostram que é necessaria a
incorporacdo no intervalo dos valores de referéncia de amostras mais proximas do fim do
prazo de validade, incluindo amostras produzidas em climas himidos e muito secos.

A espetroscopia de infravermelho demonstrou ter um grande potencial de aplicacéo
na analise dos OMA. As andlises de MIR efetuadas em 2 equipamentos diferentes
demonstraram a reprodutibilidade da analise. A aplicacdo da PCA nos espetros de MIR
possibilitou a separacdo das amostras segundo os componentes maioritarios dos OMA,
agua, gordura e sacarose. Este modelo apresenta consisténcia na separacdo de amostras,
nomeadamente no quadrante PC1 positivo (sacarose), pois permite identificar amostras
cujo teor de sacarose é elevado. A analise da PCA efetuada para os espetros de NIR
demonstrou a capacidade desta analise para separar amostras de OMA segundo o0s
parametros humidade e sacarose. Este trabalho abre a perspetiva de poder ser considerado
num trabalho futuro uma abordagem que permita a quantificacdo dos parametros das
amostras de OMA analisadas por espetroscopia de infravermelho.

Em conclusao, este trabalho mostrou que a espetroscopia de infravermelho pode ser
utilizada para uma fase de avaliacdo rapida, em tempo real dos OMA permitindo que, pela
analise dos sinais espetroscopicos dos parametros humidade, sacarose e gordura, seja
possivel uma verificagdo das amostras conformes. Tal permitird a reducdo do nimero de
amostras a avaliar pelo método quimico, e assim tornar o processo de certificagdo mais

rapido e eficiente.
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Anexo B — Relatorio de Ensaio

dqua
Departamento de Quimica, Universidade de Aveiro
Campus de Santiago o )
3810-193 Aveiro Relatorio de ensaio
Telefone 234370706; Fax 234370084
mac@ua.pt
Relatorio # 001/2012
Data de emissdo: 0 de MES de 2012
SAGILAB- O.C.C.P.
R. ANIBAL CUNHA, 84 L5
REQUISITADO por: 4050 — 046 PORTO
AMOSTRA Va REFERENCIA ACONDICIONAMENTO
Colheita: Foi efetuada por técnico da Sagilab
Ovos Moles de Aveiro 000 ~ .
(unidades em héstia) Data de fabrico: 0/0/2012 Data recegao: 0/0/2012
Data inicio de ensaio: 0/0/2012
ENSAIO METODO RESULTADO VALORES REFERENCIA*

Caderno de Especificacdes

Humidade (%) OMA Média + d.p. 26-32
Atividade de 4gua gi;jeArno de Especificagdes Média + d.p. 0,838 - 0,890
Matéria gorda (%) gi;ieArno de Especificagdes Média + d.p. 14-20
Proteina (%) gaﬁ:\rno de Especificagdes Média £ d.p. 3,1-53
Sacarose (%) Caderno de Especificacdes Média + d.p. 36 - 46

OMA

*Valores de referéncia relativos a massa dos Ovos Moles de Aveiro que constam do Caderno de
Especificagdes dos Ovos Moles de Aveiro — IGP, 2005.

Avaliacdo

COMENTARIOS

Os parametros analisados estdo dentro dos valores de referéncia do Caderno de Especifica¢fes dos Ovos Moles de Aveiro —
IGP.

APRECIACAO FINAL

A amostra é representativa dos Ovos Moles de Aveiro.

Prof. Doutor Manuel Anténio Coimbra — Responsavel Técnico
0/0/2012
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